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RESUMO 

A intoxicação por mercúrio (Hg) é um problema de saúde global, difícil de 
diagnosticar devido à ausência de sintomatologia clara e métodos de análise 
acessíveis. A contaminação pode ocorrer de forma natural ou antropogênica, como 
no caso do garimpo ilegal, especialmente na região Yanomami, no Brasil. O Hg é um 
disruptor endocrínico que afeta o eixo hipotálamo-hipófise-gônada, desregulando o 
sistema de oxido-redução e causando estresse oxidativo, o que prejudica os gametas 
e pode ser um fator etiológico da infertilidade, especialmente masculina, que 
representa 50% dos casos. A população Yanomami, está vivenciando uma situação 
sanitária crítica e essa também possui uma renda per capita equivalente a 1 ou meio 
salário mínimo e enfrenta dificuldades de acesso a tratamentos de saúde básicos. 
Como alternativa, tem-se considerado o uso de fitoterápicos, como a Aloe vera, que 
já é utilizada pelas populações locais para tratar infecções genitais, como a prostatite 
bacteriana. No entanto, ainda não há estudos que comprovem os efeitos protetores 
dessas e de outras plantas pouco investigadas, no que diz respeito à fertilidade em 
casos de intoxicação por mercúrio. Com isso, o trabalho tem como objetivo avaliar 
esse efeito, além das atividades antioxidantes, anti-ferroptótica e anti-inflamatória do 
extrato metanólico das folhas de Cenostigma microphyllum (EMCm), pela exposição 
exógena ao bicloreto de mercúrio (HgCl2) em camundongos machos (Mus musculus). 
Para isto, utilizou-se métodos para quantificação de antioxidantes, metabólitos 
secundários e sequestro de radicais, como a capacidade antioxidante total (CAT), 
polifenóis, captura de H2O2, OH●, DPPH e inibição do ABTS+, além das técnicas da 
antiproteinase, anti-hemolítica in vitro e no in vivo realizou-se a dosagem férrica 
testicular, o espermograma básico, com contagem total, motilidade, viabilidade e 
reação acrossomal e no avançado foram realizados testes de DNA, com anilina e 
toluidina azuis. O EMCm apresentou na concentração de 1 mg/mL valores 
significativos de flavonoides (66,44 ± 0,06 mgEqQ/g) e de CAT com 56,22 ± 0,00%, 
os quais tem a capacidade de interagir com a membrana fosfolipídica e protegê-la 
contra danos causados por espécies reativas de oxigênio (EROs). Isso foi evidenciado 
também pela inibição de 86,4 ± 0,05% da lise de eritrócitos em uma concentração de 
0,25 mg/mL, indicando um caráter protetor para a bicamada e atóxico. Além disso, o 
EMCm se mostrou eficiente no sequestro do radical OH●, um agente central na 
peroxidação lipídica, com inibições de 33,8 ± 0,03% e 27,41 ± 0,03% nas 
concentrações de 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL, respectivamente. O extrato também 
contribuiu para a redução dos níveis de ferro total nas concentrações administradas 
(50-200 mg/kg), com valores de 64,64, 135,32 e 170,27 µg/dl, respectivamente. O 
EMCm ajudou a preservar a integridade da reação acrossomal (109,33 ± 16,51%) e 
contribuiu para a manutenção das histonas em 5,08 ± 0,61% na concentração de 100 
mg/kg, protegendo o material genético espermático. Portanto, o EMCm pode atenuar 
os danos causados pela intoxicação por HgCl₂ e preservar a integridade espermática, 
sendo um aliado eficaz no combate à peroxidação lipídica, ferroptose e processos 
inflamatórios, auxiliando no combate aos fatores que desencadeiam a infertilidade 
masculina. 

 

Palavras-chave: Cenostigma microphyllum. Fertilidade. Mercúrio. Estresse 
Oxidativo. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Mercury (Hg) poisoning is a global health issue that is difficult to diagnose due to the 
absence of clear symptoms and accessible analytical methods. Contamination can 
occur naturally or anthropogenically, as in the case of illegal mining, especially in the 
Yanomami region of Brazil. Hg is an endocrine disruptor that affects the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis, disrupting the redox system and causing oxidative stress, which 
harms gametes and can be an etiological factor for infertility, especially male infertility, 
which accounts for 50% of cases. Yanomami population is experiencing a critical 
health situation, with a per capita income equivalent to 1 or half of the minimum wage 
and faces difficulties in accessing basic healthcare treatments. As an alternative, use 
of phytotherapeutics, such as Aloe vera, has been considered, as it is already used by 
local populations to treat genital infections, such as bacterial prostatitis. However, there 
are still no studies proving the protective effects of these and other little-investigated 
plants regarding fertility in cases of mercury poisoning. Thus, this study aims to 
evaluate these effects, as well as the antioxidant, anti-ferroptotic, and anti-
inflammatory activities of the methanolic extract of Cenostigma microphyllum (EMCm) 
following exogenous exposure to mercuric chloride (HgCl₂) in male mice (Mus 
musculus). Methods were used to quantify antioxidants, secondary metabolites, and 
radical sequestration, such as total antioxidant capacity (CAT), polyphenols, capture 
H₂O₂, OH●, DPPH, and ABTS+ inhibition. Additionally, in vitro antiproteinase and anti-
hemolytic techniques were used, and in vivo tests included testicular ferric dosages, 
basic sperm analysis (total count, motility, viability, and acrosomal reaction), and 
advanced DNA tests using aniline and toluidine blue. EMCm at a concentration of 1 
mg/mL showed significant levels of flavonoids (66.44 ± 0.06 mgEqQ/g) and CAT (56.22 
± 0.00%), which can interact with the phospholipid membrane and protect it against 
damage caused by reactive oxygen species (ROS). This was also evidenced by the 
inhibition of 86.4 ± 0.05% of erythrocyte lysis at a concentration of 0.25 mg/mL, 
indicating a protective and non-toxic effect on the bilayer. Furthermore, EMCm was 
effective in sequestering the OH● radical, a central agent in lipid peroxidation, with 
inhibitions of 33.8 ± 0.03% and 27.41 ± 0.03% at concentrations of 0.5 mg/mL and 0.25 
mg/mL, respectively. Extract also contributed to reducing total iron levels in the 
administered concentrations (50-200 mg/kg), with values of 64.64, 135.32, and 170.27 
µg/dl, respectively. EMCm helped preserve the integrity of the acrosomal reaction 
(109.33 ± 16.51%) and contributed to the maintenance of histones at 5.08 ± 0.61% at 
a concentration of 100 mg/kg, protecting sperm genetic material. Therefore, EMCm 

can attenuate the damage caused by HgCl₂ poisoning and preserve sperm integrity, 
making it an effective ally in combating lipid peroxidation, ferroptosis, and inflammatory 
processes, helping to counter the factors that trigger male infertility. 

 

Keywords: Cenostigma microphyllum. Fertility. Mercury. Oxidative Stress. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Metais pesados, podem ser classificados como agentes toxicantes, quando 

apresentam densidade > 5 g/cm3, dentre eles estão alguns metais de transição, como 

o Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Arsênico (As) e seus metaloides (Pourret et al., 2019), 

sendo que todos esses podem levar a infertilidade ou serem teratogênicos, contudo, 

especialistas ainda destacam o mercúrio (Hg) e suas especiações como o principal 

gerador desses danos (Manouchehri et al., 2022; Mukherjee et al., 2023).  

A intoxicação por Hg ainda é considerada um dos problemas de saúde global 

pela OMS, principalmente devido as atividades de mineração artesanal e de pequena 

escala (ASGM) e as indústrias, apesar de existirem estratégias para que haja a 

redução desse de acordo com a convenção de Minamata (Minamata Convention on 

Mercury, 2023). Recentemente, no Brasil, a população da ribeirinha e indígena, 

principalmente o povo originário Yanomami, na região Norte, têm sofrido com a 

contaminação dos peixes e com a exposição de seus habitantes por Hg, frutos do 

garimpo ilegal ou de ASGM, sendo que a maioria dos trabalhadores das ASGM, são 

do sexo masculino e possuem contato direto com Hg, devido ao processo extrativo do 

ouro, por amálgama (Basta et al., 2016; Vega et al., 2018).  

Entretanto, existem divergências epidemiológicas que dificultam a quantificação 

e a qualidade dos estudos que avaliam esses parâmetros, principalmente por não 

haver um consenso sobre a utilização dos valores referenciais recomendados pela 

UNEP (2018), considerada uma das agências fiscalizações ambientais, e os autores 

dos estudos de epidemiologia do Hg (Abbas et al., 2020; Basu et al., 2023).  

Além disso, existem inúmeras técnicas que determinam a quantidade de Hg nos 

indivíduos que foram expostos, no entanto, todas elas, incluindo a espectrofotometria 

de absorção atômica, a qual é a mais utilizada para o diagnóstico do metal em questão 

(Chanihoon et al., 2022; Oliveira et al., 2021; Rabiu et al., 2020), são consideradas de 

alto custo e de difícil acesso, pois necessitam de um grande investimento para 

manutenção dos equipamentos, além de uma mão de obra especializada (Júnior et 

al., 2019).  

Ainda existem outras implicações que podem dificultar esse processo, como o 

acesso a áreas de comunidades ribeirinhas e as manifestações clínicas inespecíficas 

da intoxicação por Hg e outras patologias (Vianna et al., 2019), principalmente pela 

presença de formigamentos nos membros superiores e inferiores, diarreias (WHO, 
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2024), perda de coordenação e sintomas neurológicos (cefaleia, tontura e insônia) 

(Khoury et al., 2013), fraqueza muscular e erupções cutâneas (Podgórska et al., 2020), 

o que torna ainda mais difícil a semiologia médica e a apuração da real gravidade do 

problema.  

A exposição por metais de transição tóxicos ao organismo, como o Hg, pode 

inicialmente provocar o desequilíbrio nas espécies reativas de oxigênio (EROs) e de 

nitrogênio (ERNs), levando ao aumento da formação de ácidos graxos poli-

insaturados e de seus subprodutos secundários, que podem interagir com a 

membrana composto por uma bicamada de fosfolipídicos promovendo sua quebra, 

além de levar a outros efeitos, como a fragmentação de DNA, modificando suas 

proteínas e lisando o arcabouço espermático, mas também diminuindo a capacidade 

antioxidante total, levando ao aumento de produtos proteicos avançados de oxidação, 

de mediadores inflamatórios e de uma atividade proteolítica incontrolável (Haidar et 

al., 2023; Shit et al., 2023).  

A utilização de compostos naturais está crescendo, principalmente pela sua 

biodisponibilidade, além do custo-benefício e pelas suas atividades biológicas, já bem 

descritas na literatura, como a atividade antioxidante, porém ainda existem espécies 

ainda pouco exploradas e que são comumente utilizadas pela população como a 

Cenostigma microphyllum, considerada pelos locais uma planta, pertencente ao 

bioma da caatinga, capaz de auxiliar no combate de enfermidades no trato gástrico 

(Gagnon et al., 2016), no entanto, ainda há a necessidade de investigar demais 

potenciais que esta pode ter. Avaliar parâmetros, como exemplo, os reprodutivos, se 

faz importante, tanto em relação a infertilidade gerada por metais quanto pela 

toxicidade dos compostos medicinais, uma vez que esses muitas vezes são utilizados 

sem comprovação cientifica, podendo prejudicar o organismo, a exemplo da 

Cenostigma pyramidalis (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis (Fabaceae), pertencente ao 

mesmo gênero e família, cujo é descrita como teratogênica para ruminantes, gerando 

má formações e perda embrionária precoce (Bezerra et al., 2024). Por estes motivos 

e por haver poucas pesquisas, no Brasil, relacionadas com a contaminação por metais 

pesados (Rumiato et al., 2017) se dá a importância do presente projeto.   

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
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2.1 Intoxicação por metais pesados  
 

Os metais pesados são caracterizados de duas diferentes formas:  

• Aqueles considerados essenciais para a nutrição e homeostase do corpo, como 

sódio (Na2+), cálcio (Ca2+), magnésio (Mg2+) e ferro (Fe2+) (Alghamdi et al., 

2022), sendo este último também utilizado atualmente como agente quelante 

em pacientes talassêmicos (Locke et al., 2022);  

• Aqueles classificados como tóxicos (como Mercúrio (Hg), Chumbo (Pb), 

Cádmio (Cd), Arsênico (As) e metaloides), devido à alta densidade (mais de 5 

g/cm3), mas também por possuírem propriedades capazes de interagirem com 

funções biológicas, prejudicando-as, como o poder de ligação com seleno-

proteínas, além da facilidade de se bioacumularem em tecidos, bem como o 

acúmulo desses em cadeias tróficas, processo denominado de 

biomagnificação, e por serem de difícil decomposição decorrente da sua 

estrutura química concentrando-se no ambiente e em ecossistema (Pourret et 

al., 2019).  

Em junho de 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS), alertou cerca de dez 

compostos químicos, sendo quatro metais pesados (como Cd, Pb, Hg, As e seus 

metaloides) capazes de ocasionar danos a saúde pública global (OMS, 2020). São 

atribuídas diversas maneiras de exposição a estes, sendo as mais comuns: acidental 

(como a contaminação do solo, ar e água) e/ou ocupacional (Witkowska et al., 2021). 

Ainda que sejam considerados elementos tóxicos, existem limites aceitáveis desses 

metais nos alimentos e na água, de acordo com agências reguladoras, como a U.S 

EPA-IRIS (do inglês, “United States Envoriment Protection Agency - Integrated Risk 

Information System”), a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e a  

Organização da Agricultura e Alimentos da Organização Mundial da Saúde (do inglês, 

“Food and Agricultural Organization/World Health Organization” (FAO/WHO)), sendo 

demonstrados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Níveis aceitáveis de metais pesados de ingestão em alimentos e água 

Metal Pesado/ Metaloide Valor Limite 

As Inorgânico 0,3 µg/kg/ diaa 

 200 µg/kg para adultos b 

 100 µg/kg para crianças b 

Cd 1 µg/kg/ diaa 

 
5- 10 µg/L para crianças b 

2,5 µg/kg/ semana para adultosd 

Pb 0,26 µg/kg/ diaa 

 Adultos (80 kg) 0,16 µg/kg/ diaa 

 Crianças (11 kg 1 ano) 0,26 µg/kg/ diaa 

Hg 0,1 µg/kg/ diaa 

 
2 µg/L para crianças b 

1,3 µg/kg/ semana para adultosc 

Fonte: Adaptado de Wong et al. (2022)a; Bair (2022)b; EFFSA (2012)c; EFFSA (2009)d. 

 

A investigação epidemiológica da exposição a esses químicos e seus respectivos 

efeitos adversos ainda é muito incerta, muitas vezes devido a qualidade dos dados 

quantitativos e vieses potenciais (como a identificação do evento e a forma de 

exposição ao agente químico ou a avaliação de dose-resposta), sendo assim 

raramente possível obter avaliações de risco e tomadas de decisões (Déglin et al., 

2021). Embora haja propostas de estudos e/ou instrumentos a fim de contribuir com 

este objetivo, como o Instrumento de Biomonitoramento, Epidemiologia Ambiental e 

Produtos Químicos de Curta Duração (do inglês, “Biomonitoring, Environmental 

Epidemiology, and Short-lived Chemicals” (BEES-C)) (Lakind et al., 2014) ou a Rede 

Nacional de Rastreamento de Saúde Pública Ambiental (do inglês, “National 

Environmental Public Health Tracking Network” do Centro de Controle de Doenças 

(CDC)) (Aylward et al., 2013). 

A exposição aos metais pesados apresenta alguns sintomas e sinais inespecíficos 

(como fatiga, cefaleia, tremores, insônia, dores abdominais, rash cutâneo, entre 

outros), sendo assim há uma dificuldade de se obter clareza quanto a semiologia bem 

como o diagnóstico (Martin et al., 2009). Além disso, suas consequências para o 

organismo são divididas de acordo com a periodicidade com o qual ocorrem, podendo 

ser a longo prazo (crônicos), ou a curta prazo, ou imediatos (agudos ou subagudos) 
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(Bharti et al., 2022), além de conter variações devido ao modo de exposição a 

depender do sítio afetado (Chakraborti et al., 2016).  

Quando relacionados ao âmbito laboratorial, são facilmente confundíveis com as 

síndromes mielodisplásicas (SMD) e a intoxicação por arsênico, por cursarem, em sua 

maioria, com alterações hematológicas comuns: anemia, plaquetopenia, leucopenia 

(citopenias) e dismielopoiese (Natelson et al., 2013).   

Também pode ter aspectos trocados laboratorialmente com a anemia hemolítica 

ocasionada pela deficiência metabólica de 5’ pirimidina nucleotidase (P5N) e a 

contaminação por Cd e Pb, por induzirem a eritrofagocitose, externalizarem a 

fosfaditilserina nas hemácias e pelo aparecimento de inclusões como o pontilhado 

basófilo (Souza et al., 2009; Zhang et al., 2020). Em uma revisão sistemática realizada 

no ano de 2019, considerando indivíduos que foram expostos tanto pelas vias de 

contaminação antropogênicas (ocupacionais) quanto pelas naturais ao Hg, 2.376 

desses estudos relataram os seguintes distúrbios hematológicos: anemia (876 

estudos), linfocitose (361) e linfopenia (306) e na análise medular 13 identificaram a 

presença do metal, sendo que em 6, a linfocitose correlacionou-se com o toxicante, 

nas especiações do mercúrio inorgânico ou metálico (Vianna et al., 2019). 

Por outro lado, todas essas espécies químicas tóxicas citadas acima, podem 

afetar vias de sinalizações bioquímicas específicas, por exemplo, o NK-kβ (do inglês, 

“factor nuclear kappa β”), WNT/β-catenina (do inglês, “Wingless-

related integration site / β-catenin) e PI3K/AKT (do inglês, “phosphoinositide 3-kinase/ 

A serine/threonine protein kinase”), que auxiliam no surgimento do processo 

neoangiogênico e posteriormente na transformação de células malignas (Haidar et al., 

2023). A partir disso, ao interagirem com sistemas biológicos causam inúmeras 

alterações podendo ser de caráter irreversível (como a apoptose, danos ao DNA e as 

membranas) e/ou reversíveis (a exemplo, a diminuição dos níveis de antioxidantes) 

(Shit et al., 2023). 

Além disso, já é bem relatado na literatura a perturbação no equilíbrio REDOX 

promovido pelos toxicantes ao organismo, originando espécies reativas de oxigênios 

(EROs) e por fim o estresse oxidativo (EO), o qual pode levar a formação de ácidos 

graxos de polinsaturados (do inglês, “poliunsaturated fatty acids” - PUFAs) 

prejudicando a estrutura da membrana celular e destruindo-a (Paithankar et al., 2021). 

Com isso, o objetivo principal do trabalho é correlacionar os efeitos ocasionados por 
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metais pesados, em especial o Hg, no sistema reprodutivo e nos danos promovidos à 

fertilidade, principalmente no aparelho masculino, mas também de encontrar 

alternativas terapêuticas financeiramente viáveis e acessíveis a fim de auxiliar a 

comunidade, portanto sendo de extrema importância, uma vez que no Brasil, há 

poucas pesquisas relacionadas com a contaminação por metais pesados (Rumiato et 

al., 2017).  

 

2.2 Intoxicação por Mercúrio (Hg) 
 

2.2.1 Breve Histórico da utilização do Mercúrio no Brasil e no Mundo 
 

O primeiro registro realizado do mercúrio foi feito pelo filósofo Aristóteles em 

4.000 a.C., na Grécia Antiga, o qual descreve o metal como “prata rápida ou fluida”, 

justamente por apresentar um “aspecto metálico brilhoso e viscosidade característica”, 

sendo este utilizado, na época para curar doenças de pele (Johnson et al., 2020).  

Além do uso terapêutico, há relatos que indicam seu uso como pigmento 

(cinábrio, substância de cor vermelha presente no sulfeto de mercúrio (HgS), mais 

conhecida como “vermelhão”), utilizado de diversas maneiras desde a conservação 

de ossos humanos, no período Neolítico (> 4.000 a.C.) ou até em cosméticos pela 

medicina tradicional chinesa (Goldwalter, 1972). Tal coloração, chamava bastante 

atenção e por este motivo tornou-se objeto raro sendo utilizado somente pela realeza 

e considerada como “elixir da imortalidade” por Nicolas Flamel (1330-1418), por 

acreditar que tal metal era capaz de se transmutar em ouro (Farrar et al., 1997). Mais 

adiante, entre os anos de 1600- 1720, o metal serviu como substância fundamental 

para fabricação de aparelhos hospitalares e meteorológicos, como o termômetro e o 

barômetro, criado respectivamente por Fahrenheit e Torricelli (Fleming et al., 1996).  

