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RESUMO 

O mercúrio é um metal tóxico que pode causar danos ambientais, e quando ocorre a 

exposição humana a esses contaminantes pode acarretar estresse oxidativo que pode 

causar ou potencializar diversas morbidades. No estado de Alagoas, 

a Lagoa Mundaú, a qual faz parte do Complexo Estuarino Mundaú-Manguaba 

(CELMM) é uma importante fonte de subsistência para a população local. Porém, 

segundo dados recentes do nosso grupo, a contaminação por metais pesados, com 

destaque para o mercúrio (Hg), tem promovido danos em toda cadeia dependente de 

tal ambiente, incluindo as células sanguíneas dos pescadores de tal localidade. Logo, 

um dos objetivos do nosso trabalho foi o de avaliar, em pessoas que vivem em torno 

do CELMM, alterações funcionais e estruturais de células sanguíneas, bem como seu 

o estado redox. Dentro do mesmo contexto de contaminação por Hg, existe uma 

relação dos níveis de Hg no sangue e o desenvolvimento de doenças cadiovasculares. 

No âmbito das doenças cardiovasculares, a aterosclerose é uma das maiores causas 

de morte em todo o mundo, que pode levar ao infarto agudo do miocárdio. Sendo 

assim, utilizamos como modelo de estudo, os camundongos knockout para o receptor 

de LDL (LDLr-/-), os quais possuem como consequência uma maior circulação de tal 

lipoproteína rica em colesterol, levando a formação da placa de aterosclerose. Nesses 

animais LDLr-/-, avaliamos se o tratamento com HgCl2 (30 dias, 0,5 mg Kg-1) teria um 

efeito aditivo sobre os fatores de risco para aterosclerose. No estudo com humanos, 

avaliamos células sanguíneas de 60 pescadores e 65 controles pareados, onde foi 

observado maiores níveis de Hg no sangue, diminuição da funcionalidade dos 

eritrócitos, alteração estrutural na hemoglobina e comprometimento do sistema redox 

nos pescadores. Ainda nos pescadores, os linfócitos apresentaram uma produção 

exacerbada de espécies reativas de oxigênio (EROS). Quanto ao estudo com animais 

LDLr-/- tratados com HgCl2, estes apresentaram diminuição de funcionalidade dos 

eritrócitos; alteração na contagem de células da série branca, aumento na atividade 

fagocitária de macrófagos, elevação de citocinas plasmáticas, acúmulo de Hg em 

diferentes órgãos, bem como alteração na função renal e hepática. Nas mitocôndrias 

isoladas de fígado, houve um comprometimento da respiração e integridade de tal 

organela, e ainda aumento na geração de H2O2. Portanto, nossos resultados mostram 

que, independente do modelo utilizado, a contaminação por Hg leva a danos 

oxidativos sistêmicos que podem comprometer a saúde do organismo. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/lagoon
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ABSTRACT 

Mercury is a toxic metal that can cause environmental damage, and when human 

exposure to these contaminants occurs, it can lead to oxidative stress that may cause 

or exacerbate various morbidities. In the state of Alagoas, Mundaú Lagoon, which is 

part of the Mundaú-Manguaba Estuarine Complex (CELMM), is an important source 

of subsistence for the local population. However, according to recent data from our 

group, contamination by heavy metals, notably mercury (Hg), has been causing 

damage throughout the chain dependent on this environment, including the blood cells 

of fishermen from this locality. Therefore, one of the objectives of our work was to 

evaluate, in people living around the CELMM, functional and structural alterations of 

blood cells, as well as their redox status. Within the same context of Hg contamination, 

there is a relationship between blood Hg levels and the development of cardiovascular 

diseases. In the scope of cardiovascular diseases, atherosclerosis is one of the leading 

causes of death worldwide, which can lead to acute myocardial infarction. Thus, we 

used LDL receptor knockout mice (LDLr-/-) as a study model, which consequently have 

increased circulation of such cholesterol-rich lipoprotein, leading to atherosclerotic 

plaque formation. In these LDLr-/- animals, we evaluated whether treatment with HgCl2 

(30 days, 0.5 mg kg-1) would have an additive effect on atherosclerosis risk factors. In 

the human study, we evaluated blood cells from 60 fishermen and 65 matched 

controls, where higher blood Hg levels, decreased erythrocyte functionality, structural 

alteration in hemoglobin, and compromised redox system in fishermen were observed. 

Furthermore, in fishermen, lymphocytes showed an exacerbated production of reactive 

oxygen species (ROS). As for the study with LDLr-/- animals treated with HgCl2, they 

presented decreased erythrocyte functionality; alteration in white blood cell count, 

increased macrophage phagocytic activity, elevation of plasma cytokines, 

accumulation of Hg in different organs, as well as alteration in renal and hepatic 

function. In isolated liver mitochondria, there was impairment of respiration and 

integrity of such organelle, as well as an increase in H2O2 generation. Therefore, our 

results show that, regardless of the model used, Hg contamination leads to systemic 

oxidative damage that can compromise organism health. 

Key-words: Contamination, mercury, mitochondria, oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

O mercúrio (Hg) está entre os dez principais poluentes ambientais em uma lista 

de 275 elementos tóxicos publicado pela Agência de Substâncias Tóxicas e Registro 

de Doenças na Divisão de Toxicologia e Ciências da Saúde (ATSDR) e pode causar 

diversos efeitos adversos nos meios biológico (ATSDR, 2017). Embora o Hg esteja 

presente na natureza, ele também é liberado no meio ambiente por séculos como 

resultado de atividades antrópicas (indústrias, mineração, hospitais e lixo doméstico) 

(ROCHA et al., 2012).  

A exposição humana a esses contaminantes inorgânicos (CI) e orgânicos como 

o metilmercúrio podem levar ao estresse oxidativo que acarreta em disfunções 

diversas, tais como, neurológicas, câncer, doenças cardiovasculares, diabetes, 

inflamação, doenças neurodegenerativas, dentre de outras patologias (DO 

NASCIMENTO et al., 2014, HUGHES et al., 2016, XU et. al, 2018, FLORA et al., 

2008). Tal estresse oxidativo pode alterar a atividade de enzimas e depletar o sistema 

antioxidante. Estudos recentes têm demonstrado relação direta da exposição a CI no 

meio ambiente (água e alimentos) com suas concentrações em amostras biológicas 

e biomarcadores de estresse oxidativo (CROTTO et al., 2010, DOBRAKOWSKI et al., 

2016, MA et al., 2016) 

No estado de Alagoas, a Lagoa Mundaú (que faz parte do Complexo Estuarino 

Mundaú-Manguaba) é uma importante fonte de peixes e moluscos (especialmente o 

bivalve sururu, Mytella charruana) para a população ribeirinha, sendo uma fonte de 

renda para o estado de Alagoas (ABR, 2019). Recentemente, o nosso grupo de 

pesquisa estabeleceu uma possível correlação entre contaminação ambiental e 

parâmetros bioquímicos associados à qualidade da saúde desta população (SILVA-

FILHO et al., 2021). Neste estudo, verificamos que dos 14 elementos monitorados na 

água do CELMM, sistematicamente por dois anos, os níveis de Hg, Pb, Al, Zn, Fe, 

Mn, Sn e Bi apresentaram concentrações superiores aos limites estabelecidos pela 

legislação (DOS SANTOS et al., 2021), com destaque para Hg e Pb. As células 

mononucleares dos pescadores que vivem em torno de tal ambiente tiveram um 

aumento na geração de espécies reativas de oxigênio, bem como os eritrócitos 

apresentaram outras modificações, como no sistema redox e na integridade da 

membrana. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/lagoon
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Na literatura já está bem estabelecido que a exposição ao mercúrio leva a 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Esse estresse pode 

resultar na oxidação de várias biomoléculas, como por exemplo do colesterol presente 

nas lipoproteína de baixa densidade (LDL-C). Estudos indicaram uma associação 

direta entre a exposição ao mercúrio e aterosclerose (FARKHONDEH et al., 2020). 

Existem cinco classes principais de lipoproteínas plasmáticas (LP) 

transportadoras de colesterol e outros lípides, sendo a LDL é uma delas (BROWN & 

GOLDSTEIN, 1986). Uma vez dentro da célula, o colesterol que também pode ser 

derivado das LP, bem como sintetizado pela própria célula, exerce várias ações 

regulatórias, incluindo a supressão da expressão da enzima que catalisa a etapa 

limitante da biossíntese do colesterol (a HMG-CoA redutase) e a supressão da 

transcrição do gene do receptor da LDL (GOLDSTEIN & BROWN, 1992). Desta forma, 

não ocorre um acúmulo excessivo da concentração de colesterol dentro da célula.  

A concentração elevada de LDL plasmática resulta em um aumento da 

quantidade de LDL na corrente sanguínea e isso pode ocorrer devido uma mutação 

que ocorre no receptor de LDL inviabilizando a sua captação nos tecidos. A hipótese 

de modificação oxidativa da aterogênese propõe que os altos níveis de LDL são o 

principal alvo da oxidação por EROS no espaço subendotelial arterial, dando início a 

formação da placa da aterosclerose (QUE et al. 2018, STEINBERG, 2019); pois a LDL 

oxidada induz a ativação do sistema imune. Na ativação do sistema imune ocorre o 

recrutamento de monócitos circulantes, que se diferenciam em macrófagos que de 

uma forma contínua captam essa LDL modificada transformando-se em células 

espumosas ingurgitadas de colesterol (STEINBERG, 2019). Os camundongos 

knockout para receptores de LDL desenvolvem à aterosclerose (LDLr−/−, C57BL/6J 

background) (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Sendo assim, esse modelo animal é de 

suma importância para se estudar, uma das doenças que mais mata no mundo, a 

aterosclerose.  

Em suma, este trabalho tem intuito de avaliar os efeitos da contaminação do 

Hg em sistemas biológicos, seja uma contaminação ambiental, como a que ocorre nos 

pescadores que habitam o CELMM, seja  em um modelo animal com 

hipercolesterolemia com propensão à aterosclerose.  
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2. EFEITOS DA EXPOSIÇÃO CRÔNICA AO MERCÚRIO EM 

PESCADORES (COMPLEXO LAGUNAR MUNDAÚ-MANGUÁBA – 

CELMM) 
 

2.1. Revisão da literatura 
 

2.1.1. Poluição ambiental e como atinge a população global 
 

A poluição ambiental, ou seja, resíduos indesejados provenientes de atividades 

antrópicas humana liberados no ar, terra, água e oceano sem levar em consideração 

o custo ou a consequência  é uma ameaça existencial à saúde humana e do planeta. 

A poluição inclui a contaminação do ar por material particulado fino (PM 2.5 µm), por 

ozônio, óxidos de enxofre e nitrogênio; poluição da água doce e contaminação do 

oceano por mercúrio, nitrogênio, fósforo, plástico e resíduos de petróleo; e 

contaminação da terra por chumbo, mercúrio, pesticidas, produtos químicos 

industriais, lixo eletrônico e lixo radioativo (SLY et al., 2016). A poluição é a maior 

causa de doenças e mortes em países de baixa e média renda (LANDRIGAN & 

FULLER, 2015).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que mais de 13 milhões de 

mortes em todo o mundo, a cada ano, são resultados de causas ambientais evitáveis 

(OMS, 2022). De acordo com a OMS, em 2015, cerca de 5,9 milhões de crianças com 

menos de cinco anos de idade morreram e as principais causas de morte de crianças 

em todo o mundo foram pneumonia, prematuridade, complicações relacionadas com 

o parto, sepse neonatal, anomalias congênitas, diarreia, traumatismos e malária. A 

maioria dessas doenças em tais condições são causadas, ao menos de forma parcial, 

pelo ambiente (OMS, 2016).  

A Comissão Lancet de 2017 sobre poluição e saúde, que usou dados do Estudo 

Global de Carga de Doenças, Lesões e Fatores de Risco (GBD, 2015), descobriu que 

a poluição foi responsável por cerca de 9 milhões de mortes (16% de todas as mortes 

globalmente). A Comissão observou ainda a profunda desigualdade da poluição: 92% 

das mortes relacionadas à poluição e a maior carga de perdas econômicas da 

poluição ocorrem em países de baixa e média renda. Em 2019, a poluição foi 

responsável por aproximadamente 9,0 milhões de mortes prematuras.  
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Uma comparação dos efeitos da poluição na morbidade e mortalidade com os 

de outros fatores de risco mostra que a poluição continua a ser um dos maiores fatores 

de risco para doenças e morte prematura globalmente (Figura 1A). O impacto da 

poluição na saúde continua muito maior do que a violência, lesão em estradas, da 

malária, do HIV, da tuberculose, das drogas e do álcool, e o número de mortes 

causadas pela poluição está no mesmo nível das causadas pelo fumo (Figura 1B). 

Quando subdividimos os tipos de poluição, a poluição do ar continua sendo 

responsável pelo maior número de mortes, causando 6,7 milhões de mortes em 2019. 

Figura 1. Estimativas de mortes causadas por poluição. (A) Número de mortes por 
100.000 pessoas que são atribuídas a todos os tipos de poluição. (B) Estimativa de 
mortes por fatores no mundo. 

 

Fonte: Adaptado de LANDRIGAN & FULLER, 2015; FULLER et al., 2022. 
 

O crescimento populacional desenfreado, industrialização, urbanização 

descontrolada é uma das causas do aumento da poluição no mundo (ONU, 2022). A 
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poluição é um problema substancial que põe em perigo a saúde de bilhões, degrada 

os ecossistemas da Terra, mina a segurança econômica das nações e é responsável 

por uma enorme carga de mortes prematuras, incapacidades e doenças que podem 

estar ligadas ao desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis (DNTs) 

devido a exposições ambientais precoces incluem distúrbios do desenvolvimento 

neurocomportamental, asma adulta e pediátrica, hipertensão, obesidade, diabetes, 

doenças cardiovasculares e câncer (SLY et al., 2016).  

A contaminação ocupacional em ambiente de trabalho foi associada a irritação 

da membrana mucosa, náusea, asma, doença pulmonar obstrutiva crônica, supressão 

imunológica, doenças hepáticas agudas e crônicas e câncer (IARC, 2004; IARC, 2015; 

SELIM, 2010). Um exemplo de problemas ocasionados pela exposição a poluentes 

no ambiente industrial como, material particulado, hidrocarbonetos, chumbo (Pb), 

mercúrio (Hg), cádmio (Cd), arsênico (As), cromo (Cr) entre outros contaminantes 

(KAMAL et al., 2012; HOUESSIONON, 2021). 

Estima-se que cerca de 489 mortes por milhão, no Brasil, estão relacionadas 

com a poluição total (Figura 2). Apesar da importância desses dados, os estudos 

sobre poluição no Brasil são escassos, sendo assim necessário uma maior exploração 

de estudos que avaliem o prejuízo causado por diferentes tipos de poluições ao meio 

ambiente e por consequência na população. Em um levantamento, estimou-se que o 

Brasil produz em média cerca de 10 artigos por ano sobre poluição do ar, da água e 

particulados em humanos. Esses estudos sobre contaminação estão ganhando cada 

vez mais espaço devido à condição ambiental do planeta (FAJERSZTAJN et al., 

2013).  
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Figura 2. Estimativa das mortes causadas por poluição total no mundo. A figura 
destaca especificamente o número de mortes no Brasil. 

 

Fonte: Adaptado de https://www.pollution.org/. Acessado em abril de 2023, às 17:57h. 
 

A contaminação causa diversas alterações ecológicas afetando diretamente a 

cadeia alimentar, sendo uma das consequências da atividade antropogênica humana, 

que polui ambientes que possuem água fresca essencial para a biodiversidade de 

rios, lagos, lagunas e mares (SARAH et al., 2019). A geração de poluentes leva a 

deterioração dos ecossistemas e alteram o desenvolvimento de organismos que por 

sua vez podem servir como bioacumuladores de contaminantes, perpetuando a 

contaminação na cadeia alimentar (LU et al., 2021), bem como a contaminação 

aquática pode gerar contaminação dos ecossistemas terrestre (SCHULZ et al., 2015). 

Assim, é necessário o desenvolvimento de estudos frente aos possíveis 

contaminantes ambientais bem como os possíveis danos aos organismos vivos. 

2.1.2. Complexo Estuarino Lagunar Mundaú-Manguába (CELMM) 

O complexo estuarino lagunar Mundaú-Manguába é um dos mais importantes 

ecossistemas do Estado de Alagoas, Nordeste do Brasil, situado na parte central do 

litoral alagoano localizado entre as latitudes 9°35' e 9º45' Sul e entre as longitudes 

35°44' e 35º58' Oeste de Greenwich, possui uma costa de aproximadamente 230 

quilômetros abrangendo áreas dos municípios de Maceió, Marechal Deodoro, Pilar, 

Rio Largo, Satuba, Santa Luzia do Norte e Coqueiro Seco. Estando situado em uma 

região que se destaca por diversos fatores, como extensão de suas lagunas, 

proximidade da capital (Maceió), número de pessoas envolvidas em atividades de 

pesca, produtividade, problemas ambientais e sociais (Figura 3); apresentando uma 

rica variedade de fauna e flora (SOUZA & REIS, 2004, ARAUJO & CALADO, 2008).   
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Devido às suas características, as lagunas possuem uma grande importância 

tanto ambiental quanto econômica, podendo ser utilizadas em diversas atividades 

humanas, como pesca, alimentação, turismo e lazer, bem como na irrigação e no 

abastecimento de água. Desta forma, se faz necessário o monitoramento das 

alterações ambientais e processos naturais que por ventura são provocadas por 

atividades antrópicas (SILVA et al., 2022, LACERDA, 1994, KJERFVE & MAGILL, 

1989). 

Figura 3. Mapa de Localização do CELMM. 

 

Fonte: Silva et. al. 2022 

O CELMM é um importante ecossistema que possui influência direta ou indireta 

em aproximadamente 84% da população do estado de Alagoas (ANA, 2004). Tal 

complexo possui uma grande diversidade de espécies de peixes e moluscos, mas 

vem sofrendo degradação ambiental acelerada devido as atividades antrópicas que 

fazem o uso inadequado do solo por práticas agrícolas principalmente a de cana de 

açúcar juntamente com o crescimento humano, a falta de saneamento, aumento de 

complexos industriais, extração de matérias primas do solo, bem como dutos para 

transporte de óleo, gás e produtos químicos. Desta forma, todos esses fatores têm um 

grande impacto nessa área, afetando cerca de 260 mil habitantes que vivem no seu 

entorno, 38 colônias de pescadores e 5.000 pescadores (PESCA, 2019).    
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Um exemplo de um alimento oriundo do CELMM é o molusco bivalve sururu 

(Mytilopsis charruana), que é bastante consumido e comercializado. O sururu serve 

também como bioindicador de poluição ambiental e dos possíveis efeitos tóxicos que 

podem ser causados à saúde humana. A baixa oxigenação, águas poluídas com carga 

excessiva de sedimento e metais, e alto índice de salinidade e temperatura levou ao 

desaparecimento de tal espécie do CELMM entre 2022 até o início de 2023 (UFAL, 

2023; SANTOS et al., 2021).  

Essas condições descritas anteriormente no que concerne a situação da água 

da laguna são ideais para o desenvolvimento de uma espécie invasora, o Mytilopsis 

sallei, popularmente conhecido como “sururu branco”, que recentemente tem 

preocupado órgãos ambientais, desafiado pesquisadores e colocado em risco o 

sururu preto (Mytilopsis charruana), pois esse sururu invasor é impróprio para o 

consumo (UFAL, 2023). 

Estudos no CELMM vêm relatando elevados teores de metais potencialmente 

tóxicos como: cádmio, chumbo e, nos últimos anos, têm se quantificado teores 

significativos de espécies de mercúrio. Uma vez no ambiente, esses metais podem 

interagir com a matéria orgânica natural que poderá influenciar na mobilização, 

degradação e transporte dessas espécies no ambiente (GONÇALVES, 2022). Sabe-

se que os íons metálicos como cobre, ferro, manganês e zinco, são micronutrientes 

essenciais e fundamentais nos processos de função fisiológica para a maioria dos 

seres vivos (SILVA & SOUSA, 2009). Já o chumbo, cádmio, mercúrio e arsênio são 

elementos considerados mais perigosos para a saúde humana e meio ambiente. Tais 

elementos têm sido amplamente estudados e os efeitos de tais íons nos seres 

humanos têm sido regularmente revistos por órgãos internacionais como a OMS 

(MONTEIRO, 2017). 

Entre junho de 2017 e setembro de 2018, Santos & cols (2019) realizaram 

coletas na laguna Mundaú identificando as espécies químicas Hg, Pb, As e Cd, as 

quais estão dentre as 126 substâncias tóxicas indicadas pela Agência para 

Substâncias Tóxicas e Lista de Prioridades de Registros de Doenças de Substâncias 

Perigosas. Nessas análises, o As estava com concentrações abaixo do que é 

estabelecido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (Resolução 357° 

de 2005) e OMS para águas salobras. Quanto ao Pb, teve cerca de 11 e 123 vezes 

maior na laguna Mundaú do que foi preconizado pela OMS e CONAMA. A 

concentração máxima de Hg na água foi 7,8 vezes maior do que o estabelecido pelo 
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CONAMA e 15,6 vezes maior do que o estabelecido pela OMS. Os valores de Cd 

estiveram abaixo do limite de quantificação (<LOQ). 

Tabela 1. Concentrações de elementos encontrados na laguna Mundaú e os limites 
preconizados pelo CONAMA1 e OMS2. 

