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RESUMO

Introducdo: A contaminacdo ambiental tem exposto 0s seres humanos a agentes
metalicos, incluindo o mercurio (Hg). Estudos sugerem que a exposi¢ao cronica ao Hg
pode afetar o sistema cardiovascular. O presente estudo avaliou se a exposicao
cronica ao Hg pode aumentar a mortalidade por arritmias em ratos submetidos a
Infarto do Miocéardio (IM). Ratos machos (12 semanas de idade) foram divididos em
quatro grupos: SHAM + Salina, SHAM + Hg, IM + Salina e IM + Hg. Os animais
receberam injecdes i.m de HgCI2 (12 dose contendo 4,6ug/kg e dose subsequente
contendo 0,07ug/kg/dia para cobrir a perda diaria) ou veiculo (Salina) por trés
semanas. Ao final da terceira semana, os animais foram submetidos a cirurgia de
infarto através da ligadura da artéria coronaria esquerda descendente anterior. Os
animais SHAM foram submetidos ao mesmo procedimento, exceto para ligadura
coronariana. Os registros eletrocardiogréaficos (ECG) foram realizados 5 minutos antes
e 20 minutos apds as cirurgias. O numero de extrassistoles ventriculares (EV);
duracdo da taquicardia ventricular (TV) e bloqueios atrioventriculares (BAV) foram
analisados. Uma semana apos o IM, as medidas hemodinamicas foram realizadas e
os dados ponderais foram analisados. Além disso, os niveis das espécies reativas de
oxigénio (ROS), anion superéxido (0O?) e 6éxido nitrico (NO) no musculo cardiaco dos
animais foram realizados através de analises de fluorescéncia utilizando Dihidroetidio
(DHE) e Diaminofluoresceina (DAF), respectivamente. O protocolo foi aprovado pelo
CEUA (20/2018 e 24/2020). O tamanho da cicatriz ndo foi diferente entre os grupos
IM. A taxa de mortalidade em IM + Hg foi de 31,82% enquanto IM + Salina foi de
21,43%. Os registros de ECG mostraram um aumento no BAV nos grupos MI (min:
SHAM + Salina = 0,00 + 0,00%; SHAM + Hg = 0,81 + 0,67%; IM + Salina = 4,35 +
0,96%*#; IM + Hg = 3,64 + 0,88% *#; *p <0,05 vs SHAM + Salina, #p <0,05 vs SHAM
+ Hg). O coeficiente de Bascké mostrou que as arritmias apos IM foram agravadas
pela exposicédo ao Hg (SHAM + Salina = 0,24 + 0,19; SHAM + Hg = 0,75 £ 0,35; IM +
Sal = 2,97 £ 0,30*#; IM + Hg = 4,00 + 0,21*#+; *p <0,05 vs SHAM + Salina, #p <0,05
vs SHAM + Hg, +p <0,05 vs IM + Salina). Além disso, houve forte correlacédo entre
mortalidade e BAV (r=0,7379), EV (r=0,9487), TV (r=0,9487) e coeficiente de Bascko
(r=0,9487). O grupo SHAM + Hg apresentou aumento da pressao arterial sistolica,

porém esses valores foram diminuidos nos grupos IM (mmHg: SHAM + Sal =105 *



2,98; SHAM + Hg= 115 + 3,71*; IM + Salina = 95,47 + 3,58*#; IM + Hg = 90,01 +
2,96*#; *p <0,05 vs SHAM + Salina, #p <0,05 vs SHAM + Hg). A pressao diastolica
final do ventriculo esquerdo foi aumentada no grupo IM + Salina (SHAM + Salina =
7,31 £1,25; SHAM + Hg = 5,38 + 1,44; IM + Salina =15,95 £ 2,84*#; IM + Hg =9,56 *
1,38+; *p <0,05 vs SHAM + Salina, #p <0,05 vs SHAM + Hg, +p <0,05 vs IM + Salina).
Os valores de dP/dt+ e dP/dt- diminuiram nos grupos IM (dP/dt+ em mmHg: SHAM +
Salina = 5515 + 543; SHAM + Hg = 5779 £ 728; IM + Salina = 3623 = 315 *#; IM + Hg
= 2782 £ 322*#; dP/dt- em mmHg: SHAM + Salina = -3500 + 403; SHAM + Hg =-3180
+ 354; IM + Salina = -2248 + 122*#; IM + Hg = -1833 + 125*#; *p <0,05 vs SHAM +
Salina, #p <0,05 vs SHAM + Hg). A razdo do peso do coracdo pelo peso corporal
aumentaram nos grupos IM (SHAM + Salina = 2,82 + 0,04; SHAM + Hg = 2,87 £ 0,12;
IM + Salina = 3,83 = 0,26*#; IM + Hg =3,73 + 0,22*#; *p <0,05 vs SHAM + Salina, #p
<0,05 vs SHAM + Hg), bem como a raz&do do peso pulmonar pelo peso corporal
(SHAM + Salina=5,11 £ 0,19; SHAM + Hg = 4,69 £ 0,17; IM + Salina = 8,97 + 0,79*#;
IM + Hg = 7,50 = 0,67*#+; *p <0 ,05 vs SHAM +Salina, #p <0,05 vs SHAM + Hg, +p
<0,05 vs IM + Salina). Os niveis de ROS foram maiores nos grupos que se associaram
a exposicdo ao Hg e o IM (O% em u.a: SHAM + Salina = 1,79 #1,79; SHAM + Hg =
58,88 £ 6,01; IM + Salina = 171 £+ 7,26*#; IM + Hg = 221 +12,14*#; NO em u.a: SHAM
+ Salina = 57,27 £ 8,05; SHAM + Hg = 106 + 10,97; IM + Salina = 207 + 8,87*#; IM +
Hg = 246 * 4,54*#+; *p <0,05 vs SHAM + Salina, #p <0,05 vs SHAM + Hg, +p <0,05
vs IM + Salina). A intoxicagdo por mercurio causou mais arritmias em animais
infartados, o que levou a um aumento na mortalidade. Também foi observado um
aumento de ERO e alteracdo dos parametros pressoricos. Esses resultados sugerem

que a exposi¢cao ao mercurio piora dos eventos cardiacos desencadeados pelo IM.

Palavras-chave: infarto do miocardio; mercurio; arritmia; eletrocardiograma, ERO.



ABSTRACT

Environmental contamination has exposed humans to metal agents, including mercury
(Hg). Studies suggest that chronic exposure to Hg can affect the cardiovascular
system. However, the present study evaluated whether chronic exposure to Hg can
increase mortality due to arrythmias in rats underwent Myocardial Infarction (Ml).

Methods: Male rats (12 weeks old) were divided into four groups: SHAM + Sal, SHAM
+ Hg, MI + Sal, and MI + Hg. Animals received i.m injections of HgCI2 (1st dose
4.6pg/kg, subsequent dose 0.07ug/kg/day to cover daily loss) or vehicle-saline (Sal)
for three weeks. At the end of the third week, the animals were submitted to infarction
surgery through of ligation of the anterior descending left coronary artery. SHAMs were
submitted the same procedure except to coronary ligation. Electrocardiographic (ECG)
recordings were performed 5 minutes before and 20 minutes after surgeries. Number
of ventricular extra systoles (VES); duration of ventricular tachycardia (VT) and
atrioventricular blocks (AVB) were analyzed. One week after MI, hemodynamic
measurements were performed and ponderal data were analyzed. Also, levels of the
reactive oxygen species (ROS) superoxide anion (O%) and nitric oxide (NO) in the
cardiac muscle of the animals were performed through fluorescence analyses using
Dihydroethidium (DHE) and Diaminofluorescein (DAF), respectively. The protocol was
approved by CEUA (20/2018 and 24/2020). The scar size was not different between
MI groups. The mortality rate in MI + Hg was 31.82% while Ml + Sal was 21.43%. ECG
recordings showed an increase in AVB in IM groups (min: SHAM + Sal = 0.00+0.00%;
SHAM + Hg = 0.81 + 0.67%; MI + Sal = 4.35 £ 0.96%*#; M| + Hg = 3.64 + 0.88%*#; *p
< 0.05 vs SHAM + Sal, #p < 0.05 vs SHAM + Hg). Bascké coefficient showed that
arrhythmias after Ml were aggravated by exposure to Hg (SHAM + Sal = 0.24 + 0.19;
SHAM + Hg = 0.75 = 0.35; Ml + Sal = 2.97 + 0.30*#; Ml + Hg = 4.00 + 0.21*#+; *p <
0.05 vs SHAM + Sal, #p < 0.05 vs SHAM + Hg, +p<0.05vsMI+Sal). Also, there was
strong correlation between mortality and AVB (r=0.7379), VES (r=0.9487), VT
(r=0.9487) and Bascko coefficient (r=0,9487). SHAM + Hg group has increased of the
systolic blood pressure, however these values were decreased in IM groups (mmHg:
SHAM + Sal =105 * 2.98; SHAM + Hg = 115+3.71*; Ml + Sal = 95.47 + 3.58*#; MI +
Hg =90.01 £ 2.96*#; *p < 0.05 vs SHAM + Sal, #p <0.05 vs SHAM + Hg). Left Ventricle

end Diastolic Pressure was increased in MI + Sal group (SHAM + Sal = 7.31 + 1.25;



SHAM + Hg = 5.38 + 1.44; Ml + Sal = 15.95 + 2.84*#; M| + Hg = 9.56 + 1.38+; *p <
0.05 vs SHAM + Sal, #p<0.05vsSHAM+Hg, +p<0.05vsMI+Sal). dP/dt+ and dP/dt-
values, were decreased in IM groups (dP/dt+ in mmHg :SHAM + Sal = 5515+543;
SHAM + Hg = 5779 + 728; Ml + Sal = 3623 = 315*#; M| + Hg = 2782 £ 322*#; dP/dt-
in mmHg: SHAM + Sal = -3500 + 403; SHAM + Hg = -3180 + 354; Ml + Sal = -2248 +
122*#; Ml + Hg = -1833 + 125*#; *p < 0.05 vs SHAM + Sal, #p < 0.05 vs SHAM + Hg).
The heart weight and body weight ratio was increased in IM groups (SHAM + Sal =
2,82 £ 0,04; SHAM + Hg = 2,87 + 0,12; MI + Sal = 3,83 + 0,26*#; Ml + Hg = 3,73
0,22*#; *p < 0,05 vs SHAM + Sal, #p < 0.05 vs SHAM + Hg) as well as the lung weight
and body weight ratio (SHAM + Sal = 5,11 £ 0,19; SHAM + Hg = 4,69 £ 0,17; MI + Sal
= 8,97 =+ 0,79*#; MI + Hg = 7,50 £ 0,67*#+; *p < 0,05 vs SHAM + Sal, #p < 0.05 vs
SHAM + Hg, +p < 0,05 vs MI + Sal). ROS levels were higher in groups that associated
exposed to Hg and IM (O% in a.u: SHAM + Sal =1.79 + 1.79; SHAM + Hg = 58.88 +
6.01; Ml + Sal = 171 + 7.26*#; Ml + Hg = 221 + 12.14*#; NO in a.u: SHAM + Sal =
57,27 + 8.05; SHAM + Hg = 106 £ 10.97; M| + Sal = 207 + 8.87*#; Ml + Hg = 246 +
4.54*#+; *p< 0.05 vs SHAM + Sal, #p < 0.05 vs SHAM + Hg, +p< 0.05 vs MI + Sal).
Mercury intoxication caused more arrhythmias in infarcted animals, increased ROS
and changed pressure parameters. These results suggest a worsening of cardiac

events triggered by MI, as well as increased mortality after the injury.