Embora haja registros do uso de Hg para realizar a mineração do Au por 

amálgama (processo extrativo), em 1.000 d.C., justamente pela sua afinidade ao Au, 

por encobri-lo e purificá-lo após a evaporação (Okamoto et al., 1989). A intoxicação 

exógena por mercúrio teve seu aumento concomitante com a exploração do ouro (Au) 

e com processo de industrialização e modernização das cidades em 1799, na 

Revolução Industrial (Parsons et al., 2005).  

Além disso, nessa mesma época, as fábricas produziam feltro para chapéus e 

a substância utilizada para colorir era o nitrato de mercúrio (Hg(NO3)2), que possuía 
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uma tonalidade alaranjada (processo pelo qual recebeu o nome de “carroting”, do 

inglês), este marco ficou conhecido em um clássico infanto- juvenil de Lewis Carol, 

através de um de seus personagens, o “chapeleiro maluco” de “Alice no País das 

Maravilhas” (1820), o qual intoxicou-se e adquiriu uma síndrome neurológica 

característica, composta principalmente por alucinações e irritabilidade constante, 

denominada eretismo  (Silva et al., 2017). 

Tendo em vista isso, a atividade explorativa tornou-se tão rentável que passou a 

ser conhecida, em determinados continentes (por exemplo, Ásia, África e América do 

Sul), como a mineração de ouro artesanal e em pequena escala baseada em mercúrio 

(do inglês, “Mercury‐dependent artisanal and small‐scale gold mining” (ASGM)), 

expondo cerca de 10-19 milhões de mineradores, estando dentre eles 5-6 milhões de 

mulheres e crianças, além da contaminação ambiental com 1.000 toneladas de 

emissão de Hg por ano (Esdaile et al., 2018). 

No Brasil, a atividade explorativa por ouro ficou marcada nos primeiros 60 anos 

do século XVII, durante o período colonial e também no ciclo do ouro, se perdurando 

até os dias atuais, entretanto, a prática do garimpo é considerada ilegal e informal em 

determinadas localidades, como em reservas indígenas e punível pela lei de nº 7.802, 

de julho de 1989 (Silva et al., 2022; Brasil, 1989).  

Além disso, alguns autores consideram que o avanço do processo industrial e 

da mineração de forma artesanal, no Brasil, promoveram o aumento de modo 

significativo das emissões de mercúrio antrópicas, apesar de existir o metal de forma 

natural na crosta terrestre (Poulin; Gibb, 2008). Contudo, essas emissões e as 

explorações auríferas podem trazer riscos ao planeta e a população, como a 

exposição a agentes potencialmente tóxicos, devido ao método de extração (Figura 

1).  
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Figura 1 – Fotografia de destilador e queimador a gás para realizar amálgama, na comunidade 

de Tapajós- AM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fritz et al. (2024) 

 

Esse modo de extração produz rejeitos de mercúrio ou a emissão de gás 

poluente, como o gás carbônico (CO2) em grandes quantidades, como foi visto em um 

estudo realizado na comunidade de Tapajós, na Região Amazônica, em que o autor 

revela que o Hg utilizado muitas das vezes é fruto de reprocesso, conhecido como 

retorta ou rejeito, o qual é armazenado em poços (dragas), por ser economicamente 

mais viável e também por acreditarem que facilitaria obter um maior teor de ouro (Fritz 

et al., 2024). Além disso, outros autores revelam que este tipo de economia contribui 

com cerca de 12% da emissão de Hg na atmosfera e 0,63% da concentração total de 

Hg no solo, além de ocasionar cerca de 1.430 mortes da população global a cada ano, 

o que corresponde a um gasto na saúde no mundo de cerca de US$ 319 milhões 

(Pang et al., 2022).   

Mediante a esses problemas, pesquisadores consideram a exposição 

ocupacional crônica ao mercúrio, como hidrargirismo ou mercuralismo metálico 

crônico ocupacional (MMCO) (Faria, 2003), que atualmente é enquadrado na 

Classificação Internacional de Doenças (CID) (T56.1- Efeitos Tóxico do Mercúrio e 

seus Compostos).  

No Brasil, o Hg e a amalgama eram também bastante utilizados em aparelhos 

de aferição de pressão, de temperatura e em produtos odontológicos, 

respectivamente,  no entanto, foi criado a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) de 

nº 145/2017; nº 173/2017 e nº 222/2018 que passaram a entrar em rigor em 1º de 
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janeiro de 2019, estas incluem a proibição pela Anvisa (Agência Nacional Vigilância 

Sanitária) do uso e comércio de aparelhos para aferição de pressão e de temperatura, 

que utilizam como base o Hg em atendimentos relacionados a área da saúde. Além 

da proibição de produtos odontológicos com amalgama, sendo liberado apenas o uso 

residencial deste, isto é, para que aqueles que já o possuem (Brasil, 2017).  

Atualmente, o mercúrio é bastante utilizado globalmente nas vacinas de vias 

parentais (intramusculares) (por exemplo, Difetria-tetáno-pertusio (DTP), Hepatite B, 

Haemophilus influenzae tipo B (Hib), Bacilo Calmette- Guérin (BCG) e Sarampo, 

caxumba e rubéola (SCR))  o qual tem a função de ser um conservante contra fungos 

e agentes bacterianos, sendo metabolizado em uma das suas formas orgânicas: o 

etilmercúrio e o tiosalicilato, mais conhecido como timerosal, sendo estas aplicadas 

logo na primeira infância (desde o nascimento até 14 semanas), em dois esquemas 

diferentes (Clements et al.,2000; Sousa et al.,2022). Esse tópico já foi associado ao 

autismo em um estudo publicado em 1998 por Andrew Wakefield, com diversos casos 

epidemiológicos e clínicos, entretanto a Organização Pan-americana da Saúde 

(OPAS/OMS) considerou este como falho e a revista fez sua respectiva remoção 

(Godlee et al., 2011).  

Grandes organizações consideram diferentes níveis de tiomersal nas vacinas, 

como OMS e EPA, atribuindo valores de 3,3 µg/kg/semana e 0,7 µg/kg/semana, 

respectivamente, além de não relatarem sua utilização como potencialmente tóxica, 

uma vez que a meia vida biológica da espécie química é expressivamente ínfima 

comparado ao MetHg, ou ocasionar qualquer neurotoxicidade ou o desenvolvimento 

do transtorno do espectro autista (Dorea, 2007; EPA U.S, 2018; Pires, 2018; WHO, 

2006).  

Mundialmente, um acontecimento histórico que ficou marcado até os dias 

atuais, ocorreu no Japão, em meados de 1950, na comunidade de Minamata, por 

ingestão de peixes e água contaminados com uma das especiações mais tóxicas do 

Hg, o metil mercúrio (MetHg), que era produzido por uma fábrica de produção de 

acetileno, o ocorrido ficou conhecido como desastre de Minamata (D´ltri et al., 1978). 

Além disso, até março de 2011, cerca de 2.771 pessoas foram oficialmente 

reconhecidas com a doença de Minamata (por cursar, principalmente com sintomas 

neurológicos devido a intoxicação) (Yoyrifuji et al., 2023). 
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Por conta deste incidente, em 2013, 10 anos após, Suíça e Noruega indicaram 

um instrumento jurídico que pudesse informar sobre os efeitos adversos e 

consequências sobre o Hg, foi criado pela UNEP (do inglês, United Nations 

Environment Programme), a Convenção de Minamata, que tem como objetivo reduzir, 

atualizar, educar e informar sobre o metal pesado e suas especiações em todos os 

âmbitos (como o industrial - queima de carvão, refinamento de óleo, resíduos e 

produções de cimento -, o cosmético, o odontológico, pelas ASGM e pelo descarte 

inadequado de produtos, como lâmpadas e baterias) (UNEP, 2013; Kessler et al., 

2013). A última convenção (Quinta reunião da Conferência das Partes na Convenção 

de Minamata sobre o Mercúrio (COP-5)), ocorreu em Geneva- Suiça, em 30 de 

outubro de 2023 e contou com 140 países participantes, incluindo o Brasil, onde foram 

atualizados os 35 artigos que compõem o documento informativo de mesmo nome 

(Minamata Convention on Mercury, 2023). 

 

2.2.2 Sintomatologia e epidemiologia de intoxicação por Hg 
 

A epidemiologia de exposição ao mercúrio no humano é baseada na 

biomonitorização, através de fluidos biológicos, como urina e sangue, estes revelam 

de forma direta a gravidade da exposição, bem como a diversidade dos danos 

ocasionados no metabolismo e na excreção desses pacientes (WHO, 2018; WHO, 

2018). Além disso, segundo a European Food Safety Authority, atualmente o cabelo 

pode ser utilizado para obter uma correlação entre o metil mercúrio (MetHg) e a 

bioacumulação nas comunidades (EFSA, 2015), já o sangue total é considerado um 

excelente marcador para os períodos agudos para ambas as especiações de Hg 

(orgânica e inorgânica) (Mccomb et al., 2014; Ye et al., 2016). 

A forma indireta de diagnóstico é baseada na sintomatologia, que costuma ser 

confundidas com outras condições, o que resulta em atrasos no diagnóstico e no início 

do tratamento adequado (Johnson-Arbor et al., 2021). Apesar disso, existem alguns 

padrões sintomatológicos que são característicos da exposição independentemente 

da via de contaminação, no entanto, a maioria dos indivíduos não os apresenta, 

conforme Tabela 2, a qual demonstra os sinais e sintomas específicos e inespecíficos.  

Tabela 2- Sintomatologia da intoxicação por especiações de Hg (Elementar (Hg0), Inorgânico 

(Hg2+), Orgânico (MetHg)) 

Sintomas Inespecíficos Específicos 
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Neurológicos 

Ansiedade, insônia, 

pesadelos, síncope, 

perda de memória, 

cefaleia, depressão, 

anorexia, irritabilidade, 

sudorese noturna, 

tremores, esquizofrenia, 

hiperatividade, convulsão, 

alucinações, 

Parksionismo 

Doença de Minamata 

(degeneração cerebelar 

seguida de atrofia da 

camada granular e dano 

córtex central e temporal) 

Urológicos 

Impotência urinária, fluxo 

de micção diminuído, 

sentido de urina residual, 

anuria, síndromes 

autoimunes renais 

(nefrótica, 

glomerulonefrite, necrose 

tubular), 

NR 

Dermatológicos e 

Circulatórios 

Isquemia, lesões 

eritematosas, cianose, 

erupções cutâneas, 

pruído, dermatite 

urticariforme, edema em 

membros inferiores, 

hipertensão e eventos 

tromboembólicos (CIVD, 

trombose, aterosclerose), 

lesões cutâneas 

semelhantes a cloracne, 

Acrodinia (“pink disease”, 

pacientes pediátricos) 

Oftalmológicos 

Acuidade visual 

diminuída, turvação da 

visão, neuropatia ótica 

Síndrome de Hunter 

Russel (tríade: ataxia 

cerebelar, disartria e 

constrição do campo 
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visual) 

Neuromusculares 

Artromialgias e mialgias, 

Síndrome autoimune de 

Morvan (autoanticorpos 

contra canais de potássio) 

Tremor mercurial (tremor 

postural espasmódico), 

Espasmos mioclônicos 

grosseiros (“Danbury 

shakes”) 

Outros 

Dor torácica (densidade 

metálica pontuadas nas 

radiográficas) e 

abdominal, febre, 

calafrios, diarreia, fadiga, 

dispneia, perda de peso 

NR 

NR= não relatado 

Fonte: Adaptado de Houston et al. (2011); Vahabzadeh et al. (2016); Do et al. (2017); Johnson-Arbor 

et al. (2021); Ganguly et al. (2022). 

Diante disso, em novembro de 2022, foi publicado no periódico NEJM (The New 

England Journal of Medicine), um caso clínico em que o paciente apresentava 

sintomatologia incerta, como fatiga, náusea com presença de calafrios, contudo ao 

solicitar uma radiografia foi localizado nas regiões pulmonares e no abdômen uma 

opacidade difusa ocasionado por Hg (Figura 2) (Feng et al., 2022). 

Figura 2– Exames de imagem realizadas por meio de Raio-x (A e B) em paciente contaminado  

por Hg 
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Legenda: *região pulmonar e abdômen com opacidade difusa; (→) inclusões metálicas devido ao Hg.  

Fonte: Feng et al. (2022) 

De acordo com Johnson-Arbor et al. (2021), é necessário que haja uma 

compreensão mais aprofundada das manifestações clínicas da intoxicação por Hg, 

uma vez que essa poderá auxiliar os profissionais de saúde a identificar melhor essa 

condição, e portanto, reduzir os diagnósticos incorretos devido a vieses implícitos e 

aumentar a conscientização sobre o potencial de intoxicação por este metal, 

especialmente em pacientes que apresentam sinais e sintomas inespecíficos que não 

se enquadram em outro diagnóstico provável. 

Os valores de referência, podem ter variações entre diversos estudos (Abbas et 

al., 2020; Basu et al., 2023; Weldon et al., 2000), entretanto é recomendado que sigam 

de acordo com a UNEP, a qual determina que os níveis do metal no sangue, cabelo e 

urina permaneçam menores que 5 µg/L, 2 µg/g e 3 µg/L, respectivamente (UNEP, 

2018). Tais valores possuem inúmeras variações, pois a maioria dos autores preferem 

seguir referenciais estabelecidos pelos próprios departamentos de saúde, e em 

decorrência disso há uma certa dificuldade para realizar comparações ou até informar 

o real estado, tanto em relação ao biomonitoramento do Hg quanto a contaminação, 

sendo considerado um contratempo para avanços em estudos de caráter 

epidemiológicos do metal (Bastiansz et al., 2022; Ewers et al., 1999).  

Entretanto, alguns autores ainda consideram que estes marcadores biológicos e 

seus respectivos resultados somente devem ser considerados quando estiverem 

elevados (em relação ao coeficiente basal naquela população estudada) da exposição 

ambiental e dos metais pesados (incluindo o Hg) (Xavier et al., 2013). Por outro lado, 

a utilização de valores limites pode auxiliar a correlacionar os dados encontrados, que 

por vezes podem sofrer discrepâncias entre si, devido principalmente aos hábitos 

alimentares e individuais (Schulz et al., 2007; Schulz et al., 2012).   

O perfil da análise de dados pode ser afetado também pela dificuldade de 

quantificação do Hg e suas espécies em analitos biológicos, principalmente pela 

pouca disponibilidade amostral do metal no analito, por sua volatilidade, por combinar-

se a outros compostos, pelo custo de alguns métodos utilizados (Tabela 3) e por 

problemáticas relacionadas a retirada do conteúdo amostral (Junior et al., 2019; UNEP 

Global Mercury Partnership, 2023). 
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Tabela 3- Métodos utilizados para detecção dos níveis de mercúrio em amostras biológicas e seus  

respectivos níveis de detecção. 

 

 

 

 

 

*CVAAS: do inglês, “Acid digestion, aeration Cold Vapour Atomic Absorption Spectrometry”, GFAAS: 

do inglês, “Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry”. 

Fonte: Adaptado de Micaroni et al. (2000); Júnior et al. (2019); UNEP Global Mercury Partnership 

(2023) 

 

Diante disso, o último levantamento realizado pelo CDC com o programa 

intitulado “National Environmental Public Health Tracking Network”, nos anos de 2015 

e 2016, na população americana, evidenciaram que as concentrações em µg/L do Hg 

total no sangue foi significativamente maior nos homens (4.670 µg/L de sangue de Hg 

total) do que nas mulheres (3.950 µg/L de sangue de Hg total), afetando indivíduos 

com idade de 20 anos ou mais (4.660 µg/L de sangue de Hg total), já os índices 

urinários indicam o inverso quando comparado ao sexo, sendo as mulheres as que 

apresentam uma maior concentração de Hg total na urina (1.300 µg/g de creatinina 

de Hg total) (Figura 3 e 4) (CDC, 2024). 

Além disso, o mesmo órgão governamental estimou apenas os níveis 

sanguíneos das especiações de Hg, mais precisamente das inorgânicas, sendo 

relativamente maiores nas mulheres (0.530 µg/L de sangue de Hg inorgânico) do que 

nos homens (0.430 µg/L de sangue de Hg inorgânico) e entre as idades de 20 anos 

ou mais (0,500 µg/L de sangue de Hg inorgânico) (Figura 5a e 5b) (CDC, 2024). 

 

 

 

 

Metodologias                                        Níveis de detecção 

Espectrometria de Absorção Atômica 

Forno Grafite (GFAAS*) 1 ng.g-1 

Vapor Frio (CVAAS*) 0,01-1 ng.g-1 

Espectrometria de Fluorescência Atômica (excitação de nêutrons) 

Radioquímica 0,01-1 ng.g-1 

Cromatografias: Gasosa e Líquida de Alta Eficiência 

Ultravioleta 1 ng.g-1 

Eletroquímico 0,1-1 µg.mL-1 

Plasma Acoplado 

Analisador de filme de ouro 0,05 µg.g-1 

Espectrometria de massa 0,01 ng.mL-1 

Fluorescência por Raio-X 0,005-1 µg.g-1 
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Figura 3- Níveis urinários e no sangue (2015-2016) de Hg total ou inorgânico, na população 

americana, em diferentes idades, em µg/L (g) (95º percentis) 

 

Fonte: Adaptado de National Report on Human Exposure to Environmental Chemicals | Metals in Blood.  

 

Figura 4 -Níveis urinários e no sangue* de Hg total ou inorgânico, na população americana 

entre homens e mulheres  

*Dados referentes aos anos de 2015-2016; expressos em µg/L (g) (95º percentis) 

Fonte: Adaptado de National Report on Human Exposure to Environmental Chemicals | Metals in Blood.  

 

A intoxicação por Hg, é considerado um grave problema de saúde pública, por 

diversos fatores, entre eles, por afetar o desenvolvimento fetal e neonatal (Miranda et 

al., 2020; WHO, 2021). Uma revisão sistemática, em 2018, revelou os quatro grupos 

populacionais mais afetados com mercúrio e suas especiações (Tabela 4), cerca de 
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335.991 indivíduos em 312 estudos longitudinais e transversais em 75 países foram 

analisados, através de 424.858 amostras de biomarcadores específicos (cabelo, 

cordão umbilical, sangue periférico e urina) (Basu et al., 2018).   

       Tabela 4– Grupos populacionais e relevância para a exposição ao Hg e seus componentes 

Grupo Populacional Relevância 

1. Populações árticas 
Alto consumo de peixes e frutos do 

mar 

2. Regiões tropicais 

Alta ingestão de pescados e 

exposição as ASGM (particularmente a 

Amazônica) 

3. Costeira ou 

moradores de 

pequenas ilhas/ 

arquipélagos 

Comunidades dependentes de 

espécies marinhas para sobrevivência 

4. Trabalhadores de 

ASGM ou moradores 

próximos a regiões 

de mineração 

NR 

NR= Não relatado 

Fonte: Adaptado de Basu et al. (2018) 

O mesmo grupo de pesquisadores, também afirma a importância de se 

correlacionar a estes grupos, aqueles que trabalham e utilizam produtos para fins 

estéticos, conhecidos como “skin-lightening” (cujo valor de referência atual para estes 

cosméticos devem ser < 1 µg/g Hg) e também a população infantil (fetal e neonatal), 

uma vez que a especiação mais letal do mercúrio, o metil mercúrio, pode atravessar 

a placenta (transmissão transplacentária) (Miranda et al., 2020) (Figura 5). 
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Figura 5- Demais grupos afetados por Hg e suas especiações (Hg0/+/++ (inorgânicos) e 

MetHg (orgânicos) 

Fonte: Basu et al. (2023) 

Outra pesquisa recente, informa que de 787 clareadores analisados cerca de 

196 (24,9%) continham o Hg ativo (concentração > 1 µg/g Hg (UNEP, 2019b)) em 

seus ingredientes, além de considerar as regiões do Mediterrâneo Oriental e do 

Sudeste Asiático, aquelas que fabricariam produtos com dez vezes mais mercúrio do 

que o recomendado (Bastiansz et al., 2022). 

Sabe-se que os efeitos agudos ou a longo prazo a esse metal pode levar a uma 

série de desordens sistêmicas, como doenças isquêmicas cardíacas, pulmonares 

renais e até mesmo o desenvolvimento de neoplasias, sendo assim, um estudo 

desenvolvido pela Organização Mundial da Saúde (OMS), considerou que as mortes 

causadas por químicos dessas desordens em uma população com 1000 habitantes, 

possui uma ocorrência três vezes mais frequente em homens (0,26) do que em 

mulheres (0,10) (WHO, 2018). Isso pode ser devido ao meio laboral, devido a 

presença majoritária dos homens nas indústrias e/ou atividades minerados (Bridges 

et al., 2020) ou com relação ao maior nível de expressão de OAT 1 e 3 

(transportadores de captação de Hg nos rins) no sexo masculino (Hazelhoff et al., 

2012), entre outros.  