Elemento [Mínima] 
µg/L 

[Máxima] 
µg/L 

Valor máx. [µg/L] 
CONAMA1 

Valor máx. [µg/L] 
OMS2 

Arsênio (As) 0,08 1,80              10        10 

Chumbo (Pb) 114,0 1230,0              10        10 

Mercúrio (Hg) 0,012 1,56              0,2        0,1 

Cadmio (Cd) <LOQ               5         3 

1Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para água salobra (classe 1); 2Organização mundial de saúde 
(OMS) para água própria para consumo. Valores referentes ao elemento total, sem especiação. Fonte: Adaptado 
de Santos, M.C., 2019. <LOQ: abaixo do limite de quantificação (SANTOS et al., 2021).  

Esses dados sugerem que a população de pescadores da laguna Mundaú se 

encontra em condição de vulnerabilidade, já que dependem da pesca como renda 

familiar e consumo próprio, além do contato direto com a água contaminada por altos 

níveis de Hg e Pb. O que se confirmou em pesquisa realizada por Silva-Filho (2019), 

na qual se mostraram os altos níveis de Hg no sangue 9,59 μg L−1 e urina 2,15 μg L−1 

dos pescadores da região 

2.1.3. Mercúrio e sua toxicidade 

O Mercúrio tem como símbolo o Hg (200,59 g/mol), e é pertencente ao grupo 

12 da família IIB da tabela periódica, seu número atômico é 80 – encontrado na 

natureza na forma de um minério chamado de cinábrio (HgS). Suas propriedades 

físicas são baixos pontos de ebulição (356,7 °C), fusão (-38,89 °C), e densidade de 

13,55 g/cm³. Além disso, também é um metal que, em temperatura ambiente, se 

encontra no estado líquido e por isso recebeu nomes como prata-viva (MIESSLER et. 

al. 2014).  

O Mercúrio existe em várias formas químicas: mercúrio elementar (Hg0), 

mercúrio inorgânico, que está na forma de íons como o mercúrio mercuroso (Hg+). Um 

exemplo dessa espécie é cloreto mercuroso, onde dois átomos de mercúrio estão 

ligados para dar a fórmula química Hg2Cl2 e o mercúrio mercúrico (Hg2+), além da 

forma orgânica, que o Hg está ligado covalentemente a um ou mais átomos de 

carbono e são considerados os mais tóxicos, sobretudo os que contêm radicais de 

cadeia curta metil, etil e propil. A exposição a cada espécie resulta em efeitos 



28 

toxicológicos específicos e gerais em crianças e adultos (SATOH, 2000; CLARKSON 

et al., 2003; OMS, 2007). 

Em processos de extração de minérios, o mercúrio é liberado no ambiente 

principalmente a partir do sulfeto de mercúrio. Alguns sais de mercúrio são 

considerados mais importantes e utilizados, sendo eles: cloreto de mercúrio (HgCl2); 

cloreto mercuroso (Hg2Cl2), chamado calomelano, que foi empregado como purgativo 

e vermífugo; fulminato de mercúrio Hg(CNO)2, utilizado como detonador em 

explosivos, e sulfeto de mercúrio (HgS), pigmento vermelho muito utilizado até 

meados do século XX (MIRANDA et al., 2007).  

Vale ressaltar que o mercúrio é uma substância presente na natureza, 

encontrado no ar, solo e na água, por isso realiza o ciclo biogeoquímico natural 

(Figura 4) proveniente das emissões geradas em atividades vulcânicas, processos 

geotérmicos e até volatização dos oceanos. O mercúrio presente na atmosfera é 

predominantemente o mercúrio elementar (Hg0), porém sofre reações de oxidação 

sendo convertido em mercúrio inorgânico (Hg2+) e em ambientes aquáticos por ter 

uma reatividade maior, é capaz de interagir com bactérias e ser convertido em 

espécies orgânicas como metilmercúrio (+HgMe) ou em um ciclo complexo para 

formação de sais insolúveis (BISINOTI et al., 2004; WASSERMAN et al., 2001).  

Figura 4. Ciclo biogeoquímico do mercúrio. 

 

Fonte: BISINOTI et al., 2004. 
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As atividades antrópicas humanas como mineração e industriais intensificam a 

contaminação do ambiente, muitas vezes aumentando sua concentração e 

consequentemente as reações que formam espécies de mercúrio mais agressivas que 

acumulam nesses ecossistemas, causando riscos a saúde humana (CICEK-

SENTURK et al., 2014).  

A intoxicação por mercúrio elementar geralmente é causada pela inalação de 

seu vapor, que pode ocorrer em casa ou no laboratório através dos termômetros 

quebrados que contêm mercúrio. O Hg atravessa facilmente as membranas celulares, 

pois possui alta capacidade lipofílica, desta forma atravessa facilmente barreira 

hematoencefálica, atingindo diretamente o sistema nervoso central e se depositando 

rapidamente nos tecidos (CICEK-SENTURK et al., 2014).  

Quanto ao mercúrio inorgânico, a exposição é ocupacional e essa forma 

divalente pode reagir com diversas moléculas intracelulares (canais iônicos, 

transportadores, enzimas, tióis não-proteicos). Isso leva a uma falha em diversas 

funções celulares e processos de detoxificação são prejudicados (CARMAN et al., 

2013). Além do cérebro, os rins também são fortemente afetados pela toxicidade do 

mercúrio (CARNEIRO et al., 2014).  

No caso do mercúrio orgânico, a principal via de exposição humana é o 

consumo de pescados ou contato com a água contaminados por metilmercúrio 

(+HgMe), que é uma das formas mais tóxicas e é rapidamente e muito absorvido (cerca 

de 95%) no trato gastrointestinal, sendo distribuído no corpo e atravessando 

facilmente as barreiras placentária e hematoencefálica (CARMAN et al., 2013). Cabe 

ressaltar que os riscos por consumo de pescados e mariscos dependem da 

quantidade ingerida e dos níveis de mercúrio presentes em tais organismos (CETESB, 

2017). 

Quando o mercúrio entra na corrente sanguínea, pode estabelecer ligações 

químicas específicas com proteínas e biomoléculas, acoplando-se covalentemente a 

grupos sulfidrilícos (NESCI et al., 2016). O Hg tem muita afinidade por grupos sulfidrila 

(–SH) isso é explicado pela a teoria Pearson que afirma que bases moles, como os 

grupos tióis, (espécies capazes de doar pares de elétrons) interagem 

preferencialmente com ácidos moles, como o Hg, (espécies capazes de receber pares 

de elétrons) (MALONE, 2002). E o mercúrio por ser caracterizado como um ácido 

mole, tem alta afinidade com benzeno, íons como cianeto, monóxido de carbono e 

grupos que apresentam tióis em sua estrutura (R-SH), por exemplo, cisteína ou 
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glutationa, formando complexos de +HgMe e cisteína (+HgMe-Cys). Portanto, a 

distribuição do Hg no sangue para os tecidos é lenta e o equilíbrio ocorre 

aproximadamente quatro dias após a exposição (SYVERSEN et al., 2012; SHRIVER 

et al., 2008). 

Metais tóxicos, em geral, e os compostos mercuriais, em particular, são tóxicos 

para o sistema imunológico humano. Sendo um potente apoptogênio de células T 

humanas; além disso, as mitocôndrias é uma organela alvo para a indução da morte 

celular, pois o papel da mitocôndria em linfócitos está relacionado com a modulação 

da geração de espécies reativas de oxigênio, status de tiol e ativação de caspases 

(SHENKER et al., 1993b; POLLARD AND HULTMAN, 1997; CLARKSON, 1997). 

A exposição ao mercúrio pode desencadear uma série de eventos celulares 

prejudiciais. O mercúrio tóxico pode esgotar as reservas de tiol nas células, levando 

à translocação do citocromo c da mitocôndria para o citosol. Esse esgotamento de tiol 

aumenta a suscetibilidade das células à apoptose induzida pelo mercúrio (SHENKER 

et al., 1999; CLOSE et al., 1999). Além disso, a análise molecular revelou uma redução 

significativa na expressão de genes essenciais para o sistema antioxidante celular, 

como a glutationa S-transferase e a glutationa peroxidase, após exposição ao 

mercúrio (SHENKER et al., 2002). A ativação das caspases 8, 9 e 3, juntamente com 

a modificação da expressão dessas caspases, sugere a ativação de vias de 

sinalização da morte celular (SHENKER et al., 2002; GUO et al., 1998).  

O mercúrio também demonstrou influenciar a expressão gênica, afetando a 

sobrevivência celular e induzindo apoptose. Esses achados sugerem que a 

mitocôndria é o principal alvo do mercúrio e que a indução do estresse oxidativo 

desempenha um papel crítico nesse processo. Estudos prévios destacaram a 

capacidade do mercúrio de modular a síntese e a atividade das enzimas antioxidantes 

endógenas, indicando uma resposta fisiopatológica compensatória aos efeitos 

oxidativos do mercúrio ( HIROTA et al., 1980; ERCAL et al., 2001 ; FURST, 2002 ). 

O potencial bioacumulativo e de toxicidade desse metal é muito preocupante e 

seus efeitos perduram por um longo tempo. Desta forma, é necessário um alerta para 

as populações que vivem entorno de lagunas e rios contaminados, já que essas 

populações apresentam maior vulnerabilidade e tendência a ter mercúrio no 

organismo quando este está presente no ambiente (BASU et al., 2018). 
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2.1.4. Células do sangue  (eritrócitos e mononucleares) 

O sangue é constituído por três diferentes linhagens celulares: glóbulos 

vermelhos, eritrócitos ou hemácias; glóbulos brancos ou leucócitos; e plaquetas ou 

trombócitos. Possui uma média de 50 à 60% de volume líquido, sendo maior parte 

constituído de água e os outros componentes incluem íons, glicose, aminoácidos, 

metabólitos, proteínas e hormônios (MAERTENS DE NOORDHOUT et al. 2017). Os 

eritrócitos e as células mononucleares serão destacados por serem os tipos celulares 

utilizados em nosso estudo para avaliar a influência do mercúrio na função, no estado 

redox, modificações estruturais e morfológicas como modelos de toxicidade celular 

pelo Hg. 

2.1.4.1. Eritrócitos e Hemoglobina 

As hemácias, também denominadas eritrócitos ou glóbulos vermelhos, são as 

células mais numerosas do sangue, cuja forma é de disco bicôncavo com espessura 

maior da margem (2,6 µm) e espessura menor no centro (0,8 µm) (BEU et al., 2017). 

Os eritrócitos são produzidos na medula óssea, esse processo possui diversas fases 

(Figura 5), sendo elas: síntese do DNA e transcrição e tradução, síntese de 

hemoglobina com incorporação de átomos de ferro, excisão nuclear e perda de 

organelas, como a mitocôndria, para dar como produto final o glóbulo vermelho que 

têm vida média estimada em 120 dias. Depois desse período, estes são retirados da 

circulação pelo sistema mononuclear fagocitário (OLIVEIRA, 2003; ZAGO, 2013). 
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Figura 5. Processo de formação do heme e os eritrócitos. 

 

Fonte: Adaptado de Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 

A membrana eritrocitária bioquimicamente é composta por 19,5% (peso/peso) 

de água, proteínas (39,6%), lipídeos (35,1%) e carboidratos (5,8%). Apresenta dupla 

camada de fosfolipídios, essa bicamada possui proteínas de membrana integrais 

ancoradas através dos domínios hidrofóbicos de suas sequências de aminoácidos. A 

membrana é semipermeável, possuindo canais para o transporte de íons, ela só é 

permeável a água e ânions, e relativamente impermeável a cátions (OLIVEIRA, 2003). 
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O metabolismo dessa célula é limitado à degradação anaeróbica da glicose, o 

seu transporte é realizado pela GLUT-1, glicoproteína de aproximadamente 55 kDa e 

ocupa cerca de 2% do conteúdo das proteínas presentes na membrana eritrocitária 

(NELSON & COX, 2022). Assim que os eritrócitos captam e internalizam a glicose, 

esta é metabolizada pela via glicolítica (10 reações), gerando o piruvato que é então 

convertido em lactato pela enzima lactato-desidrogenase (LDH). A redução do 

piruvato à lactato pela fermentação láctica é dependente de NADH + H+, liberando 

NAD+ e como saldo final da glicólise se tem duas moléculas de ATP (adenosina 

trifosfato) gerados através da fosforilação ao nível do substrato, na 7ª e 10ª reação 

onde o 1-3-bifosfoglicerato e o fosfoenolpiruvato, são convertidos a 2-fosfoglicerato e 

piruvato, pelas enzimas fosfoglicerato mutase e piruvato cinase, respectivamente 

(Figura 6)  (NELSON & COX, 2022). 
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Figura 6. Duas fases da glicólise. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 

A hemoglobina é uma proteína transportadora de oxigênio dos eritrócitos (5,5 

nm, Mr 64.500), que contêm quatro cadeias polipeptídicas, sendo duas cadeias do tipo 

β com 146 aminoácidos e duas cadeias α com 141 aminoácidos (Hb=α2β2) e quatro 

grupos prostéticos heme, cada uma das cadeias polipeptídicas com um anel 

protoporfirínico, nos quais os átomos de ferro se apresentam no estado ferroso (Fe2+) 

(Figura 7) (NELSON & COX, 2022; OLIVEIRA, 2003). Estas cadeias não possuem 

ligações covalentes entre si, estão espacialmente formando um tetrâmero. Sua 
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estrutura tridimensional só foi desvendada em 1959 por Max Perutz, John Kendrew e 

seus colaboradores (NELSON & COX, 2022; OLIVEIRA, 2003). 

Figura 7. Estrutura da molécula de hemoglobina. Estruturas das cadeias 
polipeptídicas α e β, grupo prostético heme com átomo de Fe2+. 

 

Fonte: Adaptado de Bioquímica nas escolas, 1ª edição, 2014. 

A função da hemoglobina é de transporte de O2 dos pulmões para os tecidos, 

e do CO2 recolhido ao nível dos capilares teciduais para os pulmões. Quando o 

oxigênio se liga a hemogobina, isso leva à mudança de cor do sangue venoso na 

forma de desoxiemoglobina, vermelho-escuro para o vermelho-brilhante do sangue 

arterial conhecido como oxiemoglobina (NELSON & COX, 2022).  

O monóxido de carbono (CO) e o óxido nítrico (•NO) têm uma afinidade maior 

pelo ferro presente no heme do que o oxigênio (O2). Isso ocorre devido à forma como 

essas moléculas interagem com o sítio de ligação do ferro no heme. No entanto, a 

ligação do CO com o Fe2+ não ocorre devido aos fatores de regulação da ligação com 

o O2, que são influenciados pela interação proteína-ligante (SCHECHTER, 2008). 

Essa interação proteína-ligante cria um impedimento estérico devido ao ângulo 

de ligação, o que impede que o CO se ligue ao ferro. Para que o heme possa se ligar 

ao oxigênio, são necessárias mudanças conformacionais que facilitam essa ligação. 

No estado inicial chamado de T (Tenso) desoxiemoglobina, a porfirina promove um 

deslocamento do ferro em direção à histidina proximal (His F8). Isso cria um ambiente 
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propício para a ligação do O2, pois o ferro é movido para uma posição mais favorável 

para interagir com a molécula de oxigênio (SCHECHTER, 2008).  

Após a primeira molécula de O2 se ligar, acarreta em mudanças 

conformacionais facilitando a ligação da próxima molécula de O2, desta forma, a 

hemoglobina sai do estado T para o estado R (relaxado) (Figura 8) de maior afinidade 

com o O2, o que é chamado de ligação cooperativa, que se dá devido a alterações 

conformacionais na estrutura da hemoglobina que tornam mais facil a ligação do 

oxigênio com o heme. Um outro fator que influência na ligação cooperativa é o pH, 

pois em tecidos metabolicamente ativos a produção de dióxidos de carbono é alta e o 

pH tende a diminuir, o que faz com que a hemoglobina perca a afinidade pelo oxigênio  

(SCHECHTER, 2008; NELSON & COX, 2022). 

Figura 8. A transição T → R. A transição do estado T para o estado R altera de modo 
considerável os pares de subunidades, afetando determinados pares iônicos. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 
 

Os prejuízos causados por danos oxidativos em eritrócitos podem levar, além 

da perda de funcionalidade da Hb, a disfunção na célula. Quando a pressão de 

oxigênio diminui nos eritrócitos ocorre um aumento de uma possível ligação da Hb na 

membrana dos eritrócitos, o que facilita a produção de espécies reativas e a oxidação 

da Hb.  Isso leva à geração de estresse oxidativo e por consequência danos na 

membrana e hipoxia dos tecidos (RIFKIND et al., 2003, REMIGANTE et al., 2021). No 

plasma são formadas as espécies H2O2 e •NO que causam prejuízos nos eritrócitos 

afetando sua integridade e estabilidade (EL-MISSIRY & ABOU-SEIF, 2000; NIKOLIĆ-

KOKIĆ, BLAGOJEVIĆ e SPASIĆ, 2010). Além disso, há as vias das enzimas 
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NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, dentre outras, que usam O2 para formar O2
• –  em 

células sanguíneas (NAKAMURA, GOTO e KOYAMA, 1987).  

Estudos que avaliam exposição a contaminantes mostram uma influência no 

sistema redox dos eritrócitos, isso porque o primeiro contato com esses 

contaminantes é via corrente sanguínea (EL-MISSIRY & ABOU-SEIF, 2000; NIKOLIĆ-

KOKIĆ, BLAGOJEVIĆ e SPASIĆ, 2010; NAZIMA, MANOHARAN e MILTONPRABU, 

2020). Desta forma, destacam-se estudos que avaliam o prejuízo causado por 

espécies tóxicas em eritrócitos, como na exposição ao cádmio que causa uma 

redução do sistema redox de ratos expostos, pois leva a uma diminuição do nível de 

GSH devido aos danos oxidativos gerados nos eritrócitos. Ainda ocorreu a redução 

de atividade da SOD, CAT e GPx enzimas importantes na detoxificação de tais 

espécies reativas (NAZIMA, MANOHARAN e MILTONPRABU, 2020). 

Outros trabalhos realizados com espécies tóxicas (Hg, Pb, Cd) mostram 

alterações nos níveis de tióis e inibição da atividade antioxidante o que afeta a 

biossíntese do heme inibindo a enzima δ-aminolevulínico-desidratase, resultando no 

produto ácido δ −aminolevulínico que por sua vez, gera a maior produção de O2
•- 

(JADHAV et al., 2007; KULICZKOWSKI et al., 1981; AHAMED & SIDDIQUI, 2007).  

 

2.1.4.2. Leucócitos (Célula Polimorfonuclear e Mononuclear)  

As células brancas denominadas de leucócitos, são células do sistema imune. 

São divididos em dois grupos: os granulócitos ou polimorfonucleares – leucócitos que 

contém granulações abundantes no citoplasma e os agranulócitos – leucócitos que 

são praticamente desprovidos de granulações citoplasmáticas. As células granulares 

incluem os basófilos, neutrófilos e eosinófilos. Já os agranulócitos são os monócitos 

e linfócitos que são comumente conhecidos como células mononucleares (Figura 9) 

(OLIVEIRA, 2003; BALESTIERE, 2006). 
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Figura 9. Leucócitos agranulócitos (mononucleares) e granulócitos 
(polimorfonucleares). 
 

 

Fonte: Autor, 2023. 

Da família dos granulócitos, os basófilos possuem núcleo bi ou multilobado, 

constituem menos de 1% dos leucócitos sanguíneos e é responsável por expressar 

receptores de IgE. Como o número de basófilos em tecidos é pequeno sua função 

está mais relacionada com defesa contra reações alérgicas (AROCK, 2022; ABBAS, 

LICHTMAN & PILLAI, 2019). Os neutrófilos possuem núcleo segmentado contendo 

de 2 à 5 lóbulos, o percentual dessas células no sangue é de 55% nos leucócitos e 

atuam no organismo como sistema imune inato como primeira resposta aos invasores, 

defesa contra processos infecciosos promovidos por microorganismos, em especial 

bactérias, isso ocorre devido as suas propriedades de motilidade, quimiotaxia, 

fagocitose, ação bactericida e digestão de microorganismos (LIEW & KUBES, 2019). 

Um pouco maiores que os neutrófilos, os eosinófilos caracterizam-se pela presença 

de núcleo bilobulado, seu percentual no sangue é de 3% e suas granulações contém 

enzimas do tipo peroxidase, fosfatase ácida, fosfolipases e histaminases, que 

eliminam os parasitas e algumas células tumorais (ROSENBERG, DYER & FOSTER, 

2012). 

Da família dos mononucleares, os monócitos estão presentes no sangue em 

percentuais de 6,5%. Permanecem pouco tempo no sangue (cerca de 8 horas) e 

passam para os tecidos onde se diferenciam em macrófagos e células dendríticas 

fazendo parte do sistema mononuclear fagocitário (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 

2019). Participam ativamente da fagocitose, onde desempenham um papel importante 
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no desenvolvimento e na homeostase, em parte através da remoção de células 

apoptóticas e eliminação de compostos tóxicos, além de integrar a imunidade humoral 

e celular pois iniciam a resposta imune (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2019; 

BALESTIERE, 2006; AUFFRAY, 2009). Quando ativados por infecção os monócitos 

liberam IL-1, TNFα e ativação óxido nítrico sintase induzível (iNOS) para iniciar o 

processo inflamatório, que estimulam os linfócitos T, células endoteliais e fibroblastos 

(INGERSOLL et al., 2011; KARLMARK et al., 2012). 

Os linfócitos constituem de 20% a 40% dos leucócitos e são divididos em dois 

subtipos: linfócitos T e B, desempenhando um papel crucial na resposta adaptativa do 

sistema imunológico. Os linfócitos do tipo B têm atividades relacionadas à imunidade 

humoral, pois sintetizam anticorpos e os secretam após sua diferenciação em 

plasmócitos. Estes últimos são células que apresentam imunoglobulinas em sua 

superfície, adquiridas através do reconhecimento de antígenos, como a IgM, quando 

respondem à presença de microorganismos. Isso resulta na síntese de anticorpos 

capazes de neutralizar ou destruir esses antígenos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 

2019; MESQUITA JÚNIOR et al., 2010). 