Keywords: myocardial infarction; mercury; arrhythmias; electrocardiogram; ROS.
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1 INTRODUCAO

1.1 O iON MERCURIO (Hg)

O mercurio (Hg) € um metal pesado e estd entre 0s mais toxicos presentes na
natureza. Ele pode ser encontrado em diferentes formas (metalico, organico e
inorganico) e apresentar trés niveis de oxidacdo que sao facilmente interconversiveis
(0, +1, +2) (Bernhoft, 2012).

O mercurio metalico em estado de oxidacédo zero (Hg®), em temperatura ambiente,
apresenta-se no estado liquido, € volatil e pode liberar vapor de mercurio. Este vapor
€ estavel e pode permanecer na atmosfera por longos periodos de tempo podendo se
converter ao estado mercuroso (Hg*') e mercurico (Hg*?). A forma inorganica do metal
€ constituida quando este se liga ao cloro, enxofre ou oxigénio. J& na forma organica,
0 atomo de mercurio se liga covalentemente a pelo menos um atomo de carbono (Silva
et. al., 2019).

1.2 FONTES DE CONTAMINACAO DO MERCURIO

O mercurio € liberado naturalmente no meio, através de intemperismo de rochas,
atividade vulcanica, desgaseificacao da crosta terrestre e erosao do solo. Além disso,
a corrida industrial, intensificou-se as liberacbes de mercurio na atmosfera-
Atualmente, a atividade humana que ocorre através da mineracao, queima de carvao
residencial, usinas termoelétricas a carvéo, processos industriais, minera¢do de ouro
e incineradores de residuos, é a principal causa de liberacdo do metal no meio
ambiente (UNEP, 2013; WHO, 2017; Rizzetti et. al., 2017).

A intoxicacdo humana ocorre principalmente devido a inalacdo de vapores de
mercurio liberados pela industria e pelo consumo de moluscos ou peixes
contaminados por metil-mercurio (WHO, 2017; Rizzetti et. al., 2017). Para que ocorra
a contaminacéo dos peixes, o0 mercurio metalico é liberado na atmosfera (Hg®), reage
com o oxigénio formando o ion merclrico (Hg?*) que se une a vapores de agua e
através da chuva, chega ao solo. No solo o ion mercurico (Hg?*) liga-se ao cloro,
enxofre e oxigénio formando os sais de mercurio que séo levados aos ambientes
aquaticos. Finalmente, estes sais sofrem acdo de microrganismos e Ssao

transformados na forma organica do metal. Este, por sua vez, contamina os planctons,
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mariscos e peixes. Na cadeia alimentar, sofre biomagnificacdo até chegar aos seres

humanos (Rice et. al., 2014).

1.3 LIMITES DE CONSUMO E CONCENTRAGAO SANGUINEA DE MERCURIO

Estudos mostram que o consumo de peixes promove aumento na ingestao de acidos
graxos poli-insaturados n-3 de cadeia longa (bmega 3), que possui efeito protetor
contra doengas cardiovasculares. No entanto, este habito alimentar pode também
aumentar o risco de intoxica¢do por mercurio, e € sabido que este metal possui acao
deletéria a saude cardiovascular. Um estudo que quantificou niveis de mercurio na
unha e niveis de acido docosahexaendico (DHA) no tecido adiposo de 1408 homens,
concluiu que os efeitos protetivos do consumo de peixe sédo diminuidos devido ao
consumo de altos niveis de mercuario. Os autores observaram que os niveis de DHA
foram inversamente associados ao risco de infarto do miocardio, enquanto os niveis

de mercurio foram diretamente associados a este risco (Guallar, et. al, 2002).

Tendo em vista, a presenca do metal no meio ambiente e a contaminacéo de peixes,
agéncias regulamentadoras estabeleceram recomendacdes para limites de consumo
do metal. No entanto, tais limites para consumo dietético do metilmercario sdo muito
variaveis.

A WHO (1990) recomenda o méaximo de 0,47 ug/kg/dia, enquanto a FDA (2004)
recomenda o 0,43 pg/kg/dia. Ja para a National Research Council (2000), o limite seria
de 0,1ug/Kg/dia.

Além disso, conforme observado na Figura 1, governos e organizacfes estimam
limites semanais toleraveis para consumo de metilmercurio para que nao haja prejuizo

a saude. No Brasil, 4 pg/kg/semana € o nivel de referéncia maximo (OPAS, 2011).

Niveis de Referéncia

Pais / Organizacao (ug MeHg/Kg peso Ano

corporeo/semana)
Canada 14 1997
Japao 2,0 2005
Holanda 0,7 2000
Estados Unidos 0,7 2001
JECFA* 1.6 2003

Figura 1: Limites semanais toleraveis para consumo de metilmercurio. *Joint Expert Comittee on Food
Additives (OPAS, 2011).
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Populacdes ribeirinhas no Brasil apresentam um elevado consumo de peixes
contaminados por mercurio, levando a uma ingestdo média diaria de 4 pg de
mercurio/Kg de peso, valor muito acima do preconizado (Passos e Mergler, 2008).
No que diz respeito a populagéo geral, os valores de referéncia para a concentracao
de mercurio na urina ficam entre 4 e 5 pg/L (Satoh, 2000). No Brasil, € estabelecido o
limite maximo de tolerancia bioldgica de 33 ug Hg/g de creatinina urinaria e 0,04 mg
Hg/m3 no ambiente de trabalho, considerando as normas regulamentadoras da
Organizacdo Mundial de Saude, Ministério do Trabalho e a Associagéo Brasileira de
Normas Técnicas (NBR 10004, 2004).

Os limites de mercurio no cabelo variam de acordo com a frequéncia de consumo de
peixes. As referéncias variam de 1.4 ug/g, 1,9 pg/g, 2.5 pug/g ou 11.6 pg/g caso o
consumo ocorra, respectivamente uma vez ao més, duas vezes ao més, uma vez por
semana ou 1 vez por dia. Em relagdo a concentracdo de mercurio no sangue ficam
definidos valores de 1 a 8 ug/L. Porém esses valores também podem variar. Caso o
consumo semanal de peixe seja zero, dois, dois a quatro ou mais que quatro, a
referéncia € modificada para 2.0 pg/L, 4.8 pg/L, 8.4 pg/L ou 44.4 uglL,
respectivamente (Satoh, 2000).

De fato, em relacdo a concentracdo de mercurio sanguineo, ndo ha um consenso. De
acordo com a WHO (2008), populagdes néo expostas apresentariam de 5 a 10 ug de
mercurio por litro de sangue, enquanto para a NCR (2000) o valor seria de 2 ugl/L.
Alguns autores sugerem que as concentracdes de mercurio sanguineo em pessoas
sem amalgama dentaria seria de <0,5 nmolHg/L (Reichl et al., 2001; de Assis et al.,
2003), enquanto individuos com amalgama dentaria apresentariam niveis de
~10nmolHg/L (Reichl et al., 2001) ou ~16nmolHg/L (Vamnes et al., 2000). O valor de
referéncia limite para mercurio sanguineo recomendado pela Unido Europeia (UE),
por meio do comité cientifico para os limites de exposi¢cédo ocupacional (SCOEL) é de
10ug.Lt (SCOEL, 2007). Para individuos ocupacionalmente expostos, a concentracéo
sanguinea de mercurio fica em torno de 20 — 30 pg/L (Mahaffey, 2005).

1.4 HISTORICO DE CONTAMINACAO POR MERCURIO

O efeito toxico do mercurio sobre os seres humanos é bem documentado e a primeira

morte registrada causada pelo metal foi a do imperador da China, Qin Shi Huang (260-
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210 aC) (Rice et. al., 2014). Em Minamata, no Japao, entre os anos de 1932 e 1968,
cerca de cento e cinquenta toneladas de metil mercuario foram despejados na baia da
cidade por uma fébrica de &cido acético. Por ter como a principal fonte de alimentagéo
0s peixes contaminados por mercurio, mais de cinquenta mil pessoas da regiao foram
afetadas e mais de duas mil pessoas foram acometidas pela “doenga de Minamata”
gue tinha como sintomas delirio, fala incoerente, danos cerebrais e paralisia (Figura
2) (Genchi et. al., 2017).

Em 1971, no Iraque, cerca de quinhentas pessoas morreram ap0s consumirem pao
produzido com trigo tratado com fungicidas que continham mercurio organico em sua

composicao (Bakir et.al., 1973).

No Brasil, na cidade de Mariana-MG (2015) e em Brumadinho-MG (2019) houve
rompimento de barragens que liberaram no meio ambiente cerca de cinquenta milhées
de metros cubicos de lama de rejeitos da mineracgéo de ferro, contendo altos niveis de

metais pesados, dentre eles, o mercurio (Passos et. al., 2017; Valenti e Garner, 2019).

Figura 2: Tomoko, uma das vitimas da contaminacgao por mercurio em Minamata. (Inoue, 2019)

1.5 MERCURIO E O ORGANISMO HUMANO
O efeito do mercurio sobre a saude e a gravidade desses efeitos depende de algumas
variaveis, como, composi¢ao quimica do metal, a dose, o estagio de desenvolvimento
ou idade do exposto (WHO, 2017).
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Sabe-se que fetos e individuos expostos cronicamente (geralmente de modo
ocupacional) sdo os grupos mais sensiveis aos efeitos negativos causados pelo metal
(WHO, 2017; Rizzetti et. al., 2018).

A contaminacéo pelo mercurio metélico ocorre através da inalagédo e segue para 0s
pulmdes onde liga-se aos eritrocitos. O mercuario organico € absorvido através do
sistema gastrointestinal, também ligando-se aos eritrocitos (Rizzetti et. al., 2017). A
partir desta ligacdo o mercurio atinge diversos 6rgaos e sistemas como o respiratorio,
imunoldgico, digestivo (Genchi et. al., 2017), reprodutor (Martinez et. al., 2017), renal
(Kobal et.al., 2000), nervoso (Fernandes et. al., 2012) e cardiovascular, causando

multiplos efeitos deletérios nestes sistemas (Vassallo et. al., 2018).

1.6 MERCURIO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Os radicais livres possuem funcbes bioldégicas importantes. Eles mediam a
transferéncia de elétrons e tém papel importante na ativacdo de genes, no sistema
imunoldgico na producéo de ATP, na cadeia transportadora de elétrons, entre outros.
De todo modo, é essencial que haja um equilibrio entre os radicais livres e o0 sistema
antioxidante. Em situacfes em que as espécies reativas de oxigénio superam a
capacidade do corpo em combaté-las, ocorre o estresse oxidativo que € capaz de
afetar negativamente a estrutura e a funcdo de diversos 6rgaos e sistemas. Além
disso, as EROs, em excesso, podem levar a danos no DNA e como consequéncia,
desencadear diversos tipos de doencas, tais como diabetes, canceres, doencas

degenerativas e aterosclerose (Droge, 2002).

Na cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria, a enzima citocromo oxidase
retira elétrons do citocromo c. Quando quatro desses elétrons se unem ao Oz presente
na organela, ha a formacdo de 4gua e energia (Figura 3-1). Em alguns casos, a
molécula de Oz recebe apenas um elétron, o que desencadeia a formacéo de radicais
livres, como o anion superoxido (Oz¢) (Figura 3-2). Quando o Oz recebe ions de
hidrogénio ocorre a formacdo de peroxido de hidrogénio (H202), processo este,
catalisado pela enzima superoxido dismutase (SOD) (Figura 3-3). O H202, por sua
vez, ndo € considerado um radical livre, por ndo possuir em sua ultima camada um
elétron desemparelhado. Porém é bastante prejudicial devido sua capacidade de
atravessar a barreira celular. Além disso, o H202 também produz o radical hidroxila

(OH-) atraves das reacdes de Fenton e Haber-Weiss (Figura 3-4 e 3-5). O OH« é uma
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espécie extremamente reativa, capaz de alterar significantemente estruturas
bioldgicas. Inclusive, ao reagir com o 6xido nitrico (NO¢), o radical O2 « pode gerar o
peroxinitrito (ONOO) (Figura3-6) (Barbosa et. al., 2010; Sies, 2017).

