ANALISE ELETROCORTICOGRAFICA E HEMATOLOGICA DE RATOS WISTAR
EXPOSTOS AO METILMERCURIO PELA VIA TRANSPLACENTARIA E MAMARIA,
DURANTE O TERCO FINAL DA GESTACAO E PERIODO DE LACTACAO

RESUMO

O mercurio esta presente em todo ambiente, encontrado em diversas formas, sendo o
metilmercdrio a forma na qual o mercdrio apresenta maior toxicidade. Mediante ao exposto,
este trabalho teve como objetivo elucidar alguns efeitos causados pela exposicdo ao
metilmercurio durante o terco final do periodo gestacional e durante a lactacdo, avaliando a
toxidade provocada pelo metilmercurio a partir do 14° dia de gestacdo até o 14° dia p6s-natal
por meio de eletroencefalograma e avaliacdo das alteragdes hematoldgicas. Foram utilizadas
ratas da linhagem wistar, sendo quatro ratas fémeas e suas proles, que corresponderam a 32
ratos wistar jovens. As ratas foram agrupadas em dois grupos com dois animais em cada, 0
grupo controle, que recebeu agua filtrada, e o grupo que recebeu agua com metilmercuario, em
concentracdo de 0,04mg/mL. Cada grupo foi mantido em gaiola individualizada e o volume
de agua ingerido foi medido a cada 24 horas. Para avaliacdo do eletroencefalograma foram
implantados eletrodos na duramater em 18 animais, que constituiram dois grupos com nove
animais em cada, um grupo cuja mée recebeu metilmercurio (0,04mg/mL) na agua fornecida
(grupo tratado) e outro cuja mde ndo teve contato com metilmercurio (grupo controle). A
coleta de sangue foi feita imediatamente ap6s a aquisicdo do registro eletroencefalografico.
Os resultados dos registros eletrocorticograficos apresentaram diferenca estatistica
significativa nos animais tratados. Na analise hematoldgica, os animais tratados apresentaram
uma diminuicdo significativa da taxa leucocitaria, devido a uma acentuada linfopenia. Os
animais tratados também apresentaram uma diminuicdo significativa no nimero de hemacias
e hemoglobinas. O volume de plaquetas também foi alterado na presenca do metilmercdrio.
Neste trabalho foi possivel observar que as altera¢cGes nos parametros hematoldgicos sugerem
que a exposicdo cronica ao metilmercirio pode acarretar em déficit do sistema imune, bem
como quadros de anemia e distirbios da coagulagdo. Os animais neonatos sdo mais
susceptiveis aos efeitos neuroldgicos causados pela exposicdo ao mercurio devido ao maior
afinidade deste ao tecido nervoso em desenvolvimento. As alteracbes neurologicas
encontradas nos ratos expostos ao metilmercdrio sugerem a necessidade de aplicacdo de

técnicas quantitativas para avaliagdo das fungBes somatossensoriais, bem como o



monitoramento periddico do quadro clinico e toxicologico, tendo em vista a elevada

neurotoxicidade desse composto.
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ABSTRACT

Mercury is present throughout the environment, found in different forms, being
methylmercury the form in which mercury has the highest toxicity. By the above, this study
aimed to elucidate some effects caused by exposure to methylmercury during the final third of
pregnancy and during lactation, assessing the toxicity caused by methylmercury from the 14th
day of gestation to the 14™ day postnatal through electroencephalogram and evaluation of
haematological disorders. Wister strain rats were used, four female rats and their offspring,
corresponding to 32 young Wistar rats. The rats were divided into two groups with two
animals in each, the control group, which received filtered water, and the group that received
water with methylmercury concentration of 0.04 mg / mL. Each group was kept in individual
cage and the volume of water ingested was measured every 24 hours. To evaluate the
electroencephalogram electrodes were implanted in the duramater in 18 animals, which
constituted two groups of nine animals each, a group whose mother received methylmercury
(0.04 mg / ml) in the provided water (treated group) and another whose mother had not
contact with methylmercury (control group). The blood sample was taken immediately after
the acquisition of electroencephalographic record. The results of the electroencephalographic
records showed statistically significant differences in treated animals. In the hematological
analysis, the treated animals showed a significant decrease in leukocyte rate due to a severe
lymphopenia. Treated animals also showed a significant decrease in the number of red blood
cells and hemoglobin. The platelet volume was also altered in the presence of methylmercury.
In this study it was observed that the changes in hematological parameters suggest that
chronic exposure to methylmercury can lead to deficit of the immune system, as well as
pictures of anemia and coagulation disorders. The neonatal animals are more susceptible to
neurological effects caused by exposure to mercury due to its greater affinity for the nervous
tissue in development. The neurological changes seen in rats exposed to methylmercury
suggest the need for application of quantitative techniques for the evaluation of
somatosensory functions, as well as periodic monitoring of the clinical and toxicological

status, given the high neurotoxicity of this compound.
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1. Introdugéo

O mercdrio (Hg) esta presente em todo ambiente, sendo encontrado em trés formas:
mercdrio elementar (Hg®), sais inorganicos (Hg* e Hg?*) e compostos organicos, a exemplo
do Metilmercurio (MeHg), cada qual diferindo quanto aos niveis de toxicidade e propriedades
fisico-quimicas (CLARKSON, 1997; GOLDMAN & SHANNON, 2001; HOLMES et al.,
2009). Quando o mercurio combina com carbono, os compostos formados sdo chamados de
“organicos”, compostos de mercurio ou organomercuriais. H4 um numero potencialmente
grande de compostos de organomercuriais, porém, o composto organico de mercirio mais
comum no meio ambiente € o metilmercurio, também conhecido como monometilmercurio
(OPAS, 2011).