Por sua vez, os linfócitos T (LT) atuam na imunidade mediada por células e na 

regulação da síntese de anticorpos, através da secreção de interleucinas que 

estimulam as células B, ou seja quando ativadas elas proliferam afim de aumentar sua 

quantidade e possam combater uma infecção. As células T auxiliares, também 

conhecidas como helper, desempenham um papel fundamental como mediadoras das 

interleucinas, além de regular o sistema imunológico ajustando a produção de células 

citotóxicas e de linfócitos B (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2019; KERN, 2002). 

As células mononucleares, por possuírem mitocôndrias podem gerar espécies 

reativas, isso é, proveniente da cadeia transportadora de elétrons, ou por enzimas 

NADPH oxidase, xantina oxidase e a oxido nitrico sitase indutível (iNOS)  (SIES, 

BERNDT & JONES, 2017). Substâncias tóxicas estranhas ao organismo também 

levam a efeitos de toxicidade nessas células. A exposição a HgCl2 promove 

inflamação em células mononucleares e o metilmercúrio em baixas concentrações 

pode induzir morte de linfócitos e monócitos (PENTA et al., 2015; SHENKER, GUO e 

SHAPIRO, 1998).  

Desta forma, como o papel do sistema imune é combater e eliminar corpos 

estranhos afim de manter a homeostase celular, estudar as células mononucleares na 
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produção de espécies reativas é importante, porque é possível relacionar essa 

geração com fatores estressores, como a presença de substâncias químicas tóxicas, 

o que pode desencadear o estresse oxidativo e promover um mal funcionamento de 

órgão, além de estar relacionado ao aparecimento de diversas patologias. 

2.1.5.   Estresse oxidativo: produção de espécies reativa e sistema 

antioxidante 

O estresse oxidativo é um termo que foi utilizado a primeira como uma 

disparidade entre a produção de oxidantes e as defesas antioxidantes que por 

consequência pode resultar em danos aos sistemas biológicos (SIES, 1985).  O 

estresse oxidativo envolve reações químicas com espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio. Essas espécies possuem participação em processos que afetam a 

diferenciação celular, inflamação, envelhecimento, combate a agentes infecciosos, 

ação de drogas e toxicidade de drogas e químicos, desenvolvimento de câncer, dentre 

outros (SIES, 2015). 

As espécies reativas (ERs) são moléculas e radicais livres que podem possuir 

um ou mais elétrons desemparelhados, sendo conhecidas por sua natureza radicalar 

ou não-radicalar (YANG, MIN & YU, 2020). Quando no metabolismo celular ocorre a 

superprodução de espécies reativas que podem ser de oxigênio, nitrogênio dentre 

outros, podem ocorrer diversos danos celulares e resultar em uma condição de 

estresse oxidativo, que por sua vez causa prejuízos em biomoléculas como proteínas, 

lipídeos e DNA, danificando todo o funcionamento celular podendo levar a morte 

celular (DROGE, 2002). Por isso é necessário que seja mantido as concentrações 

fisiológicas das espécies reativas e isso ocorre por meio da ação do sistema 

antioxidante, que promove a manutenção da homeostase redox da célula (DROGE, 

2002). 

A espécie reativa mais comunmente gerada é a de oxigênio e geralmente a sua 

reação ocorre quando o oxigênio sofre uma redução monovalente, pela qual um 

elétron fica desemparelhado em sua camada de valência, gerando o ânion radical 

superóxido (O2
•-) (BOVERIS, OSHINO e CHANCE, 1972). A maior fonte da geração 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), como o O2
•-, na célula é via mitocondrial 

durante o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons (CTE) onde ocorre o 

vazamento de elétrons da semiquinona (UQH•−) que pode produzir cerca de 2-5% de 

ânion radical superóxido [2] (BOVERIS, OSHINO e CHANCE, 1972). Com a produção 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8243062/#Glos1
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de O2
•- ocorrem diversas reações que formam várias ERs. Em sistemas biológicos o 

ânion radical superóxido sofre uma reação de dismutação pela enzima antioxidante 

superóxido dismutase (SOD1, 2 ou 3), resultando na formação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), espécie reativa não radicalar [3]. A primeira fonte de defesa do 

organismo é a SOD e ela possui três isoformas a SOD1 que é citosólica e dependente 

de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD1), a SOD2 encontrada nas mitocôndrias, dependente 

de manganês (Mn-SOD2) e a SOD3 que é extracelular também dependente de Cu/Zn 

(NICHOLLS & FERGUSON, 2013). 

•UQH + O2 → UQ + O2
•−          [2] 

 

        2O2
•− + 2H+ + SOD → SOD + H2O2 + O2           [3] 

Como foi visto, a SOD transforma O2
•− em H2O2, espécie não-radicalar uma 

reação rápida com uma constante de velocidade próxima a 105  M−1  s−1 que é 

acelerada para 2×109  M−1  s−1 pela superóxido dismutase (DESIDERI & FALCONI, 

2003). O peróxido  de hidrogênio ainda pode reagir com ferro  através da reação de 

Fenton, onde na presença dos metais Fe2+, Cu+ e Cu2+, gera o radical hidroxil (•OH) 

[4]. Esse radical está entre as espécies mais tóxica, pois sua meia vida está em torno 

de 10-9 s (DESIDERI & FALCONI, 2003). No entanto, o H2O2 pode ser decomposto 

através de duas enzimas. Sendo uma delas a catalase (CAT) que possui um heme 

em sua estrutura (ferriprotoporfirina IX, Por–Fe3+) localizado no sítio ativo essencial 

para sua reação catalítica [5]. A reação enzimática da catalase é capaz de decompor 

moléculas de H2O2 em  H2O e O2 (KIRKMAN e GAETANI, 2007).  

      Fe2+/Cu+ + H2O2 → Fe3+/Cu2+ + •OH + OH−            [4] 

CAT (Por–Fe3+ + 2H2O2) → Por–•Fe4+ = O + H2O [reação 1] 

         Por–•Fe4+ = O + H2O2 → CAT + H2O + O2 [reação 2]                      [5] 

A outra enzima é a glutationa peroxidase (GPx) que por ser uma selenoproteína 

tem a capacidade de decompor hidroperóxidos com auxílio do selênio. Essa enzima 

utiliza o tripepitídeo glutationa reduzida (GSH, formado por glutamato, glutamina e 

cisteína) em sua reação, para decompor o peróxido de hidrogênio em água [6]. A GPx 

ainda possui o auxílio indireto da glutationa redutase (GR), que via NADPH, restaura 

o GSH que é oxidado à GSSG na reação catalítica da GPx [7] (FLOHE et al., 1972; 
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CHANCE, SIES e BOVERIS, 1979). Conjugada na reação da GPx, as glutationas 

(GSH) são importantes para o funcionamento do sistema redox celular. As glutationas 

são responsáveis por manter a homeostase redox, pelo qual os grupos tióis de 

proteínas podem manter seu estado redox ou tióis de proteínas oxidadas podendo ser 

reconstituido ao seu estado reduzido. As glutationas também podem atuar como 

doadoras de elétrons, seja para eliminação de oxigênio reativo ou para redução de 

hidroperóxidos e peróxidos lipídicos (MEYER e HELL, 2005).  

   GPx + 2GSH +2H2O2 → Gpx + 2GSSG + 2H2O         [6] 

    NADPH + GR + GSSG → GR + NADP+ + GSH         [7] 

Outras espécies reativas são as de nitrogênio (ERNs) que tem como a sua 

principal espécie reativa o óxido nítrico (•NO), uma espécie radicalar que é proveniente 

de reação catalisada pela enzima óxido nítrico sintase, que faz o uso de arginina um 

precursor do óxido nítrico liberando a citrulina (VALKO et al., 2007). O •NO 

desempenha funções cruciais no sistema biológico, como manutenção da pressão 

arterial como um vasorelaxador, neurotransmissão, mecanismo de defesa e regulação 

imune (BERGENDI et al., 1999). Em meio aquoso sua meia vida é muito curta durando 

poucos segundos, é solúvel em meio aquoso e lipídico, facilitando assim a sua entrada 

no citoplasma e membranas lipídicas (CHIUEH, 1999). O oxído nítrico pode reagir 

com o ânion radical superóxido e formar uma ERN que é muito tóxica, o peroxinitrito 

(ONOO−) [8] (KOSHLAND, 1992). 

           •NO + O2
• – → ONOO−              [8] 

Quando protonado o peroxinitrito forma o ácido peroxinitroso (ONOOH), que é 

muito instável e acaba sendo decomposto espontaneamente formando subprodutos 

nitrato (NO3–) e nitrito (•NO2) (RADI et al., 1991a). As ERN e especialmente o 

peroxinitrito reage com grupos tióis e causando oxidação além de reagir oxidando 

lipídeos. Em um estudo realizado por Rubbo e cols (1984) mostrou-se que a oxidação 

de lipídeos como o ácido linolênico e lipossomas ocorre por um mecanismo 

envolvendo EROs para formar o radical hidroxil (OH•), alcoxil (LO•) e peroxil (LOO•) 

(RUBBO et al., 1994). A partir disso o •NO reage com (LO•) e (LOO•) formando 

produtos lipídicos derivados do •NO (PADMAJA e HUIE, 1993). Assim como o 

peroxinitrito, os nitrito e nitrato também podem reagir com GSH como as cisteínas e 
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grupos sulfidrilas formando nitrosotióis e desregulando a função das proteínas (RADI 

et al., 1991b).  

Ressalta-se ainda outras fontes de produção de espécies reativas são as vias 

xantina dani oxidase. A xantina oxidase catalisa a hidroxilação oxidativa da 

hipoxantina em xantina e da xantina em ácido úrico e NADPH para que seja formado 

o radical superóxido e peróxido de hidrogênio. A NADPH oxidase geralmente é 

estimulada quando há sítios de inflamação na célula produzindo radical superóxido 

(WOLIN, 2000). A NADPH oxidase, por sua vez, é uma enzima que produz ânion 

superóxido, transportando os elétrons do NADPH para dentro da célula através da 

membrana celular e acoplando-os ao oxigênio (FILIP-CIUBOTARU et al., 2016). 

O estresse oxidativo pode levar a peroxidação lipídica provocando alterações 

significativas na montagem, composição, estrutura e dinâmica das membranas 

lipídicas. Devido à sua natureza altamente reativa, os peróxidos lipídicos também têm 

a capacidade de desencadear a geração adicional de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) ou se degradar em compostos reativos que podem danificar o DNA e as 

proteínas (GASCHLER & STOCKWELL, 2017) .   

Outra consequência do estresse oxidativo na célula é a formação de proteínas 

carboniladas. A oxidação proteíca é uma modificação covalente induzida diretamente 

pelas espécies reativas (DALLE-DONNE et al., 2006). Quando os lipídeos são 

atacados por um radical hidroxil, ocorre formação de várias moléculas lipofílicas 

reativas, tais como os aldeídos (acroleina e malondialdeído), 4-hidroxi trans-2,3-

nonenal (4-HNE) e 4-oxo trans-2,3-nonenal (4-ONE). Nos aldeídos reativos o grupo 

carbonil resulta em torno da dupla ligação 2,3. Logo, a reação de carbonilação da 

proteína, ocorre no carbono C3 do aldeído reativo ficando susceptível a receber um 

ataque nucleofílico pelas cadeias laterais das proteínas que possuem resíduos de 

histidina, lisina ou cisteína. O resultado disso é um aminoácido alquilado com um 

grupo carbonila livre. Proteínas carboniladas são resultados de uma série de reações 

provenientes do estresse oxidativo e produção de espécies reativas que estão 

presentes em várias patologias como diabetes, doenças cardíacas e neuropatias 

(SCHAUR, 2003, DALLE-DONNE et al., 2006). 
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3. JUSTIFICATIVA 

O CELMM abrange um dos sistemas estuarinos mais importantes do nordeste 

e vem sofrendo um processo de degradação ambiental, afetando seus habitantes. 

Neste sentido, apesar do nosso grupo de pesquisa ter conseguido anteriormente 

avaliar uma série de parâmetros relacionados ao ambiente referente ao CELMM e a 

população residente no seu entorno (município de Maceió – AL), algumas questões 

ainda não foram completamente esclarecidas em relação ao sistema investigado.  

Neste contexto, uma série de questões precisam ser investigadas quanto aos 

diferentes parâmetros bioquímicos, a saber: (i) uma vez que se observou redução da 

atividade de algumas enzimas antioxidantes e capacidade de ligação da hemoglobina 

ao oxigênio para um grupo residente do CELMM, será que tais modificações existem 

na população residente em diferentes locais da mesma lagoa? (ii) será que outros 

marcadores de estresse das células sanguíneas, como por exemplo a morfologia 

celular, também estão alterados? (iii) é possível por meio de estudos de 

espectroscopia Raman dos eritrócitos identificar potenciais marcadores da exposição 

a contaminação ambiental do CELMM? Assim, tais questões precisam ser 

esclarecidas e ampliadas, o que justifica os estudos descritos nesta dissertação. Os 

estudos envolveram quatro instituições, sendo duas em Alagoas [UFAL: proponente 

e CESMAC: colaboradora] e duas em São Paulo [UNICAMP: proponente e USP: 

colaboradora], a fim de estabelecer o efeito da contaminação ambiental nesta 

população vulnerável e assim, apresentar para sociedade dados que possam 

subsidiar e direcionar políticas públicas efetivas. 
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4. OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS 
 

4.6. Objetivo geral 

Associar parâmetros de contaminação ambiental (contaminantes inorgânicos), 

específicamente o mercúrio, com indicadores de toxicidade da população 

circunvizinha ao Complexo Lagunar Mundaú-Manguaba (Maceió-AL). 

4.7. Objetivo específico 

➢ Compreender as características demográficas dos voluntários expostos ao 

ambiente do CELMM e do grupo controle;  

➢ Determinar a concentração total de Hg em amostras de sangue e urina de 

voluntários que residam próximo do entorno do CELMM e no grupo controle;  

➢ Verificar a funcionalidade e integridade dos eritrócitos através da captação de 

oxigênio e espectroscopia Raman;  

➢ Quantificar geração de EROs em células mononucleares; 

➢ Mensurar, através de imagem, a produção de EROS por microscópia de 

fluorescência, e a morfologia por microcopia eletrônica de varredura (MEV) em 

células mononucleares; 

➢ Determinar a atividade de enzimas antioxidantes nos eritrócitos: superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx);  

➢ Avaliar biomarcadores clássicos e secundários do estresse oxidativo nos 

eritrócitos: glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e razão 

GSH/GSSG, grupos sufidrilas livres, lipídeos oxidados, e proteínas 

carboniladas; 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1. Amostra populacional 

 Os voluntários considerados como expostos são os pescadores, marisqueiras 

e pessoas que vivem em condições de vulnerabilidade nas proximidades do CELMM 

(Maceió, AL) que possuem contato constante com a água e consomem alimentos 

provenientes da laguna, como sururu e pescados em geral. Já a população controle 

são voluntários que não tenham contato sistemático com o local de análise, entende-

se que não tenha contato com a água e se alimente continuamente de sururu ou 

peixes do CELMM. Um questionário para determinar as caracteríticas demográficas 

dos grupos foi aplicado para se obter informações sobre o perfil dos voluntários como 

condição socioeconomica, idade, peso, escolaridade, hábitos e possíveis patologias 

pré-existentes. Foram considerados homens e mulheres acima de 18 anos. As 

amostras de urina e sangue foram obtido por meio do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (TCLE) (MAZZARON BARCELOS et al., 2012; LEMIRE et al., 2012; 

NYLAND et al., 2011). Foram avaliados 60 voluntários expostos e 65 voluntários 

controles. O projeto está aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa da UFAL (CAAE 

57998116800005013).  

5.2. Coleta do sangue e separação dos eritrócitos 

As amostras de sangue venoso foram obtidas através de punção de veia 

usando tubo de vácuo (BD Vacutainer) contendo EDTA (198 μg mL-1) quando 

necessário ou tubo seco para a obtenção de soro para as análises de bioquímica 

clínica. Os eritrócitos foram separados por centrifugação à 220xg por 30 min à 28ºC, 

posteriormente foram quantificados o teor total de proteínas pelo método de Bradford 

(1976), uma solução de BSA (2 mg mL−1) foi usada como padrão de proteína. Os 

eritrócitos foram imediatamente utilizados nos ensaios de captação de oxigênio e 

espectroscopia Raman. Para os demais ensaios (atividade de enzimas antioxidantes 

e marcadores secundários de estresse oxidativo) tais amostras foram congeladas a -

20ºC até realização dos ensaios. 
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5.3. Isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

Após a centrifugação do sangue, o plasma foi colocado em tubo falcon 

contendo 2 mL de solução de Histopaque 1077, e o isolamento das células 

mononucleares seguiu o protocolo estabelecido por Malaguti e cols (2014). A 

viabilidade celular foi avaliada no microscópio óptico Leica DM500, usando o azul 

Trypan como método de exclusão, que se liga as membranas dessas células, 

considerando satisfatório quando for maior que 95%.  

5.4. Determinação do nível total de mercúrio no sangue total 

5.4.1. Instrumentação e procedimentos 

A determinação de mercúrio total foi realizada 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 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 2. 

 

Tabela 2. Condições operacionais para o CV AFS para determinação de Hg total. 

Paramêtro Condição 

Comprimento de onda (nm) 253.7 

Modo de medição Peak height 

Replicatas 3 

Tempo de atraso (s) 15 

Tempo de analise (s) 40 

Tempo de lavagem da memória (s) 40 

Ganho 10 

Vazão de gás do arraste (mL min-1) 250 



48 

Vazão de gás do secador (L min-1) 2.5 

Taxa de fluxo transportador (mL min-1) 9 

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

SnCl2 taxa de fluxo (mL min-1) 4.5 

SnCl2 % (m/v) 2 

HCl % (v/v) 20 

KBr / KBrO3 (mM) 100 / 17  

Ácido ascorbico % (m/v) 12 

 
 

5.4.2. Preparação da amostra 

 As amostras de sangue foram submetidas a um procedimento de extração 

ácida (ZIMMER et al., 2002; SOUZA et al., 2013), seguido de análise direta da solução 

sem etapa de digestão. Para determinação de mercúrio total por CV AFS, 250 µL de 

cada amostra de sangue (controle e exposto), 1 mL de água deionizada e 4 mL de 

HNO3 (14 M) foram adicionados a um béquer de 25 mL e mantidos em repouso por 

1h. Após esse período, o sobrenadante foi filtrado e 2,50 mL desse sistema foram 

transferidos para um balão volumétrico de 25 mL. Em seguida, foram adicionados 500 

µL da mistura (1:1) de KBr/KBrO3 (100/17 mM), 3 mL de água deionizada e a reação 

foi agitada por 5 min. Após esse período, foram adicionados 50 µL de solução de ácido 

ascórbico 12% (p/v) e 250 µL de antiespumante B 0,1% (v/v). Por fim, completou-se 

o volume até a marca de medição do frasco com água deionizada. As curvas analíticas 

foram preparadas de forma semelhante às amostras. 

5.5. Avaliação da função da hemoglobina 

A hemoglobina presente nos eritrócitos (Eri) tem a capacidade de ligação do 

oxigênio  o que foi medido utilizando-se um eletrodo para O2, em uma câmara de vidro 

de 1,0 mL equipada com agitador magnético e termostato à 28°C, Hansatech, 

Oxigraph, England, UK. A concentração de proteínas totais utilizadas nos 

experimentos foi de 0,325 mg mL-1. O eletrodo foi calibrado diariamente utilizando 

ditionito de sódio, e a concentração de oxigênio inicial foi fixada a 225 nmol mL-1 

(ROBINSON & COOPER, 1970). A capacidade máxima de captação de oxigênio dos 

eritrócitos foi determinada após 10s. 
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5.6. Estimativa da produção das espécies reativas de oxigênio em PBMCs 

A produção de espécies reativas de oxigênio foi determinada usando 1 × 106 

de células mL−1, e o meio de reação utilizado foi o PBS (138,8 mM de NaCl, 2,7 mM 

de KCl, 0,9 mM de KH2PO4 e 6,4 mM de Na2HPO4). A geração de espécies reativas 

de oxigênio (O2
•-, H2O2, 

•OH, ONOO•)  foi monitorada utilizando a sonda fluorescente 

DHE (3µM) (Ex: 520 nm / Em: 610 nm) com slit de 5nm por 20 min (DEGASPERE et 

al., 2006). Já a produção de H2O2 foi monitorada utilizando a sonda fluorescente 

Amplex Red (10 μM), tal experimento foi realizado na presença da enzima peroxidase 

(HPR, 1 U/mL) (λex = 563 nm, λem = 587 nm e o slit de 3nm para excitação e emissão) 

(NUNES et al., 2019). Ambos experimentos foram realizados a 28ºC, utilizando 

espectrofluorímetro Shimatsu RF5300. 

5.7. Preparação de eritrócitos para ensaios de estresse oxidativo 

Após a separação do plasma, aproximadamente 150 μL de eritrócitos foram 

adicionados a 5 mL de tampão de extração contendo 50 mM Tris-HCl (pH = 7,4) e 1 

mM EDTA, homogeneizados em gelo em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e 

centrifugados a 1180xg e 4ºC por 10 min. O sobrenadante foi coletado e submetido à 

quantificação de proteína total (BRADFORD, 1976).  