1) O,+ 4e + 4H —» 2H,0 + energia
2)0,+e —» 0,

3) 20,"+ 2H" =2 H,0,

4) Fe”*/Cu” + H,0,—%» OH" + OH + Fe*/Cu®
5) H,O, + O, =% OH" + OH + 0,

6) O,” + NO"—» ONOO’

Figura 3: Reac0es para formacao de espécies reativas de oxigénio (Barbosa et. al., 2010)

A formacdo de outros tipos de radicais livres ocorre quando &cidos graxos poli-
insaturados das membranas das células perdem um atomo de hidrogénio pela acéo
do radical OHe, formando hidroperéxidos lipidicos (LOOH). Posteriormente o LOOH é
convertido nos radicais alcoxila (LO¢) e peroxila (LO2¢) com a participagao catalitica
de ions de ferro (Barbosa et. al., 2010).

A enzima NADPH oxidase, presente em na membrana de macréfagos, ceélulas
endoteliais ou polimorfonucleares; possui alto potencial na geracao de radicais livres.
A enzima é um complexo transmembrana, que atua na transferéncia de elétrons,
através das membranas celulares. Quando os elétrons transferidos pela NADPH
oxidase se unem ao oxigénio, como mencionado anteriormente, ocorre a formagéo do
radical Oz (Subramanian et. al., 2010; Sies et. al., 2017).

E importante enfatizar que os organismos biol6gicos possuem um sistema de defesa
contra tais radicais livres, o sistema de defesa antioxidante (Figura 4). Este sistema
atua no controle da producdo e acdo de radicais livres, bem como no controle dos
danos causados por estes radicais. O estresse oxidativo, de fato, ocorre apenas
quando a producao de espécies reativas de oxigénio supera a capacidade do sistema
antioxidante lidar com tais substancias toxicas (Sies, 1997; Sies, 2015; Droge, 2002;
Valko et. al., 2005).

O sistema antioxidante pode ser ndo-enzimatico, quando é composto por substancias

dietéticas como vitaminas, fitoquimicos e minerais. O sistema enzimatico é composto
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pelas enzimas Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx). A SOD tem como cofatores cobre, zinco e manganés, enquanto uma das
formas da GPx é dependente de selénio (Betteridge,2000).

Conforme mostrado na Figura 4, durante a respiracdo aerobica celular, a cadeia
transportadora de elétrons da mitocondria produz o radical superoxido (O2-). Este
radical é convertido a peroxido de hidrogénio (H202) pela acdo da enzima Superoxido
Dismutase (SOD), entdo a enzima Glutationa Peroxidase (GPx) oxida a Glutationa
(GSH) em Glutationa dissulfeto (GSSG) e converte o peroxido de hidrogénio (H202)
em seus alcoois e agua, deste modo completa sua acdo antioxidante (Martinez et. al.,
2014).

Figura 4: Sistema antioxidante. (Adaptado: Osredkar e Sustar, 2011)

Outro exemplo de antioxidante é a coenzima Q10 (CoQ) ou ubiguinona, que é um
lipidio sintetizado de maneira enddgena e possui funcao redox. Deste composto deriva
a mitoquinona (MitoQ), que tem a capacidade de atravessar bicamadas fosfolipidicas
e possui alta afinidade que permite seu acumulo dentro a matriz mitocondrial. Ao
passar pela cadeia respiratéria da organela, a MitoQ é transformada em sua forma
ativa, ubiquinol. O ubiquinol atua como antioxidante ao doar um hidrogénio para um
lipidio radical peroxil, inibindo propagacdo da peroxidacao lipidica, além disso, atua
na mitocondria através da regulacdo de permeabilidade, diminuicdo da oxidacdo de
membrana e previne danos funcionais, estruturais e de DNA na célula (Vasconcelos
et.al., 2007; Subramanian et. al., 2010).
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Sabe-se que o mercurio interfere negativamente no funcionamento dos sistemas
antioxidantes, pois possui alta afinidade com os grupos tiol e selénio, encontrados em
aminoacidos como o Se-cisteina e cisteina, acido lipdico, N-acetilcisteina, enzimas e
proteinas. Uma das mais importantes moléculas antioxidantes, a glutationa, €
dependente, por exemplo, de cisteina e selénio, ambos afetados pelo mercurio
(Brancoet. al., 2017; Genchi et. al., 2017; Houston, 2007).

Além disso, estudos mostraram que 0 mercurio estd relacionado ao aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) por provocar a auto oxidacdo da membrana
interna da mitocondria, levando a organela a uma disfuncéo e producado excessiva de
radicais livres. Portanto, o mercurio além de estimular a producédo de ERO, também
diminui a acao de enzimas antioxidantes, levando a um desequilibrio redox que leva

ao aumento da peroxidacao de fosfolipidios, proteinas e DNA (Genchi et. al., 2017).

1.7MERCURIO E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

A intoxicacdo por mercurio foi relacionada a alteracbes cardiovasculares como
aumento da pressdo sistélica, desregulacdo do sistema renina-angiotensina,
hipertenséo, disfungcdes no endotélio, reatividade vascular e inflamagéo devido ao
estresse oxidativo (Rizzetti et. al., 2017), doenca arterial coronariana, aterosclerose
da carétida e infarto do miocéardio (Salonen et al. 2005).

Estudos realizados em modelos animais expostos a intoxicagao crénica por mercurio,
demostraram alteracdes contrateis em coracgfes isolados, bem como diminuicdo da
atividade do trocador sédio e calcio (NCX), diminuicdo da ATPase transportadoras de
calcio do reticulo sarcoplasmético (SERCA) e diminuicdo da sodio potassio ATPase
(NKA), estruturas importantes para o funcionamento cardiaco (Vassallo et. al., 2018).
Outros trabalhos indicaram que o mercurio atua na formacao de lipoproteinas de baixa
densidade ligadas a aterosclerose e consequentemente aumenta a predisposicéo ao
infarto agudo do miocéardio. Isso ocorre porque o mercurio leva ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), intensificando estimulos
inflamatorios e a formacéo de produtos de glicacdo avancada. Somado a isto, o metal
pode atuar também na inativagcao da enzima paraoxonase, que tem fungéo importante
na prevencao de aterosclerose, por diminuir a oxidagao de LDL e atuar no transporte

reverso de colesterol (Lemos et. al., 2012; Genthi et. al., 2017).
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Ja estd bem documentado na literatura que o infarto agudo do miocardio ocorre
guando ha uma interrupcao do fluxo sanguineo para o miocéardio ventricular devido ao
estreitamento das artérias coronarias ou sua total obstrucéo (pela ruptura aguda da
placa de ateroma). Sem o fluxo sanguineo, o fornecimento de nutrientes e oxigénio
para as ceélulas é interrompido, causando isquemia e necrose, isso afeta o
funcionamento cardiaco e pode levar a morte (Figura 5) (Stefanon et. al., 1994;
Fernandes, et.al., 2015; Begofia et. al., 2019).

Contudo, n&o ha relatos se individuos expostos cronicamente ao mercurio apresentam
aumento da magnitude dos eventos ocasionados pelo infarto agudo do miocardio.
Os valores de referéncia aceitaveis de mercurio, estabelecidos pelos o6rgaos
regulamentadores, ndo discriminam os individuos com risco de doengas
cardiovasculares, dentre elas, o infarto agudo do miocéardio, responsavel por maior

indice de mortalidade entre as doencas cardiacas.
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Figura 5: Esquema de evolugéo das placas de ateroma e trd 5 que levam ao infarto do mic 0.

1) Artéria e endotélio normais; 2) O ateroma comec¢a a ser formado quando, por acdo de células
inflamatdrias e circulagdo aumentada de lipideos sanguineos, ocorre a deposi¢cdo de nudcleos de
lipideos nas artérias; 3) A capa fibrosa que envolve o nicleo de lipideos torna-se suscetivel a ruptura
guando leucdcitos secretam proteinases que degradam a matriz extracelular, e quando citocinas pro-
inflamatdrias limitam a sintese de colageno. 4) Ao se romper, a placa entra em contato com o sangue,
que se coagula e as plaquetas sao ativadas pela trombina e propiciam a formacdo de trombos; 5)

Quando o trombo oclui a artéria ocorre o infarto agudo do miocardio (Adaptado: Lizzy, 2002).
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1.8 ELETROCARDIOGRAMA

A analise funcional da atividade elétrica do coracdo € um recurso bastante viavel,
muito utilizado na pratica clinica por ter um custo relativamente baixo, ndo ser invasivo
e representar de modo eficiente a sequéncia e a ciclagem de ativacdo elétrica do

coracao

7

A partir do n6 sinoatrial é gerado um potencial de acdo que segue ao no
atrioventricular, feixe de His, ramos direito e esquerdo, e por fim, rede de Purkinje e
finalmente ao miocérdio ventricular. Esse potencial elétrico é captado por eletrodos e
posteriormente representado através do tracado do eletrocardiograma (ECG) (Figura
6). O tracado do ECG € uma representacdo da atividade elétrica cardiaca, e atraves
das ondas, segmentos e intervalos deste tracado pode-se analisar informacdes

relacionadas a sequéncia de ativacao elétrica miocardica.

B
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0mV—
I"\m
A5 my — —
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Figura 6: Comparando as diferencas entre os potenciais de acdo e suas correntes idnicas em: A)
Humanos B) Ratos (repolarizacdo mais rapida). Tracado do Eletrocardiograma, derivagcéo DIl, em C)
Humanos D) Ratos. (Hundahl et al., 2017).
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A Onda P é a primeira onda do ECG normal e representa a depolarizacao dos atrios,
o complexo QRS mostra a depolarizacdo dos ventriculos e a Onda T indica a

repolarizacdo ventricular (Figura 7).
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Figura 7: Tracados do Eletrocardiograma (ECG) representando a atividade elétrica cardiaca. Onda P:
depolarizacdo dos atrios; onda QRS: despolarizacdo dos ventriculos; onda T: repolarizacdo dos
ventriculos; intervalo PR: transmisséo da despolariza¢édo dos atrios para os ventriculos; intervalo RR:
relacionado ao ritmo cardiaco; intervalo QT: atividade de despolarizacédo e repolarizacdo ventricular;

segmento ST: fase inicial da repolariza¢@o dos ventriculos (Guyton e Hall, 2011).

Alteracdes no tracado eletrocardiografico, como uma onda Q com amplitude e duracéo
aumentada pode estar relacionada a uma necrose no tecido cardiaco, assim como um
aumento na amplitude de QRS pode indicar uma hipertrofia do ventriculo esquerdo
(VE) (SBC, 2003).

O ritmo cardiaco é avaliado através da medida dos intervalos entre os ciclos cardiacos
(R-R). A frequéncia cardiaca corresponde a quantos ciclos ocorrem a cada minuto,
sendo expressa por batimentos por minuto (BPM). Ratos Wistar adultos apresentam
uma frequéncia cardiaca de 300 a 400 bpm, estes valores podem variar de acordo
com a idade, situacéo de estresse ou efeito de anestésicos, por exemplo (SBC, 2003;
Pezolato et. al., 2017).

Os intervalos entre as ondas do eletrocardiograma representam a sequéncia de
ativacdo completa do coragéo. Por exemplo, o Intervalo PR (iPR) esta relacionado a
transmissdo da despolarizagdo dos atrios para os ventriculos, por esse motivo

relaciona-se a ocorréncia de bloqueios atrioventriculares.
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O segmento ST (sST) representa a fase inicial da repolarizacdo dos ventriculos e
encontra-se ao nivel da linha de base do eletrocardiograma. Desnivelamentos neste

seguimento podem sugerir lesdo isquémica cardiaca.