No Brasil, o Ministério do Trabalho e Economia estabeleceu na Norma 

Regulamentadora nº7 (NR-7) e no Anexo I, os Indicadores Biológicos de Exposição 

Excessiva (IBE/EE), o qual estipula valor máximo para exposições ocupacionais a 

agentes químicos, para o Hg metálico considerando-se a urina, como biomarcador e 
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referência < 20 µg/g de creatinina (Brasil, 2021).  Diante disso, o órgão responsável 

(Vigilância Epidemiológica) pelo abastecimento de dados epidemiológicos sobre 

intoxicação exógena no Brasil, sendo ela laboral, acidental ou ambiental, utiliza o 

Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) via DATASUS para 

informar a população sobre os casos, porém uma das principais dificuldades 

encontradas é a subnotificação dos casos, o que contribui para irrealidade da 

quantificação dos registros e também para informar a real gravidade do problema, 

principalmente em casos crônicos por serem extremamente escassos, dificultando até 

mesmo o diagnóstico (Freitas et al., 2020). Sendo assim, as últimas notificações 

registradas pelo SINAN NET foram no período de 2023, não especificando a espécie 

do metal pesado, consideraram 573 casos totais, sendo 160 deles crônicos, 283 

aguda- única e 77 aguda-repetida (Tabela 5).  

Tabela 5- Notificações registradas no SINAN NET por intoxicação exógena ocasionada por 

Agente Tóxico (Metal)** segundo Região/ Unidade Federativa (UF), no período de 2022-2023. 

Região/ UF 

de 

notificação 

Casos notificados por Agente 

Tóxico (metal) 

Circunstância 

(2022/2023) 

2022 2023 Acidental Ambiental 

Nordeste 67 126 34/80 */* 

Norte 7 22 1/6 1/3 

Sul 63 78 4/43 4/1 

Sudeste 101 305 17/74 17/131 

Centro- 

Oeste 
36 42 10/9 */* 

*Não foram relatados casos nestas regiões. **Não especificado qual metal.  

Fonte: Ministério da Saúde/SVSA - Sistema de Informação de Agravos de Notificação - Sinan 

Net (2023) 

 

Outro ponto a se considerar é em relação aos dados isolados por Região, em 

especial a Região Sudeste, a qual é considerada a mais populosa do país, com cerca 

de 11.451.999 pessoas residentes (IBGE, 2022), consta com 305 casos notificados 

por metais, sendo que 131 desses foram por circunstâncias ambientais, somente no 

ano de 2023, conforme demonstrado na Tabela 5. Essa região, segundo o Banco 

Nacional de Desenvolvimento Econômico e Social (BNDES), conta com o maior polo 

petroquímico do país, além da forte presença das unidades produtoras de fertilizantes 
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fosfatados, das industriais metalúrgicas e a extrativa mineral (Bacellar et al., 2015), os 

quais segundo o Centro de Tecnologia Mineral (CETEM/MCTI), podem acabar 

promovendo contaminação por deposição no meio ambiente de substâncias 

perigosas, incluindo os metais pesados (Alamino et al., 2014).  

A Região Norte, embora apresente números significativamente menores em 

comparação com a Região Sudeste, com 6 e 74 casos de circunstâncias acidentais 

em 2023, respectivamente (Tabela 5), enfrenta desafios específicos. Isso pode ser 

atribuído tanto à dificuldade em notificar casos em comunidades remotas, como as 

ribeirinhas, quanto ao aumento do garimpo ilegal (Almeida, 2023). Este último fator 

tem se intensificado devido à diminuição da rigidez nas políticas e na fiscalização 

ambiental, além da escassez de produções científicas relacionadas aos riscos à saúde 

dessa população (Fujita, 2024). 

Diante disso, o Ministério da Saúde lançou um guia intitulado “Orientações para 

a notificação de intoxicações por mercúrio” com o intuito de informar a população 

sobre os riscos, sintomas, principais fontes de contaminação entre outros fatores da 

exposição ao metal, considerando nele as populações vulneráveis, principalmente 

comunidades ribeirinhas e indígenas, além das intoxicações relacionadas ao âmbito 

trabalhista (Figura 6) (Brasil, 2021). 

Figura 6 – Cartilha informativa para população de livre acesso sobre a intoxicação de Mercúrio 

disponibilizada pelo Ministério da Saúde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Brasil (2021) 

No ano de 2023, com avanço do garimpo ilegal na Região Norte do país, o 

Ministério da Saúde constatou uma crise nutricional e sanitária, no Território 
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Yanomami, por meio da Portaria GM/MS N°2 8, Emergência em Saúde Pública de 

Importância Nacional (ESPIN), entretanto a Secretária de Saúde Indígena (SESAI) 

afirma que a ordem deixou levar a este cenário, como é demonstrado no trecho a 

seguir:  

“A ausência do Estado brasileiro no território levou a um cenário 

de crise humanitária e desassistência sanitária, com o aumento 

da violência, fome, contaminação das águas e intoxicações por 

mercúrio, surtos de doenças imunopreveníveis e parasitárias, 

alcoolismo, tráfico de armas e drogas.” (Sesai, 2023) 

Para que se tivesse um melhor parâmetro na região Norte, principalmente a 

contaminação ocasionada por Hg, sendo elas em peixes ou humanos, considerando 

também os impactos causados, dentre eles: a ilegalidade (garimpos ilegais), 

degradação ou ausência de políticas públicas, fiscalizações e punições, foi criado o 

Observatório do Mercúrio em parceria com Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e 

outras instituições, onde é possível acessar dados dos anos de 1980 e julho/2022 

(última atualização) (FIOCRUZ, 2024).  

Mediante a isso, é notório a percepção de que até julho de 2022, considerando 

os limites da Amazônia Legal, as comunidades que possuem níveis mais elevados de 

Hg (> 10 ppm, partes por milhão) pelo corpo são os povos originários e os ribeirinhos, 

principalmente em Tapajós -PA e aquelas localizadas próximas a hidrografias 

importantes como o alto do rio Madeira- RO e rio Negro-AM (Figura 7 A), além da 

contaminação de peixes (Figura 7 B), os quais são exposto ao Hg devido ao garimpo 

(Figura 7 C), mineração ilegal (Figura 7 D) ou efluentes gerados por processos 

antropológicos próximo a região (FIOCRUZ, 2024).  
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Figura 7 – Áreas de contaminação humana e peixes por Hg (A e B), garimpo de Ouro (C), processos 

de mineração e mineração ilegal (D) 

Fonte: ANM (2022); FIOCRUZ (2024); MapBiomas (2021); RAISG (2020) 

 

Além disso, um grupo de pesquisadores já havia relatado um aumento alarmante 

em área explorada, quando comparado o ano de 1985 (7,45 km2) e 2020 (102.16 km2), 

em consequência da atividade mineradora, principalmente nas comunidades de 

Kayapó, Mundurukú e Yanomani com cerca de 95% de tal processo, sendo que 99,5% 

estão relacionado a exploração do ouro como principal minério, considerando 

somente o ano de 2020 (Mataveli et al., 2022). Atualmente, segundo a Organização 

MapBiomas, a área explorada por hectares de atividade garimpeira em busca do ouro 

está crescendo, quando comparado os últimos dez anos, principalmente entre os anos 

de 2012 (81.545 hectares) e 2022 (220.007 hectares), como exemplificado na Figura 

8 (Project MapBiomas, 2024).  
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Figura 8 – Área explorada, por hectares, pela atividade garimpeira por Ouro, nos anos de 2012 

a 2022. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Project MapBiomas (2024) 

 

Um estudo de campo realizado pelo grupo de pesquisadores da Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-PA), em 2014, em 19 comunidades pertencentes aos 

Yanomami, sendo 15 em Paapiú e 4 em Waikás (de etnias Ye’kuana e Aracaça) 

(Figura 9A e 9B), sendo 179 amostras provindas de Paapiú e outras 60 foram do polo 

base Waikás (Figura 9 C), destes 73,5% e 82,6% eram mulheres e apenas 42% eram 

homens, considerando 21 eram trabalhadores de ASGM (Figura 10) (Basta et al., 

2016). Os valores de referência atribuídos para essa pesquisa, utilizando o cabelo 

como biomarcador, seguiram de acordo com a WHO (1972) e a U.S EPA (1999) (1 

µg/g) e (6 µg/g), respectivamente. Os resultados demonstraram que o grupo Ye´kuana 

apresentou cerca de 4,5 µg/g (variação de 0,4 a 22,1 µg/g) e o grupo que obteve maior 

índice de intoxicação foi Yanomami (aracaça) com 15,5 µg/g (variação 4,5 a 20,4 

µg/g), sendo que ambos os dados foram fornecidos sem a avaliação clínico- 

neurológica, além de expressarem que 100% da população Yanomami (aracaça) 

maior de 12 anos corria alto risco de intoxicação por Hg (Basta et al., 2016; Vega et 

al., 2018).  
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Figura 9a- Localização geográfica do povo originário Yanomami de etnias Waikás e Aracaça 

Fonte: Basta et al. (2016) 

 

Figura 9b – Demarcação das comunidades Indígenas Yanomami (Paapiú) 

Fonte: Basta et al. (2016) 
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Figura 9c – Pontos de atividade de exploração de Ouro nas proximidades do Rio Uracicuera 

(Roraima- RR) 

Fonte: Basta et al. (2016) 

Em 2022, o mesmo grupo de pesquisadores, analisou 9 aldeias localizadas no 

alto do rio Mucajaí (Caju, Castanha, Ilha, Illihimakok,Lasaki, Milikowaxi, Porapi, Pewaú 

e Uxiú) pertencentes ao Território Yanomami, dentre os aspectos analisados foram 

considerados: aspectos antropométricos, neurológicos, atividade laboral (Figura 10), 

avaliações de saúde (como infecções infecto parasitarias (malária), imunopreviníveis 

e sexualmente transmissíveis), a existência da frequência polimórfica do gene  GSTP1 

rs1695 correlacionado a intoxicações exógenas por Hg (Figura 11), níveis de Hg no 

cabelo e peixes, além de aspectos relacionados a saúde básica (como dosagem de 

Hb, glicemia capilar, pressão arterial e o índice de massa corpórea (IMC)) (Silva et al., 

2023; Basta et al., 2024; Perini et al. 2024). 

Em relação as condições clínicas básicas e avaliações de saúde, apenas a 

pressão arterial sofreu alteração, considerando a existência da doença crônica 

(hipertensão arterial sistêmica) e os níveis > 2 µg/g Hg no corpo (tomando como 

parâmetro de referência a menor dose do grupo) cerca de 14,3% mais prevalentes do 

que aqueles que tinham pressão dentro dos valores considerados fisiológicos (Basta 

et al., 2024).  
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Figura 10- Perfil laboral (n=59) exercido por residentes das 9 aldeias no Território Yanomami  

 

Fonte: Basta et al. (2024) 

A existência de níveis elevados de Hg no corpo tem uma correlação importante 

com essa determinada frequência polimórfica e a presença da sintomatologia 

característica da exposição, principalmente os aspectos neuromotores e 

neurocognitivos (Perini et al.2024). Considerando este mesmo estudo de campo, os 

autores encontraram em todo balanço amostral (n=290) a presença do polimorfismo 

GSTP1 rs 1695, predominando o padrão heterozigoto para o genótipo AG (51%) com 

a frequência do alelo G maior que A (47,9% vs. 52,1%), entretanto a questão da 

prevalência da exposição exógena ao metal (n=241) são considerados maiores os 

níveis > 2 µg Hg/g (84% afetados) do que os níveis  > 6 µg Hg/g (10,8% afetados), 

afetando em totalidade (100%) com níveis > 2 µg/g, principalmente as aldeias 

Yanomani: Ilhimakok, Ilha, Uxiú e com > 6 µg/g e as aldeias Caju (23,5%) e Ilha 

(36,4%) com níveis > 2 µg/g (p<0,001), além de considerar a faixa etária de maiores 

de 12 anos a mais afetada (87,7%, p=0,047), está última pesquisa já considerou 

avaliações clínicos- neurológicos (Basta et al., 2024; Silva et al., 2023). 
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Figura 11- Frequência (%) polimórfica do gene GSTP1 rs1695 associado a intoxicação por Hg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Basta et al. (2024) 

 

Apesar da existência de alto risco e maior susceptibilidade com a população 

materno-fetal e pertencente aos povos originários, devido ao MeHg e localidade, uma 

revisão sistemática analisou cerca de 1283 artigos com 11.827 indivíduos e 

considerou a população masculina (11.25 µg Hg/g−1 cabelo, variação de 11.00 para 

11.50 µg Hg/ g−1 Cabelo) a mais exposta quando comparado com os dois últimos 

citados (Santos et al., 2018). Entretanto, ainda que hajam poucos estudos que avaliem 

as questões epidemiológicas ainda são de suma importância que haja a comunicação 

das notificações desses casos ao SINAN, além da aderência dos pesquisadores a 

esta, principalmente com pesquisas realizadas a região amazônica e relacionadas a 

exposição a este tipo específico de metal para que o combate a subnotificação e 

consequentemente a desinformação, mas também considere a real gravidade e 

impacto da intoxicação exógena por Hg, como um problema de saúde global (Castro 

et al., 2021).  

 

2.2.3 Especiações do Hg, Biotransformação e Metilação  
 

O Hg é um metal pesado que pode sofrer mudanças conformacionais, 

principalmente quimicamente, com a ocorrência da reação de oxido-redução ou em 

alguns casos passar por uma adição de um grupamento metil (-CH3) ou perda deste, 

mediante tais fatores ele pode dar origem a três grandes formas inorgânicas e uma 
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orgânica (Tabela 6 e Figura 12), podem causar diversos efeitos cinéticos, nas etapas 

de absorção, distribuição, metabolização e excreção, sendo que cada uma das 

especiações de Hg promovem diferentes situações no corpo humano e no ambiente 

marinho, em especial, os peixes (processo de biometilação) (O’connor et al., 2019).  

Figura 12- Transformações químicas comuns das especiações de Hg 

Fonte: O autor (2024) 

O Hg, passa por um ciclo que é conhecido como “ciclo global ou ciclo 

biogeoquímico” devido a ações antropogênicas e ambientais, este ciclo incorpora 

todas as transformações que o metal pode apresentar. Sumariamente, o Hg em forma 

de vapor ou elementar (Hg0), sua forma gasosa monoatômica e insolúvel, é liberado 

pelos vulcões, transformando-se em uma forma mais solúvel, o mercúrio inorgânico 

(Hg2+) por oxidação, que retornará para terra via reação de condensação pelas águas 

da chuva podendo ser reduzido (Hg0) promovendo sua recirculação por diversos anos, 

entretanto parte desse Hg2+ encontrasse em forma substancial e poderá ser 

convertido por moléculas especificas a MetHg (processo de biometilação) através de 

processos abióticos (como radiação UV) ou micro-organismo, sendo bioacumulado na 

cadeia alimentar marinha (Figura 16) (Rodriguez, 2023). As reações de biometilação 

aquática, ocorrem de duas diferentes maneiras:  

1. Conversão do Difenil-Hg até MetHg (adição de -CH3): Difenil-Hg é oxidado a 

fenil-Hg+ transformando-se em Hg0, reduzido a Hg2+ e por fim a MetHg; 

2. Conversão direta de dimetil-Hg a MetHg (Clarkson et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6– Especiações do Mercúrio e seus respectivos efeitos no corpo humano 
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  Efeitos Cinéticos   

Especiaçõ
es 

Fórmula 
Química 

Absorção Distribuição Excreção 

Inorgânicas 

Mercúrio 
Elementar 

Hg0 

Por Inalação: 
1. Absorvido pela 
membrana alveolar; 

2. Sofrer oxidação 
nos eritrócitos (pela 

influência da 
catalase) tornando-

se mercúrio 
metálico; 
 
 

Ingestão: 
1. Absorvido via TGI 

(baixa), sofre 
conversão 

via enterogástrica d
e Hg0 a Hg2+ com 

ligações sulfídricas 
(-SH); 

 
Dérmica: 

1.Passagem transdérmica    
(pode 

levar síndrome nefrótica); 
2. Subcutânea. 

Considerando 
somente a sua 
forma metálica, 

possui 
natureza lipofílica e 

atravessa a 
barreira 

hematoencefálica e 
transplacentária. 

 
Sofre acúmulo em 
todos os tecidos, 
persistindo mais 

nos testículos, rins 
e cérebro; 

 
Nos rins, promove 

a estimulação 
da metaloteína, 

sendo assim 
aumento 

os níveis mercúrios 
locais; 

 
Hg0 possui meia 

vida biológica: 40 a 
90 dias. 

• Em sua 
maioria 
renal, 

podendo 
ser biliar (até 

40%); 
 

• Pode ser 
excretado 
pelo leite 

materno de 
forma inorgâ

nica pela 
albumina; 

 
Dois períodos: 

a. Latente: 
excreção 
gradual; 

 
b. Platô: 

aumento 
da 

excreção 
entre 10 

até 
a elimina
ção comp
leta em 6 

meses 
 

• Quando em 
contato com 
SNC pode 

perdurar por 
anos.      

Mercuroso 
(instável) 

Hg +    

 
 
 

Mercúrio 
Mercúrico 
(estável) 

 
Hg 2+  
HgCl+ 
HgCl-4  
HgCl-3   
HgCl2  

1. TGI; 
2. Pulmões (baixa), 

presença 
do clearance promovi

do 

Acúmulo 
principalmente 
no fígado e rins 

(túbulos proximais); 

• Através de 
fluidos 

corporais: 
urina e 
fezes; 
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SNC:Sistema Nervoso Central; TGI: Trato Gastrointestinal.  

Fonte: Adaptado de Bensefa et al. (2011) e Berlin et al. (2007) 

As demais espécies de Hg inorgânico (sais de Hg, como HgCl2, HgS, HgBr2, etc), 

que são produzidos pelas indústrias ou provindas de outras atividades antropogênicas 

também passam pelo mesmo ciclo biogeoquímico, com as mesmas reações de 

metilação e redução-oxidação (Pavithra et al., 2023). Este ciclo, representa uma das 

principais via de contaminação por Hg, mais precisamente MetHg, pelo consumo de 

pescados (Mussy et al., 2023).  

Além de fazerem as reações clássicas anteriormente já reportadas, também 

seguem a reação de Pearson para metais de transição (Pearson, 1963), onde o 

mercúrio, em sua forma catiônica, é considerado um ácido macio/ eletrofílico que 

possui afinidade pelas bases macias/nucleofílicas, isto é, quimicamente possuem alta 

capacidade de polarização orbital, tamanho grande, baixas cargas de densidade 

negativa (base) e de estado de oxidação (ácido) (Lopachin et al., 2012; Pearson, 

1990).  

No Brasil, um estudo analisou peixes carnívoros e não carnívoros consumidos 

pela população da Região Norte, entre os anos de 2021-2022, demonstra cerca de 

21,3% dos peixes tinham níveis de Hg acima do recomendado pelas agências 

reguladoras, como ANVISA e FAO/WHO (VR > 0,5 µg/g em peixes), sendo os estados 

Sais de 
Hg 

(HgS, 
HgBr2,H
g(NO3)2, 

etc)  

pelas células mucocili
ares; 

3. Pele. 

• Glândulas: s
udoríparas, 
salivares e 
lacrimais; 

• Meia vida de 
42 dias. 

    

Orgânicos 

Metil 
Mercúrio, 

Dimetil 
mercúrio 

MetHg  

• TGI; 

• Pele (somente 
o dimetilmercúrio) 

(baixa). 

Em todos os 
tecidos, sendo 10% 
direcionado até o 
sistema nervoso; 

• Excretado 
pelo fígado a

través da 
bile, pelos 

rins e urina; 

 

É convertido 
em espécies inorgâ

nicas bivalentes 
sofrendo redox. 

• Meia vida de 
45 a 70 dias; 

• Quando 
não metilado
 é eliminado 
pelas fezes. 
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Roraima (40%) e Acre (35,9%) apresentavam maior prevalência de contaminação da 

população, considerando os valores de ingestão diária atribuídos pela US EPA (0,1 

mg/kg pc/dia), além do último estado ultrapassar 6,9 a 31,5 vezes da dose 

preconizada por essa agência, por fim o estudo considerou mulheres em idade fértil e 

crianças de 2 a 4 anos, aquelas que consumiam uma dose Hg muito maior do que o 

recomendado (Basta et al., 2023; FAO/WHO, 2016; WHO, 2008).  