5.8. Atividade da superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da enzima superóxido desmutase (SOD) foi medida através de uma 

reação iniciada pela adição de 20 μL de epinefrina (150 mM) em ácido acético (0,5% 

v/v) em um volume final de 1,0 mL. O homogenato de sangue (80 μg de proteína) foi 

incubado em 50 mM de tampão carbonato de sódio (NaCO3/NaHCO3, pH = 10,2 com 

0,1 mM EDTA) à 37 °C. 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 auto-oxidação de 1 μmol de epinefrina por minuto. 

Os resultados foram expressos em proteína U mg-1 (MISRA & FRIDOVICH, 1972). 

5.7. Atividade da catalase (CAT) 

A catalase (CAT) é baseada no princípio da determinação da decomposição do 

H2O2. Um total de 40 μg de proteína (do homogeneizado de sangue) foi adicionado 

em tampão fosfato 50 mM (KH2PO4 + Na2HPO4, pH = 7,0) à 25°C. A reação foi iniciada 
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adicionando H2O2 10 mM em um volume final de 1,0 mL. O decaimento da 

absorbância foi monitorada 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). 

5.10. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi monitorada através da 

diminuição da 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 sangue 

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 de 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 & VALENTINE, 1967). 

5.11. Quantificação do estado redox (relação GSH/GSSG) 

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

reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) (HISSIN & HILF, 1976). Na reação de 

GSH e GSSG foram utilizados homogenato de sangue (50 e 100 μg de proteína, 

respectivamente) e oftalaldeído (1 mg mL−1; sonda fluorescente). Para o ensaio GSH 

o tampão usado continha 100 mM NaH2PO4 (pH = 8,0) e 5 mM EDTA, já para o ensaio 

de GSSG foi utilizado 100 mM NaOH junto com N-etilmaleimida (NEM) que é um 

bloqueador de SH para tirar a interferência do GSH. A fluorescência foi monitorada 

em um leitor de placa (Tecan Infinite 200 pro) com λex = 350 nm e λem = 420 nm. Uma 

curva analítica baseada em concentrações conhecidas de GSH e GSSG foi 

empregada para determinar as concentrações dessas biomoléculas nas amostras. 

5.12. Peroxidação lipídica (teor de malondialdeído – MDA) 

A técnica colorimétrica foi utilizada para determinar substâncias reativas 

tiobarbitúricas (LUCAS et al., 2019). Resumidamente, uma alíquota de 0,3 mL de 

homogenato de sangue foi misturada com 600 μl de solução de ácido tiobarbitúrico 

(TBA) a 0,6% e 600 µL de Solução de ácido tricloroacético (TCA) a 10%. Em seguida, 
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as amostras foram vórtex, incubados por 15 minutos a 95°C e resfriados em gelo por 

5 min. As amostras foram então centrifugadas a 2.500 × g por 5 min. O sobrenadante 

resultante foi lido usando um espectrofotômetro à 540 nm. TBARS foram calculados 

usando um molar coeficiente de extinção para malondialdeído de 1,56 x 105 M-1 cm-1 

e expresso como μmols de TBARS por mg de proteína. 

5.13. Teor de carbonil de proteína 

 A quantificação desses produtos (formação de grupos carbonilas) 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 usa 100 µL do homogenato de 

sangue. A diferença entre os grupos é que para grupo controle usa 400 µL de HCl 2,5 

M e para o grupo reação usa 400 µL de DNPH 10 mM (solubilizado em HCl 2,5 M), a 

partir daqui o procedimento é igual para todos. Foi incubado os dois tubos em 

temperatura ambiente por 1h (agitar a cada 15 min), em seguida foi adicionado 500 

µL de ácido tricloroacético (TCA) à 2 M, para homogeneizar foi utilizado um vortex e 

deixamos 5 min no gelo, depois as amostras foram centrifugadas a 10000x ɡ por 10 

min à 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionado 500 µL de TCA (1 M) para 

ressuspender o pellet gerado para repetir a centrifugação anterior, essa etapa serve 

para separar as proteínas da amostra. Novamente o sobrenadante foi descartado e 

as amostras foram lavadas usando uma mistura de etanol e acetato de etila (1:1 v/v) 

três vezes repetindo o mesmo processo de centrifugação, por fim ressuspensas em 

guanidina (6 M) e centrifugada a 10000x ɡ por 10 min à 4 °C, em seguida, o 

sobrenadante foi recolhido para fazer a leitura. A absorbância foi medida a 370 nm 

por um leitor de placa e normalizada pela quantidade de proteína (Tecan Infinite 200 

pro) e os resultados foram expressos em pmol mg−1 proteína (REZNICK & PACKER, 

1994). 

5.14. Conteúdo do grupo sufidrila 

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

ditio-bis-2-nitrobenzóico). O homogeneizado de sangue (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 
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(Shimadzu UV-1900i). Foi feita uma curva de calibração utilizando L-cisteína como 

padrão contendo SH para determinar a concentração de tal grupo nas amostras em 

µM. 

5.15. Microscopia de fluorescência 

Preparação de leucócitos mononucleares de sangue periférico humano (PBMLs) 

foi adaptado de (REIS et al., 2007; GANDINE et al., 2011), que utilizou 3 mL de Ficoll-

PaqueTM Plus (GE Healthcare) para promover o isolamento celular mais 5 mL de 

sangue diluído com 5 mL de PBS. Após a coleta de sangue, cada amostra foi 

imediatamente centrifugada (MIKRO 220R) a 900 × g (temperatura ambiente) por 30 

minutos para separar o plasma e os eritrócitos. A nuvem de mononucleares foi 

transferida para um Falcon com 10 mL de PBS (pH = 7,4, contendo 138,8 mM NaCl, 

2,7 mM KCl, 0,9 mM anidro KH2PO4 e 6,4 mM Na2HPO4) e centrifugada a 136 × g por 

10 min e foi descartado o sobrenadante e lavado novamente com PBS. O pellet foi 

ressuspenso com RPMI. A viabilidade celular foi verificada pelo método de exclusão 

com azul de tripan em câmara de Neubauer e considerando a viabilidade satisfatória 

quando >95%. A adesão das células nas lamínulas foi realizada com fibronectina, 

colocando 1×106 de células por 2h a 37°C e 5% de CO2 e as marcações foram feitas 

com H2DCF-DA 20 µM, DHE 30 µM e Mitosox 5 µM, por 30 min a 37 °C e por fim 

fixado com PFA 4% e marcado com DAPI (PAKHOMOVA et al., 2012). 

5.16. Microscopia eletrônica de varredura (SEM) 

As células linfomononucleares foram preparadas para a caracterização 

ultraestrutural usando SEM, conforme descrito anteriormente. Resumidamente, as 

células foram fixadas em tampão glutaraldeído à 5% e lavado duas vezes com PBS. 

Em seguida, as lamínulas foram colocadas em um dessecador contendo gel de sílica 

para remover a umidade por 24 h. Subseqüentemente, células foram revestidas com 

ouro e examinadas sob um microscópio eletrônico de varredura (Super Scan SSX-

550, Shimadzu, Japão). O procedimento de preparo e fixação das células com 

glutaraldeído (SOUZA et al., 2014). 
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5.17. Espectroscopia Raman 

 Os espectros Raman para eritrócitos foram registrados usando um microscópio 

confocal de fluorescência (LabRam HR Evolution, Horiba, EUA). As medidas foram 

realizadas usando uma lente objetiva de 50 × (NA = 0,80) e um laser de diodo de onda 

contínua (CW) de 785 nm que é o mais próximo da janela biológica, focando na 

amostra com um tamanho de ~ 2 μm. Essa mesma lente objetiva foi usada para o 

espalhamento luz Raman logo após a interação de retroespalhamento da amostra. A 

potência do laser fornecida às amostras foi de cerca de 20 mW, e 10 espectros (tempo 

de aquisição de 30 s e tempo de acumulação de 30 s) de cada amostra foram 

coletados em 10 posições de diferentes pontos. Todos os experimentos foram 

realizados utilizando 40 µL de eritrócitos, purificados com Na2HPO4 (0,2 M), colocados 

(~107 mg mL-1) em uma placa de silício, e as medidas foram registradas de 300 a 

1730 cm−1 (22 °C). O processamento dos dados foi baseado na análise de 

componentes principais (PCA), usando um algoritmo de correção de fundo do 

LabSpec 6 e suavização. Os espectros individuais foram então normalizados com 

base na área total sob a curva Raman para comparar melhor as formas espectrais e 

as intensidades relativas da banda Raman das amostras. Por fim, os gráficos 

bidimensionais foram construídos com pontuações diferentes para os dois primeiros 

componentes principais. O instrumento Raman foi calibrado usando a banda fônon do 

silício (520 cm−1) como referência (SALES et al., 2022). 

5.18. Análise de dados 

 Os resultados são apresentados como a média ± Erro. As comparações entre 

os grupos foram realizadas pelo teste t de Student não pareado utilizando o software 

Graph Pad Prism versão 8.0.1, OriginPro 9.0 e no Raman foi realizado análise de 

componentes PCA. O nível de significância adotado foi p≤ 0,05. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
6.1. Características e exposição ambiental dos voluntários 

Realizamos os experimentos com 60 voluntários expostos ao ambiente 

contaminado por Hg e 65 voluntários controles. Tivemos voluntários expostos que 

habitam em três regiões distintas da lagoa Mundaú: Colônia de pescadores do Pontal 

da Barra (Colônia de Pescadores - Vieira Lima Z3), Colônia de pescadores do 

Bebedouro (Colônia de Pescadores - Santo Antônio Z4) e na Comunidade Espírita 

Nosso Lar que abrange a região do Vergel. O grupo controle se constituiu de 

voluntários que não vivem nas proximidades do CELMM, sendo assim, este grupo foi 

obtido dos bairros, Cidade Universitária, Jacintinho e Barro Duro pareados em relação 

ao sexo e idade que foram obtidos d grupo exposto.  

Nossos voluntários têm uma média de idade em torno de 43 e 45 anos, dentre 

as comorbidades, a hipertensão é mais prevalente, sendo 20% nos controles e 18% 

no grupo exposto. Ainda foi relatado nas comorbidades, o diabetes tipo 2 no grupo 

controle (9%) e nos voluntários expostos (10%). Nos hábitos de consumo de bebidas 

alcoólicas, encontramos que 52% do grupo controle e 45% do grupo exposto 

consomem bebidas alcoólicas. Em relação aos hábitos de tabagismo foi relatado 22% 

e 18% no grupo controle e exposto, respectivamente. Quanto à exposição ambiental, 

93% dos voluntários expostos têm contato com a água, seja tomando banho ou 

pescando, e 95% consomem alimentos provenientes do ambiente lagunar: sururu ou 

pescado. Estes dados estão apresentados na Tabela 3 e foram retirados do 

questionário que foi aplicado em todos os voluntários, sejam expostos ou controle. 

 
Tabela 3. Características demográficos e o tipo de exposição ambiental. Total n = 125. 

 

Característica  Controle 
(n= 65) 

Exposto 
(n= 60) 

Idade, média ± DP  43 ± 15 45 ± 14 

Sexo, número %    

 Homem 31 (48) 28 (47) 

 Mulher 34 (52) 32 (53) 

Altura (m), média ± DP  1,65 ± 0,11 1,66 ± 0,07 

Massa (Kg), média ± DP  74 ± 17 72 ± 13 

Índice de massa corporal (IMC)  28 ± 7 26 ± 5 

Comorbidades, número %    
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 Hipertensão 13 (20) 11 (18) 

 Diabetes 6 (9) 6 (10) 

 Cardiopatia 0 (0) 1 (2) 

Hábitos, número%    

 Fumar 13 (22) 11 (18) 

 Beber 34 (52) 27 (45) 

Exposição ambiental a lagoa 
Mundaúa 

   

 Contato com água 0 (0) 54 (93) 

 Consumo de comida 0 (0) 57 (95) 

aBanho e/ou pesca 

6.2. Perfil Bioquímico dos voluntários 

Afim de comparar possíveis alterações na contagem de células vermelhas, 

brancas e no metabolismo entre o grupo controle e exposto, foram realizadas análises 

de bioquímica clínica. Nos parâmetros hematológicos no grupo exposto foi identificado 

aumento de eritrócitos (15%), de hemoglobina (26%) e do hematócrito (17%), contudo 

todos os parâmetros estão dentro dos valores normais de referência (Tabela 4).  

Ainda, o volume corpuscular médio (VCM) que indica o tamanho dos eritrócitos 

está diminuído (9%), a amplitude da distribuição dos glóbulos vermelhos (RDW) está 

aumentada em 33% e as plaquetas aumentadas em 56% no grupo exposto (Tabela 

4). Esses dados em conjunto nos indica um possível quadro de anemia por deficiência 

de ferro.  

Estudos mostraram que o Hg2+ é capaz de se ligar aos grupos tióis, como os 

presente na hemoglobina (Hb), o que por sua vez leva ao aumento dos níveis de Hb 

no plasma. Isso ocorre devido a plasticidade fenotípica do organismo para minimizar 

os danos gerados pelo mercúrio (CLARKSON, 1997; CUSTÓDIO et al., 

2005; JANZEN et al., 2011; AMARA et. al., 2012). Desta forma, essa plasticidade foi 

constatada nos resultados do hemograma, onde ocorreu o aumento da produção de 

eritrócitos, hemoglobina e hematócrito, contudo não foi suficiente, pois o tamanho 

dessas células está reduzido e com alterações de distribuição, sendo assim possível 

a progressão para um desenvolvimento de anemia. 
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Tabela 4. Hemograma completo dos grupos controle e exposto.  
                                                 Média ± D.P. 

Parâmetros Controle 
(n=65) 

Exposto 
(n=60) 

 

Valor referência 

>16 anos 

Valor de p 

Eritrócitos 4,7 ± 0,5 5,6 ± 2,8 4,30 – 5,70 milhões 

de cél mm-3  

0,0092* 

Hemoglobina (HB) 13,6 ± 1,2 17,2 ± 9,8 13,5 – 17,5 g dL-1 0,0044* 

Hematócrito (HT) 41,4 ± 3,7 48,7 ± 19,5 39,0 – 50,0 mL Erit 

dL-1 

0,0037* 

Volume Corpuscular Médio 

(VCM) 

89,1 ± 5,7 81,3 ± 24,2 80 - 100 fL 0,0137* 

Hemoglobina Corpuscular 

Média (HCM) 

29,4 ± 1,9 29,7 ± 2,2 27 - 32 pg 0,4400 

Concentração de 

Hemoglobina Corpuscular 

Média (CHCM) 

32,8 ± 1,2 32,3 ± 1,7 31 – 36 g dL-1 0,0720 
 

Amplitude de Distribuição dos 

Glóbulos Vermelhos (RDW) 

13,8 ± 0,7 18,4 ± 8,6 10 - 16% 0,0001* 

Plaquetas 261.000 ± 

71,8 

407.000 ± 

247,5 

150.000 - 450.000 

mm-3  

0,0001* 

Leucócitos 6727 ± 

1722 

6590 ± 

3459 

5000 - 10000 mm-3 0,7802 

Linfócitos 2410 ± 788 2260 ± 

1066 

900 – 2900 mm-3 0,3724 

Monócitos 466 ± 174 407 ± 170 300 - 900 mm-3 0,0594 

 

Segmentados 3398 ± 

1441 

3577 ± 

1914 

3000 - 8000 mm-³ 0,5595 

Eosinófilos 238 ± 171 489 ± 505 0 – 660 mm-³ 0,0003* 
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Basófilos 24,5 ± 32 19,8 ± 31 0 – 62 mm-3 0,4243 

*Estatisticamente significante comparado com o grupo controle. Análise estatística: Teste t de 

Student. Total de voluntários n = 125. 

Quanto aos dados de bioquímica clínica, encontramos alterações em 

metabólitos e aminotransferases que são dados importantes para compreender 

alterações que podem levar ao desenvolvimento de patologias tendo uma possível 

correlação com exposições a ambiente contaminados. Os níveis de triglicerídeos 

totais se mostraram aumentados em 37% no grupo exposto, assim como relatado por 

Hong et al. (2013), contudo dentro dos limites de referência. Os exames da função 

renal, como uréia e creatinina, deram aumentados (36% e 57%, respectivamente) 

(Tabela 5) no grupo exposto, porém ainda dentro dos valores de referência, mas que 

podem progredir para um quadro preocupante.  

Quando analisamos os resultados sobre as aminotransferases, que são 

marcadores para identificar a função hepática, através da ALT e AST, verificamos que 

aumentaram (107% e 16%, respectivamente) no grupo exposto. Vale ressaltar que a 

ALT está acima dos valores de referência, destacando o dano hepático no grupo 

exposto. Em pesquisa realizada com ratos albinos expostos a HgCl2 foi relatado 

disfunção renal e hepática (IJAZ et al., 2021). 

Tabela 5. Parâmetros de bioquímica clínica. 

                                                 Média ± D.P. 

Parâmetros Controle 
(n=38-65) 

Exposto 
(n=50-60) 

 

Valor referência 

>16 anos 

Valor de p 

Metabólitos 

Glicose 95,1 ± 24 99,5 ± 27 60 - 99 mg dL-1 0,3420 

Triglicerídeos totais 97,9 ± 37 134,4 ± 62 < 150 mg dL-1 0,0003* 

Colesterol total 174 ± 39 173 ± 65 < 200 mg dL-1 0,8831 

HDL 55 ± 11 52 ± 14 40 - 60 mg dL-1 0,3206 

LDL 116,6 ± 36 109,5 ± 41 < 100 mg dL-1 0,4015 
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Uréia 28 ± 9 38 ± 23 10 – 45 mg dL-1 0,0137* 

Ácido urico 4,7 ± 1,6 4,8 ± 1,1 3,7 - 8 mg dL-1 0,7161 

Creatinina 0,7 ± 0,2  1,1 ± 0,6 0,6 -1,3 mg dL-1 0,0002* 

Aminotransferases 

ALT 24,6 ± 15 50,9 ± 34 10,0 – 41,0 U L-1 0,0001* 

AST 25,3 ± 13 29,3 ± 37 10,0 – 40,0 U L-1 0,0001* 

 

*Estatisticamente significante comparado com o grupo controle. Análise estatística: 

Teste t de Student. 

6.3. Quantificação de Hg no sangue 

A exposição a um ambiente contaminado, que pode levar a uma contaminação 

sistêmica, como no caso dos pescadores, foi confirmada pela análise de mercúrio total 

no sangue (Figura 10). Nos pescadores, o valor máximo de mercúrio encontrado no 

sangue foi 19,02 μg L-1, e de acordo com a OMS, a concentração de mercúrio no 

sangue pode variar de 5-10 μg L-1, já de acordo com a agência de proteção ambiental 

o nível tolerável de Hg no sangue é de até 6 μg L-1 (EPA, 2017). Em nosso estudo o 

nível total de mercúrio no sangue dos voluntários controle foi de 0,9 ± 0,18, enquanto 

nos expostos foi 3 vezes maior: 3,4 ± 0,6 μg L-1. Na urina, os níveis de Hg foram de 

0,02 ± 0,01 para os controles e 0,17 ± 0,1 μg L-1 nos expostos, ou seja 8,5 vezes maior 

nos expostos. A recomendação de concentração média total de mercúrio na urina em 

populações não expostas a ambientes contaminados é de 4 μg L−1 (WHO & IPCS, 

1991). Os resultados obtidos mostram uma maior concentração de mercúrio no 

sangue e na urina do grupo exposto em relação ao controle, mesmo estando dentro 

dos limites permitido pelas agências regulamentadoras. 
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Figura 10. Concentração de mercúrio total no sangue dos voluntários. (A) Gráfico de 
dispersão dos níveis de mercúrio no sangue. (B) Gráfico de dispersão dos níveis de 
mercúrio na urina. Média ± Erro Padrão, sangue/urina n=65/20 (controle) e n=60/20 
(exposto). Valor de *p<0.05  de acordo com o teste t de Student não pareado. 

 
Fonte: Autor, 2023. 

O sangue é um dos tecidos que reflete o contato com o ambiente externo e 

seus possíveis contaminantes, além de sofrer com os danos  gerados, exibindo 

estresse oxidativo. Tal tecido é também a forma mais rápida de carrear e difundir 

metais tóxicos, como o mercúrio, para todos os outros órgãos. O mercúrio é um metal 

que bioacumula em grandes quantidades em diversos tecidos, no sangue destacamos 

um tipo celular, os eritrócitos, onde tal metal se liga na hemoglobina. Tal metal ainda 

se liga em diversos outros alvos biológicos como rins, cérebro, fígado, pulmões e 

baço. Diante da toxicidade de tal metal, muitos são os estudos que quantificam o 

mercúrio total no sangue e urina afim de estimar os níveis de contaminação de uma 

forma geral nas populações (BERGLUND et al., 2005). 

6.4. Avaliação da funcionalidade e alterações estruturais em eritrócitos  

A hemoglobina nos eritrócitos é a proteína responsável por transportar o 

oxigênio para os tecidos. O mercúrio bioacumula e tem meia vida no sangue de 

aproximadamente 9 dias (CARNEIRO et al., 2014). Quantificamos a capacidade da 

hemoglobina em captar o oxigênio através de um eletrodo específico para o oxigênio. 

Nossos resultados mostraram que o grupo de pescadores expostos apresentou uma 

diminuição de 39% na capacidade de ligação ao O2 em comparação com o grupo 

controle (Figura 11 A-B).  