O infarto agudo do miocardio leva a uma isquemia do musculo cardiaco e,
posteriormente a uma injuria seguida de necrose. Tais eventos levam as seguintes
alteracbes no ECG: mudanca na onda T durante a isquemia (Figura 8-A); supra
desnivelamento de ST na injuria ou lesdo; modificagBes no perfil da onda Q como

consequéncia de necrose (SBC, 2003).

Também sé&o observadas extrassistoles isoladas (ESI) que sédo geradas por focos
ectopicos e representadas por complexo QRS prematuro, ndo precedidos pela onda
P (Figura 8-B); bloqueios atrioventriculares que sao representados por ondas P néo
seguidas pelo complexo QRS, indicando uma falha na transmissao do impulso elétrico
dos éatrios para os ventriculos; e as taquicardia ventriculares (TV) que sao determinada
por ritmo cardiaco instavel, FC aumentada e por trés ou mais contracfes ventriculares

prematuras e seguidas (Figura 8-C) (Walker et.al., 1988).

A) B)

C)

Figura 8: Tracados alterados ap0s infarto. A) Diferenca das ondas do eletrocardiograma antes e apds-
infarto, observa-se que apos a cirurgia ocorre alargamento e aumento de QRS, bem como supra de
ST; B) Extrassistoles seguidas de ondas normais de eletrocardiograma; C) Taquicardia ventricular
registrada no periodo de 4min59s até 5minls em eletrocardiograma de rato submetido & cirurgia de

infarto.
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Considerando todas as alteracBes isoladas que o infarto agudo do miocardio e a
intoxicacdo por mercurio podem causar ao sistema cardiovascular, o presente estudo
busca analisar a relacéo entre esses dois fatores. Apenas no ano 2016, cerca de 17,9
milhdes de individuos foram a 6bito devido as DCVs, o que corresponde a 31% do
total de mortes no mundo. Deste total de 6bitos, cerca de 85% foram atribuidos a
acidentes vasculares cerebrais e infartos agudos do miocéardio (WHO, 2019).

A relevancia do presente estudo, se destaca pelo alto indice de mortalidade e
comorbidades relacionada a essa doenca. Como 0 mercurio esta associado ao
agravamento das doencas cardiovasculares (DCVs), é de extrema importancia que a
interferéncia deste metal sobre o sistema cardiovascular seja melhor compreendida.
Vassallo et al. (2018) destacaram a importancia de analisar a influéncia desse metal
no sistema cardiovascular, e sugeriram que pacientes acometidos por doenca
coronariana, hipertensao e doencas vasculares, deveriam ter seus niveis sanguineos
de mercurio avaliados. Adicionalmente, os autores, sugeriram a criacdo de uma
funcdo dose-resposta relacionando o infarto do miocérdio a exposicdo ao mercurio,
afim de embasar futuras regras para uma regulacdo mais rigida das emissdes de
mercurio no meio ambiente.

Diante do exposto, 0 presente estudo foi realizado a fim de verificar se a exposicao ao
mercurio exerce influéncia sobre a atividade elétrica cardiaca, parametros
hemodinamicos, producéo de espécies reativas e oxigénio e mortalidade de animais
submetidos a cirurgia de infarto.

Considerando os efeitos da exposicdo ao mercurio sobre o sistema cardiovascular e
0S prejuizos causados ao musculo cardiaco, ap6s o infarto do miocéardio, a hipotese
deste estudo é que a exposicdo crbénica ao cloreto de mercurio agrava os desfechos
fisiopatologicos desencadeados pelo infarto agudo do miocardio.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Objetivo 1) Avaliar se as alteracdes eletrocardiogréficas, hemodindmicas e a
producdo de espécies reativas de oxigénio sdo magnificadas ao associar dois
fatores que afetam o sistema cardiovascular: a exposicao cronica ao Hg e o Infarto
do Miocérdio (IM).

Objetivo 2) Avaliar se ha aumento da mortalidade em animais submetidos ao IM

que foram previamente expostos ao mercurio.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar medidas hemodinamicas de pressdes arteriais e intraventriculares do

ventriculo esquerdo e suas derivadas temporais;

2.2.2 Quantificar arritmias cardiacas (Extrassistoles, blogueios atrioventriculares,
taquicardias ventriculares e fibrilagbes) e analisar alteragcdes na frequéncia

cardiaca e no tracado do EGC na fase aguda (20min).
2.2.3 Analisar a hipertrofia cardiaca e a congestéao pulmonar;

2.2 4 Analisar o estresse oxidativo a partir da detec¢ao do anion superédxido e 6xido

nitrico no tecido cardiaco.

2.2.5 Correlacionar os achados relacionados aos objetivos acima com a exposi¢cao

ao mercurio
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 GRUPOS DE ESTUDO

Nesse estudo foram utilizados 290 ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) machos,
com idade entre 10 e 12 semanas de vida e peso entre 230 a 250 gramas. Esses
animais foram fornecidos pelo biotério central do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas com
livre acesso a agua e racao, sob controle da temperatura e ciclo claro-escuro de 12
horas. O uso e cuidado destes animais experimentais foram realizados de acordo com
0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA). Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) sob numero 14/2018 e 24/2020.

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:

e Cirurgia Ficticia + Controle Veiculo (SHAM+Salina)
e Cirurgia Ficticia + Exposicdo Cronica ao Cloreto de Mercurio (SHAM+HQ)
e Infarto do Miocardio + Controle Veiculo (IM+Salina)

e Infarto do Miocéardio + Exposicao Cronica ao Cloreto de Mercurio (IM+HgQ)

Foram utilizados 200 ratos para a inducao do infarto do miocardio distribuidos entre
os grupos: IM, IM+Hg. Os demais (90 ratos) foram distribuidos entres os grupos que
submetidos a cirurgia ficticia: SHAM+Salina, SHAM+Hg.

Durante as cirurgias, cerca de 33% dos animais vieram a 0Obito. Considerando o0s
animais que sobreviveram a cirurgia, ndo houve indice de mortalidade posterior entre
agueles que compunham os grupos SHAM. Cerca de 21,43% dos animais do grupo
IM+Salina foram a Obito em até 24 horas ap6s o IM. 27,72% dos animais do grupo
IM+Hg morreram em até 24 horas ap0s a cirurgia, 4,54% morreram nas 48 horas

seguintes e mais 4,54% nas proximas 72 horas.

3.2 EXPOSICAO CRONICA AO CLORETO DE MERCURIO (HgCI2)
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Os ratos pertencentes ao grupo Controle Veiculo (SHAM + Salina) receberam,
diariamente, injecdes intramusculares de salina (NaCl 0.9% - 0,1 mL/300g de rato)

durante 4 semanas.

Os ratos pertencentes ao grupo de exposicdo cronica ao cloreto de mercurio
receberam, no primeiro dia do tratamento, uma injecao intramuscular (no musculo
quadriceps) contendo quantidade suficiente de solugdo de cloreto de mercurio
(4,34ug/kg), dissolvido em salina, para atingir a concentracéo plasmatica de 20nM.
Nos dias subsequentes, levando em consideracao que a meia-vida do HgCI2 é 37 dias
(Azevedo, 2003), os ratos receberam doses diarias de reforco (0,07 pg/kg) contendo
somente a quantidade que eles excretariam em um dia, durante 4 semanas, para o
calculo das doses foi utilizada a seguinte equacgdo: Dose (D)= Volume de Distribuicao
(VD) x Concentracéo Plasmatica (CP), segundo protocolo experimental desenvolvido

por Wiggers et al. (2008), apresentado na figura 9.

Magsa Molar do HgCl2 = 271,50

2711,5g-1L-1M

271,55 mg - 1ml - 1M

Concentragiao de HgCl2 desejada: 20nM

0,000000271mg — 1ml — 1nM

®—1ml - 20nM

¥=5.43ng/ml (Concenfracdo Plasmatica)

Dose= Volume de Distribuigdo x Concentragdo Plasmatica (D=VDxCP)
Dose: 7

WD: Quantidade fotal de agua corperal (30%). 1kg de animal = 300ml de liguido
CP: 5,43ng/ml

D=3800x5 43=4344ng/ml ou Dose de Atague= 4,34mg'kg

Dose de manutengio

Eliminagde total: 2,17mg/kg — 0,07 ma/kg/dia

Figura 9: Protocolo de Exposi¢céo Cronica ao HgCI2. Adaptado de Wiggers et al. (2008)
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3.3 CIRURGIA DE INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

Apéds 3 semanas de exposicdo ao cloreto de mercurio ou salina os animais foram
anestesiados com Cetamina (70-90mg/Kg) e Xilazina (7-9mg/Kg) para realizagao de
cirurgia de inducao do infarto do miocéardio. Apds toracotomia do lado esquerdo entre
0 terceiro e quarto espaco intercostal, 0 musculo peitoral foi separado e as costelas
expostas. O coracao foi gentilmente exteriorizado. O ramo interventricular anterior da
coronaria esquerda foi ligado aproximadamente a 3 mm distal a sua origem atraves
do uso de fio mononylon 6.0 (Figura 10). Apés o coracédo ser colocado no lugar e o
térax fechado, os animais retornaram a respiracdo normal. O procedimento cirirgico
do infarto, apds abertura do térax, durou no maximo 30 s. Os grupos, SHAM e Hg +
SHAM, passaram pelas mesmas etapas citadas acima com excec¢ao da ligadura da

artéria coronariana.

A B

Figura 10: A) Cirurgia de inducdo ao infarto agudo do miocéardio. 1) Toracotomia entre o terceiro e
quarto espaco intercostal; 2) Exposicdo do coracéo; 3) Localizagdo do ramo interventricular anterior da
coronaria esquerda; 4) Ligadura da artéria (Adaptado: Mahmoud et al., 2014). B) Cirurgia de inducao

ao infarto do miocardio (Arquivo da professora Aurélia).

3.4 AVALIACAO DO RITMO CARDIACO APOS O INFARTO DO MIOCARDIO

Para avaliagdo das arritmias, o0s animais previamente anestesiados foram
posicionados em mesa cirurgica para registro eletrocardiografico com o auxilio de um
pré-amplificador (BioAmp, Adinstrumens, Australia) conectado a um sistema de

aquisicao de dados (PowerLab, AdInstruments, Australia ou Byopac Systems, Inc; CA)
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por 5 minutos antes da cirurgia, na derivacdo D1. Apés inducdo do infarto do
miocardio, descrito anteriormente, foi obtido o registro eletrocardiografico por 20

minutos apos a cirurgia e gravados para andlise off-line (Figura 11).

B

Figura 11: Animal anestesiado e submetido a analise eletrocardiogréfica apos a cirurgia de inducéo do

infarto (Fonte: prépria).

A analise de arritmias ventriculares foi realizada de acordo com a padronizacéo de

Walker et al. (1988). Os seguintes parametros foram medidos:

[0 A frequéncia cardiaca em intervalos de 5 minutos, sempre em periodos de ritmo

sinusal;
[J O numero de extra-sistoles ventriculares;

[0 O numero e a duragdo das taquicardias ventriculares (TV), caracterizado pela

ocorréncia de quatro ou mais extra-sistoles ventriculares consecutivas;

[1 Aincidéncia de fibrilacao ventricular (FV). A irreversibilidade da FV foi caracterizada
apos cinco minutos de cardioversdo mecanica. Além disso, 0s animais tiveram suas
arritmias analisadas pelo sistema de escores (Baczké et al., 1997). A Tabela 1

apresenta os valores especificos para cada condigéo.
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Tabela 1. Sistemas de Escores para a Caracterizacdo da Gravidade das Taquiarritmias Cardiacas Apés
o Infarto

Arritmias Escores

Nenhuma arritmia

TV < 10 segundos, sem F

TV entre 11 - 30 segundos, sem F

TV entre 30 - 90 segundos, sem F

TV entre 91-180 segundos ou FV < 10 segundo
TV > 180 segundos ou FV > 10 segundo

o o1~ W N - O

FV irreversivel
(Baczké et al., 1997)

3.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS PONDERAIS E HEMODINAMICOS

Apoés as gquatro semanas de experimentacdo, o que equivaleu a uma semana apos a
inducdo do IM, todos os grupos experimentais foram submetidos a estudos
hemodinamicos (Figura 12).