Além disso, este mesmo grupo de pesquisa já havia publicado outros estudos 

sobre o impacto do metal na região da Bacia de Tapajós, no estado do Pará, em 

especifico para a população originária Munduruku (Figura 12), que contou com 

avaliações neurológicas, pediátricas e gênicas (Tabela 7), além de analises dos níveis 

médios de Hg na população e nos peixes, os quais foram de 7,7 µg/g Hg no cabelo e 

1,95 µg/g, respectivamente, sendo maiores do que os valores atribuídos pela 

FAO/OMS (Basta et al., 2021; FAO/WHO 2016).  
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Figura 12 - Mapa geográfico da localização da população de Munduruku e respectivas aldeias 

(Sawre Muybu e Aboy, Poxo Muybu). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Basta et al. (2021) 

Tabela 7– Principais achados nos estudos da população Munduruku nas aldeias de Sawré Aboy e 

Muybu, Poxo Muybu na região da Bacia de Tapajós- PA 
 

Povo Originário Munduruku  
Sawré Aboy Sawré Muybu Poxo Muybu 

Índice de 
contaminação da 

população 

87,50% 42,90% 60,60% 

Principais danos 
neurológicos 

a. 17,9% alteração do reflexo (tendão de Aquiles); 
b. 17,4 % Polineuropatia distal (somente em Sawré 

Aboy); 
c. 12,7% déficits na percepção nociceptiva (SNC); 

d. 4,5% amiotrofia de artelhos 

Avaliação 
hematológica 

21% foram diagnosticados com quadro anêmico 

Polimorfismo 
encontrado 

gene ALAD (rs1800435) (δ ácido aminolevulinato 
desidratase) Heterozigoto para alelos CG (associado a 

maior susceptibilidade da entrada de Hg no corpo) 
Fonte: Basta et al. (2021); Perini et al. (2021); Perinini et al. (2024) 
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A população originária de Munduruku, em específico, a aldeia pertencente a 

etnia Sawré Aboy, que vivem próximos do Rio Jamaoxim, apresentou índices de 

contaminação do ambiente marinho por Hg maiores do que os encontrados na aldeia 

Poxo Muybu, além dos primeiros sofrerem com a mineração ilegal (Basta, 2023).  

Outros estudos, também já haviam abordado a contaminação de peixes na 

população de Munduruku (Santos et al., 2002) e em outras comunidades ribeirinhas 

localizadas na Região Norte, como aquelas próximas aos rios Teles Pires, Cassiporé-

PA, Neotropical, Roosevelt entre os anos de 2015-2021 (Anjos et al., 2016; Lima et 

al., 2015; Montanã et al., 2021). 

Levando em consideração, o polimorfismo descrito na Tabela 7, na enzima delta 

ácido aminolevulinato desidratase (ALAD) que está relacionada a síntese do heme, 

cujo grupamento é de extrema importância para o desenvolvimento da molécula de 

Hb (hemoglobina), sendo assim existem estudos que indicam a influência dos metais 

pesados (principalmente, Hg  e Pb) estarem associados a redução ou inibição desta, 

ocasionando protopofirias e/ ou a diminuição da atividade da ferroquelatase (Schauder 

et al., 2010; Gupta et al., 2013), também esclarecendo o principal sintoma 

hematológico, correspondente ao quadro anêmico apresentado por determinados 

pacientes intoxicados por Hg (Oliveira et al., 2015; Perottoni et al., 2004; Živančević 

et al., 2024).  

Além disso, o Hg e suas especiações possuem a capacidade de se ligarem a 

seleno-proteínas (-SeH/-S) ou grupamento tióis (-SH), sendo este último dividido em 

dois diferentes grupos: 

a. Grupamentos tióis de baixo peso molecular (do inglês, Low Molecular mass -

LMM-SH): cisteina (Cys), redução da molécula de glutationa (GSH) e seus 

derivados, homocisteína e acetil-CoA; 

b. Grupamentos tióis de alto peso molecular (do inglês, High Molecular mass -

HMM-SH ou HMM-SeH): albumina e hemoglobina para -SH (Figura 13) ou 

seleno proteína P, GPxs, TrxR1-3 para -SeH (Nam et al., 2003; Rooney et 

al., 2007; Nogara et al., 2019) 
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Figura 13- Processo de absorção do MetHg e sua respectiva interação com as moléculas de 

albumina e hemoglobina 

 

 

 

 

 

Fonte: Nogara et al. (2019) 

Tais alterações promovidas por essas interações entres estes grupos e suas 

respectivas ligações entre proteínas e aminoácidos nas células causam um desgaste 

oxidativo (Ulrich et al., 2019). Deste modo, estes podem ocasionar efeitos colaterais, 

como modificações e mudanças de regulação nos ciclos metabólitos através da 

junção pela cisteína, sendo assim quanto menor a formação desses grupos menor 

será a formação de proteínas oxidadas (Mulzolf-Panek et al., 2020). 

A metilação, seja ela hiper ou hipometilação, promovida pelo mercúrio não altera 

somente o metabolismo dos peixes, mas também pode alterar o ciclo de metilação e 

transulfuração do ser humano, o qual associa-se às moléculas de homocisteína (a 

qual pode servir para síntese de glutationa através de reação de transulfuração), tetra 

hidrofolato (THF) e a vitamina B12 (cobalamina), sendo estes dois últimos utilizados 

como cofatores para transformação da homocisteína em metionina pela metionina 

sintase (Kaur et al., 2006). A metionina, por sua vez, tem a capacidade de sintetizar a 
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S-adenosilmetionina (SAM), a qual doará grupamentos metil para as reações de 

metilação celular, como exemplo, a síntese dos ácidos nucleicos (DNA – ácido 

desoxirribonucleico e RNA- ácido ribonucleico), proteínas e lipídios, considerando 

assim processo fundamental para a expressão gênica e heterogeneidade do sistema 

imune (Gallagher, 2012; Zhang et al, 2022). Além das espécies reativas citadas, 

pesquisas recentes associam também este mecanismo de transulfuração as espécies 

reativas de enxofre, como H2S (ácido sulfênico/ sulfeto de hidrogênio) e aos sais STNa 

(tiossulfatos de sódio) e NaHS (hidrosulfeto de sódio) (Bourgonje et al., 2020). 

Diante disso, os metais pesados, como Hg, por possuírem essa capacidade de 

ligação a esses grupamentos, podem afetar tais vias de três maneiras especificas:  

1. Inibem a funcionalidade enzimática da metionina sintase;  

2. Altera a via glutationa, conhecida como rota dos xenobióticos e de 

antioxidantes (REDOX), até ocasionar sua depleção; 

3. Modificam citocinas pro-inflamatórias, como interferon gama (IFN-γ), cujo é 

depende de processos metilativos, consequentemente levando a 

imunossupressão (Agrawal et al., 2007).  

 

2.3 Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) e Nitrogênio (ERNS) e Estresse 
Oxidativo (EO).  

 

O estresse oxidativo (EO) é definido, da seguinte forma:  

“um distúrbio no equilíbrio pró-oxidante-antioxidante a 

favor dos primeiros" (Sies, 1985).  

Em outras palavras trata-se de uma condição em que o sistema de antioxidantes 

do organismo sofre uma superprodução de espécies reativas (radicais livres ou pró-

oxidantes), por exemplo as do oxigênio e/ ou as de nitrogênio, onde haverá um 

desequilíbrio na balança REDOX, pela entrada desses radicais na célula (Valko et al., 

2007; Aschbacher et al., 2020). Entretanto, Sies (2020) atribuiu duas novas 

correlações a esse tema, caracterizando em duas classes distintas:  

1. Estresse Oxidativo fisiológico (“eustress” ou estresse positivo): conceitua-se 

em apresentar baixos níveis de EO, os quais são fundamentais para que haja 

uma sinalização homeostática REDOX considerada saudável.  

2. Estresse oxidativo patológico (“distress” ou estresse negativo): aquele que se 

baseia na super expressão dos pro-oxidantes, podendo ocasionar danos 
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irreversíveis as biomoléculas e assim, promover enfermidades.  

As EROs são classificadas pela presença de terem em sua composição apenas 

um átomo de oxigênio em cada molécula, cursando com aumento da atividade 

aumentada em comparação ao oxigênio molecular, dentre elas estão: as espécies 

radicais (radical hidroxil (OH●), superóxido (O2
●) e oxigênio singlet), sendo a primeira 

a mais reativa em comparação as demais, e as não radicais (peroxido de hidrogênio), 

este último recebendo auxilio da reação de Fenton, este tendo o menor poderio reativo 

(Pélaz et al., 2024; Rauf et al., 2024). Também existem, as ERNs que são constituídas 

pelas espécies contendo um átomo de nitrogênio, incluindo o óxido nítrico (NO), 

peroxinitrito (ONOO-), nitrito (NO2
-), trióxido de nitrogênio (NO2O3) e dióxido de 

nitrogênio (NO2
●), essas são sintetizadas por três diferentes sistemas: eNOS/NOS 3 

(“endotelial Nitric Oxide synthase”, do inglês), iNOS/ NOS 2 (“inducible Nitric Oxide 

Synthase”, do inglês) e nNOS/ NOS 1 (“neuronal Nitric Oxide Synthase”, do inglês) 

perante ação de cofatores, como a arginina que gerará NO e citrulina ou de modo 

mais simples, pela dieta e com ação da via nitrato-nitrito-NO (Prior et al., 2016).   

Existem inúmeras reações capazes de originar as EROs, dentre elas descantam-

se duas não- enzimáticas: a primeira delas chamada de reação de Haber-Weiss, cujo 

processo é extremamente lento, contudo, pode se tornar acelerado quando sofre 

catalise por metais de transição, como o ferro, e assim gerando a segunda reação 

denominada reação de Fenton (Vitale et al., 2024). Essa foi descoberta 1894 por 

Henry J. Fenton, por se tratar de um processo extremamente complexo, central e 

exercida de modo acerelado, sendo a mais efetiva para originar produtos avançados 

oxidativos (do inglês, advanced oxidative process, AOPs), além de possuir quatro vias 

principais:  

1. Clássica: originando o radical hidroxil;  

2. Férrica: exclusiva para os íons ferro, sendo que ambas são capazes de gerar 

EROs;  

3. Peróxido de Hidrogênio: dando origem a H2O2, a partir de Fe2+ (íon ferro 

ferroso); 

4. Quando as concentrações de íons Fe3+ (férrico) e Fe2+ (ferroso) estão em 

igualdade (Zhang et al., 2024).  
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Apesar da maioria das reações das espécies reativas de oxigênio, terem como 

ponto central estas reações, as ERNs também possuem um parâmetro chave, a 

geração do radical hidroxil e desta forma se integrando também as EROs, contudo 

ambas, quando desbalanceadas, têm como objetivo finalizador dar origem a radicais 

lipídicos, que posteriormente formaram ácidos graxos poli-insaturados (do inglês, 

“poli-unsaturated fatty acid- PUFA”), que são submetidos a uma série de reações em 

cadeia, ou seja, interações moleculares de forma constante, podendo ser: no início 

(do inglês, “initiation”), na propagação (do inglês, “propagation”) ou no término (do 

inglês, “termination”) da cadeia, podendo promover o fenômeno da peroxidação 

lipídica (Zhang et al., 2024). Diante disso, a fim de sumarizar o mecanismo exercido 

pelas vias integradoras desses radicais e suas respectivas depurações, Zhang (2019) 

estabeleceu uma subdivisão dessas da seguinte forma:  

Tabela 8- Vias integrativas de geração e depuração das espécies reativas de nitrogênio 

e das espécies reativas de oxigênio 

Geradoras Depurativas 

1. Origem do radical superóxido: este 

sendo derivado do oxigênio tanto por 

reações oxidativas promovidas pelas 

oxidases como pela cadeia transportadora 

de elétrons localizada na mitocôndria  

1. Desmutação do superóxido pela 

superóxido dismutase 1/2/3 (SOD) 

2. ERNs propriamente ditas: possuindo 

duas fases distintas: fase aquosa (obtendo 

como produto final carbonato e dióxido de 

nitrogênio) e hidrofóbica (cujo derivados 

são radical hidroxil e NO2
-) 

2. Desagregando o peróxido de hidrogênio: 

pela ação da catalase formando H2O e O2 

3. Geração de H2O2 3. Ciclo REDOX da glutationa: pela redução 

de peróxido de hidrogênio pela GPX (onde 

este também agir reduzindo radicais 

lipídicos) e PRDX 1/4/6 em H2O usando o 

GSH como doador de elétron. Além da 

oxidação de GSSG e volta para GSH pela 

ação enzimática de GSR.   
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4. Origem de radicais hidroxil pela reação 

de Fenton ou Haber- Weiss 

4. ciclo REDOX tiorredoxina reduzida (TrxR): 

reações especificas de óxido-redução  

 

5. Radicais lipídicos: originadas iniciadas 

pelo radical hidroxil sequestrando um 

hidrogênio alélico de um lipídico insaturado, 

com várias reações subsequentes de 

radicais lipídicos insaturados até a 

formação de hidroperóxido lipídico (LOOH).  

5. desintoxicação da glutationa- S- 

transferase: promovida pela ação dos 

xenobióticos podendo ser conjugados e 

posteriormente entrar da via da glutationa 

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2019) 

 

Figura 14 -Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, vias de geração e depuração. 

Fonte: Zhang et al. (2019) 

 

2.3.1 Funções fisiológicas, patológicas e mecanismo transcricionais das 
EROs e ERNs  

 

Em condições fisiológicas as EROs podem ser geradas inicialmente nos 

peroxissomos, no reticulo endoplasmático (pela ação dos citocromo P450 e b5), no 

citoplasma (por atuação enzimática da xantina oxidase e pela via das tioredoxina) e 

nas mitocôndrias a partir das NOXs (NADPH oxidases), um conjunto de enzimas de 

grande valor energético para maioria das vias metabólicas (como a glicólise, o ciclo 

de Krebs, via das pentoses fosfatos, etc), a partir delas é possível fazer uma 
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comunicação entre as organelas e a sinalização REDOX (Brand, 2020; Sies et al., 

2022). Além de atuar no metabolismo, tais espécies, como o H2O2, podem atuar ciclo 

celular, no reparo e replicação do DNA, principalmente no alongamento dos telômeros 

pela ação da telomerase, mas também podem colaborar na produção de anticorpos, 

insulina e hormônios como as prostaglandinas e leucotrienos, sendo esses últimos 

gerados através da oxidação do ácido araquidônico pela via ciclooxigenase ou 

lipoxigenases (Cenci et al., 2007; Hanna et al., 2018; Srinivas et al., 2019; Laporte et 

al., 2020; Sies et al., 2024). 

Na matriz mitocondrial ocorre o processo de fosforilação oxidativa, conhecida 

também como cadeia transportadora de elétrons (CTE), a qual é mediada por cinco 

complexos e o citocromo C, que são dependentes de H2O2 e O2-  para que possam 

realizar as reações subsequentes e interdependentes, principalmente as do ciclo de 

Krebs (Mailloux, 2021). No processo isquêmico ou no acidente vascular encefálico 

(AVE), por exemplo, há o processo reverso da CTE, onde o ocorre o acúmulo de 

succinato nos tecidos e a mudança da atividade do NADH, o qual pode ser encontrado 

no complexo I (ubiquinona oxidoredutase) e por conta disso ocorrerá a transferência 

reversa de elétrons, este processo é mediado por uma forma derivada do succinato 

capaz de redirecionar o ubiquinol para o complexo I modulado pela NADH 

dehidrogenase, cujo modulação têm a finalidade de produzir EROs de forma 

desordenada (Chavda et al., 2023). O sistema REDOX e as EROs estão envolvidos 

também na regulação e proliferação celular, agindo como segundo mensageiros, 

como exemplo, na diferenciação celular de células tronco embrionárias nos estágios 

iniciais devido a ação de baixas concentrações de H2O2, estimulando o surgimento 

dos cardiomiócitos ou atuando no complexo excitação – concentração na 

eletrofisiologia cardíaca (D’oria et al., 2020; Li et al., 2006). 

Já as ERNs, principalmente o radical óxido nítrico, são responsáveis pelo 

relaxamento e pela proliferação vascular das células musculares lisas, além de 

auxiliarem na agregação plaquetária, na adesão dos leucócitos no mecanismo de 

diapedese, na angiogênese, na formação e regulação do tônus vascular e dos 

trombos e na hemodinâmica (Kruk et al., 2019). Além disso, há estudos que indicam 

estas espécies possam contribuir tanto para a retroalimentação túbulo-glomerular 

quanto para o funcionamento da angiotensina II, no sistema renina-angiotensina-

angiotensinogênio (SRAA), para que haja a regulação do fluxo sanguíneo e da 
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integridade endotelial (Carlstrom, 2021). Além deste radical, o nitrito também pode 

atuar nestes contextos, sendo este mediado pela via clássica NO-sGC (guanilato 

ciclase solúvel)-cGMP (guanosina 3’,5’ monofosfato cíclico) ou pelos mecanismos de 

nitratação (adição de íon nitronium (NO2+) para grupos nucleofílicos) ou nitrosilação 

(formação de espécies de nitrosil, espécies/ radicais ligados a metais centralmente) 

de maneira conjunta com as demais especeis bioativas de nitrogenio (NO2●-, ONOO-

,N2O3 e Heme-NO) independentes de cGMP, as quais podem modificar proteínas, 

lipídios, nucleotídeos, metais através do processo de transnitrosação (transferência 

de NO de uma molécula para outra), resultando em alterações da função gênica, 

enzimática, sinalizadora e/ou receptora, além de proporcionar efeitos benéficos como 

anti-inflamatório, inotrópicos e antimicrobiano (Blood et al., 2017; Lunderg  et al., 

2013). Contudo, em condições patológicas, exerce funcionalidade reversa, 

corroborando para evolução do quadro sintomatológico, por exemplo, em pacientes 

com osteoartrite, o aumento exorbitante de oxido nítrico pode levar a inúmeras 

manifestações dentre elas estão: degradação da cartilagem, modificação da matriz 

metaloproteinases (MMP), maiores números de osteclastos, senescência dos 

condrócitos e hiperplasia sinovial (Jiang et al, 2023).  

Existem inúmeros estudos recentes que afirmam diversas aplicabilidades para 

ambas as espécies, em quantidades capazes de manter o pleno patamar 

homeostático, destacando-se o sistema nervoso, associados ao crescimento axonal 

e dendrítico, além do desenvolvimento cognitivo, o sistema imunológico, a 

esteroidogêneses e a termogênese (Chouchami et al., 2016; Kil et al., 2012; Mills et 

al., 2016; Muri et al., 2021; Sies et al., 2022; Vicente-Gutierrez et al. 2019). Contudo, 

a atividade catalítica exercida pelo óxido nítrico nas granulações, em específico a 

mieloperoxidase (MPO), presentes nos polimorfonucleares (PMN) ainda é a atribuição 

mais reportada, essa é capaz de influenciar a regulação do mecanismo inflamatório e 

dos eventos infecciosos (Senderovic et al., 2024).  

Esses efeitos são oriundos de importantes moléculas transcricionais, dentre elas 

se destacam, o fator nuclear kappa beta (do inglês, “nuclear fator kappa beta- NF-kb”), 

Nrf2 (do inglês, “nuclear fator (erythroid-derived-like 2)”), FOXOs (do inglês, “forkhead 

box protein O”), HIF (do inglês, “hypoxia inducible fator”), keap1 (do inglês, “helch-like 

ECH- addociated protein”), MAP quinases, mTOR (do inglês, “mammalian target of 

rapamycin”) e PTPs (do inglês, “phosphatase tyrosine proteins”) (Meo et al., 2016; 
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Sies et al., 2024). Em sua maioria, tais moléculas transcritoras são compostas por 

20% de grupamentos tiolatos, os quais possuem em sua conformação aminoácidos 

de cisteína, os quais são extremamente sensíveis a resposta REDOX e desta maneira 

favorecem a resposta sinalizadora nas células (Fourquet et al., 2010).  

O Nrf2-keap1 trata-se de um dos maiores sistemas transcricionais capazes de 

manter o mecanismo REDOX homeostático (Trombetti et al., 2021), seu 

funcionamento é sumariamente descrito em três etapas:  

1. Keap 1 liga-se ao Nrf2 no citoplasma, executando uma atividade reacional de 

ubiquitinação e posteriormente sua degradação; 

2. Já em condições em que haja mudanças dessa condição, sofre a ação das 

EROs e ERNs, cujo possuem habilidade de oxidar domínios de cisteina 

modulando a conformação de keap 1;  

3. Por fim, Nrf2 expressará a defesa antioxidante quando associada a outra 

proteína denominada ARE (do inglês, “antioxidant response element”) (Itoh 

et al., 1997; Hu et al.,2022).  

Pesquisas recentes associam este fator a mecanismos pro-inflamatórios e anti-

inflamatórios, ou seja, correlaciona-se com a ativação do sistema imunológico e suas 

células (como PMN, células dendríticas entre outras) desencadeando a inflamação 

(Fagiani et al., 2020; Mills et al., 2018), além de ter associação direta a intoxicação 

promovida por Hg (Kang et al., 2024; Wang et al., 2024). Essa correlação ao estímulo 

inflamatório ainda não é clara, mas acredita-se que a proteína ARE pode ser 

codependente do NF-kβ e de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-6 

(interleucinas) quando o balanço REDOX está abaixo do estimado (Kobayashi et al., 

2016). 