Figura 11. Eritrócitos de pescadores expostos à lagoa Mundaú apresentam baixa 
capacidade de captação de oxigênio e alterações estruturais em eritrócitos.: (A) 
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Gráfico representativo da captação de oxigênio pelos eritrócitos humanos (Eri). (B) 
Quantificação da captação de oxigênio durante 10 s. (C) Gráfico representativo da 
média dos espectros Raman medidos na faixa espectral de 300-1750 cm-1. (D) Análise 
de componentes principais PC1 vs. PC2 aplicada aos espectros Raman. (E) 
Carregamento positivo do gráfico PC1 para eritrócitos de controle e expostos. Os 
experimentos foram realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=65 (controle) e 
n=60 (exposto) para o consumo de oxigênio controle. n=16 (controle) e n=16 (exposto) 
para o Raman. Valor de *p<0.05  de acordo com o teste t de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Para identificar modificações em biomoléculas geradas pela contaminação 

ambiental promovida pelo mercúrio usamos a técnica da espectroscopia Raman, onde 
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foi possível mensurar alterações vibracionais na estrutura do heme da hemoglobina 

dos eritrócitos dos pescadores, bem como em lipídeos e proteínas de membrana de 

tal célula. Na região inicial do espectro (411 à 570 cm-1) que se refere a ligação Fe-O2 

foi possível observar uma diminuição da intensidade e alargamento dos picos, ou seja, 

demonstrando uma menor quantidade da ligação Fe-O2, confirmando o que foi 

observado na determinação da captação de oxigênio.   

Ainda, foi constatado na região 675 cm-1 e 752 cm-1 a deformação do anel 

porfirínico da hemoglobina e essa deformação gera uma distorção nos anéis de pirrol 

(1400 - 1300 cm-1) o que leva a dificuldade da ligação do Fe-O2. Verificamos ainda 

que nas regiões em torno de 1100 à 1200 cm-1 uma maior intensidade do sinal, que é 

uma região referente a  lipídeos na conformação trans. Também foram observados 

alterações nos modos vibracionais referentes ao marcador de estado spin da 

hemoglobina, assim como deformação CH2/CH3 principalmente das cadeias laterais 

de aminoácidos, de lipídios ou de proteína de membrana (1500-1700 cm-1) e ainda no 

aminoácido fenilalanina (proteínas ~1003 cm-1 ) (Figura 11 C).   

Para comprovar as alterações entre os espectros dos grupos, usamos metódos 

multivariados, como o PCA (análise dos componentes principais), que gera um gráfico 

de disperção, onde é possível discriminar dois componentes principais, considerando 

duas dimensões do domínio transformado (PC1 e PC2).  O PC1 é o principal 

contribuinte (59,25%) e o PC2 o secundário (12,39%) (Figura 11 D). O carregamento 

do PC1 é um recurso importante do Raman, pois ele tem a capacidade de distinção 

não direcionada do PCA mostrando influências negativas e positivas da contaminação 

sob o espectro e quando esta diferença é maior que 50% é dito como preditiva e 

relevante para tal análise. Neste caso, tivemos uma diferença relevante entre os 

grupos quando feita a relação dos espectros dos controles em relação ao exposto 

(Figura 11 E). 

O mercúrio tem diversos mecanismos de toxicidade que foram descritos para 

elucidar como esse elemento interage com a célula sanguínea e está bem 

documentado que as espécies de mercúrio têm fortes efeitos tóxicos nos sistemas 

biológicos. No corpo humano, esse metal e seus compostos mostraram afinidade por 

certos tecidos e órgãos, como cérebro, músculos, rins e coração. É relatado na 

literatura que o mercúrio pode interferir na atividade da anidrase carbônica pois ao se 

ligar em um dos seus resíduos de cisteína prejudica a capacidade da enzima de 
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controlar o pH do sangue (HOGEBACK et al., 2016). Em uma pesquisa realizada por 

Magalhães & cols. (2020), foi demonstrado que o mercúrio pode interagir com a 

cisteína 93 (Cys93), devido aos seus grupos sufidrilas estarem mais acessíveis ao 

ataque deste metal. Vale ressaltar que o Hg tende a se ligar ao enxofre pois possui 

alta afinidade por este elemento. Ainda foi revelado que a exposição ao Hg leva a 

alterações na membrana dos eritrócitos diminuindo a elasticidade de tal componente 

celular (SALES et al., 2022).  

6.5. Produção de ânion radical de superóxido e peróxido de hidrogênio 

Dando continuidade na investigação sobre a contaminação de mercúrio no 

sangue dos pescadores, seguimos verificando se tal metal estaria induzindo estresse 

oxidativo via produção de espécies reativas de oxigênio aumentada. Trabalhando com 

células isoladas da série branca do sangue (PBMCs) encontramos que tais células 

nos pescadores produziram 2 vezes mais ânion radical superóxido EROs e ainda ~2 

vezes mais peróxido de hidrogênio que as PBMCs do grupo controle, o que pode 

afetar a função de tais células e causar danos nas respostas imunes (Figura 12). 

Afim de investigar o papel da exposição ao mercúrio na geração de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) em células mononucleares, usamos primeiramente o 

probe fluorescente dihidroetídeo (DHE) (Figura 12 A) para quantificar EROs. No 

grupo exposto, a fluorescência de DHE foi 87% maior do que no grupo controle 

(Figura 12 B). Foi analisado também, a produção de H2O2, usando o probe 

fluorescente Amplex Red (Figura 12 C). A produção de tal espécie foi 116% maior no 

grupo exposto em comparação com o controle (Figura 12 D). Quanto as microscopias 

de fluorecência (Figura 12 E-F) com o probe fluorescente H2DCF-DA, o qual detecta 

a produção de várias espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (O2
•-, H2O2, •OH, 

ROO•, ONOO•), os resultados mostraram que a produção de EROS está maior no 

grupo exposto. Contudo, quando analisado a produção de ânion radical superoxido 

mitocondrial, utilizando o probe Mitosox, não foi encontrado diferença entre os grupos. 

Figura 12. A exposição ao ambiente contaminado aumenta a produção de oxigênio 
reativo em células linfomononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pescadores 
expostos em comparação com controles. (A) Gráficos representativo da geração de 
de EROs usando DHE (B) Quantificação da intensidade de fluorescência de DHE (C) 
Gráfico representativo da produção de H2O2 com Amplex Red (D) Quantificação da 
geração de H2O2. Os experimentos foram realizados em duplicata. (E) Microscopia de 
fluorescência usando os probes H2DCF-DA e DHE. (F) Microscopia de fluorescência 
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usando o probe Mitosox. Média ± Erro Padrão, n=65 (controle) e n=60 (exposto). Valor 
de *p<0.05 de acordo com o teste t de Student não pareado.  

 

Fonte: Autor, 2023.  

Os efeitos tóxicos do mercúrio são conhecidos, sendo um deles a promoção do 

estresse oxidativo, o que acaba alterando a função das células gerando danos 

patológicos ou fisiológicos de várias células, podendo levar inclusive à morte celular. 

Outrossim, a toxicidade do mercúrio ao promover alteração no estado redox está 

relacionada a superprodução de EROs ou a uma redução do sistema de defesa 

antioxidante (LI et al., 2019; ZHAO et al., 2021). O aumento de EROs também está 

relacionado com o aumento da oxidação de: lipídios, proteínas, DNA, e leva a 

diminuição da concentração eritrocitária e dos níveis de GSH, gerando danos nos 
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linfócitos (HAN et al., 2005; FIDAN et al., 2005; IARMARCOVI et al., 2005). Shenker 

& cols (1993) mostraram em um estudo in vitro, que compostos mercúricos em baixas 

concentrações (0,6 - 5 μM) levam à morte celular de monócitos e linfócitos. 

As células T estão continuamente em interação com células fagocíticas, que 

são conhecidas por gerar quantidades significativas de espécies reativas durante o 

fenômeno denominado "burst respiratório" (BELIKOV, SCHRAVEN e SIMEONI, 

2015). Esse processo envolve uma rápida e acentuada produção de espécies reativas 

de oxigênio, desempenhando um papel crucial na dinâmica intercelular entre as 

células T e fagocíticas e o contato com elas pode auxiliar na ativação das células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC), potencialmente resultando em estresse 

oxidativo (ZHANG et al., 1992). 

Nas células do sistema imunológico, a enzima NADPH oxidase 2 (NOX-2), 

localizada na membrana de fagócitos e linfócitos, desempenha um papel crucial na 

geração de peróxido de hidrogênio (H2O2). Essa produção de H2O2 possui a 

capacidade de oxidar a glutationa presente nos linfócitos, além de sinalizar a formação 

do ânion radical superóxido nas mitocôndrias. Adicionalmente, induz a expressão de 

proteínas pró-apoptóticas, ativando assim a via de sinalização que conduz à morte 

celular (JACKSON et al., 2004; BELIKOV, SCHRAVEN e SIMEONI, 2015). 

6.6. Morfologia de células mononucleares 

Avaliar a morfologia das células mononucleares é uma forma de mensurar 

possíveis danos a estas células, a fim de estimar possíveis diferenças na membrana 

dessas célula. Foi possível constatar um maior nível de rugosidade na superfície 

membranar das células do grupo exposto quando comparado ao controle (Figura 13). 



65 

Figura 13. A exposição em ambiente contaminado aumenta a rugosidade da 
membrana plasmática das células mononucleares dos pescadores expostos em 
comparação aos controles. 

 

Fonte: Autor, 2023. 

A formação de superfícies rugosa ou também conhecidas como 

microvilosidades, pode refletir alterações funcionais em células mononucleares (Yang 

et al. 1989). As mudanças estruturais em linfócitos estão ligadas a um aumento do 

estresse oxidativo (LIOI et al., 1998). Além disso, nosso grupo, em estudos realizados 

com pescadores em anos anteriores, mostrou que a exposição ao mercúrio resulta 

em maior produção de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células 

mononucleares, relacionado com um comprometimento das atividades de enzimas 

antioxidantes, assim como no sistema redox da glutationa (SHARPE, GIST e BASKIN, 

2013; JAMES et al., 2009; SILVA-FILHO et al., 2021). 

6.7. Atividade do sistema antioxidante em eritrócitos 

Para compreender como funciona o sistema antioxidante nos eritrócitos frente 

à exposição a contaminantes como o mercúrio, avaliamos a atividade das enzimas 

SOD, CAT e GPx (Figura 14). A superóxido dismutase, tem como função catalisar a 

reação de conversão do radical ânion superóxido em H2O2 e a catalase (CAT) de 

converter H2O2 em H2O e O2. Observamos nos voluntários expostos um aumento de 

159% e 22% respectivamente na atividade de tais enzimas (Figura 14 A-B). No 

entanto, quando avaliamos a atividade da glutationa peroxidase, que assim como a 

catalase, decompõe H2O2 em H2O, encontramos sua atividade diminuida em 33% no 

grupo exposto quando comparado com o grupo controle (Figura 14 C). Provavelmente 
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tal evento ocorreu porque o mercúrio pode se ligar ao selênio em enzimas como a 

GPx dependentes de selênio que vai servir de cofator, formando um complexo, o que 

pode resultar na diminuição da atividade catalítica de tal enzima (SPILLER, 2018). 

Ainda existem estudos que apontam que a diminuição de GPx pode ser proveniente 

da diminuição dos níveis de GSH, já que tal enzima é dependente da glutationa para 

realizar a sua atividade normalmente (BARCELOS et al., 2011; GROTTO et al., 2009). 

Figura 14. Exposição ao ambiente contaminado modifica o sistema antioxidante dos 
eritrócitos de pescadores expostos em comparação com os controles. (A) Atividade 
de superóxido dismutase (SOD, 251,8 ± 10,87 vs. 653,1 ± 29,26 U mg−1 de proteína. 
(B) Atividade da catalase (CAT, 0,4124 ± 0,011 vs. 0,502 ± 0,018 K mg−1 proteína). 
(C) Atividade da glutationa peroxidase (GPx, 31672 ± 967,3 vs. 21266 ± 968,2 U mg−1 
de proteína).  Os experimentos foram realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, 
n=65 (controle) e n=60 (exposto). Valor de *p<0.05 de acordo com o teste t de Student 
não pareado.  
 

 

Fonte: Autor, 2023. 

A produção de EROs pode levar a ativação de cascatas de sinalização de 

proteção contra estresse, os quais são gerados por fatores abióticos como a 

exposição de metais. As enzimas superóxido dismutase e catalase são enzimas 

indutíves que tendem a aumentar suas atividades quando ocorre o aumento de EROs 

afim de retornar a homeostase celular (MITTLER, 2002; CALGAROTO et al., 2010). 
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Contudo tal mecanismo não foi o suficiente, já que as produções de espécies reativas 

continuam altas no grupo exposto. 

6.8. Marcadores secundários do estresse oxidativo em eritrócitos 

 Em sistema biológico o estresse oxidativo pode ser avaliado através da 

quantificação de marcadores secundários como possíveis danos celulares em 

biomoléculas diversas (peroxidação lipídica, proteínas carboniladas, conteúdo tiol 

livre, GSH, GSSG e a razão GSH/GSSG) (Figura 15). Quando verificamos a formação 

de um dos produtos de peroxidação lipídica, o malondialdeído (MDA), o grupo exposto 

ao mercúrio aumentou em 89% a produção de tal composto se comparado com o 

grupo controle (Figura 15 A). A quantificação de proteínas carboniladas demonstrou 

um aumento em torno de 300% nos voluntários expostos (Figura 15 B). Além disso, 

foi possível observar uma redução do conteúdo tiólico reduzido (SH) em 41% nos 

eritrócitos dos pescadores em relação ao controle (Figura 15 C). Tais resultados 

refletiram de forma negativa na modulação do sistema da glutationa, visto que houve 

uma redução no conteúdo de GSH (15%) e um aumento do GSSG (29%), e quando 

calculado a razão GSH/GSSG houve uma redução em torno de 37%, no grupo de 

pescadores em relação ao controle (Figura 15 D-F). 
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Figura 15. Exposição ao ambiente contaminado aumenta o dano oxidativo de 
biomoléculas e diminui o poder redutor celular nos eritrócitos de pescadores expostos 
em comparação com os controles. (A) Teor de malondialdeído. (B) Proteína 
Carbonilada. (C) Teor total de tiol. (D) Teor de GSH. (E) Conteúdo de GSSG. (F) 
Razão GSH/GSSG. Os experimentos foram realizados em duplicata. Média ± Erro 
Padrão, n=65 (controle) e n=60 (exposto). Valor de *p<0.05 de acordo com o teste t 
de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Uma maior produção de espécies reativas de oxigênio pode reagir com lipídeos 

formando produtos de peroxidação lipídica como o malondialdeído, o 4-hidroxinonenal 

e espécies reativas de lipídeos como alcoxil e peroxil que por sua vez reagem com as 

proteínas oxidando-as (CURTIS et al., 2012). Ademais, em situações de estresse 

oxidativo, os grupos tióis livres podem ser oxidados afetando a proteção das células 



69 

contra mais estresse oxidativo. Em um estudo com comunidades da Amazônia no 

Brasil foi demonstrado que o mercúrio causa redução dos grupos sulfidrilas na 

população ribeirinha que consumia do peixe local contaminado com tal metal 

(GROTTO et al. 2010). Além do tiol total, a glutationa é um antioxidante importante, 

principalmente o tripeptídeo, GSH. A reatividade do GSH com o Hg é devido aos 

grupos SH provenientes do resíduo do aminoácido Cisteína, no qual o mercúrio se 

liga a esses grupos por possuir alta afinidade, desta forma ocorre um desequilíbrio em 

sua forma oxidada e reduzida (GOGOI et al. 2018).  
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7. CONCLUSÕES 
 

Esses resultados nos levam a acreditar que existe uma possível influência da 

contaminação ambiental com mercúrio na indução do estresse oxidativo, visto que os 

PBMCs dos pescadores apresentaram alterações morfológicas e alterações no 

estado redox. Além disso, devemos levar em conta que o Hg contaminante está 

comprometendo a funcionalidade dos eritrócitos, levando à diminuição da capacidade 

de captação de oxigênio e ainda alterações estruturais na hemoglobina e outras 

biomoléculas que compõem tal célula. 

Em suma, nosso estudo mostra que a contaminação por mercúrio no CELMM 

afeta diretamente a população que habita em torno de tal Laguna, onde mostramos 

os efeitos da toxicidade de tal contaminação em células sanguíneas. Sabemos que 

no Brasil, bem como no estado de Alagoas, são escassos os estudos que realizem o 

monitoramento de uma população extremamente vulnerável, que é submetida a 

poluição ambiental que tem relação direta com danos à saúde humana. 

8. PERSPECTIVAS 
 

Como perspetivas pretendemos finalizar a análise de lesão no DNA nuclear e 

mitocondrial e finalizar a quantificação de mercúrio na urina. 
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9. EFEITOS DA EXPOSIÇÃO CRÔNICA AO MERCÚRIO EM 

MODELO ANIMAL HIPERCOLESTEROLÊMICO 

 

9.1. Revisão da literatura 

9.1.1 Aterosclerose  

As lipoproteínas que têm como função transportar o colesterol e outros lípides 

estão classificadas em cinco classes, sendo diferenciadas pela densisdade: alta, 

intermédiária, baixa e muito baixa (HDL, IDL, LDL e VLDL respectivamente) e os 

quilomícrons. A lipoproteína de baixa densidade (LDL) é responsável principalmente 

pelo transporte de colesterol no sangue e são removidas da circulação por meio de 

receptores que são expressos em tecidos esteroidogênicos, principalmente pelo 

fígado e tecidos em proliferação (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Depois de ser 

captado pelas celulas, o colesterol derivado das lipoproteínas realiza diversas funções 

regulatórias e isso inclui a supressão da HMG-CoA redutase, enzima que catalisa a 

etapa limitante da biossíntese do colesterol, e a supressão da transcrição do gene do 

receptor da LDL (GOLDSTEIN & BROWN, 1992). Em contrapartida, quando se tem 

um excesso de LDL-colesterol no plasma, pode ocorrer aterosclerose.  

A aterosclerose é considerada uma doença crônica caracterizada pelo acúmulo 

de colesterol e células inflamatórias nas paredes das artérias. O estresse oxidativo 

proveniente da produção de espécies reativas leva a oxidação da LDL (ox-LDL), que 

por sua vez causa disfunção endotelial e recrutamento dos monócitos circulantes que 

ao chegarem na íntima das artérias se diferenciam em macrófagos e internalizam 

lipoproteínas modificadas (ox-LDL). Esses macrófagos sobrecarregadoscom 

colesterol são chamados de células espumosas devido à sua aparência. A evolução 

da placa de ateroma leva também a uma maior proliferação do músculo liso, que 

secretam colágeno, transformando assim a placa aterosclerótica gordurosa em uma 

placa mais fibrosa e mais estável. O crescimento da placa ou seu rompimento podem 

precipitar os eventos clínicos, tais como trombose, infarto do miocárdio e acidente 

vascular cerebral. (GOLDSTEIN & BROWN, 1992; TALEB, 2016; OLIVEIRA & 

VERSESI, 2019; BROWN E GOLDSTEIN, 1983).  

A hipercolesterolemia familiar tipo 1 ou homozigótica, é uma doença metabólica 

hereditária que que provoca aterosclerose prematura letal. A forma homozigótica é 

rara, porém a heterozigótica é muito frequente, cerca de 1/500 a 1/250. O defeito está 
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no funcionamento do gene do receptor de LDL (LDLR) ou na apolipoproteína B (apo 

B; um ligante para LDL-C) ou na proproteína convertase subtilisina/kexina tipo 9 

(PCSK9), uma proteína que controla o número de LDLR nos tecidos (DEFESCHE et 

al., 2017, AUSTIN et al., 2004). 

Desta forma, como a aterosclerose é a principal responsável pelas doenças 

cardiovasculares, e segundo a OMS, o aumento da poluição química está relacionada 

com o desenvolvimento de problemas cardiovasculares, nossa pergunta neste 

trabalho foi se a exposição a metais como mercúrio pode acentuar os fatores de risco 

para aterosclerose. 

Os mecanismos principais que se relacionam com a gênese da aterosclerose 

são o estresse oxidativo e a inflamação. Estes também estão presentes na intoxicação 

por metais pesados. Vercesi e colaboradores mostraram que as mitocôndrias são 

fontes importantes de EROs na condição de hipercolesterolemia relevantes para o 

desenvolvimento de aterosclerose (OLIVEIRA & VERCESI, 2020). 

9.1.2 Mitocôndria 

Eugene Kennedy e Albert Lehninger descobriram em 1948 que as mitocôndrias 

são os locais da fosforilação oxidativa. As mitocôndrias são similares a bactérias tanto 

no seu tamanho e também por possuírem seu próprio genoma (na forma de uma 

molécula de DNA circular), seus próprios ribossomos e tRNAs.  Atualmente, é 

amplamente reconhecido que as mitocôndrias tem sua origem em um evento de 

endossimbiose, uma origem eubacteriana, no qual procariontes aeróbicos foram 

internalizados por células eucarióticas anaeróbicas. Esse processo, que se repetiu 

com procariontes capazes de fotossíntese, deu origem aos cloroplastos. A mitocôndria 

possui duas membranas, sendo elas: uma externa livremente permeável a pequenas 

moléculas e íons, e uma interna impermeável à maioria das pequenas moléculas e 

íons incluindo H+, sendo necessário transportadores específicos ou canais para 

passagem de todas as biomoléculas necessárias para o pleno funcionamento de tal 

organela (ALBERTS et al., 2010, NELSON & COX, 2022, NUNNARI & 

SUOMALAINEN, 2012). 