Os animais foram mantidos aquecidos (37°C) e sob plano anestésico adequado
(Cetamina: 70-90mg/Kg e Xilazina: 7-9mg/Kg). A artéria carétida comum direita foi
canulada com cateter de polietileno (PE-50) que foi conectado a um transdutor de
pressdo TSD 104 ligado ao sistema de aquisi¢do de dados (MP100 Byopac Systems,
Inc; CA). As medidas de pressao arterial sistolica (PAS em mmHg), presséao arterial
diastdlica (PAD em mmHg), pressdo arterial média (PAM em mmHg), frequéncia
cardiaca (em batimentos por minuto) e as derivadas de pressao positiva e negativa
(dP/dtx em mmHg/s) foram realizadas. Posteriormente, o cateter foi introduzido no
interior do VE para medida da presséo diastolica final (PDfVE em mmHgQ) e presséao
sistolica no VE (PSVE em mmHg). Apoés as avaliagdes, os animais foram sacrificados
através de sobredosagem da associacdo de anestésicos cetamina e xilazina,
administrados por via intravenosa. Em seguida o torax foi aberto para a exposicéo e
remocgdo do coracdo e pulmdes. As camaras cardiacas foram separadas e septo
interventricular foi considerado parte do ventriculo esquerdo. Para estimar a hipertrofia
cardiaca, foi realizado o calculo da razéo do peso do coracao pelo peso corporal total

dos animais (Cor/PC) e posteriormente este valor foi comparado entre 0s grupos.
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Para avaliar a congestao pulmonar, o peso umido dos pulmdes também foi corrigido

pelo peso corporal dos animais (PP/PC) e igualmente, comparado entre 0s grupos.

. HEMODINAMICA

SEMANA1A3 SEMANA 4
TRATAMENTO INFARTO TRATAMENTO

)

ELETROCARDIOGRAMA

Figural2: Cronograma de Experimentos. Durante trés semanas 0s animais receberam inje¢des

intramusculares com cloreto de mercuario. No final da terceira semana foram realizadas analises
eletrocardiograficas nos animais durante 5 minutos, em seguida foram submetidos a cirurgia de infarto
ou cirurgia ficticia, finalmente, mais 20 minutos de eletrocardiograma foram registrados. Os animais
sobreviventes receberam inje¢des intramusculares com cloreto de mercurio por mais uma semana. No
final da quarta semana os animais foram anestesiados para a aferi¢cdo dos dados hemodinamicos. Apds
a realizacdo do exame os animais foram eutanasiados, 6rgdos retirados e pesados, e amostras do

musculo cardiaco foram armazenadas para posteriores andlises bioquimicas.

3.6 ESTUDO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS: ESTRESSE OXIDATIVO DO
CORACAO

O experimento foi realizado em papilar de ratos dos grupos Controle e Mercurio. Apés
a disseccao, os papilares foram imersos em eppendorf com solucao tampao de Krebs-
HEPES com 30% de sacarose durante uma hora. A seguir, foram embebidas em meio
de incluséo para criostato (Tissue-Tek O.C.T.) e mantidas em -80 °C até o momento
de realizacéo dos cortes. Os papilares foram cortados com o criostato em seccdes de

10 pum de espessura e colocados em laminas de vidro gelatinizadas.

3.6.1 Deteccgado “in situ” da formagao de anion superoxido
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As laminas foram colocadas em estufa a 37 °C por uma hora para derreter o meio de
inclusédo. Logo em seguida foram incubados durante 30 min a 37°C em tampao Krebs-
Hepes (em mM: 130 NaCl, 5,6 KCI, 2 CaClz, 0,24 MgCl2, 8,3 HEPES e 11 glucose, pH
7,4). Em seguida, o tampao foi escorrido. Posteriormente foi realizada a incubagéo
com uma solucédo contendo HEPES, DHE (2 uM) e DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol
dicloridrato -DAPI, 1:10.000), com ou sem TIRON, por 30 min em uma camara
umidificada protegida contra luz a 37 °. Decorrido este tempo, as laminas foram
montadas com meio de montagem cobertas com laminula e ent&o visualizadas com
um microscopio invertido de fluorescéncia (Leica DM 2500, objetiva 40x), com uma
camera fotografica Leica DFC 310 FX, foram utilizados os mesmos ajustes de imagem
em ratos controle e expostos ao cloreto de mercurio. A fluorescéncia foi detectada
com um filtro de 568 nm e a quantificacao foi realizada utilizando o software Image J
(National Institutes of Health, EUA).

3.6.2 Deteccao “in situ” da formacgao de 6xido nitrico

As laminas foram colocadas em estufa a 37 °C por uma hora para derreter o meio de
inclusédo. Logo em seguida foram incubados durante 30 min a 37°C em tampéao fosfato
(0,1 M) contendo CaCl2 (0,45M), segundo protocolo de Marques, et.al. (2015). Em
seguida, o tampao foi escorrido e 0 excesso, secado. Posteriormente foi realizada a
incubagdo com uma solucéo contendo 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2 a 8uM) diluido
em solugéo tampéao fosfato com CaCl2 e DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol dicloridrato
-DAPI, 1:10.000), com ou sem L-NAME, por 30 min em uma camara umidificada
protegida contra luz a 37°. Decorrido este tempo, as laminas foram montadas com
meio de montagem cobertas com laminula e entdo visualizado com um microscépio
de fluorescéncia invertido (Leica DM 2500, objetiva 40x), com uma camera fotografica
Leica DFC 310 FX. Foram utilizados os mesmos ajustes de imagem em ratos controle
e expostos ao cloreto de mercurio. A fluorescéncia foi detectada com um filtro ~500-
560nm e a quantificacao foi realizada utilizando o software Image J (National Institutes
of Health, EUA).
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3.7 AVALIACAO DA AREA DE INFARTO

Para quantificar a area infartada o ventriculo esquerdo foi aberto e o tecido infartado
foi visualizado por transluminacédo, uma vez que se diferencia do tecido remanescente
por ser fibroso e fino. Apds a visualizacdo, a area de infarto foi separada do tecido
remanescente e as bordas foram contornadas em papel milimetrado que
posteriormente foi escaneado e a area de infarto calculada em mm? utilizando o

programa IMAGE J.

Figura 13: Bordas do ventriculo esquerdo contornadas em papel milimetrado: tecido

ndo infartado e da area de cicatriz. Fonte: Propria.

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Todas as medidas foram apresentadas como média = EPM. Foram realizados testes
de normalidade e usamos ANOVA uma ou duas vias para comparar as médias entre
grupos seguida de post hoc de Tukey ou Fisher. Nos casos de comparacgao entre duas
médias usamos o teste t de Student. Os valores foram considerados significantes para

um minimo de P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 AREA DE INFARTO
A porcentagem da area de infarto do miocardio néo foi diferente entre os grupos IM
(51,87+3,07) e IM+Hg (47,62+2,44), o que possibilitou a avaliagdo de um grupo mais

homogéneo de animais infartados (Figura 14).
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Figura 14: A) Tamanho da area de Infarto do Miocéardio (IM) comparada a &rea total do ventriculo
esquerdo (VE), dado expresso em porcentagem (%). Dados expressos como média +E.P.M. Para
andlise estatistica foi utilizado o teste t de Student ndo pareado, valores de p<0,05 foram considerados
significantes (p=0,96). B) Imagem do pulm&o e coracdo com &rea de cicatriz de infarto (Fonte: Arquivo

Professora Aurélia).

4.2 MORTALIDADE

Apés a cirurgia de inducdo ao infarto, o grupo que havia sido tratado com HgCl2
apresentou mortalidade de 31,82% enquanto o grupo controle apresentou 21,43% de

mortalidade em até 72 horas apdés as cirurgias (Figura 15).
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Figura 15: Probabilidade de mortalidade dos animais durante as 24, 48 e 72 horas posteriores as
cirurgias. Os dados estao expressos em porcentagem (%). Para analise estatistica foi utilizado Kaplan-

Meier.

4.3 DADOS PONDERAIS

Foram utilizados para esse estudo animais de 12 semanas pesando entre 230-2509.
Eles foram distribuidos entre os 4 grupos. Como esperado, todos 0s grupos
apresentaram ganho de peso entre o primeiro e o Ultimo dia de tratamento, quando o
protocolo de exposicdo ao mercurio foi finalizado. Na quarta semana, 0S grupos
infartados apresentaram menor ganho de peso em relacdo aos animais SHAM. Os
grupos infartados ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao peso
corporal (Tabela 2).

Tabela 2. Dados Ponderais

SHAM+Sal (n=18) SHAM+Hg (n=10) IM (n=15) IM+Hg (n=14)
Peso Inicial (g) 263,89+2 266,13+2 266,90+2 262,00+2
Peso Final (g) 361,72+5" 357,00+10" 341,10+7" 332,87+11*#"
Ganho de Peso (g) 98,33+4,76 99,21+7,34 74,20+8,85*# 77,21+8,26%#
Cor/PC (g) 2,82+0,04 2,87+0,12 3,83+0*# 3,73+0,22*#
VD/PC (g) 0,61+0,04 0,65+0,04 0,87+0,08*# 0,76+0,07*
PP/PC (g) 5,11+0,19 4,69+0,17 8,97+0,79*# 7,50+0,67*#+

Peso do Pulméo/Peso Corporal (PP/PC). Peso do Coragdo/Peso Corporal (Cor/PC). Dados expressos
como média +E.P.M. Para a andlise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de
Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: “vs Peso Corporal Inicial (PCi); *vs
SHAM+Salina; #vs SHAM+Hg; +vs IM+Salina.
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No presente estudo, foi detectada hipertrofia cardiaca nos animais infartados, como
demonstrado pela razéo entre o peso do coracdo e peso corporal (Cor/PC). A razéao
entre o peso do ventriculo direito e o peso corporal (VD/PC) foi maior no grupo IM +
Salina quando comparado aos grupos SHAM, enquanto o grupo IM + Hg foi diferente

apenas do grupo controle (Tabela 2).

Além disso, evidenciou-se um aumento na razdo entre peso dos pulmdes e peso
corporal (PP/PC) dos animais infartados. O aumento neste indice foi estatisticamente

maior no grupo IM + Salina quando comparado ao grupo IM + Hg (Figura 16).
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Figura 16: Peso do Pulmao/Peso corporal (PP/PC), dado expresso em gramas (g). Para a analise
estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes. *vs SHAM + Salina; #vs SHAM + Hg; +vs IM + Salina.

4.4 DADOS HEMODINAMICOS

Apds uma semana da cirurgia, observou-se que o0 mercurio provocou aumento na
pressdo arterial sistélica (PAS) dos animais, enquanto o infarto levou a uma

diminuicdo deste parametro (Figura 17).
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Figura 17: Pressédo Arterial Sistélica (PAS), expressa em milimetros de mercurio (mmHg). Dados
expressos como média +E.P.M. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post
hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: *vs SHAM + Salina; #vs

SHAM + Hg.

A pressao arterial diastélica (PAD) também foi aumentada como consequéncia da
exposicao ao cloreto de mercuario. Em contrapartida, a associacao entre o mercurio e

0 infarto desencadeou uma diminui¢cdo nesta medida (Figura 18).
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Figura 18: Pressédo Arterial Diastélica (PAD), expressa em milimetros de mercurio (mmHg). Dados
expressos como média +E.P.M. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post
hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: *vs SHAM + Salina; #vs

SHAM + Hg; +vs IM + Salina.
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Conforme demonstrado na Tabela 3, tanto a pressao sistélica do ventriculo esquerdo
(PSVE), quanto a derivada temporal de maxima positiva e maxima negativa (dP/dt+ e

dP/dt-) foram diminuidas nos grupos IM.