No Brasil, a liberacdo do metal por atividades humanas duplicou nos ultimos 100
anos, superando a forma natural de liberacdo (SCHUSTER et al.,, 2002). Na regido
Amazodnica a contaminagdo por mercdrio se deu principalmente em virtude da mineracdo de
ouro e mais recentemente a intensa ocorréncia de incéndios florestais, o que leva ao acimulo
de altos niveis deste metal tanto no solo como nos rios. Em algumas regides, a concentracdo
de mercurio nos peixes, por exemplo, excede os niveis permitidos por leis brasileiras que esta
em torno de 0,5mg/Kg (WASSERMAN et al., 2001; BISINOTI & JARDIM, 2004).

O metilmercuario (MeHg) é considerado 0 composto organico de mercurio mais toxico
(AMIN-ZAKI et al., 1974; CLARKSON, 2002; NASCIMENTO, 2007). Uma vez formado, o
metilmercdrio entra na cadeia alimentar através de rapida difusdo e forte ligagdo com as
proteinas da biota aquatica, atingindo sua concentracdo maxima em tecidos de peixes,
principal fonte de contaminacdo de MeHg para a populacdo indigena e ribeirinha da
Amazénia (MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000). Modelos experimentais com roedores
mostraram que, assim como em humanos, a toxidade do MeHg é maior no sistema nervoso
central (SNC) (AUCOTT et al, 2003; HAYKAL-COATS et al., 1998).

Pesquisas sobre a exposicdo pré-natal a MeHg, em varias espécies de animais de
laboratorio e também em humanos, confirmam uma maior vulnerabilidade do cérebro fetal a
esse metal (CASTOLDI et al., 2008; DREIEM et al., 2009; SAKAMOTO et al., 2013). O
MeHg pode causar disturbios persistentes no comportamento motor e alteragdes
neuropatologicas gerais, incluindo morte de células neuronais e inflamagéo do nervo posterior
em ratos. Além disso, outros eventos moleculares estdo envolvidos na neurotoxicidade
induzida pelo MeHg tais como, aumento nas concentracdes de calcio (Ca2+) intracelular, na

producdo de especies reativas de oxigénio (EROs) e nas concentragdes de glutamato



extracelular via inibicdo da captacdo deste neurotransmissor pelos astrocitos (ASCHNER et
al., 2007; FARINA et al., 2011).

Diante do exposto torna-se importante obter informacdes acerca dos possiveis efeitos
poOs-natais causados pela exposicdo ao metilmercurio, durante o terco final do periodo
gestacional e durante a lactagdo, com isso, objetivou-se nesse trabalho investigar os riscos da
intoxicacdo causada pelo metilmercurio durante o periodo gestacional a partir dos 14 dias de
gestacdo até o 14° dia poOs-natal para avaliar a toxidade provocada pelo metilmercurio através

de eletroencefalograma e alteracdes hematoldgicas.

1. MATERIAL E METODOS
1.1. Animais
Para o trabalho foram utilizadas quatro fémeas adultas e suas proles que

corresponderam a 32 ratos wistar jovens, pesando entre 39 e 46g. Os animais foram obtidos
do Biotério Central de Universidade Federal do Par4, ainda em vida intrauterina no 14° dia de
gestacdo, as fémeas gestantes foram acondicionadas individualmente e mantidas no Biotério
de Experimentacdo do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais,
ambiente com temperatura regulada (25 -28 °C), e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais
receberam 4gua e alimentacdo ad libitum. A pesquisa foi regida segundo os preceitos da
legislacdo nacional para utilizacdo e criacdo de animais para experimentacdo e 0s Principios
Eticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), ap6s o projeto de
pesquisa ter sido submetido & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Uso de
Animais da UFPA (CEPAE-UFPA 243-14).

1.2.Substancias quimicas

O anestésico cloridrato de quetamina foi obtido do Laboratério Kding (Santana de
Parnaiba, SP, Brasil), O cloridrato de xilazina foi obtido do laboratério Vallée (Montes
Claros, MG, Brasil), O anestésico local lidocaina foi obtido pelo laboratério Hipolabor
(Sabara, MG, Brasil), Metilmercurio do Laboratério SIGMA.