A matriz mitocondrial possui o complexo piruvato-desidrogenase, algumas 

enzimas do ciclo de Krebs, a via da β-oxidação de ácidos graxos e ainda a via de 

oxidação de aminoácidos, ou seja, praticamente todas as reações de oxidação (exceto 

a glicólise) ocorrem na matriz mitocondrial, e todas essas vias possuem 
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transportadores para que os substratos possam entrar na mitocôndria O ciclo Krebs 

gera as coenzimas reduzidas Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Reduzida (NADH) 

e Flavina Adenina Dinucleotídeo Reduzida (FADH2) (METZLER, 2001), sendo 

responsáveis por transportar elétrons que ficam localizados em ligações com 

hidrogênios (H), na região dos anéis aromáticos (Figura 16). 

Figura 16. Estrutura racional do NADH e FADH2. 

 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 
 

Esses carreadores transportam os elétrons para a cadeia transportadora de 

elétrons (CTE), onde ocorre a conversão do O2 em H2O e formação de ATP através 

da ATP sintase. A CTE possui quatro complexos e algumas desidrogenases 

acoplados a membrana interna mitocondrial, onde os complexos I e II fazem a 
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transferência dos elétrons para a ubiquinona, que é uma quinona lipossolúvel, também 

conhecida como coenzima Q10, capaz de aceitar elétrons a partir de dois doadores, 

o NADH (complexo I) e FADH2 (complexo II). O complexo III transporta os elétrons 

que recebeu da ubiquinona para o citocromo c, e por fim, o complexo IV transfere os 

elétrons recebidos do citocromo c para o O2 sendo em última instância reduzido à 

água (NELSON & COX, 2022).  

A teoria quimiosmótica de Mitchell explica a força motriz transformada em 

energia para síntese de ATP. Cada complexo respiratório possui um substrato 

específico ao qual ele irá reagir gerando um fluxo de elétrons através da CTE e 

acompanhado de transferência de prótons da matriz para o espaço intermembranas, 

o que gera tanto um gradiente químico (ΔpH) quanto um gradiente elétrico (ΔΨ). Esta 

diferença de potencial eletroquímico de membrana é a fonte de energia para síntese 

de ATP, quando os prótons retornam para a matriz através da ATP sintase, dissipando 

este potencial de membrana e fornecendo energia para conversão do ADP+Pi em 

ATP. (Figura 17) (MITCHELL, 1979). Vale ressaltar que a impermeabilidade da 

membrana interna, inclusive ao H+, é a responsável pelo retorno praticamente 

obrigatório de prótons apenas pela ATP-sintase, ou seja, um acoplamento completo 

entre o funcionamento da cadeia respiratória e a fosforilação oxidativa.  

Figura 17. Figura representativa do funcionamento da cadeia transportadora de 
elétrons. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 

O Complexo I ou NADH desidrogenase, é uma enzima com peso molecular de 

980 kDa, possui 42 cadeias diferentes de polipeptídios, uma flavoproteína, a Flavina 



75 

Mononucleotídeo (FMN) e ao menos seis centros de ferro-enxofre (Fe-S). Nele ocorre 

a catálise onde a transferência de um íon hidreto e dois elétrons do NADH, 

proveniente do ciclo de Krebs, para FMN que é reduzido para FMNH2. Em seguida os 

elétrons são carreados pelos centros de Fe-S para a Ubiquinona (UQ) que é reduzida 

em ubiquinol (UQH2), enquanto isso ocorre ao mesmo tempo a transferência de quatro 

prótons da matriz para o espaço intermembranar (Figura 18). Quando os prótons são 

bombeados, provenientes da dissociação da água, a matriz se torna carregada 

negativamente e o espaço intermembrana fica carregado positivamente (NICHOLLS 

& FERGUSON, 2013, NELSON & COX, 2022, METZLER, 2001). É importante 

destacar que o fluxo dos elétrons no sentido mencionado é a diferença de potencial 

de redução (E) existente entre todos os componentes da cadeia, que começa com um 

potencial negativo e termina com um potencial positivo. 

O complexo II ou succinato desidrogenase, possui peso molecular de 140 kDa, 

quatro subunidades proteicas diferentes, duas delas são transmembranares sendo 

elas a C e D contendo grupo heme b e um sítio de ligação para a ubiquinona. As 

subunidades A e B são extensões citoplasmáticas, contêm três centros de 2Fe-2S, 

com Flavina Adenina Dinucleotídeo oxidada (FAD) ligada covalentemente e um sítio 

de ligação para o seu substrato, succinato. Desta forma, a sequência de transferência 

é do sítio de ligação do succinato que é reduzido a fumarato e carreia dois elétrons 

para FAD que por sua vez é reduzido a FADH2 e depois para os centros de Fe-S, e 

por fim, para a UQ que é reduzida a UQH2. Este complexo é o único que tem o 

compartilhamento entre o ciclo de Krebs e a cadeia transportadora de elétrons. 

(Figura 18) (NICHOLLS & FERGUSON, 2013, NELSON & COX, 2022, METZLER, 

2001). 

Vale ressaltar que o UQH2 se direciona para o complexo III ou ciclo Q, o qual 

possui peso molecular de 240 kDa, e transfere um elétron para os centros de Fe-S 

que por sua vez carreia tal elétron para o citocromo c, que faz a comunicação do 

complexo III e IV através do transporte de elétrons (Figura 18). Quando o UQH2 doa 

um elétron, ele assume a sua forma de radial que é a semiquinona (•UQH) e se 

desloca para o final do complexo, logo depois outro radical semiquinona •UQH reage 

com o primeiro e volta ao seu estado inicial de UQH2, onde é reutilizado para doar 

outro elétron e essa reação libera uma UQ livre que vai para o início da CTE. Em 

conjunto com essas reações ocorre o bombeamento de quatro prótons, para o espaço 
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intermembranar (NICHOLLS & FERGUSON, 2013; NELSON & COX, 2022; 

METZLER, 2001).  

Por último, tem-se o complexo IV ou citocromo oxidase, que é uma enzima que 

pode ter sua ação inibida por Cianeto (CN-), monóxido de carbono (CO) e azida sódica 

(NaN3), possui peso molecular de 160 kDa, 4 subunidades dessa proteína. A 

subunidade I tem dois heme ɑ e ɑ3, além de um íon cobre (CuB). O heme a3 faz um 

centro binuclear com o CuB, onde aceita elétrons do heme ɑ. A subunidade II possui 

dois íons cobre complexados com dois SH provenientes de duas cisteínas em um 

centro que também é binuclear (CuA). A citocromo c oxidase aceita até quatro elétrons, 

sendo um por vez do citocromo c. Desta forma, a transferência de elétrons ocorre do 

citocromo c para o centro CuA, passando para o heme ɑ a e assim por diante, até o 

citocromo ɑ3 – centro CuB, onde a redução de O2 ocorre (Figura 18). A redução do O2 

em 2H2O necessita de quatro elétrons e quatro prótons que são bombeados através 

da membrana a cada ciclo catalítico [1] (NICHOLLS & FERGUSON, 2013, NELSON 

& COX, 2022, METZLER, 2001).  

4 e– + 8 H+
 + O2 → 2 H2O + 4 H+  [1] 

Figura 18. Transporte de elétrons pelo complexo I, II, III e IV. 
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Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 

A transferência de elétrons pelos complexos e seus mecanismos foram 

descritos também por Henry Taube, que dividiu em três processos, sendo eles esfera 

externa, esfera interna e mecanismo químico. A esfera externa é quando os níveis de 

energia do doador e receptor de elétrons se equiparam tornando a transferência de 

elétrons mais favorável mantendo a composição química e modificando apenas o 

estado de oxidação isso porque eles ressonam. Isso ocorre com enzimas que 

possuem centros metálicos. A esfera interna é quando moléculas com sistema π 

conjugado, como ocorre por exemplo com a UQ, onde os elétrons ocupam os orbitais 

vazios de simetria π, formando uma ligação geralmente com hidrogênio. No 

mecanismo químico, nos centros de Fe-S ocorre o carreamento dos elétrons devido 

a localização em diferentes níveis que essas estruturas promovem para os elétrons 

(TAUBE et al., 1953; TOMA, 2015). 

A membrana mitocondrial interna tem um potencial eletroquímico que varia de 

-150 a 180 mV. Isso acontece porque há passagem de prótons da matriz mitocondrial 

para o espaço intermembranar através de complexo I, III e IV. O potencial elétrico 

gerado se dá pela diferença de cargas, um lado mais positivo com mais prótons (H+) 

e o outro mais negativo com mais hidroxilas (OH-), advindos da H2O presente na 

matriz mitocondrial. O potencial químico vem da variação de pH que ocorre devido a 

compartimentalização de H+ e OH-, podendo variar em cerca de 0,75 unidades, sendo 

o espaço intermembranar um pH mais ácido, e na matriz mitocondrial um pH mais 

básico. Contudo, a formação de potencial não é uma reação favorável 
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energeticamente, por isso os prótons tendem a retornar para a matriz, através da 

enzima ATP-sintase (MITCHELL, 1979). 

O peso molecular da ATP-sintase  de 448,85 kDa. Esta enzima converte a 

energia proveniente da dissipação do potencial eletroquímico de protons para a 

síntese de Adenosina Trifosfato (ATP), isso quer dizer que a mitocôndria está 

acoplada e isso se deve a conexão obrigatória da síntese de ATP e o fluxo de elétrons 

pela CTE que gera o gradiente de protons (Figura 19). A medida que essa reação 

ocorre, os prótons entram na matriz novamente através da subunidade Fo proteica 

transmembranar (o, porque ela é sensível a oligomicina, droga que inibe a entrada de 

prótons) gerando a força próton-motriz que fornece energia cinética para que a 

subunidade F1 (proteína periférica de membrana) que gira e funde a Adenosina 

difosfato (ADP) com o fosfato inorgânico (Pi) formando ATP (NELSON & COX, 2022).  

 

Figura 19. Estrutura da ATP-sintase e demonstração experimental da sua rotação. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 

Ao estudar as mitocôndrias, é essencial avaliar sua funcionalidade e 

integridade para reproduzir experimentos com precisão. Para avaliar a funcionalidade 

das mitocôndrias, o primeiro experimento a ser realizado é a medição do consumo de 

O2 pela cadeia de transporte de elétrons (CTE), o que pode ser feito com tecido 

permeabilizado, células ou mitocôndrias isoladas. Esse experimento visa fornecer 

substratos para os complexos da CTE, estimulando o funcionamento das 

mitocôndrias. Inicialmente, as mitocôndrias são expostas a uma mistura de substratos. 
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Para estimular o complexo I (glutamato, malato, piruvato e α-cetoglutarato) ou o 

complexo II (succinato), adicionam-se os respectivos indutores da geração das 

coenzimas reduzidas NADH ou FADH2. Esse estágio é denominado estado basal (V2). 

Em seguida, ADP é adicionado para iniciar a fosforilação oxidativa, aumentando a 

taxa de consumo de oxigênio devido à síntese de ATP – este estágio é chamado de 

estado de fosforilação (V3). Quando todo o ADP é consumido, a mitocôndria entra em 

estado de repouso, que pode ser induzido pela adição de um inibidor como a 

oligomicina, que bloqueia a ATP sintase, resultando na redução ou possível inibição 

do consumo de oxigênio – este é o estado de repouso (V4). Finalmente, para avaliar 

a velocidade máxima de consumo de oxigênio, um desacoplador químico (por 

exemplo, DNP, CCCP ou FCCP) é adicionado, transportando prótons do espaço 

intermembranar para a matriz sem utilizar a ATP-sintase – este estágio é conhecido 

como estado de desacoplamento (Vcccp). Este estado está associado à capacidade 

máxima de respiração, pois não é limitado pelo funcionamento da enzima que 

promove a síntese de ATP. Ao término do experimento, todas as velocidades de 

consumo de O2 em cada estado mitocondrial são calculadas, fornecendo uma 

avaliação do funcionamento da CTE. Um dos parâmetros mais importantes é a razão 

entre V3 e V4, chamada Controle Respiratório (CR), que reflete a integridade das 

mitocôndrias. Quanto maior o valor dessa razão, melhor a qualidade/eficiência da 

mitocôndria (NELSON & COX, 2022). 

Figura 20. Funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, medida 
experimental. A V2 está representada pela adição do substrato succinato, a V3 pela 
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adição de ADP +Pi, a V4 com adição de oligomicina ou venturicidina e por fim a Vcccp 
pela adição de DNP ou algum outro desacoplador. 

 

Fonte: Princípios de Bioquímica de Lehninger, 8ª edição, 2022. 

9.1.3 Transição de permeabilidade mitocondrial 

Em um experimento realizado com mitocôndrias, adicionando altas 

concentrações de Ca2+ foi possível observar que o inchamento mitocondrial era 

parcialmente revertido por complexação de cálcio usando EGTA (CROFTS & 

CHAPPELL, 1965). Foi sugerido que o inchamento poderia representar uma 

permeabilização da membrana interna da mitocôndria por meio do acúmulo de íons 

de Ca2+, mas um estudo posterior forneceu evidências de que o aumento da 

permeabilidade foi o resultado da abertura de um poro que ficou conhecido como poro 

de transição de permeabilidade mitocondrial (TPM). Uma das causas que levam a 

abertura do poro é que o Ca2+ pode interagir com o complex I, o que promove uma 

diminuição do fluxo de elétrons, maior entrada de água, inchamento da organela, 

perda de potencial de membrana, perda da capacidade de transportar Ca2+ e, 

finalmente, rompimento da membrana interna e liberação de moléculas sinalizadores 

de morte celular, como por exemplo o citocromo c (HAWORTH & HUNTER, 1979; 

CROMPTON, 1987; KOWALTOWSKI et al., 2001). 

A abertura do poro de TPM envolve diversas proteínas que sofrem influência 

de diversos e variados fatores que levam a abertura de tal poro. Uma das proteínas 

incluídas nesse processo é o transportador de nucleotídeo de adenina (ANT) que é 

reponsável por fazer a troca ADP por ATP através da membrana mitocondrial interna 

envolvendo diferença de cargas. Outra proteína é a ciclofilina D (CypD), que é uma 
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isomerase com função catalítica vinculado ao envelopamento proteíco (RASOLA et 

al., 2010). Ainda são citados como participantes desse processo a hexoquinase, 

aspartato-glutamato e transportadores de fosfato (PiC), e a proteína paraplegia 

espástica 7 (SPG 7) que interage diretamente com a CypD (HALESTRAP et al., 1997, 

SHANMUGHAPRIYA et al., 2015). Um dos pontos mais importantes na abertura de 

tal poro é a oxidação de grupos tióis (SH) formando formando pontes dissulfeto e 

agregados proteicos na membrana (KOWALTOWSKI et al., 2001) (Figura 21).  

 

Figura 21. Esquema que resume as proteínas envolvidas na abertura do poro 
transição de permeabilidade mitocondrial (TPM). 

 

Fonte: FIGUEIRA et al., 2013. 

Vale ressaltar que uma das forma de se avaliar integridade da mitocôndria é 

verificar sua suscetibilidade à TPM. Sempre que houver estresse oxidativo a 

mitocôndria será mais susceptível a apresentar TPM.  Pode-se utilizar altas 

concentrações de Ca2+ ou outras moléculas potencialmente oxidantes que induzem o 

estresse oxidativo (LEITE et al., 2010; KOWALTOWSKI et al., 2000). Deve-se usar 

inibidores de TPM conhecidos, como fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e 

adenina (NADPH), que contribui para a reconstituição dos sistemas antioxidantes da 

glutationa e da tioredoxina. Um dos agentes clássicos usado como inibidor da TPM é 



82 

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

de participar do agregado proteico que forma o poro. Um outro inibidor que pode ser 

usado é o EGTA, que é um quelante de Ca2+. Alguns outros redutores de nucleotídeos 

de piridina, redutores tiólicos, ditiotreitol e N-etilmaleimida (DDT e NEM) e catalase 

(varredora de H2O2)  também são usados como inibidores da TPM (FACUNDO et al., 

2007; KOWALTOWSKI et al., 1999; FERNANDES et al., 2014). 
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10. JUSTIFICATIVA 

Achados recentes indicam que o Hg e suas espécies (inorgânicas e/ou 

orgânicas) estão envolvidos em diversas patologias tais quais: aterosclerose, 

disfunção endotelial e dislipidemias. O papel do Hg na aterosclerose ocorre de forma 

indireta por aumentar o colesterol total, triglicerídeos e LDL-C. Metais como cádmio 

(Cd), chumbo (Pb) e mercúrio (Hg) foram propostos como possíveis fatores que 

influenciam o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, e os níveis de metais no 

sangue foram positivamente associados a escores de risco de aterosclerose (HARARI 

et al, 2019; CHOI et al., 2020). Como o estresse oxidativo é um mecanismo 

desencadeador da aterosclerose, nossa hipótese é que a toxicidade do Hg 

potencializa o desequilíbrio redox e disfunção metabólica de forma sistêmica 

contribuindo assim para um cenário aterogênico. 
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11. OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS 
 

11.1. Objetivo Geral 

Avaliar marcadores e fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose 

no modelo de camundongo knockout do receptor de LDL hipercolesterolêmico 

exposto cronicamente ao Hg (30 dias 0,5 mg kg-1 bw) na água potável. 

11.2. Objetivo Específico 

➢ Acompanhar possíveis alterações no peso dos camundongos LDLr -/- tratados 

ou não com HgCl2; 

➢ Quantificar mercúrio total em tecidos (fígado, cérebro, rim, pulmão e baço) e no 

sangue de camundongos LDLr-/- tratados ou não com HgCl2; 

➢ Avaliar as imagens histológicas do  fígado, coração, cérebro, rim, pulmão e 

baço. 

➢ Medir os níveis de colesterol, triglicerídeos e glicemia dos animais LDLr-/- 

tratados ou não com HgCl2, no plasma; 

➢ Estimar a função dos eritrócitos através da captação de oxigênio nos 

camundongos LDLr-/- tratados ou não com HgCl2;  

➢ Mensurar a quantidade de células da série de glóbulos brancos, bem como a 

atividade fagocitária dos macrofágos peritoniais de camundongos LDLr-/- 

tratados ou não com HgCl2; 

➢ Verificar o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, integridade 

mitocondrial e produção de espécies reativas de oxigênio em mitocôndrias 

isoladas de fígado de camundongos LDLr-/- tratados ou não com HgCl2; 

➢ Avaliar, através de marcadores específicos, possíveis danos na função 

hepática e renal (AST, ALT, GGT e Ureia) em plasma de camundongos LDLr -

/- tratados ou não com HgCl2; 

➢ Medir a produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF-ɑ e PCR) em plasma 

de camundongos LDLr-/- tratados ou não com HgCl2; 

➢ Avaliar marcadores clássicos e secundários do estresse oxidativo em plasma, 

eritrócitos e homogenato de tecidos (rim e fígado) de camundongos LDLr-/- 

tratados ou não com HgCl2.  
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➢ Investigar a atividade de enzimas antioxidantes nos eritrócitos de 

camundongos LDLr-/- tratados ou não com HgCl2. 
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13. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

13.1. Animais 

Camundongos knockout para o receptor de LDL (LDLr-/-) foram adquiridos do 

Centro Multidisciplinar de Pesquisas Biológicas em Animais de Laboratório da 

Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/Unicamp, Brasil) proveninentes de uma 

colônia derivada de criadores do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Os 

experimentos com animais foram aprovados pelo Comitê Universitário de Ética em 

Experimentação Animal, protocolo nº 5745-1 (CEUA/UNICAMP). Coortes de 

camundongos fêmeas n=8/grupo (4 semanas de idade) foram alojadas a 22 ± 2°C em 

um ciclo claro/escuro de 12 h e tiveram livre acesso a uma dieta aterogênica por um 

período de 8 semanas (22 g% de gordura saturada e 0,2% de colesterol, 

PragSoluções, Jaú, SP, Brasil). Camundongos fêmeas foram escolhidos porque são 

conhecidos por desenvolver aterosclerose mais grave do que os machos. HgCl2 foi 

administrado na água de beber (3 mg L-1) (grupo Hg) nas últimas 4 semanas do 

período experimental e comparado com água pura (grupo Controle). A dose de Hg 

(0,5 mg Kg-1 BW) é cerca de 10 vezes maior que a dose mínima tolerável para 

humanos, segundo a OMS (AREFIEVA et al., 2016), entretanto é 10 vezes menor que 

a dose geral empregada para estudos de toxicidade em camundongos (5 mg Kg-1) (LI 

et al., 2019). Ao final do período experimental, os camundongos foram anestesiados 

com isofluorano e decapitados para coleta de sangue.  

13.2. Avaliação da função da hemoglobina 

A capacidade de ligação do oxigênio na hemoglobina presente nos eritrócitos 

(Eri) dos camundongos LDLr -/-, foram avaliados utilizando um respirômetro de alta 

resolução (Oroboros Oxygraphy-2k, Innsbruck, Austria) com câmara de 2,0 mL, 

agitador magnético e termostato a 28ºC. A concentração de proteínas totais utilizadas 

nos experimentos foi de 0,325 mg mL-1. O eletrodo foi calibrado diariamente utilizando 

ditionito de sódio, e a concentração de oxigênio inicial foi fixada a 225 nmol mL-1 

(ROBINSON & COOPER, 1970). A capacidade máxima de captação de oxigênio foi 

determinada após 10s. 
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13.3. Determinação do nível total de mercúrio no sangue e órgãos 

13.3.1. Instrumentação e procedimentos 

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 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 6. 

Tabela 6. Condições operacionais para o CV AFS para determinação de Hg total. 