Uma expressão exacerbada dessa molécula pode ativar inconscientemente o 

NF-kB, isso sensibiliza o mecanismo REDOX e as EROs que são capazes de 

influenciar a via da MAP (do inglês, “mitogen-activated protein”) quinase e PI3K (do 

inglês, “ phosphatidylinositol 3 kinase”)/PTEN (do inglês, “ phosphatase with sequence 

homology to tensin”)/akt (do inglês, “protein kinase B”) importantes para degradação 

de I-kb (do inglês, “nuclear factor kappa beta inhibitor”) (Chen et al., 2017; Forrester 

et al., 2018). Entretanto, as próprias EROs presentes no meio intercelular já 

influenciam esse mecanismo sem precisar necessariamente de super- expressão, 

pois a presença de regiões de cisteínas oxidadas presentes no DNA ligam-se ao NF-
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kB, se sensibilizam com as EROs, ativam de forma direta esse inibidor (Olivera-

Marques et al., 2009).  

 Além disso, existe o HIF (hypoxia-inducible factor) trata-se de um conjunto de 

fatores nomeados de 1 a 3, responsáveis por regular a hipoxemia (baixa de O2), a 

qual pode surgi mediante a alta expressão das NOXs, em especial a NOX 4, e 

consequentemente promove ação das EROs de forma desordenada e com isso 

desestabilizando o HIF-1 (composto por duas subunidades α e β), essa situação pode 

ser revertida  a partir de um mecanismo de hidroxilação específico por conta da HIF 

prolil hidroxilase, cujo habilidade é controlar as EROs contribuindo para o retorno da 

oxigenação, isto é, o retorno ao estado de normoxia (Acker et al., 2006; Diebold et al., 

2010; Chen et al., 2017; Yang et al., 2015). Em casos em que há perturbação dos 

barorreceptores (células sensoriais de percepção de pressão arterial), por exemplo, 

além de ocorrer a influência desta molécula transcricional, sofrerá também influência 

direta da família FOXO (Eijkelenboom et al., 2013). Tal família pode propagar reações 

pós translacionais não enzimáticas reversíveis oriundas das modulações dos 

grupamentos tióis pela ação das EROs, chamadas de FOXOs S-peroxirredoxinilado, 

ou seja, interações de oxidação desses grupamentos com o ácido sulfênico / sulfeto 

de hidrogênio (H2S) pelo peróxido de hidrogênio resultando em disulfetos e/ou 

persulfetos ligados a esse sítio molecular e consecutivamente exercendo sua 

atividade de adaptação ao estresse (Krafczyk et al., 2022).  

 

2.3.1 Influência das EROs e ERNs no desencadeamento inflamatório  
 

O processo inflamatório é desencadeado a partir da percepção de seus 

receptores, chamados de Receptores de Reconhecimento Padrão (RRP), como 

exemplo, os DAMPs e PAMPs (padrões moleculares associados ao patógeno ou ao 

dano), e auxiliam na sinalização primária ou “sinal 0” contra aos agentes invasores, 

como bactérias, vírus, toxinas, entre outros na imunidade inata (Tang et al., 2012).  

Tendo em vista isso, sabe-se que principalmente os DAMPs são associados a 

resposta ao estresse ou as substâncias desencadeadoras dele, como as EROs e as 

ERNs (Collet et al., 2018). Além disso, os DAMPs possuem proteínas com domínios 

de cisteinas livres capazes de promoverem reações oxidativas, que em conjunto com 

os PMN e essas espécies reativas tornam-se essenciais para a resposta fagocitária, 

induzindo a aniquilação dos agentes danosos (Carta et al., 2009).  

https://en.wikipedia.org/wiki/HIF1A
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O óxido nítrico é uma das espécies de maior funcionalidade no sistema 

imunológico, tanto no adaptativo como no inato, existem diversos estudos que 

atribuem a ele diversas atividades, como ação anti-inflamatória, por auxiliar no 

processo fagocítico (“respiratory burst”), na quimiotaxia , na migração de citocinas e 

fatores como NF-kβ, IFN-γ (interferon gamma) e nas ciclooxigenases, esta última pela 

via do ácido araquidônico, tais ações são induzidas principalmente por iNOS e eNOS 

(Andrabi et al., 2023). O mecanismo descrito como “respiratory burst”, o qual ocorre 

devido a presença dos grânulos azurófilos, conhecidos como MPO, é sumariamente 

descrito por Galijasevic (2013):  

a. A ação da NADPH oxidase inicia o processo pela geração de superóxido; 

b. O superóxido pode ser gerar enzimaticamente via SOD ou de forma 

espontânea pela ação do H2O2, cujo habilidade é denudar a cromatina do 

agente invasor ou toxina; 

c. Deste modo, ocorre a liberação da MPO e da elastase pelo fagossomo, onde 

essa origina HOCl- e outros halogenatos, os quais irão promover 

desenrolamento da cromatina;  

d. Pela reação de Fenton, ocorrerá a formação do OH●; 

e. A iNOS é ativada e consequentemente gera NO;  

f. NO e O2● combinam-se e resultam em peroxinitrito e outras ERNs  

g. Por fim, ocorre a fagocitose e posteriormente a lise da membrana da célula 

invasora entre 30- 60 minutos.  

Esse processo recentemente passou-se a ser denominado como NETs (do 

inglês, “neutrophil extracellular traps”), ocorrendo de modos distintos: o clássico ou 

lítico (com participação das EROs e ERNs) e o não lítico (Papayannopoulos et al., 

2018; Lin et al., 2024). 

Há estudos que indicam uma pequena influência desses radicais e não radicais 

também nos linfócitos B e T em pequenas quantidades quando comparados ao PMNs, 

porém esse mecanismo ainda não é muito conhecido (Thomas, 2017). Por outro lado, 

existem pesquisas que indicam que baixos níveis de HOCl- podem promover o 

desligamento da anti-proteinase inibitória endógena específica da elastase, conhecida 

como α1-antitripsina (Montecucco et al., 2009), enquanto altos níveis podem 

ocasionar á proteólise dessas, resultando na modulação do efeito imune (Lin et al., 

2024).  
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Assim como nos PMNs, tais espécies, quando desbalanceadas, podem levar a 

uma movimentação contraria da barreira protetiva construída pelas anti proteinases 

no plasma humano, cuja função é a proteção contra a super expressão das proteases 

e de seu sistema lítico que funciona de maneira incontrolável que também 

impulsionará um enfraquecimento do sistema imune, dentre elas estão: α-1 anti-

tripsina, α-2 macroglobulina e a α-1 anti quimiotripsina  (Siddiqui et al., 2016).  

Antes que haja a indução a essa resposta celular, a produção e sinalização ao 

processo inflamatório é conduzido por meios transcricionais, principalmente pelas vias 

NF-kβ e JAK/STAT (Canton et al., 2021). 

A rota do NF-Kb (do inglês, “nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B 

cells”) é dividida em duas etapas: a não canônica e a canônica. Na canônica, o 

processo ocorre inicialmente no citosol, atraves do complexo IKK (do inglês, “nuclear 

factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor”) que é um dos 

grandes auxiliadores para impulsionar a ativação de NF-kb (Zhang et al., 2016). Esse 

possui duas subunidades em dois diferentes grupos: 

a. Catalítico: subdividido em IKKβ, o qual será o responsável pela etapa 

fosforilativa ativador de NF-kb, o qual será degradado pelo proteossoma após 

cumprir seu objetivo e o IKKα, cuja função é sinalizar NF-kb com estímulos 

ocasionados por agentes invasores/ toxinas/ EROs ou ERNs (Nam et al., 

2011). A influência das EROs ou ERNs pode depender de sua localização 

oxidativa, podendo ser nuclear ou citoplasmática, contudo, IKKα pode 

perceber facilmente a presença de H2O2 e assim translocando NF-Kb até o 

núcleo celular para sofrer transcrição e mediar a resposta final (Huang et al., 

2013).  

b. Regulatório: NEMO (do inglês, “nuclear factor κB (NF-κB) essential 

modulator”) ou IKKγ, cujo o papel é facilitar a ativação de NF-kb, modular 

estímulos exercidos por citocinas pró-inflamatórias em diversas condições, 

como doenças autoimunes, bem como regular funções da imunidade inata 

(Karin, 1999).   

Caso a resposta ao estimulo seja pró-inflamatório, na parte não-canônica, a qual 

ocorre a nível nuclear e também recebe auxílio de IKKα, será impulsionada a induzir 

a secreção de citocinas, como o inflamossoma (NRLP3) e a IL-1β (interleucina 1 Beta) 

e o TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) ou ativar o fator de células B (do inglês, “B-
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cell activating factor”- BAFF), sendo sua inibição conduzida pela super-expressão da 

SOD (Forrester et al., 2018). 

 Outra rota que contribui para surgimento da inflamação é a JAK/ STAT (do 

inglês, “tyrosine kinases Jak (‘Janus kinase’)/Signal transducer and activator of 

transcription”), cujo papel é essencial também para as citocinas e para os fatores de 

crescimento, sua ativação e desenvolvimento a favor a resposta inflamatória pode ser 

enumerada da seguinte forma, segundo a autora Canton et al. (2021): 

1. Quando esta rota recebe estímulos em seus receptores da ação de invasores 

ativam a proteína quinase de tirosina JAK (Janus Kinase); 

2. Em seguida, essa é redirecionada e fosforilada pela STAT até o núcleo 

celular e sua atividade dimerizadora pode ser facilmente influenciada pela 

ação das EROs, por reações de oxidação; 

3. Quando está no núcleo, as STAT serão traduzidas em forma de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ (interferon gamma) por 

macrófagos tipo M1 ou anti-inflamatórias, como a IL-4 (interleucina 4) pelos 

fagócitos M2; 

4. O feedback negativo desta via é controlado pelas SOCS (supressores da 

sinalização de citocinas).  

Diante disso, diversos estudos recentes têm correlacionado estes mecanismos 

pró- inflamatórios com a exposição exógena ao Hg e os efeitos acometido por ele, 

como a injuria ao sistema renal (Gao et al., 2021; Li et al., 2020), ao dano ocasionado 

ao trato gastrointestinal (Rodriguez-viso et al., 2022), além das disfunções 

hematológicas na linhagem progenitora mieloide (Tang et al., 2023).  

 
2.3.2 Radicais lipídicos e a peroxidação lipídica: são agentes finalizadores 

benéficos ou maléficos das espécies reativas?  
 

Os radicais lipídicos desempenham um papel importante e essencial para 

formação das reações subsequentes do fenômeno da peroxidação lipídica, quando 

estão em desequilíbrio e em grandes concentrações, tratando-se da sua via de 

origem, porém quando associado a esse traz efeitos maléficos, como a morte celular, 

a danos ao arcabouço gênico, além de afligir a integridade da membrana celular 

causando, como exemplo, a quebra da membrana eritrocitária (Ferreira et al., 2024; 

Fujii et al., 2024).  
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A ocorrência de hemólise pode ser justificada pela presença dos grupos tióis (-

RSH) que serão convertidos em pontes de dissulfetos (R-SSG) às custas do excesso 

de GSSH vindo da cascata da glutationa promovido pela sobrecarga de ferro 

circulante e pelas EROs, levando à desnaturação proteica e resultando em processos 

lesivos intracelularmente, como a oxidação de hemoglobina (Hb) a meta-Hb e 

consequentemente dando origem aos corpos de Heinz (Silvilotti et al., 2004).  O ferro 

pode ser considerado um intensificador ou catalisador para iniciar o processo de PL 

(Peroxidação Lipidica), sendo este de forma agindo de forma rápida ou lenta, a 

depender de sua valência (Rochette et al., 2022). 

Entretanto, possuem uma pequena função segundária, a qual pode ser 

fisiológica dependendo do contexto a qual for inserido, como moduladores 

intracelulares indiretos da cascata do ácido araquidônico, um tipo de ácido graxo poli-

insaturado derivado da biossíntese do ácido linoleico (ômega-6), que pode ser 

associado a auto oxidação oriundas desses radicais, afetando o mecanismo 

inflamatório exercido por suas enzimas, as ciclooxigenases (COX) e as lipooxigenases 

(LOX) e de seus produtos hormonais, como os eicosanoides, a exemplo das 

prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e leucotrienos (Perini et al., 2010; Kobercki 

et al., 2013; Trostchansky et al., 2021), sendo assim colaborando com um efeito 

benéfico quando em homeostase.  

Com isso, também é possível correlacionar uma ação dupla aos ácidos graxos 

poli-insaturados (do inglês, “poliunsaturated fatty acids”), como o ácido linoleico 

(Omega-6) e o ácido alfa-linoleico, quando esses se encontram em concentrações 

aceitáveis pelo organismo desenvolvem efeitos fisiológicos, como o transporte de 

oxigênio para o plasma sanguíneo, além de participarem da biossíntese de 

hemoglobina e do ciclo celular, sendo, portanto, considerados ácidos graxos 

essenciais (Martin et al., 2006), contudo, também desempenham papel patológico, 

quando exacerbados, pela mesmo fenômeno anteriormente citada.  

A peroxidação lipídica (PL) é o fenômeno pelo qual os radicais lipídicos e os 

PUFAs irão ser submetidos, em caso de uma situação patológica, onde há produção 

excessiva de seus produtos secundários, originados durante a decomposição de 

hidroperóxidos lipídicos (ácido linoleico, ácido docosaexaenoico e ácido 

araquidônico), a exemplo do 4-HNE (4-hidroxi-2-nonenal) e o MDA (malonildialdeído), 

que são compostos carbonílicos considerados altamente reativos, tóxicos e lesivos, 
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por terem a capacidade de fazerem ligações cruzadas confundindo moléculas vitais, 

como o DNA ou RNA, promovendo mutações ou induzindo a morte celular (Dyall  et 

al., 2022). Atualmente, estes podem ser utilizados como biomarcadores específicos 

do EO (Carmo et al., 2022; Morales et al., 2019).  

A PL tem uma dinâmica reacional própria, sumariamente, sua iniciação ocorre 

pela captura do H+ presente nas PUFAs das membranas, isso é decorrente da ação 

de espécies reativas chaves geradas a partir da reação de Fenton, Haber Weiss ou 

pela decomposição de hidroperóxidos, como o radical hidroxil (OH●), alcoxila (LO●) ou 

hidroperoxil (HOO●), resultando em radicais lipídicos (L●) (Ferreira et al., 1997). Em 

seguida, esses são conduzidos a duas reações de propagação, a primeira de rápida 

ocorrência em conjunto com O2, gerando LOO● (radical peroxila), sendo este o 

principal incentivador para a segunda reação, reconhecida como uma auto oxidação, 

consistindo em um novo sequestro de H+ do mesmo PUFAs, formando novamente um 

radical lipidico (L●), podendo ou não levar a formação de subprodutos, como 

endoperoxidos e epóxidos (Zielinski et al., 2017). Por fim, o término dessa reação em 

cadeia ocorrerá quando os radicais L● e LOO● se autodestroem, isto é, se anulam ou 

produzem não radicais, os quais podem passar pelo mecanismo de Russell, conjunto 

de reações de decomposições capazes de originar tetra óxidos, consequentemente 

levando a formação dos produtos finais da PL, como os compostos carbonílicos (MDA 

e 4-HNE) ou O2 singlet (Valgimigli et al., 2023).  

Levando em consideração isso, o Hg é conhecido por induzir o aumento 

desproporcional das EROS, ocasionando o esgotamento das fontes antioxidantes do 

organismo, principalmente a GSH, além de levar a peroxidação lipídica desgovernada 

resultando na produção de espécies reativas mais tóxicas (Ahmad et al., 2011). Com 

isso, um estudo publicado recentemente, realizado com pescadores que foram 

expostos ao Hg na Lagoa de Mundaú, no estado de Alagoas, revelou que existe uma 

correlação direta do Hg com a PL, por aumentar em 151% o conteúdo de subprodutos 

carbonílicos, principalmente o MDA, presente no sangue de pescadores expostos ao 

composto tóxico (16,48 ± 4,11 mmol/ mg de proteína) quando comparado ao controle 

(6,70 ± 2,52 mmol/ mg de proteína), além de causar depleção do principal sistema 

antioxidante, quando analisado a razão GSH/GSSG (Controle: 12,1  ±  2,91 vs. 

exposto: 10,1  ±  4,14 µmol/mg de proteína) e do conteúdo de grupamentos tióis 
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(controle: 1,59  ± 0,85 vs. expostos: 1,01  ± 0,63 mmol/mg de proteína) (Silva et al., 

2021).  

 

2.3.3 Ferroptose: um novo modo de levar a estrutura celular a morte  
 

A morte celular é excepcional para o funcionamento e regulação dos processos 

fisiológicos, principalmente para manutenção da homeostase para que haja a 

eliminação das células indesejadas ou aquelas que já cumpriram seu papel (Kaur et 

al., 2021), como os eritrócitos, com vida útil de 120 dias (Joshi et al., 2024), no entanto, 

somente em 1965, esse conceito foi introduzido por Lockshin e Williams e denominado 

morte celular programada (Lockshin et al., 1965), a qual atualmente é referida como 

“morte celular regulada” (RCD) de acordo com o Nomenclature Committee on Cell 

Death (NCCD) (Galluzzi et al., 2018)    

Desde então, pesquisadores ao redor do mundo descobriram inúmeras formas 

das células entrarem em processo de extinção, sejam essas ocasionadas pela 

apoptose (Kerr et al., 1972) ou por outras maneiras, como a necrose ou a autofagia 

(Duve et al., 1966; Nevalainen, 1975), no entanto, até o de ano 2012, nenhum dos 

seis modelos mais conhecidos de levar a célula a depleção, consideravam 

mecanismos frutos de um estresse oxidativo desgovernado, conforme demonstrado 

na Tabela 9.   

Tabela 9 – Seis formas mais comuns de levar a célula a morte, até 2012. 

Tipo de 

Morte 

Celular 

Ano da 

Descoberta/ 

Definição 

Mecanismo  

Apoptose 1972 Ocorre sem a necessidade do processo 

inflamatório. Duas vias:  

• Via intrínseca (mitocondrial): atuação de 

caspases; 

• Via extrínseca (receptores): ativação de 

receptores transmembranares, como 

TNF. 

Autofagia 

(autólise) 

1975 Formação de autofagossomo com posterior 

agregação ao autolisossomo.  
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Necrose NR Processo passivo desencadeado pelo trauma  

Piroptose 2001 Auxílio de caspases inflamatórias, como a 1 e 11, 

seguida de ativação gasdermina D e liberação de 

citocinas IL-1β e IL-18. 

NETose 2004 Ocorrência através dos neutrófilo pelo processo 

de descondensação do DNA nuclear de si 

mesma. 

Necroptose 2005 Mediada pelo necrosoma (composta por 

proteínas RIPK 1 e 3) seguido da ativação de 

MLKL (mixed lineage kinase domain-like 

protein).  

NR= não relatado 

Fonte: Adaptado de Park et al. (2023). 

Sendo assim, somente em 2012, Dixon et al. (2012) revelaram através do estudo 

de células neoplásicas mutantes do RAS de camundongos induzidos com dois 

composto químicos, a Erastina e o RSL3 (do inglês, “Ras selective lethal 3”), que 

essas substâncias foram grandes desencadeadoras de um novo tipo de morte celular, 

reconhecida por ele e seu grupo como “ferroptose”, ocasionada pelo acúmulo de ferro 

circulante e pela PL, além de levar ao bloqueio do sistema Xc- (transportador de 

cisteína e glutamato), importante para rota da glutationa.  

Esse “novo” mecanismo letal, foi descrito da seguinte forma:  

“A ferroptose é dependente do ferro intracelular, mas não de outros 

metais, e é morfológica, bioquímica e geneticamente distinta da 

apoptose, necrose e autofagia” (Dixon et al., 2012).  

Esse tipo de morte celular, pode sofrer influência de outras vias metabólicas, 

as quais podem ser inibitórias ou geradoras, conforme é demonstrado pela sinalização 

completa abaixo (Figura 15) (Chen et al., 2020). Entretanto, baseia-se em três 

comandos centrais, sendo eles: perda da capacidade da reparação de PUFA-PLs 

promovida pela GPX4 (glutationa peroxidase 4), disponibilidade do ferro em realizar 

reações de oxido-redução e por fim, a formação de PUFA-PLs propriamente dita 

(Dixon et al., 2019). 
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Figura 15- Rota completa da Ferroptose 

 

Fonte: Kanehisa et al. (2023) 

 

Com a finalidade de simplificar os principais controladores e reguladores da via, 

alguns autores têm associado oito passos fundamentais, sendo eles, o metabolismo 

do ferro, a influência do estresse oxidativo exagerado (EO), a rota do mevalonato 

(colesterol), sistema Xc-, a rota da glutationa, a via NRF2, CTE e ciclo de Krebs (CK) 

e por fim, as lipoxigenase (LOX) e ácido araquidônico (AA-ALOX15) (Figura 15, Tabela 

10 e 11) (Chen et al., 2020). 