1.3. DISTRIBUICAO DOS GRUPOS DO EXPERIMENTO

Neste experimento, os animais foram distribuidos aleatoriamente da seguinte forma:
Quatro ratas gravidas pesando 242,5 + 8,386g foram agrupadas em 2 grupos com 2 animais

em cada, respectivamente, grupo controle e o grupo tratado com metilmercurio na



concentracdo de 0,04mg/mL na agua fornecida. Cada grupo ficou em gaiola individualizada e
o0 volume de 4agua ingerido foi medido a cada 24 horas. O grupo controle recebeu agua filtrada
durante 21 dias. Para o grupo tratado o fornecimento de metilmercirio na agua iniciou no
terco final da gestacao e foi realizado até o 14° dia pos-parto. A prole foi mantida com a mée
até sua desmama que ocorreu aos 21 dias. Este procedimento foi feito devido aos animais da
prole passarem a beber dgua a partir do 14° dia, o que poderia mascarar a contaminagdo pela
via intrauterina e mamaria. A media de peso dos animais ap0s o parto foi de 192,3 + 6,652g e

a média de animais nascidos foi de 8,5 +1,291.

1.4. Eletroencefalograma dos animais

Para constatacdo das alteracdes eletroencefalogréaficas foram implantados eletrodos
acomodados na duramater em 18 animais, que constituiram dois grupos com 9 animais, um
grupo tratado cuja a mae recebeu metilmercurio (0,04mg/mL) na agua fornecida e outro

controle cuja a mée ndo teve contato com metilmercurio.

1.5.Procedimento para a implantacéo do eletrodo

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de Cloridrato de Xilazina (5
mg/kg) e Cloridrato de Cetamina (50mg/kg) por via intraperitoneal. Apds o animal apresentar
a perda de reflexo interdigital foi fixado no aparelho esteriotaxico, para a implantacdo de
eletrodos. O procedimento foi iniciado com a tricotomia da pele da regido da cabeca, com
adequada assepsia, foi feito a infiltracdo de lidocaina a 2% no local da inciséo cirdrgica que
contem 1,0 cm rostro-caudal na linha mediana, expondo a superficie 6ssea do cranio. A
lidocaina também foi aplicada no conduto auditivo externo para reduzir os efeitos da pressdo
das barras do aparelho esteriotaxico. Apds a exposi¢do do 0sso do cranio foram feitas duas
perfuracdes com aparelho odontol6gico, obedecendo as coordenadas esteriotaxicas 0,0 mm
para bregma, 1 mm latero-lateral, onde foram implantados os eletrodos que apresentam 1 mm
de diametro e acomodados na duramater, e fixado com acrilico autopolimerizante de uso

odontoldgico.
1.6.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apbs o procedimento cirdrgico foram mantidos 9 animais por caixa e acondicionados
no biotério de experimentacdo. Foram formados dois grupos de 9 animais (controle e tratado).
No sétimo dia ap0s a cirurgia, que corresponde ao 28° dia de idade, os eletrodos foram



conectados a um sistema de aquisicdo de dados, composto por um amplificador de alta
impedancia (Grass Technologies, P511), monitorado por um osciloscépio (Protek, 6510), os
dados foram continuamente digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador
equipado com uma placa de aquisicdo de dados (National Instruments, Austin, TX) os dados
foram armazenados em disco rigido e, processado através de um software especializado
(LabVIEW express). O eletrodo de registro estava localizado no lado direito do hemisfério, e
do lado esquerdo o eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola

de Faraday.

Ap6s 10 minutos de acomodacao, foi feito o registro que teve duracdo de 10 minutos

para cada animal.
1.7.Analise de dados

Para as analises dos sinais adquiridos uma ferramenta foi construida usando a
linguagem de programagdo Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas
para 0 processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A interface

gréfica foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4.

Os graficos de amplitude demonstram a diferenca de potencial entre os eletrodos de
referéncia e de registro. Nos sinais foram observadas 1000 amostras por segundo. Os
espectrogramas foram calculados usando uma janela de Hamming com 256 pontos (256/1000
segundos), cada quadro foi gerado com uma sobreposicéo de 128 pontos por janela. Para cada
quadro a densidade de poténcia espectral (PSD) foi calculada pelo método periodograma
média de Welch. O histograma de frequéncia foi gerada pelo primeiro célculo do PSD do
sinal usando a janela de Hamming com 256 pontos, sem sobreposi¢éo, com o PSD, resultando
um histograma construido com caixas de 1 Hz . Para analisar a diferenga entre os
experimentos, um grafico com a média e desvio padrdo de PSD de véarios experimentos foi
construido, cada onda do gréafico foi gerada a partir de um conjunto de testes, onde o PSD foi
gerado e calculado a média e o desvio padrdo de cada grupo, para o calculo da janela PSD
Hamming foi usado 256 pontos sem sobreposicéo.

1.8. Avaliagdo hematoldgica

A coleta de sangue foi feita imediatamente apds a aquisicdo do registro

eletroencefalogéafico, desta forma manteve-se o grupo de animais dos grupos anteriores, sendo



primeiro grupo (n=9) representado pelo grupo controle, e grupo tratado, ap6s a coleta o
sangue foi analisado no Laboratorio de Anélises Clinicas da ICB/UFPA para andlise de

hemograma e leucograma.