Parâmetro Condição 

Comprimento de onda (nm) 253.7 

Modo de medição Altura máxima 

Replicatas 3 

Tempo de atraso (s) 15 

Tempo de análise (s) 40 

Tempo de lavagem da memória (s) 40 

Ganho 10 

Vazão de gás do arraste (mL min-1) 250 

Vazão de gás do secador (L min-1) 2.5 

Taxa de fluxo transportador (mL min-1) 9 

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

SnCl2 taxa de fluxo (mL min-1) 4.5 

SnCl2 % (m/v) 2 

HCl % (v/v) 20 

KBr / KBrO3 (mM) 100 / 17  
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Ácido ascórbico % (m/v) 12 

 
 

13.3.2. Amostras de órgãos 

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 órgãos (de animais controle e expostos), a massa de cada 

órgão previamente liofilizado foi adicionada a um recipiente de digestão (cérebro, 

fígado, pulmão e rim: 220 - 250 mg e baço: 100 mg), 3,5 mL de HNO3 (14 M), 1,0 mL 

de solução de peróxido a 30% (m/m) 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 7 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 7. Programa de aquecimento para digestão em sistema fechado de amostras 
biológicas por radiação de micro-ondas. 

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

1 05* 750 RT - 130 

2 05** 750 130 

3 10* 1000 130 - 180 

4 20** 1000 180 

5 10** 0 50 

 
TA = Temperatura 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. 

13.3.3. Amostra de sangue 
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 As amostras de sangue foram submetidas a um procedimento de extração 

ácida (ZIMMER et al., 2002; SOUZA et al., 2013), seguido de análise direta da solução 

sem etapa de digestão. Para determinação de mercúrio total por CV AFS, 250 µL de 

cada amostra de sangue (dos animais controle e exposto), 1 mL de água deionizada 

e 4 mL de HNO3 (14 M) foram adicionados a um béquer de 25 mL e mantidos em 

repouso por 1h. Após esse período, o sobrenadante foi filtrado e 2,50 mL desse 

sistema foram transferidos para um balão volumétrico de 25 mL. Em seguida, foram 

adicionados 500 µL da mistura (1:1) de KBr/KBrO3 (100/17 mM), 3 mL de água 

deionizada e a reação foi agitada por 5 min. Após esse período, foram adicionados 50 

µL de solução de ácido ascórbico 12% (p/v) e 250 µL de antiespumante B 0,1% (v/v). 

Por fim, completou-se o volume até a marca de medição do frasco com água 

deionizada. As curvas analíticas foram preparadas de forma semelhante às amostras. 

13.4. Preparação de eritrócitos para ensaios de estresse oxidativo 

Após a separação do plasma, aproximadamente 150 μL de eritrócitos foram 

adicionados a 1,5 mL de tampão de extração contendo 50 mM Tris-HCl (pH = 7,4) e 

1 mM EDTA, homogeneizados em gelo em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e 

centrifugados a 1180xg e 4ºC por 10 min. O sobrenadante foi então coletado e 

submetido à quantificação de proteína total. Uma solução de BSA (2 mg mL−1) foi 

usada como concentração padrão de proteína. 

13.5. Atividade da superóxido dismutase (SOD) 

O homogenato de sangue (80 μg de proteína) foi incubado em 50 mM de 

tampão carbonato 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) em 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 auto-oxidação de 1 μmol de 

epinefrina por minuto. Os resultados foram expressos em proteína U mg-1 (MISRA & 

FRIDOVICH, 1972). 
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13.6. 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 sangue) 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 monitorada 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). 

 

13.7. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

Foi monitorada a atividade da GPx 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 sangue 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 1μmol de NADPH min-1 mg-1 de proteína. Os resultados foram expressos 

como U mg-1 (PAGLIA & VALENTINE, 1967). 

 

13.8. Contagem de glóbulos brancos por citometria de fluxo  

O sangue total foi coletado em tubos contendo 100 µL EDTA, onde 100 µL de 

sangue total foi lisado duas vezes com tampão de lise de glóbulos vermelhos (150 

mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3 e 0,1 mM EDTA) por 10 min à temperatura ambiente 

seguido de lavagens com PBS e centrifugação a 300 g por 5 min a 4° C. As células 

brancas foram então suspensas na mistura de coloração e incubadas por 20 min a 

4ºC protegidas da luz. As células coradas foram lavadas e suspensas com PBS para 

aquisição de imagem. A aquisição foi realizada utilizando um citômetro de fluxo BD 

FACS Symphony (BD Biosciences) e os dados foram analisados com o software 

FlowJo (BD Biosciences). Em todos os casos, os parâmetros de dispersão direta e 

lateral foram empregados para a seleção da população e para a remoção de artefatos. 

As populações de leucócitos foram identificadas pela coloração com CD45+CD3+ 

(linfócitos), CD45+CD11b+Ly6G+ (neutrófilos), CD45+CD11b+Ly6C+Ly6G- 
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(monócitos) e CD45+CD11b+SiglecF+ (eosinófilos). Uma outra população das 

mesmas células não coradas foram usadas como controle em todos os experimentos 

(MCFARLAND et al., 2006, AGUIAR et al., 2023). 

13.9. Ensaio de fagocitose de macrófagos 

 Macrófagos peritoneais (1 x 10⁵) retirados do peritonio dos animais com PBS 

esteril foram incubados por 30 min com 100 µL de zymosan corado de vermelho 

neutro (1 x 10⁷ partículas mL-1) e fixado com solução de Baker (4% de formaldeído, 

2% de cloreto de sódio, 1% de acetato de cálcio) por 30 minutos adicionais à 37°C. 

As células foram então lavadas duas vezes com tampão PBS e o corante vermelho-

neutro foi solubilizado com 0,1 mL de álcool acidificado (10% ácido acético, 40% 

etanol em água destilada) por 30 min. A absorbância foi então detectada à 550 nm no 

equipamento Molecular Divices SpectraMax M3 (GOMES et. al 2016). 

13.10. Isolamento de mitocôndrias de fígado  

 As mitocôndrias foram isoladas do fígado de camundongos por centrifugação 

diferencial (KAPLAN & PEDERSEN, 1983). O conteúdo mitocondrial foi calculado de 

acordo com o conteúdo de proteínas totais determinadas pelo método de Bradford, 

onde usamos em todos os experimetos 0,5 mg mL-1. Os ensaios foram conduzidos em 

um meio de reação padrão contendo 250 mM de sacarose, 10 mM de Hepes, 2 mM 

K2HPO4, KCl 65 mM, MgCl2 1 mM (pH 7,2) à 28°C. Um pool de 5 mM substratos 

ligados a NAD contendo glutamato, malato, a-cetoglutarato e piruvato foram usado 

como substrato para o complexo I da cadeia transportadora de elétrons (MALAGUTI 

et al., 2014). 

13.11. Respiração mitocondrial  

 O oxigênio consumido pela mitocôndria foi medido utilizando respirômetro de 

alta resolução (Oroboros Oxygraphy-2k, Innsbruck, Austria). Foi adicionado ao meio 

de reação o substrato para o complexo I (glutamato, malato, a-cetoglutarato e 

piruvato) e 200 µM de EGTA, a fosforilação foi iniciada com a adição de 300 µM de 

ADP. Após todo o ADP ser consumido e o estado de repouso ser iniciado foi 

adicionado 1 µg mL-1 de oligomicina para forçar o estado de repouso, para o bloqueio 
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da ATP-sintase. Por fim, foi adicionado 1 µM de FCCP, um desacoplador químico, na 

tentativa de chegar ao estado máximo (ROBINSON & COOPER, 1970). 

13.12. Potencial de membrana mitocondrial  

 A determinação do potencial de membrana mitocondrial foi realizada utilizando 

uma sonda fluorescente chamada safranina O (5 μM) em um espectrofluorímetro 

(Hitachi F-7000) à 28°C. A reação foi realizada em uma cubeta de 1 mL com 0,5 mg 

mL-1 de proteína e um mix de substratos para o complexo I, o mesmo descrito acima. 

O comprimento de onda de excitação é de 495 nm, a emissão é de 586 nm e o slit de 

5 mm (NUNES et al., 2019). Para os testes de TPM foi utilizado ciclosporina A (1 µM) 

e EGTA (200 µM) como inibidores do poro. 

13.13. Análise bioquímica do plasma  

 Amostras de sangue foram coletadas após eutanásia por meio da decapitação 

do animal no estado alimentado com camundongos anestesiados, foi usado EDTA 

como anticoagulante. Os níveis de glicose foram medidos usando um glicosímetro 

portátil com o sangue total (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Suíça). O 

colesterol total e os triglicerídeos do plasma foram medidos no plasma usando kits 

comerciais padrão (Randox Laboratories Ltd). As funções hepática (ALT, AST e GGT) 

e renal (Ureia), do plasma, foram determinadas usando kits Sigma-Aldrich (Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemanha). Os níveis plasmáticos de citocinas (IL-6, TNF-α e CRP) 

foram medidos com kits ELISA comerciais (R&D Systems, Minneapolis, Estados 

Unidos ou eBioscience, Estados Unidos). Todos os experimentos foram determinados 

em uma leitora de placas (Molecular Devices, SpectraMaxM3). 

13.14. Preparação de tecido homogeneizado para marcadores clássicos 

e secundários 

 Aproximadamente 0,1 g de tecido (fígado ou rim) 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 1180 x ɡ e 4°C por 10 min (SILVA-FILHO et al., 2021). Com o 

homogenato pronto foi determinado a proteína total pelo método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). 
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13.15. Quantificação do estado redox (relação GSH/GSSG) 

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

(HISSIN & HILF, 1976). Na reação de GSH e GSSG foram utilizados homogenato de 

tecido e de sangue (50 e 100 μg de proteína, respectivamente) e oftalaldeído (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 com N-etilmaleimida (NEM), um bloqueador de SH para tirar a interferência do 

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

com λex = 350 nm e λem = 420 nm. Uma curva analítica baseada em concentrações 

conhecidas de GSH e GSSG foi empregada para determinar as concentrações dessas 

biomoléculas nas amostras. 

13.16. Peroxidação lipídica (teor de malondialdeído – MDA) 

A técnica colorimétrica foi usada para determinar as substâncias 

tiobarbituriativas (TBARS) conforme descrito anteriormente (BUEGE & AUST, 1978). 

Um total de 450 μg de homogeneizado de tecido (fígado ou rim) de proteína foi 

adicionado a 200 μL de ácido tricloroacético (TCA) a 30% (v/v) e agitado por 1 min. 

Em seguida, 200 μL de 10 mM Tris-HCl (pH = 7,4) foi adicionado ao material, agitado 

por 1 min e centrifugado a 1180xg por 10 min a 4 ◦C. O sobrenadante coletado (450 

μL) foi misturado com ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,73% (m/v) (450 μL), que reagiu com 

os produtos da lipoperoxidação para formar um composto de cor rosa. Assim, a 

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

foi medida em um espectrofotômetro (AJX-6100PC, Micronal) a 535 nm. Os resultados 

foram expressos em mmol mg−1 de proteína. 

13.17. Teor de carbonil de proteína 

 A quantificação desses produtos (formação de grupos carbonilas) 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 usa 100 µL do homogenato de tecido 

(fígado ou rim). A diferença entre os grupos é que para o grupo controle usa 400 µL 

de HCl 2,5 M e para o grupo reação usa 400 µL de DNPH 10 mM (solubilizado em 

HCl 2,5 M), a partir daqui o procedimento é igual para todos. Foi incubado os dois 
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tubos em temperatura ambiente por 1h (agitar a cada 15 min), em seguida foi 

adicionado 500 µL de TCA (2 M), para homogeneizar foi utilizado um vórtex e 

deixamos 5 min no gelo, posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000x ɡ 

por 10 min à 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionado 500 µL de TCA (1 M) 

para ressuspender o pellet gerado para repetir a centrifugação anterior. Novamente o 

sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas usando uma mistura de 

etanol e acetato de etila (1:1 v/v) três vezes repetindo o mesmo processo de 

centrifugação, por fim ressuspensas em guanidina (6 M) e centrifugada a 10000x ɡ 

por 10 min à 4 °C, em seguida, o sobrenadante foi recolhido para fazer a leitura. A 

absorbância foi medida a 370 nm por um leitor de placa e normalizada pela quantidade 

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

proteína (REZNICK & PACKER, 1994). 

13.18. Conteúdo do grupo sufidrila 

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

ditio-bis-2-nitrobenzóico). O homogeneizado de tecido (fígado ou rim, 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 como padrão contendo SH para determinar a concentração de tal grupo nas 

amostras em µM. 

13.19. Análise de dados  

Os resultados são apresentados como média ± Erro e foram analisados 

utilizando o software GraphPad Prism ®8 e OriginPro 9.0. Os outliers foram 

identificados e removidos pelo teste de Grubb (alfa= 0,05). O nível de significância foi 

fixado em p≤ 0,05. 
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14. RESULTADOS 

14.1. Análises bioquímicas e desenvolvimento corporal 

 Camundongos hipercolesterolêmicos (LDLr-/-) expostos a níveis compatível 

com contaminantes de Hg em água potável exibiu elevação significativa nos níveis 

plasmáticos de colesterol (16%), os níveis de triglicerídeos (TG) possuem uma 

tendência de aumento, por outro lado na glicemia não houve diferença estatística 

entre os grupos (Figura 22 A-C). Ao avaliar o desenvolvimento corporal dos animais 

expostos a cloreto de mercúrio (HgCl2), não observamos diferença no peso corporal, 

e no peso dos órgãos relativamente ao peso corporal (coração, pulmões, fígado, baço, 

rins e cérebro) (Figura 22 D-E), quando comparados com os animais controles. 

Estudos experimentais e epidemiológicos mostraram uma associação entre 

dislipidemias e progressão da aterosclerose (HEGELE et al., 2014; WIERZBICKI et 

al., 2019). Ainda, a contaminação por metais como o mercúrio pode levar ao aumento 

do colesterol e triglicerídeos plasmáticos (MOREIRA et al., 2012). A exposição ao Hg, 

por meio de evidências epidemiológicas, aumenta a prevalência de dislipidemia (LIM, 

CHUNG e PAEK, 2010, STRANDBERG et al., 2016). 
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Figura 22. Camundongos LDLr -/- tratados crônicamente com Hg tem nos níveis de 
colesterol, entretanto não ocorre diferença no desenvolvimento físico. (A) Colesterol 
total, (B) Triglicerídeos, (C) Glicemia, (D) Diferença de peso inicial e final, (E) Peso 
dos órgãos em relação ao peso corporal. Os experimentos foram realizados em 
duplicata. Média ± Erro Padrão, n=8. Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de 
Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023. 
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14.2. Quantificação de mercúrio no sangue e nos tecidos 

Na literatura está bem documentado que as várias espécies de mercúrio 

possuem efeitos tóxicos em sistemas biológicos e principalmente no corpo humano, 

esse metal e seus derivados têm afinidade por alguns tecidos e órgãos específicos, 

como cérebro, músculos, rins e coração (GUIDA et al., 2016). Dentro desse contexto, 

determinamos o nível de retenção de Hg nos órgãos (fígado, rim, baço, pulmão, 

cérebro e sangue) dos animais tratados e observamos níveis elevados de mercúrio 

em todos os sistemas avaliados. Vale destacar que nos rins tal metal bioacumulou em 

maior magnitude, sendo 8,28 µg g-1 a concentração de Hg encontrada em tal tecido 

(Figura 23). Provavelmente tais níveis de Hg em tal órgão pode ser causado devido 

alta capacidade de filtração do sangue deste órgão (CARNEIRO et al., 2014). 

Figura 23. Acúmulo de mercúrio total em tecidos de camundongos 
hipercolesterolêmicos cronicamente expostos ao HgCl2 na água de beber. Os valores 
de concentração de Hg total são expressos na matéria seca após a liofilização de 
cada tecido, exceto o sangue. Média ± DP, n=8. Teste t de Student não pareado. 
 

 

Fonte: Autor, 2023. 

Por ser um metal tóxico, o mercúrio pode afetar a fisiologia dos eritrócitos, pois 

ele reage com canais iônicos, transportadores, enzimas, tióis não-proteicos 

bioacumulando nos tecidos e no sangue, podendo desencadear vias de inflamação, 

estresse oxidativo, alterações em biomoléculas e necrose nos órgãos (ZHOU et al., 

2019; CARNEIRO et al.,2015). Em um estudo realizado em camundongos swiss por 

Carneiro & cols (2014) foi demonstrado que o mercúrio inorgânico pode ser convertido 
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em mercúrio orgânico e vice-versa, e que mesmo quantidades baixas de mercúrio no 

cérebro podem causar efeitos danosos que afetam a estrutura do tecido e causam 

inflamação. Ainda, no mesmo trabalho, mostraram que 70% do mercúrio encontrado 

estava bioacumulado nos rins (CARNEIRO et al., 2014). Esse achado é muito similar 

aos resultados obtidos em nossa pesquisa, que demonstrou a bioacumulação deste 

metal nos tecidos e sangue. 

14.3. Prova de função hepática e renal 

A exposição a metais tóxicos, como mercúrio, pode ser uma preocupação para 

a saúde humana podendo induzir doenças renais e hepáticas (BHARTI et al., 2016, 

ZHUANG et al., 2017). A forma mercurial que é prioritariamente absorvida pelo rim é 

a inorgânica (NUYTS, 1995, ZALUPS, 1998). Em Células do fígado expostas a 

produtos químicos pode ocorrer disfunção, danos celulares e falência do órgão 

(BERRAHAL et al., 2011, PARK et al., 2021 MIANDARE et al., 2016).  

Desta forma, a funcionalidade destes orgãos foi aferida através de marcadores 

bioquímicos de função hepática, como alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) e gama-glutamil transferase (GGT), enquanto para danos 

renais foram avaliados os níveis de uréia no plasma. Os resultados obtidos mostram 

que os camundongos LDLr-/- expostos ao Hg tiveram um aumento na atividade da 

GGT em 62% e os níveis de uréia em 149%, enquanto os níveis de ALT e AST não 

tiveram diferenças significativas (Figura 24). Esses dados demonstram que a 

exposição e bioacumulação desse metal leva a danos hepáticos e renais 
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Figura 24. A exposição a HgCl2 leva ao aumento de marcadores de danos hepáticos 
e renais em plasma de camundongos LDLr -/-. (A)  Atividade da alanina 
aminotransferase (ALT). (B) Atividade da aspartato aminotransferase (AST). (C) 
Atividade da gama GT (GGT). (D) Quantificação de ureia. Os experimentos foram 
realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=6-8. Valor de *p<0,05 de acordo com 
o teste t de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

14.4. Imagens histólogicas dos tecidos 

A quantificação de mercúrio nos tecidos segue a sequência de maior para 

menor: rim > pulmão > fígado > baço > cérebro. Porém, as alterações morfológicas 

não seguem a mesma ordem do acúmulo de Hg, destacando que cada tecido tem 

uma sensibilidade diferente. Todos os tecidos analisados de camundongos expostos 

ao Hg apresentaram algum grau de acumulação desse metal, e alguns deles com 

níveis pequenos (baço, coração, pulmões), moderados (fígado e rins) e elevados 

(cérebro) de alterações na arquitetura do parênquima. 

Em comparação com os controles, o baço, o coração e os pulmões expostos 

ao Hg apresentaram parênquima preservado, pigmento citoplasmático acastanhado 

e nenhum sinal de inflamação, morte celular e fibrose (Figura 25). A seta preta no 
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baço mostra histiócitos gigantes. Setas brancas no baço e setas pretas no coração e 

pulmão mostram pigmentos marrons intracelulares compatíveis com acúmulo de 

metais que provavelmente seja o Hg. 

Figura 25. Análises histológicas do baço, coração e pulmões de camundongos 
hipercolesterolêmicos cronicamente expostos ao HgCl2 na água de beber.  

 

Fonte: Autor, 2023.  

Devido ao tratamento crônico com dieta rica em gordura, o fígado de 

camundongos controles apresentou esteatohepatite não alcoólica (EHNA), 

caracterizada por esteatose macrovesicular difusa (~90%), focos inflamatórios 

isolados e balonização rara (~10%). O fígado de camundongos expostos ao Hg 

mostrou sinais de piora da EHNA com focos inflamatórios mais ativos (setas brancas) 

e aumento de balonização (10-20%) (Figura 26). O pigmento citoplasmático 

acastanhado é observado principalmente nas células de Kupfer.  
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Os rins de camundongos expostos ao Hg apresentaram 10-20% de esclerose 

glomerular focal, em comparação com menos de 5% nos controles. Algumas 

alterações tubulares renais, como desnudamento e necrose, são observadas em 

ambos os grupos e, portanto, provavelmente estão relacionadas ao procedimento de 

eutanásia.  

Figura 26. Análises histológicas do fígado e dos rins de camundongos 
hipercolesterolêmicos cronicamente expostos ao HgCl2 na água potável. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Finalmente, no cérebro de camundongos expostos ao Hg, observamos 

arquitetura parenquimatosa alterada, gliose generalizada com espaçamento 

desorganizado, aspecto multifocal e formação de nódulos microgliais (setas pretas) 

(Figura 27). Esses achados sugerem os estágios iniciais de lesões, como 

degeneração ou morte de neurônios. 
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Figura 27. Análises histológicas do cérebro de camundongos hipercolesterolêmicos 
expostos cronicamente ao HgCl2 na água de beber. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

A exposição ao mercúrio leva a danos em múltiplos orgãos (cérebro, fígado, 

rins), sendo que esses dados foram relatados anteriormente  em ratas fêmeas 

Sprague-Dawley expostas a uma mistura de metais contendo chumbo, mercúrio e 

cadmio (ZHOU et. al., 2019). Ainda, o Hg leva a ativação de proteínas e cascatas que 

levam à apoptose de células do tecido hepático e acúmulo de mercúrio nos rins, 

causando aumento de infiltrações de células inflamatórias no interstício renal e 

necrose no tecido (RAMADAN et. al., 2021; LI et. al., 2018). 