A ferroptose, bem como a PL, EO e os radicais livres, também têm grande 

importância fisiológica, como sua ação na supressão de tumor (agindo de forma 

conjunto com o gene p53 e BAP 1 e na vigilância do sistema imune, mais uma vez 

ressaltando que a quantidade ou a forma como o estimulo é transmitido são 

necessários para que haja a passagem de um estado considerado homeostático para 

torna-se patológica (Jiang et al., 2015; Tang et al., 2021; Zhang et al., 2018). 
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Tabela 10 – Definições e principais controladores da morte celular por ferro. 

Controladoras Definição 

1. Metabolismo 

do ferro  

▪ A entrada de ferro férrico (Fe3+) é promovida somente quando 

este ligado ao transportador de transferrina (Tf), o qual posterior 

irá se ligar ao receptor de mesmo nome; 

▪ Este ferro é toxico para o meio intracelular nesta valência, desta 

forma acaba sofrendo redução para Fe2+, através da STEAP3 via 

endocitose, sendo liberado por DMT1;  

▪ A partir disso, teremos uma porção de Fe2+, chamada de lábil ou 

circulante, a outra segue para armazenamento via ferritina, que 

será levada a autofagia pelo NCOA4, podendo também liberar 

Fe2+; 

▪ A porção circulante pode sofrer a reação de Fenton.  

2. EO  ▪ Influência o pool de Fe2+ circulante do metabolismo de ferro a 

gerar radicais livres por reação de Fenton; 

▪ Promovedor da LP, resultando em PUFA e produtos secundários 

(peróxidos fosfolipídicos tóxicos- PUFA-OOH/PUFA-PLs).  

  

3. CTE e CK ▪ Principais geradores acetil-CoA que posteriormente formará 

PUFA-OOH/PUFA-PLs (ácidos graxos insaturados de 

fosfolipídios); 

▪ CK possui dupla atividade nesse mecanismo, podendo gerar 

NADPH auxiliará na regeneração da GSH.  

4. LOX e AA  ▪ Principais moléculas capazes de originar PUFA; 

▪ Ao se acoplarem com outros cofatores específicos, como 

ACSLA4 (acetil-CoA sintase de cadeia longa 4), ALOX15 e 

LPCAT3, com funções de ativarem e catalisarem, 

respectivamente, as reações para formação de ácidos graxos poli 

insaturados de fosfolipídios (PUFA-PLs ou AA (acido 

araquidônico)-PUFA).  

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2023); Long et al. (2022) 
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Tabela 11 – Principais rotas para depuração da ferroptose e da PL. 

Inibitórias Definição 

Sistema Xc- (SLC7A11 

e SLC3A2) 

▪ Auxiliadores no transporte e conversão de cisteína 

e glutamato, isto é, possibilitam a troca dentro da 

célula e contribuem para síntese de GSH 

(glutationa).  

Rota da GSH ▪ Em especial a GPX4 (Glutationa peroxidase 4), 

possui capacidade de reduzir os PUFA-OOH 

(peróxidos fosfolipídicos tóxicos) e PUFA-OH 

(álcoois lipídicos benignos)/ PUFA-PLs  

Rota do Mevalonato 

(metabolismo lipídico) 

▪ Ajuda na síntese de Coenzima 10 (CoQ10- 

ubiquinona), atuando como precursor, além de ter 

um agente redutor, o FSP1 que colabora para 

conversão de CoQ10 em CoQ10H2 

NRF2-KEAP1-p62 ▪ Via transcricional antioxidante em resposta ao EO, 

ajuda a traduzir genes da GSH e para o Sistema 

Xc-;  

▪ Ao transcrever o gene HO-1 (heme oxigenasse), 

cujo papel é degradar a heme, e assim reduzir os 

níveis de ferro circulantes.  

Fonte: Adaptado de Long et al. (2022); Tang et al. (2023) 

 

Essa forma não apoptótica de induzir a morte celular, se diferencia das outras 

mortes existentes, pela sua co-dependência da lipogênese e por sua interação com 

os fosfolipídios presentes no envoltório da membrana, podendo levar a sua ruptura 

(Jiang et al., 2021; Liang et al., 2022; Tang et al., 2021). Esse evento pode ocorrer 

devido ao acúmulo de hidroperóxidos lipídicos tóxicos (PUFA-OOH), principalmente 

aqueles gerados através da reação enzimática via LOX resultando em 15- HpETE (15- 

hidroperoxi-araquidonil-fofosfatidiletanolamina) (Yamada et al., 2024), que podem 

acabar reagindo com esses fosfolipídios, levando ao influxo dos principais canais 

iônicos, como Ca2+ e Na/K ATPase, e posteriormente sua quebra (Dixon et al., 2024). 

Além disso, esse mecanismo pode induzir uma disfunção mitocondrial severa e 

incontrolável (Yamada et al., 2024). 

Tais hidroperóxidos lipídicos (LOOH), podem gerar subprodutos secundários 
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também maléficos, como descritos anteriormente, como os aldeídos reativos, o 4-HNE 

e o MDA (Lee et al., 2021), gerados a partir da PL não enzimática (Punziano et al., 

2024), podem ter uma interação indireta, que irá colaborar com uma maior 

susceptibilidade a ferroptose, inativando GPX4, impossibilitando esse de converter 

PUFA-OOH em PUFA-OH ou até mesmo intensificarem o processo, em especial, o 

aldeído 4-HNE, ao reagirem com proteínas, através das bases de Schiff (nos domínios 

de Cisteína/Histidina/Lisina) e adutos proteicos de Michael (Arginina/Lisina) (Milovic 

et al., 2023; Saraev et al., 2024). 

Alguns PUFAs, já são descritos na literatura por contribuírem com esse 

mecanismo, como o acido araquidônico e o acido linoleico (Mortensen et al., 2023). 

No caso do primeiro, é considerado o mais favorável a sofrer esse processo, pois é 

facilmente oxidado, justamente por possuir átomos de hidrogênio bi-alílicos, isto é, 

ligados entre os grupos metileno (-CH2), os quais formarão o araquidonil (C 20:4) e o 

adrenoil (C22:4), principalmente devido a posição das suas duplas ligações são mais 

propensos a serem abstraídos pelas EROs de modo não enzimático, sendo esses 

capazes de reagirem com as fosfadidiletanolaminas (PE) (Zhang et al., 2020). 

Também podem participar outros compostos, como os diacil e éteres ligados a 

fosfolipídeos (PUFA-ePLs), esses últimos associados aos peroxissomos e aos 

plasminogênios no reticulo plasmático (RE) (Aldrovandi et al., 2020; Kim et al., 2023). 

Uma vez, incorporados nos fosfolipídeos de membrana promovem uma reação de 

peroxidação em cadeia de modo irreversível, resultando na falha da fluidez e no influxo 

de transportadores (Dixon et al., 2024). 

A incorporação de PUFA aos fosfolipídeos, é diretamente dependente do 

metabolismo lipídico, na PL enzimática, uma vez que é necessário a participação de 

acetil coenzima A (acetil-CoA), originados no ciclo de Krebs (CK) e na mitocôndria 

(Gao et al., 2019), para auxiliar na formação de PUFA-CoA, que possuem domínios 

acil livres, que irão ser ativados por ACSL4 e posteriormente serão remodelados por 

enzimas, cuja finalidade é adicionar ou remover PUFA nos fosfolipídeos membranares 

como exemplo, liso-fosfatidil-colina-aciltransferase 3 (LPCAT3), e 1-acilglicerol-3 – 

fosfato O- aciltransferase 3 (AGPAT3), através de uma reação de esterificação, onde 

o PUFA-CoA é esterificado na posição sn2 do liso fosfolipídio (Liang et al., 2022), 

resultando na formação de hidroperóxidos lipídicos específicos como os PUFA-PLs, a 

exemplo da fosfatidiletanolaminas contendo ácido araquidônico (PE-AA) e ácido 
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adrenóico (PE-AdA) (Pope et al., 2023). Esse processo pode ser acerelado pela 

presença do ferro circulante e pela reação de Fenton (Conrad et al., 2018).  

Entretanto, a síntese de novo desses ácidos, pode combater tal processo, uma 

vez que produz ácidos graxos monosaturadorados (MUFA), como o acido oleico e o 

acido palmitoleico (Lin et al., 2021), além deles, são utilizados com esse mesmo intuito 

os quelantes de ferro, como a DFO (deferoxamina) e os antioxidantes, como a 

quercetina (Cruz-Gregorio et al.,2023; Du et al., 2022).  

Além disso, estudos recentes têm avaliado também a mudança do átomo de H 

por deutério (D) nos PUFA, promovendo assim uma estabilidade maior das ligações 

e menor reatividade com a PL, mas também têm relacionado a ação fosforilativa de 

PKCβII em ACSL4, atuando como mensageiro e marcador da ferroptose, além de uma 

possível participação do colesterol nesse mecanismo, uma vez que pode sofrer 

oxidação e posterior ser levado a PL, contudo essa hipótese ainda é desconhecida 

(Forcina et al. 2023; Von Krusenstiern et al., 2023; Zhang et al., 2022).  

Assim como outros processos letais, a morte celular por ferro, também possui 

biomarcadores (do inglês, “hallmarks”) importantes e devem ser levados em 

consideração para que haja uma avaliação direta ou indireta a fim de investigá-la e 

assim indicar ou demonstrar possibilidades de alternativas terapêuticas, além de servir 

para compreender hipóteses ainda não esclarecidas (López-Otín et al., 2021), como 

demostrado na Figura 16. 
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Figura 16- Hallmarks da ferroptose 

CHAC1: glutathione specific gamma-glutamylcyclotransferase 1; NFE2L2: nuclear factor erythroid 2-

realated factor 2; PTGS2: prostaglandina-endoperoxide synthase 2; TFRC: transferrin receptor; ACSL4: 

acyl-coA synthetase long-chain family member 4; VDAC ½: voltage dependente anion channel ½; 

GPX4: glutathione peroxidase 4. 

Fonte: Adaptado de Chen et al. (2019); Dixon et al. (2019) 

 

Diante disso, existem estudos que relatam uma correlação entre os metais 

pesados, também conhecidos como metais não- ferro (do inglês, “Non-ferrous metal”), 

tanto pela geração descontrolada de EROs, como arsênico (Meng et al., 2020;Wei et 

al., 2020; Yang et al., 2024) e câdmio (Guo et al., 2024; Wang et al., 2024), quanto 

pela formação de complexos metal-GSH nos domínios de cisteínas através de 

grupamentos tióis livres (-SH), como no caso do mercúrio (Chen et al., 2023) e que 

podem induzir esse tipo de morte (Aschner et al., 2022 ;Sahoo et al., 2023; Sepand et 

al., 2023).  

 

Hallmarks 
Ferroptose

Genéticos:

- Ativação: NFE2L2;

-Upregulation: 
PTGS2 e CHAC1.

Bioquímicos:

- Sobrecarga de 
ferro;

- PL descontrolada;

- Diminuição da 
taxas antioxidantes.

Morfológicos: 

- Ruptura celular;

- Alteração do tamanho 
da mitocôndria e das 

caracteríscas biofisicas 
da parede celular.

Proteícas:

- Degradação: 
Ferritina, GPX4, 

VDAC1/2;

- Aumentadas: 
ACSL4,TFRC,PTGS2;

-DAMPs: HMGB1
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2.4 Infertilidade masculina: aspectos epidemiológicos e a interferência do 
Hg e seus desdobramentos 

 

A infertilidade é considerada uma condição que afeta 1 em cada 6 pessoas ao 

redor do mundo, sendo definida pela falha em se obter sucesso na concepção, com 

tempo estimado de prevalência de 12 meses, contudo estudos realizados nas 

Américas identificaram que esse período pode se estender até 15 meses (WHO, 

2023). Essa condição pode ter diversas etiologias, sendo subdividas em três: a 

feminina, a masculina, idiopáticas e/ou a combinação das três.  

Somente a infertilidade masculina contribui com cerca de 30-50% dos casos, 

sendo decorrente dos seguintes fatores: disfunções endócrinas e/ ou testiculares 

(como a varicocele), o estilo de vida (como a influência da obesidade e do uso de 

cigarro), de fatores genéticos congênitos (como a síndrome de Klinefelter) e 

ocupacionais e/ou toxinas (como álcool, uso de pesticidas, exposição a agentes 

químicos tóxicos), entre outros (Agarwal et al., 2021; Eisenberg et al., 2023).  

Entretanto, as questões epidemiológicas envolvendo os fatores masculinos 

ainda são escassas, tanto a níveis nacionais como a mundiais, uma vez que existem 

inúmeros paradigmas sociais e culturais acerca dessa patologia e, portanto, levando 

a uma subnotificação e impossibilitando uma abordagem estatística mais precisa 

(Agarwal et al., 2015). Tais estigmas socio-culturais correlacionados ao gênero ainda 

estão muito enraizados, impostos pela construção da “masculinidade hegemônica”, a 

qual pode levar a uma série de preceitos irreais sobre a sexualidade, como “A 

sexualidade masculina é frequentemente aceita e incentivada, enquanto a expressão 

da sexualidade feminina pode ser estritamente regulada, restringida e até reprovada”, 

e que consequentemente afeta a busca pelos tratamentos médicos pelos homens e 

atrasa o diagnóstico dessa condição (Pakpahan et al., 2023).  

Ainda dentro desse conceito, destaca-se outro parâmetro enrustido na 

construção social-cultural de “ser homem”, a coexistência da tripla virilidade, que 

segundo Silva (2013), subdivide- se em:  

a. Psíquica: aquela que é composto pela não apresentação de fragilidade 

ou sentimentos; 

b. Moral: aquela que o considera a postura de provedor e de forte;  

c. Sexual: relacionada a “eternização” da disponibilidade para o ato sexual 

e sobre preceitos a cerca desse, como a ereção peniana e a fertilidade.  
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Esse parâmetro, leva não somente a problemas, como aceitar seu diagnóstico 

de infertilidade, mas também como o modo de sua própria percepção (seu “eu”) no 

mundo e discorrer sobre esse assunto (Maux et al., 2019).  

Além disso, as condições socio-econômicas também podem interferir na busca 

pelos tratamentos de reprodução assistida, uma vez que de acordo com Sistema 

Nacional de Produção de Embriões (SisEmbrio), existem 204 centros de reprodução 

humana, no Brasil, até o ano de 2023 (Brasil, 2024), sendo somente 11 vinculadas ao 

Sistema Único de Saúde (SUS) (UNFPA, 2024).  

Diante disso, uma pesquisa realizada pelo IBGE, no ano de 2022, demonstrou 

os seguintes valores percentuais para o rendimento per capita por pessoa, em relação 

ao salário mínimo (R$ 1. 212, ano-base: 2022), no Brasil: Mais de 5 salários (3,4%), 

mais de 3 a 5 (4,8%), mais de 2 a 3 (7,5%), mais de 1 a 2 (24,3%), mais de metade 

até 1 (30,5%) (IBGE, 2022), ou seja, a maioria da população brasileira enquadra-se 

na base da pirâmide dentro de metade até 1 salário-mínimo, conforme mostra a Figura 

17.  

Figura 17– Renda Familiar per capita por pessoa, no ano de 2022. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de IBGE (2022). 

Esse cenário, implica em uma inviabilização dos serviços de reprodução, uma 

vez que a maioria desses indivíduos dessa categoria utilizam o SUS, ocorrendo uma 

alta demanda e sem dúvidas não teriam como custear os altos custos dos tratamentos 

de reprodução assistida, principalmente aqueles que necessitam de técnicas de alta 

complexidade, como FIV (fertilização in vitro) ou ICSI (injeção intracitoplasmática de 

espermatozoides) (UNFPA, 2024). Com isso, se considerarmos apenas os casos de 
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casais que necessitam dessas metodologias, o custo médio, no ano de 2019, era de 

R$ 18.828, 64 (incluindo exames específicos, como aspiração percutânea de 

espermatozoides do epidídimo (PESA), medicamentos e a estimulação ovariana) 

(Entringer et al., 2023), isto significa que apenas a população com a renda mais alta  

(UNFPA, 2024), aquela que se encaixa entre 3 a 5 ou mais de salários-mínimos, no 

topo da pirâmide de renda (Figura 17), conseguiria custear todo o tratamento.  

No entanto, a infertilidade masculina devido a causas ocupacionais e/ou 

contaminações por metais pesados, ainda apresenta discrepâncias, além da falta de 

homogeneidade nos parâmetros metodológicos, pela insensibilidade e não confiança 

nas informações que são fornecidas, sendo assim necessário mais investigações, que 

envolvam estudos a nível celular e molecular, acerca do assunto, a fim de permitir 

uma avaliação mais complexa sobre a correlação existente entre os disruptores 

endócrinos químicos e seus impactos no prognostico da saúde reprodutiva masculina 

(Cocretto et al., 2023; López-Botella et al., 2021;Ma et al, 2019).  

Diante disso, em 2020, a Endocrine Disruption Exchange Database, listou 1482 

químicos como disruptores endócrinos (do inglês, “endocrine-disrupting chemicals 

(EDC)”), ou seja, substâncias exógenas, como o Hg e suas especiações (Wu et al., 

2024), os quais são capazes de modificarem a síntese metabólica e a interação 

hormônio- receptor, incluindo os hormônios sexuais, levando a uma desregulação na 

expressão gênica e modulando negativamente o eixo hipotálamo-hipófise-gônada, 

consequentemente inibindo ou diminuindo a  esteroidogênese processada nas células 

de Leydig e Sertoli, a espermatogênese, o desenvolvimento dos órgãos sexuais, a 

qualidade espermática, as taxas de fertilidade, além de induzirem a fragmentação de 

DNA através das metilações e promoverem o desbalanço REDOX, favorecendo o 

aumento exacerbado das EROs e ERNs e a diminuição dos índices de antioxidantes, 

sendo assim, essas são classificadas como uma das etiologias associadas a 

infertilidade masculina devido as causas ocupacionais ou contaminação ambientais, 

independentes do modo que ocorreu a exposição, podendo ser agudo ou crônico 

(Dutta et al., 2023; Liu et al., 2023; Tauana et al., 2022).  

O Hg e suas espécies têm grande afinidade pelas proteínas seleno e pelos 

domínios de cisteínas/ tióis (-SH), desta forma conseguem driblar a função dos 

sistemas antioxidantes, como a via da glutationa e entrar no organismo, além de 

ocasionar efeitos deletérios através do aumento dos radicais livres, assim levando a 
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uma depleção nas organelas e nos órgãos que necessitam da homeostase desses 

radicais (Tinkov et al., 2015), conforme é demonstrado Figura 18. Contudo estudos 

têm demonstrado que a entrada de mercúrio, principalmente o HgCl2, pode ser 

facilitada pela inibição das aquaporinas, uma das principais transportadoras na célula 

espermática (Yeung et al., 2010), e por outros canais, como DMT1 (transportador 

divalente de metal 1), Na+/Ca2+/ATPase e glicose (GLUT), porém esses mecanismos 

ainda precisam ser melhor explicados (Delgado et al., 2021; Machado-Neves, 2022; 

Pellavio et al., 2021; Xie et al., 2022).  

O acúmulo de mercúrio ativa as EROs de modo desgovernado, ocasionando 

uma desregulação nos eixos hormonais, da seguinte forma:  

a. As EROs e as interações Hg-SH perturbam o funcionamento da adrenal, 

que é produtora de cortisol, o hormônio do estresse e o principal fabricante 

de hormônios esteroides, como FSH e LH;  

b. Deste modo, acabam modulando de modo autócrino-parácrino, a família de 

fatores de crescimento da insulina (IGF) via PI3K/AKT, diminuindo os níveis 

de testosterona, afetando a função testicular e de seus componentes, como 

as células de Leydig, além da diminuição da ligação do ABP (do inglês, 

“androgen binding protein”) a esse hormônio, interferindo na célula de 

Sertoli; 

c. Os testículos aumentaram a atividade enzimática da aromatase e em 

decorrência disso ocorrera a exacerbação de estradiol;  

Já no eixo hipotálamo-hipófise haverá o aumento de prolactina e 

diminuição de GnRH (Barati et al., 2020; Tan et al., 2009). 
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Figura 18 – Afinidade do mercúrio e espécies por enzimas de rotas antioxidantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Zefferino et al. (2017) 

 

Fisiologicamente, o arcabouço espermático, é rico em mitocôndrias, as quais 

irão auxiliar em suas funções, principalmente na capacitação e na reação acrossomal 

(RA), essas necessitam das EROs e ERNs, sendo geradas de três formas principais, 

sumariamente:  

1. Pela NADPH que mantem os níveis membranares desses radicais;  

2. Pela reação da NAD(P)H dependente de oxido redutase do tipo 5 (NOX5) 

promovida na mitocôndria que irá colaborar com a motilidade espermática; 

3. Pela ação hidrolizante de fosfolipase A2 (PLA2) e pela geração de PUFA, 

como os ácidos docosahexanóico (DHA; C22:6), araquidônico (AA; C20:4) 

e linoleico (AL; C18:2), sendo o primeiro o mais abundante (34,5%) na 

membrana espermática, e seus produtos, como o15-HETE atraves da 

oxidação via das lipoxigenases (Agarwal et al., 2014; Villaverde et al., 2019).  