Tabela 3. Dados Hemodinamicos

SHAM+Salina SHAM+Hg IM IM+Hg
(n=13) (n=13) (n=8) (n=9)

PAS (mmHg) 105,08+3 114,71+4* 95,47+3,58*# 90,01+2,96*#
PAD (mmHg) 76,13+3,30 89,23+4,19* 78,82+1,44 63,604, 27*#+
PSVE (mmHg) 113,96+5 118,345 98,61+2,94*# 91,70+4,04*#
PDfVE (mmHg) 7,31+1,25 5,38+1,44 15,95+2,84*# 9,56+1,38+
dP/dt+(mmHg/s) 5514,56+543 5779,31+728 3623,05+315*# 2782,07+£322*#
dP/dt- (mmHg/s) -3500,43+403 -3179,75+354 -2247,60+122*# -1832,74+125*#

Pressado Arterial Sistélica (PAS); Pressdo Arterial Diastélica (PAD), Pressédo Sistélica do Ventriculo
Esquerdo (PSVE), Presséao Diast6lica Final do Ventriculo Esquerdo (PDfVE), Derivada de Presséo pela
Derivada de Tempo Maxima (dP/dt+), Derivada de Presséo pela Derivada de Tempo Minima (dP/dt-).
Dados expressos como média +E.P.M. Para a andlise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida
de post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: *vs SHAM + Salina,
#vs SHAM + Hg; +vs IM + Salina.

Os animais do grupo IM+Salina apresentaram aumento significante na pressao
diastodlica final do ventriculo esquerdo (PDfVE) em comparacdo com todos os outros

grupos deste estudo (Figura 19).
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Figura 19: Pressao Diastdlica Final do Ventriculo Esquerdo (PDfVE), expressa em milimetros de
mercurio (mmHg). Dados expressos como média +E.P.M. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA
2 vias, seguida de post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: *vs
SHAM + Salina; #vs SHAM + Hg; +vs IM + Salina.
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4.5 DADOS DO ELETROCARDIOGRAMA

Sabe-se que o infarto agudo do miocérdio provoca uma isquemia no tecido cardiaco
que leva a uma subita diminuigdo no aporte de nutrientes e oxigénio. Sem oxigénio, o
midcito passa a utilizar o metabolismo anaerdbico e consequentemente promove
acumulo de lactato e ADP, enquanto ha deplecéo de ATP no tecido. A diminuicdo de
ATP afeta a funcdo de bombas como a de Ca2+ e Na+/K+ ATPase, 0 que promove
alteracdes nos gradientes i6nicos de membrana e potenciais de agao, afetando a
contracao e a eletrofisiologia cardiaca. Isto propicia a ocorréncia de arritmias (Hundahl
et al., 2017). lgualmente, o HgCl2 foi associado a alteracdes de proteinas e bombas
importantes na eletrofisiologia do coracdo (Fernandes et al., 2015; Vassallo et. al.,
2018).

No presente estudo, foram realizadas analises eletrocardiogréaficas dos coracfes dos
animais 5 minutos antes e 20 minutos apés a cirurgia de inducdo do IM. Foram
avaliadas frequéncia cardiaca e a ocorréncia de arritmias como extrassistoles,
taquicardias e blogueios da conducdo elétrica cardiaca. A Tabela 4 apresenta as
médias de FC, bloqueios atrioventriculares (BAV), nimero de extrassistoles

ventriculares (ESI), taquicardia ventriculares (TV) e o coeficiente de Baszcké.

Tabela 4. Dados Eletrocardiograma

Apos cirurgia SHAM+Sal (n=21) SHAM+Hg (n=20) IM+Salina (n=37) IM+Hg (n=40)
FC (bpm) 274,36+9 263,56+13 236,10+9*" 256,72+9
BAV (min) 0,0040,00 0,81+0,67 4,35+0,96*#" 3,64+088*#"
ESI (uni) 4,24+4,14 19,70+10,77 89,13+16,19*#" 136,59+18*#+"
TV (minutos) 0,00+0,00 0,36+0,30 1,67+0,33*#" 3,2610,47*#+"
Bascko (escore) 0,24+0,19 0,75+0,35 2,97+0,30*# 4,00+0,21*#+

Dados expressos como média £E.P.M. Para a andlise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida
de post hoc de Tukey e Sidak. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: “vs Pré-
cirurgia; *vs SHAM + Salina; #vs SHAM + Hg, +vs IM + Salina. Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos
por minuto (bpm); Bloqueio Atrioventricular (BAV); Extra-sistole Isolada (ESI); Taquicardia Ventricular
(TV).
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N&o houve diferencas significativas em relacdo a frequéncia cardiaca (FC) dos
animais em nenhum dos grupos e em nenhum tempo analisado, nem antes ou apos

as cirurgias (Tabela 4).

A incidéncia de bloqueios atrioventriculares (BAV) apo0s a cirurgia foi maior nos
animais infartados (IM + Salina e IM + Hg), porém nao houve diferenca entre ambos.
Em relacdo as extrassistoles ventriculares (ESI) e taquicardias ventriculares (TV), foi
observado significativo aumento nos grupos de animais infartados quando
comparados aos animais dos grupos SHAM. Além disso, as ESI e TV foram
amplificadas nos animais que associaram o infarto a intoxicac&o por mercurio (Figura
20 e 21).
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Figura 20: A) Nimero de Extrassistoles ventriculares isoladas (ESI), expressas em unidades. Para a
andlise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes. p<0,05: *vs SHAM + Salina. B) Imagem de extrassistoles observadas em

registro visualizado pelo programa LabChart (Fonte: Prépria).
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Figura 21: A) Porcentagem de tempo de ocorréncia de taquicardias ventriculares (TV). Para a analise
estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes. p<0,05: *vs SHAM + Salina. B) Imagem de taquicardia ventricular

observada em registro visualizado pelo programa LabChart (Fonte: Propria).

O escore de Bascko leva em consideracgéo a gravidade das taquicardias ventriculares
e a ocorréncia de fibrilagdo ventricular, nesta avaliacdo também foi observado um pior
indice nos grupos IM+Salina e IM+Hg quando comparados aos grupos SHAM+Salina
e SHAM+Hg. Mais uma vez, os resultados foram ainda piores no grupo IM+Hg quando

comparado a todos os outros grupos (Figura 22).
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Figura 22: Escore de Bascké. Para a andlise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post
hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05: *vs SHAM+Salina; #vs
SHAM+Hg

Conforme demonstrado na Tabela 5, houve forte correlacdo entre mortalidade e

blogueios, extrassistoles isoladas, taquicardias ventriculares e coeficiente de Bacsko.

Tabela 5. Correlacdo de Arritmias e Mortalidade

Arritmia Mortalidade
BAV r=0,9487
ESI r=0,0487
™ r=0,7379
Bacsko 10,9487

Para a andlise estatistica foi utilizada Corre¢cdo de Spearman. Valores >0,70 representam uma forte
correlagdo. Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm); Extrassistole Isolada (ESI);

Taquicardia Ventricular (TV); Bloqueio Atrioventricular (BAV).

Seguindo as analises elétricas, além de alteracbes ritmicas, podemos fazer
consideracdes a partir de mudancas no tracado do eletrocardiograma (ECG), onde
avalia-se a amplitude da onda R, S e T e altura de ST (Tabela 6). Esses parametros
demonstram altera¢des do ritmo cardiaco e, portanto, sua avaliacdo é essencial para

o diagndstico de algumas doencas cardiacas, como o IM.
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Os parametros relacionados ao desnivelamento de ST sdo bem documentados em
humanos para o diagnostico do infarto, mas também podem ser observados em
situacdes de desequilibrio hidroeletrolitico, bloqueios de condugéo e canalopatias, por
exemplo. Alguns estudos relacionam alteragdes no seguimento ST de ratos a
isquemia e infarto, no entanto, ndo existem critérios bem definidos. Nos ratos, pode
ser conveniente analisar a onda T, pois esta eleva-se acompanhando a onda S, ou
analisar o intervalo QT, que tende a se alongar com o prolongamento do ST
(Konopelski e Ufnal,2016).

Tabela 6 - Tragado do eletrocardiograma (Pré e Pés-cirurgia)

Pré-cirurgia Pos-cirurgia
SHAM+Sal SHAM+Hg IM+Sal IM+Hg SHAM+Sal SHAM+Hg IM+Sal IM+Hg
(n=18) (n=15) (n=36) (n=37) (n=18) (n=15) (n=36) (n=37)
Amplitude R (mV)
0,17+0,02 0,16+0,02 0,18+0,02 0,19+0,02 0,16+0,03 0,23+0,05 0,33+0,03*" 0,32+0,03*"
Amplitude S (mV)
-0,03+0,01  -0,03+0,01  -0,02+0,02  -0,02+0,2 0,00+0,02 0,00+0,02 0,13+0,02*#" 0,10+0,02*#"
Altura ST (mV) 0,03+0,01 0,01+0,01 0,00+0,01 0,00+0,01 0,09+0,03 0,14+0,06 0,39£0,03*#" 0,36+0,03*#"
Amplitude T (mV)
0,10+0,02 0,07+0,03 0,08+0,02 0,18+0,04 0,10+0,03 0,15+0,06 0,42+0,04*#" 0,39+0,04*#"

Dados expressos como média zE.P.M. Os valores foram considerados significantes para p<0,05.
p<0,05:"vs Pré-cirurgia; *vs SHAM + Salina; #vs SHAM + Hg.

Ao comparar as médias entre 0s grupos, nao foi observada diferenca na altura de ST
no periodo anterior as cirurgias. Porém, no periodo apés as cirurgias foi possivel
observar que os animais submetidos ao infarto agudo do miocérdio (IM + Salina e IM
+ Hg) apresentaram supra desnivelamento de ST quando comparados aos animais
submetidos a cirurgia ficticia (SHAM + Salina e SHAM + Hg) (Figura 23).
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Figura 23: Altura de ST antes da cirurgia, expressa em milivolts (mV). Para a analise estatistica foi
utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados

significantes.

4.6 DADOS BIOQUIMICOS

Conforme demonstrado na Tabela 7, os animais infartados;-apresentaram niveis
de fluorescéncia mais intensos nos experimentos de DAF (Figura 24 e 25) e DHE
(Figura 26 e 27). Tais dados indicam uma maior producdo de éxido nitrico e anion
superoéxido no tecido cardiaco dos animais infartados. Ao comparar 0s animais apenas
infartados e os animais infartados e expostos ao mercurio € possivel afirmar que a
exposicdo ao metal gera um agravamento na producdo das espécies reativas de

oxigénio aqui analisadas.

Tabela 7 — Intensidade de Fluorescéncia DAF e DHE — Unidade Arbitraria (u.a)

Com L-NAME/TIRON Sem L-NAME/TIRON
SHAM+Sal SHAM+Hg IM+Sal IM+Hg SHAM+Sal SHAM+Hg IM+Sal IM+Hg
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
DAF
19,47+3,8 27,86+4,9 34,63+10 44,98+5,3 57,27+8 106,3+11* 206,98+9*#' 246,1+4*#+'
DHE
2,50+1,7 2,29+15 12,3845,9 35,31+4,6 1,79+1,8 58,88+6*" 170,88+7,3*#' 220,76+£12*#+"

Dados expressos como média +E.P.M. Os valores foram considerados significantes para p<0,05.

p<0,05: ‘vs L-NAME/Tiron; *vs SHAM+Salina; #vs SHAM+Hg, +vs IM+Salina.