Foram analisados os seguintes parametros hematologicos: leucdécito total, linfocitos,
mondcitos, granuldcitos, hemécias (RBC: red blood cell), hemoglobina (HGB: hemoglobin),
hematdcrito (HCT: hematocrit), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), volume
eritrocitario (RDW), amplitude de Distribuicdo das Plaquetas com base no tamanho (PDW),

volume plaquetério médio (VPM) plaquetas (PLT) e plaquetocrito (PCT).
1.9. Procedimento de analise de hg otal

Os pélos dos animais foram coletados para a quantificacdo de metilmércurio, tanto da
mée quanto da prole. Este procedimento foi feito no laboratorio de analise de mércurio do

Instituto de Doencas Tropicais da Universidade Federal do Para.

O equipamento utilizado para a quantificacdo do Hg total em amostras de tecido foi o
detector de mercurio automatico, denominado comercialmente de Mercury Analyzer, Modelo

SP3D da Nippon Corporation-Japao.
4.10. Anélise estatistica

As comparacdes dos valores de poténcia foram feitas usando o ANOVA usando o
software GraphPad Prism ® 5 . Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

2. Resultados

2.1. Animais tratados

As quantidades de metilmercurio consumida diariamente pelos animais nos periodos
de gestacdo e lactacdo apresentaram diferengas significativas. Durante o periodo de gestacéo
houve um menor consumo de dgua, com média de 18,54 + 1,808 mL/dia, quando comparado
ao periodo de lactacdo, que foi de 25,19 *+ 3,222 mL/dia (tabela 1). Desta forma, houve
diferenca nas médias diarias de consumo de metilmercurio para animais em gestacdo (3,0393
+ 0,3 mg/kg) e lactagéo (5,1408 + 0,658163 mg/kQ).



Os animais expostos ao metilmercurio durante a gestacdo também apresentaram
episodios cada vez mais frequentes de sonoléncia e letargia, ou seja, adquiriram
caracteristicas atipicas para o perfil do animal, além disso, 0s neonatos apresentaram

tamanhos e pesos abaixo do normal.

Tabela 1 - Quantidade média do consumo diario de agua ingerida durante os periodos de gestacdo e lactacdo, e

relacdo com a dosagem ingerida de metilmercurio por quilograma de animal por dia.

Gestacao Lactacdo
Peso (Gramas) 244 £ 1,414 196 + 8,485
Agua consumida (mL) 18,54 £ 1,808 25,19 + 3,222
Metilmercdrio (mg) 0,7416 £ 0,072 1,0076 + 0,129
Dose mg/Kg 3,0393+0,3 5,1408 £ 0,658163

Os resultados encontrados quanto a quantidade de metilmercdrio consumida
diariamente pelos animais durante a gestacdo e lactagdo apontam que a maior ingestao liquida
verificada no segundo periodo representa um fator agravante para o feto, tendo em vista a

maior exposi¢cdo ao organomercurio.

2.2.Eletrocorticogramas

De acordo com a andlise dos dados dos tracados eletroencefalogréficos, o tracado obtido
dos animais do grupo controle (Figura 1A) demonstra maior estabilidade e menor amplitude
de disparo, quando comparado aos animais tratados (Figura 2A), que demonstra maior
amplitude de variacdo do disparo. O espectograma na Figura 1C mostra que 0s niveis de
energia sdo detectados nas frequéncias mais baixas no potencial de campo nos animais
controle, na Figura 2C existe maior distribuicdo de energia nas frequéncias mais elevadas.
Desta forma podemos constatar que de acordo com o demonstrativo de tragado existe maior
variacdo de energia no potencial de campo registrado em animais que tiveram contato com o

metilmercdrio em relacdo aos animais controle.
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Figura 1. Registro eletrocorticografico de um animal no estado basal do grupo de animais controle (A),
amplificacdo do tracado basal demonstrando o perfil do registro em 1 segundo (B) e espectrograma basal
demonstra a concentracdo de forga nas frequéncias de 0 a 50Hz (C).
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Figura 2. Registro eletrocorticografico obtido de um animal cuja mae foi tratada com metilmercirio (A),
demonstrativo da ampliacéo de 5 segundos demonstrando as caracteristicas do tracado padrao (B). Espectograma

demonstra a diferenca de distribui¢do de forgas entre 0 a 50 Hz (C) (n=9).

A comparacao da distribuicdo da média de amplitude por frequéncia demonstra que 0s
animais que tiveram contato com o metilmercirio apresentaram maior amplitude, € menor
variacdo entre as médias, o que demonstra maior forca na captacdo do potencial de campo
guando comparado com o registro controle (Figura 3A), 0 que pode se tornar mais claro
guando se mede a frequéncia linear no intervalo de 0 a 50Hz, o controle apresentou média de
0,4664 + 0,2177 mV?/ Hz x 10" em relacéo ao tratado com merctrio com média de amplitude
de 2,245 + 0,5627 mVV%/ Hz x 10 demonstrando diferencga estatistica P< 0,001. Este fato pode
ser comprovado de acordo com a distribuicdo de energia nos espectogramas apresentados na

figura 3.
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Figura 3. Média de amplitude nas frequéncias de 0 a 50Hz comparando animal controle e animal tratado com
metilmerclirio em escala logaritmica (A), diferenca de poténcia em escala linear entre os animais (B),

comparacdo de distribuicdo de energia entre espectograma controle (C) e espectograma dos animais que tiveram
contato com metilmercurio (D).