 O cérebro é um dos órgãos mais afetados mesmo que por baixas 

concentrações de mercúrio, pois ele adentra a barreira hematoencefálica e gera um 

maior dano a esse órgão que é mais sensível a toxicidade do mercúrio, prejudicando 

a densidade neuronal e astrocitária; e promovendo uma má coordenação e 

comprometimento do aprendizado motor (WIGGERS et. al., 2016; ZHANG et. al., 

2011; SANTANA et al., 2018). 

14.5. Funcionalidade da hemoglobina medida através da captação de 

oxigênio em eritrócitos 

A hemoglobina presente nos eritrócitos tem como função primordial  realizar o 

transporte de oxigênio para os tecidos, nos nossos achados nesse modelo de 
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camundongos LDLr-/- tratados com Hg, obtivemos resultados semelhantes aos 

encontrados nos eritrócitos dos pescadores expostos ao ambiente contaminado com 

Hg. Encontramos em nosso modelo que a função da captação de O2 dos eritrócitos 

está diminuída em 50% (Figura 28).  

Já foi demonstrado que, mesmo baixas concentrações de mercúrio no sangue, 

pode ocorrer redução da funcionalidade da hemoglobina em se ligar ao oxigênio 

(SALES et al., 2022). Estudos publicados por nosso grupo já comprovaram que a 

principal via de interação do mercúrio com a hemoglobina dos eritrócitos pode ser 

ligando-se a cisteína 93 (Cys93), grupos sulfidrilas livres específicos, que são mais 

acessíveis nas cadeias polipeptídicas da Hb (MAGALHÃES-SILVA et al., 2020) 

Figura 28. As consequências da exposição ao HgCl2 na função dos eritrócitos em 
camundongos LDLr -/-. (A) Gráfico representativo da captação de oxigênio em 
eritrócitos. (B) Quantificação da capacidade máxima de captação de oxigênio durante 
10 s. Os experimentos foram realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=20. 
Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023. 

14.6. Contagem de células brancas do sangue 

Visto que se tem uma menor funcionalidade por parte dos eritrócitos e eles 

estão associados a maior proliferação dos leucócitos (PROFUMO et al., 2011), é 

necessário avaliar se existe algum comprometimento nas células do sistema imune 

como linfócitos, monócitos, neutrófilos e eosinófilos. Em nosso estudo, encontramos 

que os camundongos LDLr -/- expostos à HgCl2 tiveram uma diminuição de 22% na 
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contagem de linfócitos, um aumento de 107% nos monócitos e 89% nos eosinófilos, 

e ainda uma tendência de aumento nos neutrófilos (Figura 29). 

 
Figura 29. Contagem de glóbulos brancos de camundongos LDLr -/- expostos à HgCl2. 
(A) Linfócitos CD3+. (B) monócitos CD11b+Ly6G-Ly6C+. (C) neutrófilos 
CD11b+Ly6G+. (D) eosinófilos CD11b +SiglecF+. Os experimentos foram realizados 
em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=8. Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de 
Student não pareado.  

 

Fonte: Autor, 2023. 

A contaminação por Hg tem uma associação direta com efeitos hematológicos 

como anemia, linfopenia, neutrofilia e basofilia, (VIANNA et al, 2019). Além disso, as 

alterações na contagem de glóbulos brancos podem estar associadas a inflamação e 

aterosclerose (SWIRSKI et al., 2013). Em nosso presente estudo, mostramos que a 

exposição ao Hg induziu efeitos prejudiciais nas células do sistema imune. Apesar da 

diminuição de linfócitos estar relacionada com deficiência imunológica, quando ocorre 

o aumento de monócitos e neutrófilos evidenciamos que no nosso modelo, a 

exposição ao Hg está relacionada a um estado pró-inflamatório. 
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14.7. Atividade fagocítica dos macrófagos 

As principais funções dos macrófagos são as de realizar a defesa do corpo, a 

remodelação dos tecidos e ainda são células-chave envolvidas na inflamação aguda 

e crônica. Dependendo do microambiente, essas células também podem desenvolver 

fenótipos múltiplos (M0, M1 e M2) (ASSIS, DORIGHELLO e OLIVEIRA, 2022).  Além 

disso, as respostas dos macrófagos vão além da imunidade podendo afetar de 

diversas formas as doenças crônicas, inflamatórias, metabólicas e cardiovasculares, 

como a aterosclerose (ASSIS, DORIGHELLO e OLIVEIRA, 2022). 

 Afim de estudar uma das células que está diretamente correlacionada com o 

desenvolvimento da aterosclerose, utilizamos os macrófagos (de origem peritoneal). 

Os macrófagos obtidos de camundongos expostos ao Hg mostraram atividade 

fagocítica aumentada (31%) estimada pelo ensaio de vermelho de zymosan quando 

comparados com as mesmas células obtidas dos animais controle (Figura 30).  

O aumento da capacidade fagocitária é frequentemente associado a um 

fenótipo reparador e anti-inflamatório dos macrófagos. Macrófagos do tipo pró-

inflamatório e anti-inflamatório estão presentes em lesões ateroscleróticas, sendo o 

último mais comum no estágio inicial e o primeiro mais abundante nos estágios 

avançados da aterosclerose (RENTZ et al., 2020). 

Figura 30. Macrófagos peritoneais de camundongos hipercolesterolêmicos 
cronicamente expostos a HgCl2 na água de beber mostram maior atividade fagocítica 
(estimada pela absorção de vermelho neutro zymozan). Os experimentos foram 
realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=16. Valor de *p<0,05 de acordo com 
o teste t de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023. 

14.8. Produção de citocinas 
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Como em nossas análises de geração de espécies reativas de oxigênio em 

mitocôndrias isoladas de fígado obtivemos um aumento na produção de H2O2, 

resolvemos avaliar se essa elevação de espécies reativas de oxigênio poderia 

acarretar em um estresse oxidativo sistêmico levando a uma resposta imunológica, 

ou seja, uma maior liberação de marcadores de inflamação através da liberação de 

citocinas como a IL-6, TNF-α e a Proteína C Reativa (CRP).  

Além disso, a aterosclerose é uma doença inflamatória, e o Hg poderia 

potencializar ainda mais esse estado inflamatório (FOWLER et al., 2021). Nesse 

sentido, investigamos em nosso modelo alguns marcadores de tal resposta e 

encontramos um aumento do TNF-α em 131% nos camundongos LDLr-/- expostos a 

Hg, por outro lado não houve diferença na IL-6 e CRP entre os grupos (Figura 31). 

Figura 31. Níveis plasmáticos de indicadores de inflamação em camundongos LDLr -

/-. (A) Quantificação de interleucina-6. (B) Quantificação de TNF- α. (C) Quantificação 
da proteína C reativa CRP. n= 16, p< 0,05. média ± Erro Padrão, teste t de Student 
não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023. 

As respostas inflamatórias podem levar ao aumento exacerbado de produção 

de espécies reativas de oxigênio, e tem como medidadores inflamatórios citocinas e 

quimiocinas (HUSSAIN et al., 2016), que podem levar a morte celular (GUMP et al., 

2012).  

Por exemplo, estudos in vitro, usando PBMCs humanos com exposição ao Hg 

inorgânico aumentaram as citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-1β (IL-1β), 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6), e diminuíram a liberação de 
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citocinas anti-inflamatórias (GARDNER et al. 2009; KEMPURAJ et al. 2010). O TNF-

α é considerado um mediador patogênico crítico em pacientes com lesão hepática 

(SCHWABE & BRENNER,  2006) e em diversas doenças inflamatórias. 

14.9. Funcionamento da cadeia transportadora de elétrons 

Embora seja bem conhecido que as mitocôndrias são alvos importantes para 

metais tóxicos, os mecanismos da perturbação da função mitocondrial por metais 

tóxicos como o mercúrio não são bem compreendidos, principalmente em 

mitocôndrias de fígado, visto que é o órgão de primeira passagem para metabolização 

de drogas e diversos produtos químicos. Nos nossos achados, o Hg estava 

bioacumulado no fígado, numa quantidade 33 vezes maior nos animais expostos ao 

HgCl2 quando comparado com os não expostos. Diante desse resultado, avaliamos a 

funcionalidade de mitocôndrias isoladas de fígado de camundongos LDLr-/- expostos 

ao Hg, onde constatamos um comprometimento do controle respiratório (CR), 

conforme mostrado pela redução na razão da velocidade de respiração de fosforilação 

pela respiração de repouso (V3/V4, - 33%) (Figura 32 E), bem como uma diminuição 

da eficiência da fosforilação oxidativa medida pela razão ADP/O (24%) (Figura 32 F).  

Figura 32. Respiração mitocondrial na presença de substrato complexo I de 
mitocôndrias isoladas do fígado de camundongos LDLr -/- expostos ao HgCl2. (A-B) 
Gráfico representativo respiração mitocondrial e taxas representativas de consumo de 
oxigênio (OCR). (C) Taxa de Fosforilação (V3), Estado III. (D) Velocidade de Repouso, 
Estado IV (V4). (E) Controle respiratório, razão entre V3 e V4. (F) Razão ADP/O. Os 
experimentos foram realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=6. Valor de 
*p<0,05 de acordo com o teste t de Student não pareado.  
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Fonte: Autor, 2023.  
 

14.10. Poro de transição de permeabilidade mitocondrial 

A integridade da mitocôndria pode ser medida através da sua suscetibilidade à 

transição de permeabilidade (TMP), que ocorre pela perda da integridade da 

membrana interna. Esta pode ser induzida pelo cálcio, ou pela maior produção de 

espécies reativas, e envolve proteínas específicas, como a Ciclofilina D (Cys D), 

transportador de nucleotídeo de adenina (ANT), hexoquinase, transportadores de 

aspartato-glutamato e fosfato (PiC) e a proteína paraplegia espástica 7 (SPG 7) 

(VERCESI et al, 2018; KOWALTOWSKI et al., 2001; HALESTRAP et al., 1997; 

SHANMUGHAPRIYA et al., 2015). 

 A sinalização de cálcio na TPM aparece em várias doenças como, 

dislipidemias, diabetes, obesidade e condições tóxicas e muitas vezes leva a morte 

celular por apoptose ou necrose (VERCESI et al, 2018; BATALHA et al, 2022) 

(OLIVEIRA et al, 2005; OLIVEIRA & VERCESI, 2020). No nosso presente estudo 

verificamos que a exposição de camundongos LDLr-/- ao Hg leva a um aumento da 

TPM induzido por cálcio, estimado pela redução do tempo para perda do potencial de 

membrana mitocondrial em 40% quando comparado com o controle (Figura 33).  
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Ainda foi possível estimar que essa perda de potencial de membrana está 

ligado a abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial, visto que a 

TPM foi inibida na presença do bloqueador do poro, a ciclosporina A, que inibe a 

participação da ciclofilina D na abertura do poro. Utilizando o EGTA, que é um 

complexante de cálcio houve também uma total proteção da perda do potencial de 

membrana, ou seja, uma manutenção da integridade de tal organela. 

Figura 33. Efeito do HgCl2 sobre o potencial de membrana de mitocôndrias isoladas 
de camundongos LDLr -/- (0,5 mg de proteína mL-1). (A) Figura representativa do 
potencial de membrana. Setas indicando adição de cálcio (25 µM), adição de CSA (1 
µM) ou adição de EGTA (200 µM).  (B) Tempo de necessário para perda do potencial 
de membrana. Mito= Mitocôndria. Os experimentos foram realizados em duplicata. 
Média ± Erro Padrão, n=6. Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de Student não 
pareado.  
 

 

Fonte: Autor, 2023.  

14.11. Produção de peróxido de hidrogênio mitocondrial 

Em todas as células eucarióticas a fosforilação oxidativa desempenhada pelas 

mitocôndrias produz níveis fisiológicos controlados de espécies reativas oxigênio 

(EROs), que é iniciando pela formação do ânion radical superóxido, que geralmente 

são convertidos em peróxido de hidrogênio pela ação da enzima superóxido 

dismutase e, finalmente, em água através de um sistema enzimático antioxidante 

muito eficiente, via catalase e a glutationa peroxidase (GPx) (COTINGUIBA et al., 

2013).  
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Em nossos estudos, medimos a produção de H2O2 usando o probe Amplex red 

em mitocôndrias isoladas de fígado. Detectamos uma produção elevada de H2O2 

mitocondrial (85%) no grupo exposto ao HgCl2 em comparação com o grupo controle 

(Figura 34) 

Figura 34. Produção de H2O2 em mitocôndrias de fígado de camundongos LDLr -/- 
expostas ao HgCl2. (A) Figura representativa da geração de H2O2. (B) Quantificação 
mitocondrial de H2O2. (0,5 mg de proteína mL-1) **p= 0,0082. Os experimentos foram 
realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=6. Valor de *p<0,05  de acordo com 
o teste t de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

As mitocôndrias são uma das principais fontes produtoras de espécies reativas 

de oxigênio e, quando se tem um fator estressor, como os metais tóxicos, pode 

promover uma potencialização desse evento, por meio dessas organelas que são 

sensíveis a insultos exógenos, causando um vazamento ainda maior de elétrons 

durante o transporte de elétrons na cadeia através dos complexos (SARKAR & SIL, 

2010; HALLIWELL & CROSS, 1994). O dano oxidativo induzido por EROs e a 

subsequente morte celular estão associadas a várias doenças humanas, como 

doenças cardiovasculares dentre outras (GILLE & SIGLER, 1995; GHOSH et al., 

2012). 

14.12. Sistema antioxidante em eritrócitos 

Os resultados obtidos em camundongos LDLr-/- expostos ao Hg mostram um 

prejuízo na atividade enzimática do sistema antioxidante das hemácias, a SOD teve 

sua atividade reduzida em 64%, a catalase e a GPx, que transformam H2O2 em H2O, 
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tiveram uma diminuição de 60% e 65%, respectivamente (Figura 35). Nessa mesma 

temática, quando avaliamos outros marcadores do sistema redox, encontramos uma 

diminuição da glutationa reduzida em 10% e a razão GSH/GSSG também diminuiu 

16%, confirmando prejuízo no funcionamento do sistema redox nos animais tratados 

com Hg (Figura 35 D-F). 

Figura 35. Camundongos LDLr -/- expostos a HgCl2 cronicamente possuem prejuízo 
no sistema antioxidante em eritrócitos. (A) Atividade da superóxido dismutase (SOD). 
(B) Atividade da Catalase (CAT). (C) Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx). (D) 
Quantificação dos níveis de Glutationa reduzida (GSH). (E) Quantificação dos níveis 
de glutationa oxidada (GSSG). (F) Razão GSH/GSSG. Os experimentos foram 
realizados em duplicata. Média ± Erro Padrão, n=7. Valor de *p<0,05 de acordo com 
o teste t de Student não pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Na literatura existe uma correlação positiva entre o aumento marcadores pró-

inflamatórios com a redução do sistema antioxidante (ČOLAK et al., 2012). Pessoas 

que sofrem com doença metabólicas, como hipercolesterolemia, hipertensão, 
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aterosclerose, diabetes e outras doenças cardiovasculares possuem uma diminuição 

na atividade da SOD (FATTMAN, SCHAEFER e OURY, 2003; KUMAR et al., 2020).  

Na GPx por conter selênio como grupo prostético os íons de mercúrio podem 

ligar-se com os de selênio promovendo um problema no funcionamento da GPx, o 

mesmo ocorre com a GSH que possui enxofre que possui alta afinidade por Hg, 

dificultando a recomposição da glutationa reduzida (OBATA et al., 2006). 

14.13. Marcadores secundários do estresse oxidativo 

Além de estimar produção de espécies reativas em mitocôndrias isoladas e o 

funcionamento das enzimas antioxidante em eritrócitos, realizamos experimentos 

para investigar oxidação de lipídeos e proteínas, conteúdo de tiol livre, e estado redox 

da glutationa em homogenato de fígado e rins dos camundongos LDLr-/- expostos ou 

não a HgCl2, afim de entender se o estresse oxidativo gerado pelo tratamento crônico 

com Hg pode levar a alterações em diferentes órgãos, ou seja, de uma forma 

sistêmica.  

Observamos em nossos resultados, que nos camundongos LDLr-/- expostos a 

Hg, houve uma maior peroxidação lipídica, tanto no fígado como nos rins, que foi 

mensurado através da quantificação de malondialdeído, um dos produtos gerados na 

reação de espécies reativas com os lipídeos. Os níveis de malondialdeído 

encontrados no fígado estava 2,7 vezes e nos rins 3 vezes maiores que no grupo 

controle. 

 Por sua vez, os produtos gerados advindos da oxidação de lipídeos podem 

reagir com proteínas oxidando-as gerando os grupos carbonil. Nesse contexto, o 

resultado que obtivemos foi um aumento dos níveis de proteínas carboniladas tanto 

no fígado como nos rins (3,9 e 1,3 vezes, respectivamente) em camundongos LDLr-/- 

expostos a HgCl2 quando comparados com os controles, mostrando a influência do 

Hg em oxidar diversas biomoléculas. Sabendo que o Hg tem alta afinidade por 

grupamentos sulfidrila, presente principalmente nas cisteínas, e que uma diminuição 

nesses grupos é inversamente proporcional ao estresse oxidativo, quantificarmos o 

conteúdo de SH livre, tendo diminuido em cerca de 3,8 e 1,7 vezes no fígado e rins, 

respectivamente, no grupo tratado com HgCl2.  

Por fim, como na estrutura da glutationa reduzida existe o grupamento -SH, ao 

quantificar tal biomolécula constatamos que o seu conteúdo foi prejudicado 

negativamente, pois encontramos uma menor quantidade de GSH no fígado de 25% 
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e no rim de 13%. Por outro lado, os níveis de glutationa oxidada (GSSG) aumentaram 

no fígado e rim (122% e 18%, respectivamente). A razão GSH/GSSG estava 

diminuída em ambos os tecidos (fígado 37% menor e rim 26% menor) no grupo 

exposto se comparado ao controle (Figura 36). 

Na condição de hipercolesterolemia, tanto o fígado quanto os rins são órgãos 

suscetíveis aos efeitos da evolução da doença. O fígado é impactado devido ao 

aumento dos níveis de colesterol e LDL plasmático causados por essa patologia. Vale 

destacar que uma das funções hepáticas consiste em regular os níveis de colesterol, 

eliminando o colesterol das lipoproteínas presentes na circulação (SCHEUER et al., 

2000). Os rins sofrem com a maior produção de EROs pelo aumento da atividade da 

xantina-oxidoredutase, que por sua vez, leva a uma maior formação de produtos de 

peroxidação lipídica induzindo lesão renal, por sua ação direta vascular, consequência 

decorrente do desenvolvimento da doença (SCHEUER et al., 2000).  

O fígado além de ser o órgão central do metabolismo, também é considerado 

alvo de substância tóxicas, por ser o orgão de primeira passagem e metabolização 

dessas substâncias, que é realizado com auxílio de enzimas do sistema citocromo 

P450, (RICE et al., 2014; NEWCOMER, 2022). Contaminações por mercúrio tanto em 

humanos como em modelo animal de ratos mostraram que podem causar danos 

hepáticos, como alterações morfológicas, funcionais, inflamação e apoptose (CHOI et 

al., 2017; ZHOU et al., 2019). Essas disfunções podem manifestar-se devido ao 

acúmulo de íons divalentes Hg2+ tanto no fígado quanto nos rins, decorrente da 

elevada concentração de cisteína nas metalotioneínas e glutationas presentes nesses 

tecidos. (ZALUPS & DIAMOND et al., 1987; SALAZAR-PAMMO et al., 2021);  

É bem conhecido na literatura que o mercúrio inorgânico tem como um dos 

principais órgão-alvo os rins, pois é onde tal metal mais se acumula, e tem sua 

toxicidade bem pronunciada, também por ser a principal via de eliminação de 

compostos exogénos (CLARKSON, 1972; NEWCOMER, 2022). Em uma pesquisa 

realizada em camundongos Swiss realizado por Zhao & cols (2021), mostrou que a 

exposição ao mercúrio (160 mg L-1 de HgCl2 na água de beber durante 3 dias) 

aumenta os níveis de MDA e leva a diminuição dos níveis de glutationa reduzida. 

 



114 

Figura 36. Marcadores secundários do estresse oxidativo em homogenato de fígado 
e rim em camundongos LDLr -/- expostos ao Hg inorgânico. (A) Quantificação de 
malondialdeído em homogenato de fígado. (B) Proteína Carbonilada em fígado. (C) 
Conteúdo tiol reduzido em homogenato de fígado. (D) Quantificação de GSH em 
homogenato de fígado. (E) Quantificação de GSSG em homogenato de fígado. (F) 
Razão GSH/GSSG em homogenato de fígado. (G) Quantificação de malondialdeído 
em homogenato de Rim. (H) Proteína Carbonilada em homogenato de Rim. (I) 
Conteúdo tiol total em homogenato de Rim. (J) Quantificação de GSH em homogenato 
de Rim. (K) Quantificação de GSSG em homogenato de Rim. (L) Razão GSH/GSSG 
em homogenato de Rim. n= 16, p< 0,05. média ± Erro Padrão, teste t de Student não 
pareado. 

 

Fonte: Autor, 2023. 
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15. CONCLUSÕES 
 

Em suma, in vivo, a exposição crônica ao mercúrio inorgânico piora a 

hipercolesterolemia e prejudica a bioenergética mitocondrial e a função redox, perfis 

de glóbulos vermelhos e brancos e várias características morfológicas e funcionais do 

tecido. A maioria das alterações está relacionada ao estresse oxidativo sistêmico e 

tecidual. Esses achados sugerem que o Hg, nas concentrações encontradas em 

contaminação ambiental, induz alterações metabólicas e do sistema imunológico que 

provavelmente são relevantes para a aterogênese e outras doenças inflamatórias em 

indivíduos com pré-disposição a doença cardíaca. 
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