T 300+
a = SHAM+Salina (n=7)
g3 3 SHAM+Hg (n=7)
g% 200 = IM+Salina (n=7)
eT
gg ma [M+Hg (n=7)
S5
a
33 100
oz
am [l
c
g Lm0
COM L NAME SEM L NAME
SHAM+Salin: SHAM+Salina + L-NAME SHAM+Hg SHAM+Hg + L-NAME na IM+Hg + L-NAME

---- "

Figura 24: A) Intensidade de Fluorescéncia (DAF), com e sem L-NAME, expressa em unidade

DAPI

arbitraria (u.a). Para a analise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de
Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05:'vs com L-NAME; *vs
SHAM+Salina; #vs SHAM+Hg; +vs IM+Salina. B) DAF — Comparacdo dos grupos com e sem
L-NAME. Imagens de fluorescéncia de 6xido nitrico obtidas através de microscépio invertido
(Leica DM 2500, objetiva 40x) e camera fotografica Leica DFC 310 FX.

SHAM+Salina SHAM+Hg IM+Salina

Figura 25: DAF — Comparacao entre grupos. Imagens de fluorescéncia de 6xido nitrico obtidas
através de microscopio invertido (Leica DM 2500, objetiva 40x) e camera fotogréfica Leica DFC
310 FX.
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Intensidade de fluorescéncia (DHE)
Unidade arbitraria (u.a.)

H.
- 3 SHAM+Salina (n=7)

200 - = SHAM+Hg (n=7)

= IM+Salina (n=7)
150+

B IM+Hg (n=7)
1004
50 |;|
0 ﬁ_.

T T
COM TIRON SEM TIRON

IM+Salina IM+Salina + TIRON IM+Hg IM+Hg +TIRON

SHAM+Salina SHAM+Salina + TIRON SHAM+Hg SHAM+Hg + TIRON

) ---- DHE
B -- - - B
- --- -

Figura 26: A) Intensidade de Fluorescéncia (DHE), com e sem TIRON, expressa em unidade

arbitraria (u.a). Para a analise estatistica foi utilizada ANOVA 2 vias, seguida de post hoc de
Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. p<0,05:'vs com TIRON; *vs
SHAM+Salina; #vs SHAM+Hg; +vs IM+Salina. B) DHE — Comparac¢&o dos grupos com e sem
L-NAME. Imagens de fluorescéncia de 6xido nitrico obtidas através de microscaépio invertido
(Leica DM 2500, objetiva 40x) e camera fotogréfica Leica DFC 310 FX.

SHAM+5alina SHAM+Hg IM+Salina IM+Hg

Figura 27: DHE — Comparacgédo entre grupos. Imagens de fluorescéncia de anion superéxido

DHE

DAPI

Merge

obtidas através de microscépio invertido (Leica DM 2500, objetiva 40x) e camera fotografica
Leica DFC 310 FX.
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5- DISCUSSAO

Sabe-se que a mortalidade apés o IM esta, principalmente, relacionada com o
tamanho da &rea de infarto. Nosso estudo utilizou animais com infartados moderados
compreendidos entre 45 a 55%. O fato de néo ter havido diferenca em relacdo a area
de infarto, permitiu que fosse realizada uma andalise homogénea dos resultados,
eliminando correlacéo da mortalidade com o tamanho da area de cicatriz. Os dados
demonstram, pela primeira vez, que a mortalidade apos a cirurgia foi aumentada nos
animais do grupo de animais que associaram o infarto a exposi¢cado ao mercurio. Cerca
de 21,43% dos animais do grupo IM + Salina foram a 6bito durante as 24 horas ap0s
a cirurgia, e ndo houve mortalidade nas horas sequentes. No grupo IM + Hg, 22,74%
dos animais morreram até as 24 horas seguintes ao infarto, mais 4,54% morreram
entre 24 a 48 horas e outros 4,54% morreram entre 48 a 72 horas, totalizando uma
mortalidade de 31,82%. O aumento na mortalidade de animais infartados e
previamente expostos ao mercurio, pode ser sugerido, nesse estudo, pelo maior

escore de arritmias analisado através do indice de Bascko.

O proximo passo do presente trabalho foi buscar entender o que estaria promovendo
0 aumento de arritmias nos animais que associaram o infarto & exposi¢do ao mercurio.
Alteracdes no eletrocardiograma poderiam ser explicadas pelo fato de que tanto na
intoxicacdo por mercurio, quanto no infarto do miocardio ha estimulos pro-
inflamatorios e pro-oxidantes (Hori e Nishida, 2008; Tinkov et. al. 2015; Faria et al.,
2018).

De fato, os dados do presente estudo indicam uma maior producdo de éxido nitrico e
anion superoxido no tecido cardiaco dos animais infartados. Ao comparar 0s animais
apenas infartados e os animais infartados e expostos ao mercurio, observou-se que a
exposicdo ao metal gerou uma intensificagdo na producéo das espécies reativas de

oxigénio aqui analisadas.

Isso pode ser explicado pelo fato de o mercurio ter relacdo com o desequilibrio redox
por afetar proteinas e consequentemente prejudicar o sistema antioxidante, além de
provocar auto oxidagdo da membrana interna mitocondrial, favorecendo a produc¢ao
de EROs. O metal também induz a ativagdo de xantina oxidase (XO) e NADPH-
oxidase, ambas relacionadas a producéo de espécies reativas de oxigénio (Houston,
2007; Tinkov et. al. 2015; Brancoet. al., 2017; Genchi et. al., 2017;).
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O aumento na producdo de EROs, desencadeado tanto pelo mercurio quanto pelo
infarto, promove peroxidacao lipidica de membranas celulares e estimula a abertura
do trocador Na-Ca canais Ca?* sensiveis a voltagem, além de promover a liberagéo e
dificultar a recaptacédo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico. Ao mesmo tempo as
espécies reativas estimulam a transducdo de sinal que estimulam a producéo de
citocinas inflamatorias que, entre outras acdes, também interferem no equilibrio de
Ca?* intracelular. Sabe-se que desequilibrios i6bnicos em mibcitos relaciona-se a
alteracdes elétricas cardiacas e consequentemente a arritmias (Mukherjee et al.,
2002; Hori e Nishida, 2008).

Prévios estudos realizados pelo nosso grupo também observaram um aumento de
EROs em aortas e artérias mesentéricas de ratos expostos cronicamente a baixas

doses de mercurio (Wiggers et. al. 2008)

Sabe-se a producédo excessiva de EROs pode causar danos celulares, apoptose
devido a oxidagéo de lipidios, DNA, proteinas, além de estimular ativacao de células
inflamatorias e disfuncéo endotelial. Diversos s estudos mostram que o mercurio tanto
estimula a producdo de EROs quanto favorece a diminuicdo de proteinas
antioxidantes em diversos 6rgéos e sistemas de animais e humanos (Miller e Woods,
1993; Huang et. al., 1996; Mahboob et. al., 2001; Reus et. al., 2003; Kim e Sharma,
2004; Chen et. al., 2005; Houston et. al., 2007; Pollack et. al, 2012; Santana, et. al.,
2018; Oliveira et. al., 2019).

Uma dessas proteinas, a glutationa, através da glutationizacéo, tem influéncia sobre
as funcbes do sarcomero devido a modulacdo de seu estado redox. Na S-
glutationilacdo ocorre uma ligacdo do enxofre com o fosforo, o que interfere nas
fosfatases e/ou quinases e influencia vias de fosforilagédo. A influéncia sobre vias de
fosforilagédo afeta o funcionamento de estruturas cardiacas cruciais, como o receptor
cardiaco de rianodina, SERCA2 e Na*/K* ATPase. Além disso, a glutationilacao de
proteinas regula numerosos processos fisiologicos, incluindo contracdo do midcito,
sintese proteica e vasodilatacdo. Portanto, perturbacbes no estado de
glutationonizacdo de proteinas podem contribuir para a etiologia da doencas
cardiovasculares, como infarto do miocardio, hipertrofia cardiaca e aterosclerose.

Estudos sobre proteinas glutationiladas e seu papel critico em doencas
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cardiovasculares tem trazido perspectivas para o desenvolvimento de drogas e

biomarcadores para alteracfes cardiovasculares ( Pastore e Piemonte, 2013).

A relacdo entre EROs e Ml também é bastante conhecida e estudada ha muito tempo
(Moris et al.,, 2017). Em 1998, Chen e colaboradores demonstraram que a
superexpressao da enzima antioxidante SOD foi capaz de diminuir significantemente

a area de infarto de camundongos.

Pesquisadores do nosso grupo, investigaram a associacao entre o IM e exposicao ao
mercurio, assim como no presente estudo, e também observaram um aumento na
producéo de EROs no grupo de animais que foram expostos ao mercurio e submetidos
a cirurgia de inducao ao infarto. Os autores concluiram que a XO foi a responsavel
por este aumento de espécies reativas de oxigénio que levaram seus animais a uma

disfuncéo endotelial vascular (Faria et. al., 2018).

Sabe-se que o mercurio interfere em uma cascata de substancias reguladoras
endoteliais. O metal afeta a atividade plasmatica da enzima conversora da
angiotensina (ECA), e a angiotensina Il estimula a liberacdo de prostaglandinas em
células do musculo liso. O metal ativa a fosfolipase A2 (através da ativacdo dos
receptores AT1) que contribui para a formacéo do acido lisofosfatidico e araquidénico
ao catalisar a hidrélise de glicerofosfolipideos na posi¢cdo sn-2. Deste modo, o
mercurio contribui para a formacdo de mediadores inflamatorios como as
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que sao metabdlitos do acido
araquidénico, além de regular a expressao da COX-2 (Pecanha et. al. 2010; Furieri et.
al.2011; Genchi, et. al, 2017).

A COX-2, por sua vez, aumenta a expressao da enzima NADPH oxidase, que estimula
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Rizzetti et. al. 2017). Em
situacdes onde ha aumento de espécies reativas de oxigénio (mais especificamente
0 anion superoxido), o oxido nitrico (NO) associa-se a ele ficando indisponivel para
exercer sua funcdo vasodilatadora no endotélio, o que dificulta o relaxamento do

musculo liso vascular (Rizzetti et. al., 2018).

Pode-se sugerir também, que a maior mortalidade pudesse estar relacionada a
alteracdes hemodinamicas, visto que em situacdes como de IM, ocorrem alteracdes
pressoricas que podem ser desencadeadas por disfun¢des endoteliais vasculares

através do prejuizo na sinalizacdo da enzima Oxido Nitrico Sintase endotelial eNOS.
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Sabe-se que a eNOS é relacionada a producao de 6xido nitrico (NO), que por sua vez,
possui papel essencial no endotélio vascular. A substancia atua como vasorrelaxante,
indutor de angiogénese e vasculogénese, além de mediar efeitos bactericidas dos
macréfagos. A evolucdo adequada desse mecanismo foi relacionada a homeostase
cardiovascular, biogénese ribossémica e sintese de proteinas. Tais eventos levam a
uma adaptacao as condicdes de estresse e se relacionam a longevidade excepcional.
No entanto, a disfuncdo endotelial modifica este mecanismo, levando & alteragéo no
metabolismo da parede vascular, a diminuicdo na biodisponibilidade e responsividade

a vasodilatadores, bem como ao aumento do risco de morte (Villa et al., 2015).

A exposicdo a baixas concentracdes de mercurio também se relaciona a alteragdes
vasculares, uma vez que favorece o estresse oxidativo endotelial e leva a lesdo
vascular, promovendo aumento da resisténcia vascular periférica. Ja foi demonstrado
anteriormente que tal resisténcia estd associada a um maior risco de mortalidade
(Lemos et al., 2012).

Considerando que tais alteracdes tém influéncia sobre a hemodinamica cardiaca,

foram analisados os parametros pressoricos dos animais.