A distribuicdo de amplitude em escala linear demonstra para a forca theta entre
animais controle (0,1355 + 0,04498 mV?/ Hz x 10 e tratados (0,4513 + 0,2368 mV?/ Hz x
10?), que houve diferenca estatistica significativa com valor de P= 0,0047 Figura 4 A . Os
espectogramas demonstram a diferenca de intensidade de energia na entre 4 a 10 Hz durante o
registro de 10 minutos Figura 4.
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Figura 4. Avaliacdo das médias de distribuicdo de poténcia obtidas no registro da Eletrocorticografia (ECoG)
para amplitudes de Theta (4-10Hz) (A), comparacéo de distribuicdo de energia entre espectograma controle (B) e

espectograma dos animais tratados com mercurio (C).

A distribuicdo de amplitude em escala linear demonstrada para a forca Gamma
aumenta para os animais tratados com metilmerctrio (média de 0,08701 + 0,01432 mV?/ Hz x
10°) quando comparados ao controle (média de 0,0421 + 0,01006 mV?% Hz x 10%),
constatando  diferenca estatisticamente  significativa com valor de P< 0,001
(Figura 5A). Os espectrogramas demonstram a diferenca de intensidade de energia distribuida

entre 20 a 50 Hz durante o registro de 10 minutos (Figura 5).
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Figura 5. Médias de distribuicdo linear de poténcia obtidos no registro eletrocorticografico (ECoG) para
amplitudes de Gamma (20-50Hz) (A), comparac¢do de distribuicdo de energia entre espectograma controle (B) e

espectograma dos animais tratados com mercurio no intervalo de frequéncia correspondente &8 Gamma(C).

Foram identificados sete padrdes de tracados eletrocorticograficos nos animais que
entraram em contato com mercdrio (Figura 6). Cada padrdo de tracado apresentou nivel de
energia correspondente. Desta forma, o padrdo 1 (P-1), que corresponde ao tracado da Figura
6A, apresentou média de 3,18+ 0,4442 mV?/ Hz x 10° e contribuiu para 0 aumento da
amplitude entre as frequéncias correspondentes ao intervalo de 0-50 Hz. Para P-2, que
corresponde & Figura 6B, foi observada a média de 1,061 + 0,1844 mV?% Hz x 103, P-3
(Figura 6C) a média foi de 1,147+ 0,2102 mV¥/ Hz x 10, P-4 (Figura 6D) com média de
1,469+ 0,3601 mV? Hz x 103, P-5 (Figura 6E) com média de 4,195 + 0,3782 mV?%/ Hz x 107
, P-6 (Figura 6F) com média de 2,678 + 0,4685 mV? Hz x 10° e P-7 (Figura 6G) que
apresentou média de 4,781 +0,5630 mV*/ Hz x 10°. Comparado ao nivel médio de amplitude
obtida nas frequéncias de 0 a 50 Hz, que correspondeu & média de 2,245 + 0,5630 mV?/ Hz x
103, os padrées que mais contribuiram para o aumento da amplitude no potencial de campo

dos animais em contato com o metilmercurio, em ordem crescente, foram P-6, P-1, P-5 e P-7.
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Figura 6. Padrdes de disparos (P) encontrados durante o registro eletrocorticografico dos animais que tiveram

contato com metilmercurio, classificados de acordo com o padrdo apresentado e niveis de energia no tracado.
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Figura 7. Comparagdo entre os niveis de amplitude dos padrdes de tragados observados durante o registro dos

animais intoxicados por metilmercurio.
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2.3. Analise hematoldgica

Na Tabela 2 é possivel observar que os animais que entraram em contato com o0
metilmercurio apresentaram diminui¢do na taxa leucocitaria, o que pode ser constatado a
partir da média de leucécitos encontrados no controle (12,06 + 2,189 x 10% mm®) e tratado
(8,590 + 2,666 x 10°/ mm®) demonstrando diferenca estatistica com valor de P= 0,0127. A
diferenga estatistica foi devido aos animais que entraram em contato com o mercurio
apresentarem uma linfopenia acentuada, onde a média do controle foi de 7,886 + 1,560 x 10°%
mm? e do tratado de 4,640 +1,108 x 10°/ mm?®, possuindo diferencas estatisticas significativas

(P=0,0001). Em relacdo a mondcitos e granulécitos ndo houve diferenca estatistica.

Tabela 2 - Leucograma dos animais controle e tratados com metilmercurio.

Leucdcitos Linfdcitos Mondcitos Granulécitos

x 10% mm?® x 10%/ mm?® x 10% mm?® x 10%/ mm?®
Controle 12,06 + 2,189* 7,886 + 1,560* 1,957 + 0,5593 2,157 + 0,3952
Mercurio 8,590 + 2,666 4,640 +1,108 1,860 + 0,8784 2,171 +0,8769

A comparacdo entre o hemograma dos animais controle (6,179+ 0,4246 X 108/mm?®) e
animais tratados (5,452+0,5640 X 10%/mm?® demonstrou diferenca estatistica entre os
resultados onde o valor de P= 0,0116, comprovando diminui¢do do nimero de hemécias nos
animais que entraram em contato com o mercurio. As médias dos niveis de hemoglobina nos
animais controle (11,23+ 0,7455 g/dL) e animais tratados (10,15+ 0,9721 g/dL) apresentaram
diferenca significativa (P=0,0263), também demonstrando que os niveis de hemoglobina
diminuiram nos animais que entraram em contato com o metilmercurio. Os outros pardmetros

avaliados ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas (Tabela3).
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Tabela 3 - Parametros eritrocitarios observados nos animais controle e tratados.