Além disso, o espermatozoide necessita do ciclo OXPHOS (do inglês, “glycolysis 

and oxidative phosphorylation”), para obter cerca 1-3% de todo o oxigênio para 

realizar suas funções fisiológicas (Agostini et al., 2018), sendo a via glicolítica  

difundida na parte caudal principal e a da fosforilação oxidativa na mitocôndria 

presente na porção média da cauda (Pariz et al., 2019), ocorrendo da seguinte forma, 

sumariamente (Figura 19):  
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a. Iniciando-se na via glicolítica, responsável pelo fornecimento de duas 

moléculas de ATP e uma molécula de piruvato, esse último necessário para o 

ciclo seguinte; 

b. O ciclo de Krebs é iniciado com auxílio da molécula de piruvato e por 

consequência esse auxilia nas etapas subsequentes da cadeia transportadora 

de elétrons (CTE) na mitocôndria, onde terá grande participação das EROs; 

c. Além disso, apesar de não levar o nome na via em questão, o cálcio é 

considerado o responsável pela regulação da fosforilação e do ciclo do ácido 

cítrico, uma vez que medeia a produção de NADH, ATP e controla enzimas, 

como alfa ceto-glutarato, além de participar dos processos fisiológicos 

exercidos pelas células somáticas espermáticas, sendo um dos sinalizadores, 

os quais são capazes de colaborarem com os mecanismos apoptóticos, com a 

RA e a motilidade (Giib et al., 2020; Foutouhi et al., 2022).  

 

Figura 19- Estrutura e mecanismos de produção de energia do espermatozoide 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: Pariz et al. (2019) 

Esses eventos reportados anteriormente são essenciais para inicializar a RA, a 

qual é explicada bioquimicamente, após a contribuição das EROs sob influência de 

NOX5 e pela entrada de cálcio, os quais irão clivar a fosfatidilinosital-4,5-bifosfato 

(PIP2), o qual dará origem a diacilglicerol (DAG), essa última promovendo a iniciação 

da proteína kinase C (PKC), gerando um influxo de cálcio e estimulando PLA2, 



 

 

 

72 

formando os PUFA que aumentaram a fluidez da parede celular, além do trifosfato 

inosital (IP3), (Figura 20) sendo essa ativadora da proteína de recorte de actina, por 

consequência levando a exocitose acrossomal (Du Plessis et al., 2015).  

Figura 20 – Provável via bioquímica da reação acrossômica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Du Plessis et al. (2015) 

 

Em decorrência disso, o gameta masculino é bastante susceptível a eventos 

de oxidação lipídica (Kurkowaska et al., 2020), sendo assim existem diversos estudos 

que afirmam a existência de um complexo entre o Hg e a acetil-coenzima A sintase 

(ACSL), que causará alteração na beta oxidação mitocondrial, levando ao aumento 

de PUFA de cadeia longa, de produtos secundários (MDA, 4-HNE) e de peróxidos 

lipídicos, intensificando o fenômeno da PL e a diminuição da capacidade antioxidante 

total, por fim colaborando para a fragmentação de DNA espermático (a nível de 

cromatina, de histonas e/ou a combinação dos dois), para a disfunção mitocondrial, 

para o influxo iônico de Ca2+ e Mg2+, proporcionado pela elevação de moléculas de 

H2O2, promovendo mudanças, como alterações morfológicos no espermatozoide, 

tanto de cabeça como de cauda, além da diminuição da contagem total e da 

motilidade, entre outras modificações, como a degeneração das células de Sertoli e 

Leydig e processos inflamatórios gerados pela interferência dos radicais nitrogenados, 

como o ataque de citocinas pró- inflamatórias, posteriormente causando a morte 

celular, principalmente a apoptótica (Chen et al., 2019; Hayati et al., 2019; Ilieva et al., 

2022; Kushawaha et al., 2020; Li et al., 2022; Wong et al., 2011). Esses efeitos 

ocorrem independentemente da cronicidade da exposição, entretanto são 

dependentes da dose pela qual foram submetidas, um estudo publicado na Nature, 
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no ano de 2021, realizado com espermatozoides de cabras expostos ao HgCl2, 

demonstrou que houve uma queda significativa na motilidade entre os grupos das 

concentrações de 1,25 µg/mL e 0,25 µg /mL (39,8% e 19,95%), em relação ao período 

de 3h, porém quando comparado a maior concentração com o controle, no intervalo 

de 1h, não foram observadas diferenças significativas (65,7% e 58,7%, 

respectivamente) (Kushawaha et al., 2021).  

Outras pesquisas publicadas recentemente indicam que o HgCl2 modula 

negativamente a GPX4, COX-2 e HIF-1 α, este último intuitivamente leva a uma 

desregulação na homeostase do ferro, consequentemente aumentando seus níveis 

(Ghafouri-Fard et al., 2021; Xu et al., 2023). Com isso, é importante considerar um 

envolvimento do metabolismo do ferro no sistema reprodutor masculino, uma vez que 

o mesmo necessita da transferrina (Tf), do ferro estocado na ferritina na célula de 

Sertoli (CS) e do ferro circulante, este último entrará via receptores de Tf na barreira 

testicular-sangue, sendo essenciais  para o desenvolvimento celular, principalmente 

para o espermatócito na fase de preleptotone e para o alongamento das 

espermátides, além da proteção contra ataques das proteaseas  pela Tf nos 

espermatozoides (Ilieva et al., 2023; Wojtczak et al., 2005). Além disso, o metal pode 

levar a ferroptose pelo acúmulo de ferro circulante entre a espermatogênese e as 

células testiculares e órgãos que as regulam (Yuan et al., 2023), esse mecanismo 

ocorre de forma similar ao que já foi descrito anteriormente sob influência das EROs 

e da PL, consequentemente lesando o ambiente celular (Su et al., 2023), porém 

existem poucos estudos que correlacionam o HgCl2 a esse tipo de morte celular (Chen 

et al., 2023; Fu et al., 2024; Li et al., 2024; Zhang et al., 2021).  

Embora, existem esses estudos, Orisakwe et al. (2001), avaliou a influência do 

zinco perante a intoxicação de camundongos por HgCl2, concluindo que bicloreto de 

mercúrio pode interferir na ligação de metais essenciais (ferro, zinco, manganês, 

selênio, etc.) para a homeostase testicular, por ter uma afinidade pela transferrina, 

auxiliando na privação de ferro para as células germinativas (Orisakwe et al., 2001). 

Em contrapartida, existem estudos que afirmam que a Tf é fundamental para o 

desenvolvimento da ferroptose no ambiente testicular, uma vez que haverá aumento 

da sensibilidade de seu receptor (TfR) nas CS o que promoverá maiores índices de 

ferro circulante dentro da CS, por consequência também aumentaram os níveis de 

ferro na mitocôndria, posteriormente ocorrendo o dano na parede celular pela PL, 



 

 

 

74 

prejudicando as demais linhagens germinativas, além das células adjacentes, como a 

célula de Leydig, assim promovendo a morte celular ocasionada pelo excesso de ferro  

(Zhao et al., 2023).   

Por levar a depleção dos sistemas antioxidante e pela inflamação de modo 

incontrolável, as EROs e as ERNs podem perturbar células do sistema imune, em 

especial, esse papel é liderado pelas ERNs por ativarem as mieloperoxidases nos 

PMN e esses em uma tentativa de defesa ao sofrimento acabam falhando dando 

origem ao fenômeno de leucocitospermia, conhecido pelo aparecimento dessas 

células no ambiente reprodutivo, precisamente nos testículos e epidídimos, em um 

número maior do que necessário (Dutta et al., 2022; Dutta et al., 2024; Khodamoradi 

et al., 2020; Sharma et al., 2022), no entanto, não existem estudos que possam 

associar o Hg a esse fenômeno.  

Todos esses eventos podem comprometer a estrutura do DNA espermático 

(sDF), impulsionando a sua fragmentação, prejudicando os desfechos reprodutivos. A 

sDF pode ser desencadeia por três fatores, sumariamente:  

1. Erros nas bases nitrogenadas; 

2. Ligação do DNA a dímeros de pirimidina; 

3. Quebra das fitas, tanto uma como duas (do inglês, “single or double strand 

breaks (SSBs/ DSBs)”), este último relacionado a PL (Kowalczykowski, 

2000).  

Microscopicamente o cromossomo é composto por DNA e proteínas associadas, 

como as histonas em estruturas de cromatina, porém o modo de organização na célula 

espermática sofre variação quando comparado com outras células, principalmente por 

ter um alto nível de condensação fisiologicamente (Figura 21), isso leva a 

impossibilidade da transcrição com outras células somáticas, sendo assim suas 

histonas são no formado solenóide, já sua condensação da cromatina envolve a 

reação de protaminação e receptores de toróides, os quais se ligarão as matrizes 

nucleares, que possuem regiões de ligações denominadas MAR (matrix attachment 

regions), porém o processo pode ser facilitado pela nuclease endógena 

topoisomerase II, cuja função é realizar quebras na fita de DNA, portanto qualquer 

defeito ou perturbação pode levar a quebra, levando ao mecanismo de reparado 

ineficiente, assim gerando anormalidades (Ribas-Maynou et al., 2022; Ziouziou et al., 

2024). Existem inúmeros métodos capazes de visualizarem essas alterações, como 
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aquelas que utilizam fluoróforos, por exemplo, os ensaios TUNEL (terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-nick end labelling) e 

acridina orange, entre outros que podem ser baseados em pigmentações, como a 

toluidina e anilina azuis, além da 8-oxi-7,8-dihidro-2-deoxiguanosina (8-oxodG) (Dai et 

al.,2021).   

Figura 21- estrutura interna do cromossomo espermático 

 

Fonte: Vavouri et al. (2011). 

Diante disso, um grupo de pesquisadores analisou espermatozoides de peixes 

tropicais (Cyprinus carpio L.) expostos a diferentes concentrações de HgCl2 (5-0,5 

ppm), esses consideraram que houve um alto índice de fragmentação de DNA no 

grupo que recebeu 5 ppm da substância, com cerca de 80% de comprometimento do 

material genético quando comparado ao controle (4%) (Hayati et al., 2019).  

Além disso, os metais pesados, incluindo o Hg podem levar a metilação de 

DNA, tanto por adição como perda de radical metil (hiper ou hipometilação), em 

decorrência do estresse oxidativo ou devido a interação direta levando a inibição da 

enzima MTase (DNA metiltransferase) ou seus substratos, sendo esses as moléculas 

de SAM e SAH no ciclo bioquímico de metilação e transulfuração do ser humano e 

espermático, consequentemente esse processo também pode induzir a fragmentação 

de DNA prejudicando o imprinting genômico (Greeson et al., 2023; Tunc et al., 2009; 

Ruiz-Hernandez et al., 2015).  

Estudos recentes têm correlacionado o desenvolvimento do EO exacerbado, 

presentes no plasma seminal, com os produtos proteicos avançados de oxidação (do 

inglês,” advanced oxidation protein products – AOPP”) (Janiszewaska et al., 2022), os 

quais são uma família de moléculas oxidadas que contem domínios de ditirosina, cujo 



 

 

 

76 

tem a capacidade de se ligarem a proteínas plasmáticas e promoverem uma reação 

de oxidação cloraminada, isto é, mediado pelos radicais HOCL/OCL-, resultando em 

alterações no percurso da atividade da MPO, desregulando o sistema imune (Cristani 

et al.,  2016; Zhuang et al., 2021).  

Para tentar contornar esses impactos devido a intoxicação por Hg e por seus 

desdobramentos, principalmente pelo descontrole das EROs, estudos têm avaliado e 

colocado em práticas terapêuticas que causem menores efeitos colaterais e adversos, 

como exemplo, os antioxidantes naturais (Abouelgreed et al., 2024).  

 

2.5 Fitoterápicos e plantas medicinais: potentes antioxidantes naturais  
 

O termo “fitoterapia” foi relatado pela primeira vez pelo físico francês Henri 

Leclerc em 1913, porém as primeiras publicações somente foram aceitas, em 1922, 

nas edições da Précis de phytothérapie (“Handbook of Phytotherapy”) (Fintelmann, 

1991). No Brasil, esse termo somente começou a entrar em vigor quando a OMS 

publicou a declaração de Alma-Ata, em 1978 (Rosa et al., 2011).  

Os conhecimentos sobre as plantas medicinais são seculares, sendo assim, 

diversos povos, como os gregos (~370 a.C) (Petrovska, 2012), utilizavam essas para 

tratar os enfermos e em tradições de cunho religioso, muitas vezes eram passadas de 

geração em geração, além de serem uma das formas mais acessíveis e de custo-

benefício, para comunidades geograficamente mais afastadas, devido ao relevo e as 

dimensões colossais, implicando em diversas problemáticas, como a ausência de 

políticas públicas, o saneamento básico e serviços de saúde básicos oferecidos pelos 

agentes comunitários de saúde e desta forma, aumentando negativamente os fatores 

determinantes para causadores de saúde-doença (Silva et al., 2019). Apesar de 

existir, no Brasil, a Politica Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 

(PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) 

(Habimorad et al., 2020).  

Sendo assim, os ribeirinhos e os povos originários, enquadrassem dentro dessa 

perspectiva de carência multidimensional, tornando-se, portanto, inviabilizados e 

vulneráveis (Ninomiya et al., 2021; Souza et al., 2019). Além disso, a maioria dos 

indivíduos pertencentes a esses grupos, ou não possuem sem rendimentos (45,9%) 

ou obtém uma renda per capita de meio até um salário mínimo (26,8%, ano-base 

2018: R$ 954) (Silva et al., 2019) e cerca de 50,9% e 54,5 % utilizam as plantas 
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medicinais para tratamento doenças e acreditam que essas não causam malefícios, 

respectivamente (Silva et al., 2023).  

Diante disso, se considerarmos aquelas somente utilizadas no contexto como 

terapêuticas para condições do sistema reprodutivo (como ciclo menstrual, ejaculação 

prematura, impotência sexual, entre outras) ou para o tratamento de infecções do trato 

geniturinário (como a prostatite), existem inúmeras plantas medicinais que já são 

utilizadas por essas comunidades, e que normalmente são preparadas através da 

infusão, decocção ou maceração, como as folhas e/ou frutos, podendo também ser 

utilizadas as raízes (Ribeiro et al., 2017), conforme Tabela 12.  

Tabela 12– Exemplos de espécies utilizadas pela comunidade para enfermidades do trato 

geniturinário e reprodutivo. 

Espécies  Forma de preparo  

Chiococca alba (L.) Hitchc. Decocção, infusão (chá) e 

maceração 

Aloe vera (L.) Burm.f Infusão fresca, maceração  

Uncaria tomentosa Infusão (chá) 

Peumus boldus  Infusão (chá) 

Dalbergia monetaria L.  Infusão e maceração  

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2017); Silva et al. (2019); Silva et al. (2023).  

O Brasil é um país extremante rico em biodiversidade, cerca de 15 a 20% da 

biodiversidade no mundo pertence ao país, fazendo parte dessa seis tipos de biomas: 

Mata Atlântica, Cerrado, Floresta Amazônica, Pampa, Pantanal e Caatinga, no 

entanto, existem espécies pouco exploradas, o que possibilita o desenvolvimento de 

novos produtos naturais, que diminuem os custos com medicamentos sintéticos e 

facilita ao acesso pela maioria da população (Leite et al., 2021).  

A utilização de plantas medicinais é reservada na pesquisa de seus metabólitos, 

sendo esses: 

a.  Primários, que auxiliam e são fundamentais para divisão celular, 

fotossíntese, respiração e crescimento, como vitaminas, aminoácidos e 

lipídeos.  

b.  Secundários: descritos pela primeira em 1891 por Kossel, sendo 

considerados altamente reativos e com capacidades protetivas contra as 

condições de estresse abióticos e bióticos, portanto, sendo considerados 

antioxidantes, por atuarem reduzindo a formação excessiva de radicais livres, 
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neutralizando-os através da doação ou captura de elétrons (Reshi et al., 

2023).  

Diante disso, esses últimos podem ser utilizados pela indústria a fim de serem 

grandes coadjuvantes na saúde da população, por terem diversas aplicações, esses 

podem ser subdivididos em quatros grupos conforme mostrado na Tabela 13.  

Tabela 13- Metabolitos secundários: classificações e aplicações terapêuticas 

Metabolitos secundários 

Grupos Subclassificações 
Mecanismos e ações 

biológicas 

Terpenos 

• Monoterpenos 

• Sesquiterpenos 

• Diterpenos 

• Saponinas 

Anti-inflamatórias por inibição 

enzimática de COX e LOX; 

antimicrobianas por alteração de 

membrana celular; 

imunomoduladores podem atuar 

no receptor CB2. 

Compostos 

fenólicos 

• Taninos: hidrolizados e 

proantocianidinas 

condensadas 

• Liginas 

• Polifenois (Cumarinas) 

• Estibenos (resveratrol) 

• Flavonoides: 

antocianidinas, 

isoflavonas, flavonas, 

flavononas, 

flavonoides. 

• Ácidos fenólicos (ácido 

gálico) 

Cardioprotetoras por modulação 

do perfil lipídico, fotoprotetoras por 

absorção de radiação UVA e UVB, 

anti-inflamatórias por redução de 

COX, LOX e menor ativação de 

NF-kB, cicatrizantes, 

antidiabéticas reduzem resistência 

à insulina, entre outras 

Compostos 

nitrogenados 

• Alcaloides 

 

Analgésicos através dos 

receptores opioides no SNC, 

estimulantes bloqueiam os 

receptores de adenosina, 

antimaláricas inibindo a síntese de 
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ácidos nucleicos e a digestão de 

hemoglobina. 

Compostos 

de enxofre 

• Glicosinolatos 

 

Expectorantes por diminuição da 

viscosidade do muco, 

cardiotônicas atuam reduzindo 

pressão arterial (vasodilatadores) 

SNC: sistema nervoso central; CB2: receptor de canabidioide do tipo 2 ; COX: ciclooxigenases; LOX: 

lipoxigenases. 

Fonte: Adaptado de Kisiel et al. (2023); Razak et al. (2023) 

Além disso, estudos recentes têm associado essas subclassificações, 

principalmente os polifenóis e os flavonoides, a outras atividades, como as 

ferroptóticas, anti-ferroptoticas (Figura 22), queladoras de ferro e/ou gônada 

protetoras (Abarikwu et al., 2020).  

Diante disso, uma revisão sistemática que renuiu 20 estudos com cerca de 1519 

homens inférteis, conclui que a maioria dos estudos (n=15) são de qualidade e 

confirmam os benefícios da utilização de plantas medicinais para os parâmetros 

espermáticos, principalmente a contagem total, a motilidade e para o aumento dos 

níveis dos hormônios andrógenos e de enzimas antioxidantes (p <0,05) (Roozbeh et 

al., 2021). Esses compostos irão atuar em diversas vias bioquímicas, como a NRF2, 

a rota de defesa antioxidante (glutationa), na via das ciclooxigenases e lipoxigenases, 

atuando no combate ao EO desgovernado gerado pelos radicais de oxigênio e 

nitrogênio, na PL e nesse tipo de morte celular, auxiliando para que haja o retorno da 

homeostase do organismo, de suas funções presentes nas células e organelas, como 

o espermatozoide e células de Sertoli (Zheng et al., 2021).  

Além de serem potentes colaboradores nos efeitos ocasionados pela intoxicação 

por metais pesados no organismo (Mirkov et al., 2020; Nabi et al., 2021). No Brasil, 

no ano de 2019, o Ministério do Meio Ambiente em conjunto com a ONU, entrou em 

vigência o “Plano de Ação Nacional – Ouro sem Mercúrio”, com objetivo de reduzir e 

reeducar as indústrias, cooperativas e os trabalhadores de ASGM que utilizam como 

base o metal, a estratégia segue todos os princípios da convenção internacional de 

Minamata (Ministério do Meio Ambiente, 2019). Esse plano entrou em parceria com 

universidades brasileiras junto a EMBRAPA, onde estão desenvolvendo um bioextrato 

das folhas de Pau-de-Basal (Ochroma pyramidale) capaz de ser um agente potencial 

para auxiliar no processo extrativo de Ouro, ou seja, um composto substituto ao uso 
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de Hg (Castigo et al., 2021).  