N&o houve diferencas significativas em relacdo a frequéncia cardiaca (FC) dos
animais em nenhum dos grupos e em nenhum tempo analisado, nem antes ou ap0s
as cirurgias. Este resultado corrobora com a literatura, pois trabalhos utilizando este
mesmo modelo de intoxicacdo cronica por mercurio ndo demonstraram alteracdes na
FC (Furieri et. al., 2011; Vassallo et. al., 2018). No entanto, alteracées na FC foram
observadas em estudos que utilizaram grandes concentra¢des agudas de HgCl2 em
coracles isolados de ratos. Os autores sugerem que a alteracdo na FC poderia ser
devido uma sobrecarga de Ca mioplasmatico, que levaria a um estimulo do
mecanismo de troca Na-Ca e consequentemente a geracdo de correntes

despolarizantes (Massaroni et. 1995; Vassallo et. al., 1996).

Os resultados apresentados demonstraram que o grupo SHAM + Hg apresentou

aumento dos indices de PAS e PAD comparado com grupo SHAM+Salina.

Massaroni et. al. (1995) ndo observaram alteragdes na FC e PAS ao utilizar uma dose
aguda de mercurio (0.5mg/kg). No entanto, Vassallo et. al. (1996) testaram uma dose
de mercuario maior (5mg/kg) que induziu a queda progressiva da PAS, FC e forca de

contracdo cardiaca. Uma maior concentragdo, administrada de forma aguda,
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50mg/kg, diminuiu ainda mais esses parametros, além de desencadear arritmias em

ratos, levando os animais a 6bito em 1 minuto.

Em alguns experimentos crénicos com doses de exposi¢cao de mercurio, 0 metal ndo
foi capaz de influenciar a presséo arterial sistolica (PAS), presséao diastoélica (PAD),
presséo sistdlica do VE (PSVE), dP/dt+ e dP/dt-. Apenas foi observado um pequeno
aumento na pressao diastdlica final do VE (PDfVE) (Furieri et. al., 2011; Vassallo et.
al., 2018).

Os resultados do presente, bem como de estudos prévios realizados pelo nosso grupo
de pesquisa, indicam que as alteracdes sdo dependentes da dose de mercuirio e
tempo de exposicao ao metal.

A associacdo entre mercuario e IM (grupo IM+Hg), fez com que as PAS e PAD
diminuissem. Apesar da PAS também ter diminuido no grupo IM + Salina, a PAD

permaneceu inalterada.

As andlises de parametros pressoricos, também demonstraram que 0s animais
infartados, expostos ou ndo ao mercurio, apresentam diminuicdo na PAS, PSVE e
dP/dt+ e dP/dt-.

Alteracdes nesses parametros reforcam a piora na funcionalidade cardiaca
desencadeada pelo infarto. A PSVE representa a pressdo dentro do ventriculo
esquerdo, enquanto a PAS representa a pressao arterial durante a ejecdo. Ja a dP/dt+
e dP/dt- sdo parametros que dizem respeito a derivada maxima e minima da pressao
ventricular esquerda ao longo do tempo. Essas medidas influenciam e s&o
influenciadas pela pela pré e pds-carga ventricular, o que determina sua relagdo com

a contratilidade cardiaca (Hamlin e del Rio, 2012).

Em um estudo realizado por Stefanon et. al (2009), em que os autores analisaram as
alteracdes agudas e tardias apos o IM, ndo foram observadas alteragbes nos
parametros de PAS, PAD e PSVE. Contudo os pesquisadores identificaram aumento
na PDfVE tanto no periodo agudo (3 dias) quanto no periodo tardio (30 dias) ap0s
cirurgia de inducédo de infarto. Em relagdo a dP/dt+ e dP/dt-, os autores registraram

uma diminui¢cdo dos parametros apenas no periodo tardio apés IM.

Outros estudos que avaliaram padrées hemodindmicos também ndo observaram

diferenca na PAS, PAD, PSVE e FC quando compararam animais controle a animais
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infartados. Porém foi registrado um aumento da PDfVE e diminuicdo da dP/dt+ e
dP/dt- nos animais que apresentaram menor funcdo contratil 60 dias apdés o IM.
(Stefanon et al., 2013; Fernandes et al., 2015).

Os resultados hemodinamicos obtidos no presente estudo mostraram-se associados
aguelas alteracfes ja bem documentadas apos o IM. Pode-se inferir que as alteracdes
pressoricas e arteriais foram causadas pelo IM e ndo pela exposicéo crbénica a baixas

doses de Hg.

Ao avaliar os parametros ponderais, ndo foram observadas diferencas significativas
guando comparamos o ganho de peso do grupo SHAM + Salina com grupo SHAM +
Hg. Este dado sugere que, baixas concentra¢des cronicas de mercurio, ndo interferem
no peso corporal dos animais, nesse estudo. De fato, outros estudos compararam a
evolucdo de peso entre animais controle e animais expostos cronicamente ao HgCl2
e também nao observaram alteracdes no peso dos animais expostos ao metal (Furieri
et. al., 2011, Vassallo et. al., 2018).

No entanto, foi observado um menor ganho de peso corporal nos animais infartados.
Este resultado corrobora com outros estudos que também demonstraram perda de
peso corporal j& na primeira semana apos o IM (Stefanon et al., 2013; Fernandes et
al., 2015).

A perda de peso corporal ocorre apos o IM por fatores associados a perda de apetite,
0 que leva a menor ingesta de alimentos. A caguexia pode se instalar em estagios
mais avancados do remodelamento apos o IM. (Faria et al., 2011)

A diminuicdo do peso € um indicativo de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
(IC). Faria et al. (2011) demonstraram que a perda de peso corporal correlacionou
com o desenvolvimento da IC. Este dado é reforcado pelo fato de que os animais do
grupo IM + Salina apresentaram um aumento PDfVE, dado que evidencia a instalagao
da doenca ja na primeira semana apos o IM.

Esta alteracdo na PDfVE, por se relacionar a instalagéo da insuficiéncia cardiaca e
congestao pulmonar, pode ser a causa do aumento do PP/PC no grupo IM + Salina

guando comparado ao grupo IM + Hg.

Pode-se especular ainda, que a menor razdo PP/PC, no grupo IM + Hg quando
comparado ao grupo IM + Salina, se deva a ocorréncia de resisténcia pulmonar em

ratos expostos ao mercurio. Rossoni et al. (1999) perfundiram pulmdes isolados de
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ratos em fluxo constante para medir a resisténcia pulmonar. Apos iniciar infusdo
continua de HgClI2, observaram um aumento constante da pressdo media de perfusdo
pulmonar, indicando um efeito vasoconstritor pulmonar produzido pelo metal. Os
autores relacionam este achado ao fato de que o pulméo é um importante local na
remocao do mercurio da corrente sanguinea, visto que 10 a 20% do metal pode ser

exalado ap0s injecdo intravenosa de mercurio.

Sugerimos que esta reducao na circulagdo sanguinea no pulmao pode promover uma
diminuicdo na retencao de fluidos, bem como uma menor deposicao de proteinas
neste 6rgdo, gerando assim um menor incremento de peso local. Além disso, pode
haver algum sistema adaptativo, ainda n&do elucidado, agindo nestes animais

sobreviventes a exposicdo ao mercurio e ao infarto do miocéardio.

Nossos dados demonstraram um aumento na razao entre peso do coracdo pelo peso
corporal (Cor/PC) nos animais infartados quando comparados aos animais SHAM +
Salina e SHAM + Hg.

De fato, € esperado que o remodelamento cardiaco, apés o IM gere hipertrofia e
dilatacdo dos ventriculos através do rearranjo de proteinas e disfuncéo contratil. Essas
alteracOes estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento na insuficiéncia
cardiaca (Grans et al., 2014). Tais caracteristicas do remodelamento sdo detectadas
pelo aumento dos parametros Cor/PC e PP/PC (Stefanon et al., 2013; Fernandes et
al., 2015; Fernandes Corréa et al., 2019). Além disso, o0 peso do ventriculo direito pelo
peso corporal (VD/PC) foi maior nos grupos IM + Salina e IM + Hg, quando
comparados ao grupo SHAM + Salina e SHAM+ Hg, 0 que pode ser tipicamente
avaliado como remodelamento cardiaco apés o IM (Stefanon et al., 2013; Fernandes
et al., 2015; Fernandes Corréa et al., 2019).

Ainda, o aumento da razdo VD/PC, demonstra a hipertrofia do VD. Essa razé&o foi
menor No grupo exposto ao metal. Um estudo realizado pelo nosso grupo mostrou que
o0 VD pode ser considerado um independente preditor da mortalidade e
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca apés o IM. Nesse estudo, 0s pesquisadores
demonstraram que a funcdo do VD esteve preservada, em ratos que nao
apresentaram aumento da PDFVE. Ainda, os autores mostraram que 0 aumento na
expressdo da SERCA esteve correlacionado com a preservacao da funcdo contratil
nessa camara, diminuindo a mortalidade/morbidade dos animais submetidos a injuria

(Fernandes et al.,, 2015). No presente estudo, observou-se que 0s animais que
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sobreviveram ao IM e a exposicdo ao Hg tiveram menor hipertrofia do VD, podendo-
se especular que seja esse, um dos fatores, que contribuiram para que os animais do

grupo IM + Hg sobrevivessem a associacao dos fatores ao fim da quarta semana.

Ainda que, tenham sido encontradas associacdes entre os dados hemodinamicos e
os dados ponderais, ndo encontramos nestes dados hemodinamicos uma resposta

para as maiores taxas de mortalidade em IM + Hg.

Outros autores sugeriram que o aumento da mortalidade em animais expostos ao
mercurio pode estar associado a alteracbes em proteinas importantes para a
contratilidade cardiaca, bem como altera¢cées em canais que influenciam os potenciais

de acao e o ritmo cardiaco (Vassalo et. al., 1996; Vassallo et al., 2018).

De fato, ao analisar os dados eletrocardiogréaficos, observamos que animais do grupo
IM + Hg apresentaram aumento de arritmias, evidenciadas pelo aumento de
extrassistoles ventriculares, taquicardias ventriculares e do coeficiente de Bazcko.
Testes estatisticos realizados posteriormente confirmaram uma forte correlacéo entre

as arritmias e mortalidade.

6- CONCLUSAO

Ao analisar os dados originais desse estudo podemos concluir que 0s animais
expostos ao mercurio, e com associacdo do infarto, apresentaram maior mortalidade
como sugerido, pelo maior escore de arritmias analisado através do indice de Bascko.
No que se refere as alteragcdes hemodinamicas observadas no grupo IM+Hg, essas
nao foram, suficientemente, compensatérias para amenizar os maleficios causados
pelo aumento de EROs e arritmias neste grupo. Maleficios estes que foram
diretamente relacionados ao aumento da mortalidade no grupo. Pode-se, portanto,
afirmar que doses de exposicao de HgCl2 tornam piores os efeitos do infarto agudo do
miocardio, promovendo o agravamento dos eventos cardiacos desencadeados pelo

IM, que pode indicar um pior prognostico em infartados.

Os resultados deste estudo apresentam grande relevancia para a saude publica, pois
evidenciam que a exposicdo ao mercurio pode trazer consequéncias fisiologicas e
bioguimicas que levam a um pior desfecho de uma das doencgas que mais mata e que

traz gastos importantes para a saude publica. Além disso, enfatiza a importancia de
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que sejam criados controles e punicdes mais rigorosos no que diz respeito a
contaminacgao por mercurio ao meio ambiente. Também é essencial que a populacao
seja conscientizada sobre os riscos deste metal e que sejam feitas andlises mais
constantes nas aguas, peixes e até mesmo nos niveis sanguineos da populacdo em
geral, e especialmente em individuos que sejam do grupo de risco para doencas

cardiovasculares.
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