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW
X10%/mm®  g/dL % pm® Pg gldL %
Controle 6,179+ 11,23+ 35,31+ 57,14+ 18,19+ 31,80+ 15,43+
0,4246*  0,7455* 2,338 2,911 0,8174 0,3109 0,8301
Merclrio 5,452+ 10,15z 29,58+ 59,5+ 18,63 31,34+ 16,27+
0,5640 0,9721 9,84 1,080 +0,49 0,4452 1,322

Na Tabela 4 podem ser observados os parametros relacionados com as plaquetas. O
Unico pardmetro que foi estatisticamente diferente (P=0,0384) esta relacionado ao volume da
plagueta, que no controle teve média de 6,943 + 1,344 pm?® e no tratamento com MeHg média
de 5,89 + 0,5216 um®, demonstrando que o volume da plaqueta alterou na presenca do

metilmercurio.

Tabela 4 - Pardmetros plaquetarios obtidos nos animais controle e tratados com metilmercurio.

PLT MPV PDW PCT
X10%/mm?® pm® % %
Controle 457 6+ 221,6 6,943+ 1,344* 8,10+ 2,117 0,2954+0,1207
Merclrio 482 5+ 270,7 5,89+0,5216 8,25+2,486 0,2881+ 0,1695

6. Discussao

6.1. Animais tratados

Durante o a fase de lactacdo os animais tratados apresentaram um maior consumo de
agua e consequentemente um maior consumo de metilmercurio, e assim expondo a prole ao
metilmercdrio através do leite materno (Tabela 1). Estudos experimentais demonstram que
tanto o Hg quanto o MeHg podem ser excretados no leite materno, tornando-se esta uma
forma de contaminacdo na fase lactacional (MANFROI et al., 2004; FRANCO et al., 2006).

Os animais expostos ao metilmercurio apresentaram letargia, sonoléncia, baixo peso e
caracteristicas atipicas para o padrdo de comportamento normal da espécie, possivelmente
pela passagem do metilmercurio pela placenta e pela influencia no desenvolvimento fetal e

neonatal. Independente da forma quimica, o mercurio atravessa rapidamente a barreira
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placentaria e atinge o feto em concentragdes, no minimo, iguais a&s maternas e tende a
acumular-se no tecido cerebral. Amoras (2011) detectou a presenca de mercurio em nove
tecidos e 6rgdos do feto abortado, exceto no liquido amniotico, indicativo da aparente

incapacidade fetal em eliminar aqueles compostos. (AMORAS, 2011).

O periodo de recém-nascido € indubitavelmente critico, tendo em conta o nimero e a
variedade dos fatores ambientais lesivos que possam agir neste periodo. Além disso, nele se
evidenciam algumas entidades clinicas atualmente bem definidas, consequentes a exposicao
materna a agentes quimicos (AMORAS, 2011). Vale ressaltar ainda que o metabolismo do
crescimento cerebral encontra-se em intensa atividade, sendo a provisdo de nutrientes (ou sua
deficiéncia) de relevancia fundamental no futuro desempenho neuromotor. Como resultado
deste processo, certos nutrientes e substancias sdo incorporados pelo sistema nervoso em
desenvolvimento, o qual é mais vulneravel aos danos do Hg organico que o cérebro adulto, o

que torna o feto mais suscetivel a riscos (VIEIRA, 2011).

6.2. Eletrocorticogramas

Um dos principais alvos do MeHg é o cérebro, e os resultados obtidos foram
significativos quanto as alteracBes eletroencefalograficas nos animais expostos ao mercdrio,
visto que o eletrocorticograma representa o registro superficial do campo elétrico estabelecido
no conjunto de sinapses, traduzindo assim o estado alterado da atividade elétrica fisiologica
da conexdo neocortical. O eletroencefalograma EEG apresenta uma relacdo direta com a
atividade pds-sinaptica dindmica no neocortex (acdo oscilatoria e acdo transitoria) (MURIAS
et al.,, 2007; ROBERTS et al., 2008), a partir da diferenca de potencial entre dois eletrodos,
avaliando a maturacdo cerebral, as flutuacdes dos niveis de vigilancia, fisioldgicas (sono) ou

patoldgicas, e a deteccdo e analise de eventos paroxisticos (FONSECA et al., 2011).

Neste experimento, os resultados dos tragados elecorticograficos dos animais controle
(Figura 1A) e dos animais tratados (Figura 2A), demonstraram uma diferenga de amplitude de
disparo consideravel, onde os animais tratados apresentaram menor estabilidade e maior
amplitude de disparo em comparagdo ao grupo controle, na Figura 2C é possivel observar
uma maior distribuicdo de energia no espectrograma comparada a Figura 1C. Isto é devido ao
MeHg afetar diretamente os mecanismos de neurotransmissao, incluindo liberacéo e absorgéo
de neurotransmissores, inativacdo metabdlica e eventos pds-sindpticos associados com a
ativacdo do receptor (ATCHISON, 2005).
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Alguns neurotoxicos interferem indiretamente na neurotransmissdo por interacao, por
exemplo, com o metabolismo da energia, os canais de sodio, ou ATPases. Além disso, as
alteracdes de qualquer parametro da neurotransmisséo resultam de morte neuronal devido a
efeitos citotdxicos da neurotoxicos (ORRENIUS; NICOTERA, 1994). Embora o dano toxico
provocado por metilmercirio possa ser intrinsecamente prevalente nos neurdnios, muitas das
evidéncias publicadas sugerem que a lesdo neuronal em resposta a percentagem de
metilmercdrio representa muito provavelmente alteracbes do controle do meio extracelular
pelos astrocitos (SHANKER et al, 2001).

As manifestacdes clinicas da neurotoxicidade podem incluir cefaléia, dificuldade com
a memoria e alteracdo de comportamento como agressividade, desorientacdo e psicose. A
apresentacdo neurotoxica mais frequente nos seres humanos é uma sindrome limbica-
cerebelar aguda. E caracterizada por zumbido, insonia, depressdo, afeto incogruente, defeitos
na memdria, confusdo mental, crise convulsiva e também observa-se uma lentificacdo ao
EEG. As manifestacfes neuroldgicas podem se apresentar agudamente ou permanecerem
latentes por trés dias ou mais (SAARY & HOUSE, 2002).

Piikivi & Tolonen (1989) notaram significante diminui¢do e atenuacdo do EEG,
predominando na &rea occipital, secundariamente na regido parietal e quase ausente na frontal
em 41 trabalhadores de industria de cloroalcalis, que operaram aproximadamente 15.6 anos
em baixa exposic¢do ao Hg. Langauer et al (1988) encontraram maior frequéncia de alteracdes

do EEG nos trabalhadores com aumento de mercurio urinario (HgU).

Fourtes et al em 1995, descreveram um caso de intoxicacdo com mercurio oriundo de
um termémetro que quebrou e foi espalhado na residéncia por um aspirador de pd, uma das
criangas da residéncia, apresentou 306 pg/dL de mercuario urinario (HgU). Apds dois meses,

teve convulsdo, alteracdo do eletroencefalograma (EEG) e discreta neuropatia periférica.

Quanto a atividade cortical, o evento primario era provavelmente o desvio da atividade
espontanea de frequéncias mais elevadas devido, pelo menos parcialmente, ao efeito do
MeHg na modulacdo ascendente colinérgica. Diminuigdo do nivel dopaminérgico extracelular
também pode ter contribuido para essa alteracao de frequéncia (VOROBYOQV et al., 2003).

E possivel observar no espectrograma dos animais tratados uma maior amplitude de
frequéncia e menor variagdo entre médias, comparados aos animais controle (Figura 3A), tal

depressdo geral dos potencias evocados corticais (mais tempo de laténcia e duragdo menor nos
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ratos tratados) pode ser uma consequéncia do aumento da atividade espontinea de alta
frequéncia, um estado em que as conexdes intracorticais predominam sobre a entrada talamo-
cortical (REMOND e LESEVRE, 1967).

Segundo Sirois e Atchison (1996) a diminuicdo na conducdo axonal e 0 aumento no
atraso sinaptico, devido aos efeitos de canais i6bnicos de MeHg podem contribuir para que 0s
potenciais evocados sejam alterados. O aumento espontédneo e diminuicdo dos potencias
evocados corticais foi observado em estudos anteriores com mercurio inorganico (SCHULZ et
al., 1997).

6.3. Analise hematolégica

Os resultados da analise do leucograma (Tabela 2) apontou que o decréscimo na taxa
leucocitaria deve-se principalmente aos linfdcitos, que segundo os valores obtidos esta abaixo
da média. Apesar disso ndo houve alteracdes significativas quanto ao nimero de mondcitos.
Um estudo utilizando linfocitos e mondcitos demonstrou que a citotoxicidade do mercdrio
(orgénico ou inorgénico) em linfécitos e mondcitos resultou em sinais de apoptose nesses
tipos celulares devido a alteracdes na atividade mitocondrial dessas células, (SHENKER et al,
2000).

A reducdo de funcdo das células linfoides é resultado da citotoxicidade induzida pelo
mercurio. Linfécitos e mondcitos tratados com mercurio (tanto organico como inorganico)
exibem sinais funcionais e morfoldgicos de morte celular, como profundo decréscimo na
producdo de adenina, alteracdo na sintese de fosfolipideo e um aumento de ions calcio. Como
estas células evidenciam mudancas nucleares e de membrana que sdo consideradas
caracteristicas de uma célula em processo de morte celular programada, pode-se concluir que

celulas linfoides tratadas com mercurio sdo levadas a apoptose (GUO et al., 1998).

O processo de apoptose € regulado em diferentes niveis (GREE, 1998). Recentemente,
verificou-se que uma das etapas do processo apoptotico € mediada por uma mudanca no status
funcional da mitocondria (conhecida como transicdo de permeabilidade da membrana), que
levaria a perda de potencial transmembrana, geracdo de espécies reativas de oxigénio e
extravasamento de citocromo-C. Estas alteragdes na atividade mitocondrial desempenham um
papel importante no inicio das reacbes em cascata que levam a morte celular. Experimentos

recentes de indugdo de apoptose em células-T por mercurio (organico ou inorganico) mostram
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que este processo é precedido por eventos criticos que incluem a mudanca na permeabilidade
de membrana na mitocéndria (HENKER, B.J.; GUO, T.L.; SHAPIRO, I.M., 2000).

Os parametros eritrocitarios verificados neste trabalho apontaram a esperada
diminuicdo do numero de hemécias e dos niveis de hemoglobina nos animais que entraram
em contato com o organomercudrio. Apés a ingestdo, 90% do metilmercdrio encontrado no
sangue esta ligado a hemoglobina nas células vermelhas do sangue, embora parte se ligue as
proteinas plasmaticas. O MeHg se liga a residuos de cisteina da cadeia alfa e beta da
hemoglobina (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2000). Uma vez na circulacdo
sanguinea, o mercurio pode se ligar com outras moléculas com grupamentos tiol (SH), como
0 aminodcido cisteina, a glutationa, a N-acetilcisteina, a albumina e a homocisteina
(CLARKSON, 2006).

Shaw et al. (1991) observaram em camundongos uma reducéo significativa (p<0,05)
do nimero de Hemoglobina (Hb), eritrécitos (Er), e hematdcrito (Ht) apds quatro e 14 dias da
injecdo de MeHg por via intraperitoneal (24 pgHg.g-1 PV). Munro et al (1980) expuseram
ratos a 0,25 mg / kg de Hg por dia durante até 26 meses. Machos expostos apresentaram uma
diminuicdo dos valores do hematdcrito e da hemoglobina, assim como sinais evidentes de
neurotoxicidade e aumento da mortalidade em comparagdo com os controles ndo expostos. As

alteracdes hematoldgicas ndo foram observadas em ratas expostas.

Segundo Ishikawa (2007), trabalhando com biomagnificagdo em ratos, em seus
resultados para a série vermelha, ndo houve diferenca estatistica significativa entre animais
tratados com metilmercario e animais controle. Estes resultados corroboram com Shigematsu
et al. (2000), que inocularam solugdo contendo MeHg (dose: 2 ugHg.g-1 PV) por 25 dias
consecutivos e tambeém ndo observaram diferenca significativa para os pardmetros
hematoldgicos (Er, Ht e Hb) em comparacdo a um grupo controle inoculados com solugédo

salina.

Acredita-se que a tendéncia anémica causada pelo metilmercurio ocorre devido ao
processo de lise dos eritrocitos. Esta lise, induzida por agentes hemoliticos como os metais
pesados, pode estar associada ao alto grau de peroxidagdo no organismo dos mamiferos. O
processo de peroxidacdo destrdi as defesas antioxidantes intrinsecas das células, resultando
em um estresse oxidativo. As células sob estresse oxidativo, desenvolvem varias disfuncdes,
em razao das lesdes causadas aos lipideos, proteinas e DNA (ERCAL et al., 2001). Assim, 0s
trabalhos de RANA e BOORA (1992) e SENER et al. (2007) relataram o aumento de
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peroxidacgdo lipidica e diminuicdo da glutationa peroxidase em ratos oralmente expostos ao
HgCI? o que implicou na presenca de danos oxidativo tecidual em diversos 6rgéos do animal.

Na Tabela 4, é possivel observar que houve diferenca estatistica significativa no
numero de plaquetas dos animais tratados. Kostka et al. (1989) examinaram a coagulabilidade
do sangue em ratos expostos a uma dose Unica de cloreto de metilmercdrio a 17,9 mg / kg por
dia ou de cinco dias consecutivos de administracdo com 8 mg / kg por dia. A coagulacdo
sanguinea foi medida 1, 3 e 7 dias apds a administracdo da dose Unica ou 24 h ap6s o0s cinco
dias consecutivos de administragcdo. Observou-se uma redugdo no tempo de coagulagdo e um

aumento nas concentracdes de fibrinogénio no plasma em ambos os grupos de dose de MeHg.

7. Conclusao

A partir dos resultados encontrados neste trabalho, pode-se concluir que as alteracdes
nos parametros hematoldgicos verificados sugerem que a exposicao croénica ao metilmercuario
pode acarretar em déficit do sistema imune, bem como quadros de anemia e disturbios da
coagulacao, devido a linfopenia, diminuicdo do hematdcrito e diminuicdo de fibrinogénio,
respectivamente. Também foi possivel observar que 0s neonatos sdo mais susceptiveis aos
efeitos neuroldgicos causados pela exposi¢do ao mercurio devido ao maior afinidade deste ao

tecido nervoso em desenvolvimento.

As alteracdes neuroldgicas encontradas nos ratos expostos ao metilmercurio sugerem a
necessidade de aplicacdo de técnicas quantitativas para avaliacdo das funcdes
somatossensoriais, bem como o monitoramento periédico do quadro clinico e toxicoldgico,

tendo em vista a elevada neurotoxicidade desse composto.
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