Figura 22- Mecanismo anti-ferroptótico e ferroptótico exercido pelos metabólicos secundários 

Fonte: Zheng et al. (2021) 

 

Entretanto, apesar da maioria das atividades terem atribuições positivas, muitas 

delas ainda são desconhecidas e/ou podem ser maléficas, e devem ser investigadas 

antes de serem utilizadas pela comunidade, por conta disso, no Brasil, o governo criou 

a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos em 2006, com o objetivo: 

 “Garantir à população brasileira o acesso seguro e o uso racional de 

plantas medicinais e fitoterápicos e promover o uso sustentável da 

biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria 

nacional” (Brasil, 2016).  

Diante disso, para que haja a pesquisa desses metabolitos são necessários os 

processos de extração, por diferentes métodos, como a quente por Sohxlet com a 

utilização de solventes orgânicos (como metanol, acetato de etila, etc), cujo é capaz 

de concentrar compostos lipídicas com precisão (Saini et al., 2021), além de realizar 
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a quantificação de seus metabólicos, e posteriormente a fim de avaliar qual molécula 

exerce tal atividade, isto é, o processo de purificação e caracterização, pode-se utilizar 

a ressonância magnética (RMN) e a cromatografia de camada delgada (HPLC) 

(Abubakar et al., 2020).  

 

2.5.1 Cenostigma microphyllum  
 

A caatinga é restrita as florestas tropicais secas e é um dos biomas exclusivos 

do Brasil com ampla diversidade vegetal e animal, sendo assim, estudos 

etnobotânicos têm considerado uma grande busca pelas espécies nativas, 

principalmente na região Nordeste, uma vez que apresentam, segundo a população 

local, um enorme potencial biológico para fins terapêuticas, contudo muitas dessas 

ainda não foram caracterizadas a fim de se comprovar essa finalidade ou sua eficácia 

no tratamento de doença (Sá-Filho et al., 2021).  

É o caso da Cenostigma microphyllum (Mart ex. G. Don.) E. Gagnon & G.P. 

Lewis (Figuras 23), antes denominada Poincinella microphylla (Gagnon et al., 2016), 

conhecida popularmente como catingueira de porco ou catingueira rasteira, que é uma 

das espécies endêmicas do bioma da caatinga, com grande presença na Região 

Nordeste, pertencente ao gênero Fabacea, família Caesalpinia e do grupo 

Leguminosae, esta já é utilizada pela comunidade local para tratar enfermidades do 

trato digestivo e inflamatório (Agra et al., 2008; Silva et al., 2015).  
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Figura 23- Folhas de Cenostigma microphyllum 

Fonte: Gaem, 2020 

No entanto, os estudos com essa espécie ainda são escassos, sendo descrito 

somente a fitoquímica qualitativa, a qual aponta uma riqueza em flavonoides, 

principalmente glicosídeos e agliconas em seu extrato hidroalcóolico das folhas e da 

casca (Teixeira et al., 2021) e a quantificação de taninos hidrolizados (Silva et al., 

2020) com poucas atividades biológicas relatadas e exploradas, como anti-

protozóaria, em especial a anti- Trichomonas e a citotóxica em eritrócitos humanos 

em suas frações metanólicas extraídas por Sephadex (Silva et al., 2020). 

Além disso, existem poucos estudos que avaliaram a plasticidade fenotípica de 

suas tricomas e a densidade de seus estomas durante os períodos com maior índice 

de pluviosidade, para verificar variações em suas características em seus teores 

fitoquímicos, como os taninos, mediante ao estresse hídrico ou a influência dos raios 

solares (Albergaria, 2020; Nascimento et al., 2022). 

Em contrapartida, outras espécies do mesmo gênero, já são bastante estudas 

e com diversas atividades avaliadas cientificamente, como a C. macrophyllum, sendo 

descrito um potencial anti-inflamatória, anti-nociptetiva, antioxidante, antiulcerogênica 

e antibacteriana, além dos de fenóis totais (Souza et al., 2007; Vianna et al., 2013) e 

a C. pluviosium, com a atividade anti-SARS-CoV-2 (Pattaro et al., 2023).  

Portanto, é necessário que haja mais estudos com C. microphyllum, tanto para 

que se avalie cientificamente suas propriedades bioativas, seus metabólicos e sua 
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segurança e eficácia terapêuticas, além do doseamento de seus demais componentes 

secundários, mas também outros modelos extrativos devem ser considerados, uma 

vez que se sabe que esses podem diferenciar ações farmacológicas (Sá-Filho et al., 

2021).  
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito gônada protetor do extrato metanólico das folhas de Cenostigma 

microphyllum, pela exposição exógena ao bicloreto de mercúrio (HgCl2) em 

camundongos machos (Mus musculus).  

 

3.2 Objetivos Específicos  
 

• Preparar o extrato das folhas de C. microphyllum; 

• Avaliar a fitoquímica do extrato das folhas de C. microphyllum; 

• Avaliar o potencial antioxidante e anti-inflamatória do extrato; 

• Elucidar de forma indireta o efeito do extrato frente a peroxidação lipídica in 

vitro; 

• Avaliar os efeitos do extrato in vivo de camundongos (Mus musculus), em 

modelo de infertilidade por exposição ao bicloreto de mercúrio (HgCl2); 

• Analisar os parâmetros reprodutivos por espermograma básico e tamanho 

testicular; 

• Avaliar a fragmentação de DNA espermático;  

• Mensurar os níveis de ferro total e ferro ferroso nos testículos a fim de avaliar 

a ferroptose. 
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4  METODOLOGIA 
 
4.1 Coleta e extração da amostra vegetal  

 

A catingueira foi coletada no Parque Nacional do Catimbau (Buíque-

Pernambuco, Brasil), sendo direcionada a identificação botânica e posterior registro 

no SISBIO (16.806), IPA número de registro 84880 e SISGEN sob codificação 

A6ACCCB. Após, foram separadas as partes de interesse do espécime (galhos, 

cascas e/ou folhas) para que se dê seguimento ao presente trabalho. As folhas, forma 

pesadas, secas em uma temperatura de 40ºC por 2 dias e trituradas a fim de se obter 

o pó (100 g). Este seguiu para o método de extração a quente de forma eluotrópica, 

por aparelho Soxhlet, o qual baseia-se na utilização de 1 L de solventes orgânicos 

conforme a polaridade química (ciclohexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol). 

Por fim, os extratos foram concentrados com auxílio do rota-evaporador, para que haja 

a eliminação total do solvente, até que se obtenha o extrato bruto.  

 
4.2 Metodologias para quantificação dos metabólitos secundários  

 

4.2.1. Dosagem dos compostos fenólicos totais e taninos 
 

Para quantificar a concentração de fenóis totais e taninos presentes na amostra 

de extrato, foi utilizado o método proposto por Li et al. (2008), via reação colorimétrica 

por reagente de Folin-Ciocalteu. O ensaio foi feito com a concentração de 1 mg/mL 

do extrato, onde foi pipetado 20 μL deste e adicionados 100 L do reagente de Folin 

(1:10 em água destilada) e após 3 minutos adicionados 80 L de carbonato de sódio 

7,5%. A leitura foi realizada por espectrofotômetro após 2 horas em ambiente escuro 

em 735 nm (fenóis totais) e 725 nm (taninos) e a concentração de compostos fenólicos 

totais foi expressa em miligramas equivalentes de ácido gálico por grama (mgEAG/g) 

e a de taninos em miligramas equivalentes de ácido tânico por grama (mgEAT/g). 

Teste realizado em triplicata. 

 

4.2.2. Doseamento de flavonoides 
 

Para a determinação da concentração desta classe de metabólitos secundária 

presentes no extrato das folhas de C. microphyllum, a metodologia seguiu de acordo 

com Woisky e Salatino (1998). Foram adicionados 0,1 mL de AlCl3 a 2% (m/v), diluído 
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em metanol, em 0,1 mL da amostra do extrato diluído. Em seguida, foi direcionada a 

incubação por 1 hora em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Após, foi realizada 

a leitura por espectrometria no comprimento de onda de 420 nm. Os resultados serão 

expressos em miligramas equivalentes de quercetina por grama (mgEQ/g). Teste 

realizado em triplicata. 

 

4.3. Atividade Antioxidante do extrato das folhas  
 

4.3.1 Atividade sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) 

 
O sequestro deste radical livre seguiu conforme Brand-Willians (1995) com 

pequenas modificações. Foram adicionados 40 µL da amostra-teste, em diferentes 

concentrações (1-0,03125 mg/mL), em uma microplaca de 96 poços. Em seguida, 

foram adicionados 250 µL da solução do radical DPPH, diluído em metanol (22 

mg/mL). Para o controle positivo foi utilizado o trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8- 

tetrametilcromano-2-carboxilico) (1-0,03125 mg/mL) e o controle negativo foi o 

diluente.  A leitura foi realizada, após 30 minutos, em 517 nm. Teste realizado em 

triplicata. 

A porcentagem de radical sequestrado foi determinada de acordo com a 

expressão: 

𝑆𝑅𝐿 (%) =  
(𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝑎𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥 100 

 

 

4.3.2 Atividade sequestrado do radical ABTS+  
 

A atividade sequestradora do ABTS+ [2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico)] foi determinada pelo método de Re et al. (1999). Para que a metodologia 

aconteça foi necessário produzir este radical, pela reação entre persulfato de potássio 

a 2,45 nM e ABTS a 7nM. Após, a solução do radical ABTS foi mantida fora do alcance 

luminoso a 28ºC por 16 horas. Depois disso, a solução foi diluída em álcool metílico e 

foi realizada a leitura, por espectrofotometria, desta até que se obtenha uma 

absorbância de 0,700 (± 0,02) a 734 nm. Em seguida, foram adicionados 2 µL da 

amostra-teste na concentração de 1 mg/mL a 200 µL da solução do radical. Para o 
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controle negativo foram pipetados 2 µL do diluente e o controle positivo 2 µL de trolox, 

ambos adicionados a 200 µL da solução do radical. Teste realizado em triplicata. 

Após, a realização da leitura do teste, foi calculada a porcentagem de inibição do 

radical que seguirá a expressão:  

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 (%) =  
(𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝑎𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥 100 

 

4.3.3 Capacidade antioxidante total (CAT) 
 

A capacidade antioxidante total (CAT) foi determinada conforme descrito por 

Prieto et al. (1999). Foi pipetada uma alíquota de 0,1 mL da amostra-teste (1 mg/mL) 

a 1 mL da solução reagente, ácido sulfúrico a 600 mM, fosfato de sódio a 28 mM e 

molibdato de amônio a 4 mM. Após, a mistura foi incubada a 95º C por 90 min. Em 

seguida, seguiu para leitura no comprimento de onda de 695 nm. O controle positivo 

foi o ácido ascórbico (vitamina C) e o negativo o diluente do extrato (metanol). Teste 

realizado em triplicata. Os cálculos para quantificação da CAT, foram expressos por:  

 

𝐶𝐴𝑇 (%) =  
(𝑎𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)

(𝑎𝑏𝑠 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)
𝑥 100  

 

 

4.3.4 Potencial redutor do Ferro (FRAP)  
 

A investigação deste potencial seguiu Benzie et al. (1998). O extrato foi 

preparado em diferentes concentrações (2- 0,25 mg/mL, em metanol). Após, foi 

preparado a solução de FRAP (10:1:1), que teve os seguintes constituintes: 10 mmol/L 

TPTZ diluído em 40 mmol/L HCl, 20 mmol/L de FeCl3 • 6 H2O e tampão acetato (300 

mmol/L, pH 3,6) , mantido longe da luminosidade e levada a banho-maria a 37ºC por 

30 min. Foi feita uma curva-padrão com 27 µL Fe2SO4 diluído metanol das 

concentrações de 10-100 g/ml. Também, foram adicionados 27 µL da amostra- teste, 

controle positivo (ácido ascórbico) e o controle negativo (metanol) a microplaca. 

Depois disso, foram adicionados, em todos os poços, 200 µL da solução de FRAP, 

exceto no poço do controle do reagente de cor, o qual foi pipetado 300 µL da solução 

FRAP. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente e ausência de luz foi 

realizada a leitura em 593 nm. As absorbâncias foram plotadas na equação da reta 
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da curva padrão do Fe2SO4 e os resultados expressos em µg Fe2+/mg de extrato. Teste 

realizado em triplicata. 

 

4.4 Avaliação da peroxidação lipídica por atividade sequestradora de 
espécies reativas 

 

4.4.2 Atividade do sequestro do peróxido de hidrogênio (H2O2)  
 

 O sequestro da molécula de peróxido de hidrogênio seguiu de acordo com 

exposto por Aryal et al. (2019), com pequenas modificações. O extrato foi preparado 

em diferentes concentrações (2-0,25 mg/mL), diluídos em PBS (0,2 M, pH 7.4). Foram 

adicionados 100 µL de cada concentração e 200 µL de H2O2 em solução comercial 

(3%), nos poços da microplaca. O controle positivo foi 300 µL H2O2 e o negativo 100 

µL PBS  mais 200 µL H2O2. Após, 10 minutos realizou-se a leitura em 230 nm. Teste 

realizado em triplicata. A porcentagem de sequestro de H2O2 foi calculada usando a 

equação:  

% sequestro de H2O2= [(A0-A1) /A0] X 100 

 

Onde A0 é a absorbância do controle (PBS com H2O2) e A1 é a absorbância do 

teste (extrato). 

 

4.4.3 Atividade do sequestro do Hidroxil (-OH)  
 

A metodologia seguiu Zhou et al. (2020) com pequenas modificações. Extrato foi 

preparado em diferentes concentrações em diluição seriada (2-0,25 mg/mL). 200 µL 

das diferentes concentrações do extrato foram adicionados a 200 µL H2O2 (3% 

solução comercial (v/v)), 60 µL de de salicilato de sódio (20 mM) e 400 µL Fe2SO4 (1,5 

mM).  Depois disso, foi levado a incubação por 30 minutos e adicionado 90 µL de H2O 

destilada. O controle negativo foi composto por 200 µL de H2O2, 60 µL da solução de 

salicilato de sódio, 400 µL da solução de Fe2SO4 e 200 µL de H2O destilada e o 

positivo 200 µL vitamina C (2 mg/mL), 200 µL H2O2, 60 µL da solução de salicilato de 

sódio, 400 µL da solução de Fe2SO4, além da realização do desconto de cor, que foi 

pipetado somente 200 µL do extrato. Após, as amostras e os controles devem ser 

centrifugados por 10 min a 2.500 rpm e plaqueado 100 µL do sobrenadante. A 

microplaca foi lida em espectrofotômetro a 510 nm. Teste realizado em triplicata. A % 
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de sequestro do hidroxil (-OH), foi expressa pela seguinte equação de acordo com 

Ajiboye et al. (2015): 

 

𝑆𝑒𝑞𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑜 − 𝑂𝐻 (%) =  
𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − (𝑎𝑏𝑠 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 − 𝑎𝑏𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜)

𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥 100 

 

Onde, abs controle é a absorbância da mistura sem o extrato (controle negativo), 

abs teste é a absorbância da mistura com extrato e abs extrato é a absorbância 

somente do extrato (desconto de cor).  

 

4.4.3 Atividade anti-hemolítica  
 

Metodologia seguiu conforme Tenore et al. (2015) com algumas modificações. 

Foi realizada a coleta sanguínea venosa em tubo de EDTA. Após, o sangue total foi 

centrifugado a 2.500 rpm por 10 min, com o precipitado de hemácias foi realizado três 

lavagens em PBS (0,2M, pH 7.4) seguidas de centrifugação a 2.500 rpm por 10 

minutos. Depois, foi preparada uma suspensão de eritrócitos a 20% em PBS. Em 

seguida, à amostra diluída em 0,2 mL PBS (2 - 0,25 mg/ml) adicionou-se 0,2 mL da 

suspensão de eritrócitos a 20% (v/v). A mistura seguiu-se para incubação de 30 min 

a 37ºC. Após foram adicionados 0,2 mL de peróxido de oxigênio (H2O2) a 3 % (solução 

comercial) com mais uma incubação por 2 h a 37º C. Decorrido este tempo foram 

colocados 3,2 ml de PBS e novamente foi realizada uma centrifugação a 2.500 rpm 

por 10 min. Teste realizado em triplicata. A leitura foi feita em espectrofotômetro a 

540nm e as absorbâncias foram utilizadas para definir a inibição da hemólise seguindo 

a fórmula: 

% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  1 − (
 𝑎𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑎𝑏𝑠 ℎ𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒
 

 ) 𝑥 100 

 

O controle positivo ou com hemólise utiliza o peróxido de oxigênio a 3% e o controle 

negativo ou sem hemólise utiliza o PBS.  
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4.5 Atividade anti-inflamatório in vitro do extrato  
 

4.5.1. Atividade anti-proteinase   
  

Para a realização da metodologia seguiu-se Akitmat et al. (2021) com 

pequenas modificações de Assiry et al. (2022). Para isso, foram pesados 2 mg do 

extrato e dos anti-inflamatórios comerciais (indometacina, nimesulida, diclofenaco 

sódico, AAS a 2 – 0,25 mg/mL). Ocorrerá a transferência de 200 µL das respectivas 

diluições para tubos de ensaio, além da adição de 200 µL tampão TRIS-HCl (20 mM, 

pH 7.4). Em seguida, 50 µL da enzima tripsina (10 µg/mL) foi colocada a mistura. O 

controle negativo foi composto por 200 µL de tampão TRIS-HCl + 50 µL tripsina + 200 

µl salina 0,9%. Após, ambos foram levados a banho-maria a 37ºC por 5 min. Depois 

disso, adicionou-se 200 µL de caseína (0,8%), sendo levado novamente a incubação 

a 37ºC por 20 min. Para que ocorra o bloqueio da reação, deve-se adicionar 400 µL 

de ácido perclórico 70% (v/v). Em seguida, foram os tubos centrifugados a 2.500 rpm 

por 8 min. Posteriormente, foi feita a leitura do sobrenadante, por espectrofotometria 

em 280 nm, sendo o branco 1 mL do tampão TRIS-HCl. Teste realizado em triplicata. 

O processamento do percentual da atividade anti-proteinase seguiu a seguinte 

expressão: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖 − 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎𝑠𝑒 (%) =  
(𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝑎𝑏𝑠 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒)

𝑎𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑥 100 

 

Onde, abs controle é a absorbância referente ao controle negativo (tampão 

TRIS-HCl, tripsina, salina 0,9%) e abs teste é a absorbância da amostra.  

 

4.6 Intoxicação e avaliação toxicológica dos animais ao bicloreto de 
mercúrio e ao extrato das folhas da catingueira  

 

4.6.2 Animais e comitê de ética  
 

Os animais utilizados foram camundongos albinos suíços (Mus musculus), 

machos, com idade entre 2 e 4 meses, provenientes do Laboratório de Imunopatologia 

Keizo Asami (LIKA) da UFPE. Eles foram mantidos no Biotério do Departamento de 

Bioquímica (UFPE), em um ambiente apropriado com temperatura de 22°C e ciclos 

de iluminação de 12h-ligado/12h-desligado, com comida (Presence) e bebida ad 
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libitum, por um tempo de adaptativo de 7 dias. A metodologia desse projeto seguiu as 

normas éticas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), sendo 

aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal 

de Pernambuco com número de protocolo n° 0012/2021.   

 

4.6.3 Avaliação do extrato em modelo in vivo de infertilidade frente a 
exposição ao bicloreto de mercúrio  
 

A metodologia seguiu de acordo com o proposto por Rao et al. (2001) com 

modificações. Antes da realização da exposição dos animais foram tomadas as 

medidas de segurança necessárias tanto a nível individual para o pesquisadores e 

frequentadores das dependências laboratoriais como dos animais para que se 

prossiga o procedimento, uma vez que foram utilizados a capela de fluxo laminar, 

equipamentos de proteção individuais (EPI) (luvas de nitrilo, mascará com filtro 

apropriada para produtos químicos potencialmente tóxicos e jaleco), fichas de 

segurança (FISPQ) e protocolos operacionais padrões de segurança para reagentes 

químicos (POP) de acordo com a NBR 14725-4:2014 e descarte específico. Os 

camundongos foram divididos em 6 grupos de 4 animais cada. Os grupos serão G1 

(controle negativo) – somente água destilada, G2 (controle positivo) – somente 1,25 

mg/g/dia de HgCl2, G3 (EMCm 50 mg/kg) (1,25 mg/g/dia de HgCl2 + 50 mg/kg do 

extrato), G4 (EMCm 100 mg/kg) (1,25 mg/g/ dia de HgCl2 + 100 mg/kg do extrato), G5 

(EMCm 200 mg/kg) (1,25 mg/g/ dia de HgCl2 + 200 mg/kg do extrato). Foram 

administrados 0,1 mL/animal desta solução e/ou do extrato, via oral com auxílio de 

agulha de gavagem. Os animais do grupo de tratamento receberam a dose do extrato 

cerca de 30 min antes do bicloreto de mercúrio. O experimento foi realizado de forma 

aguda, com duração de 48h. Por fim, os animais foram anestesiados e coletado o seu 

sangue total via plexo retrorbital e após foi feita a eutanásia dos animais e retira dos 

testículos, epidídimo e alguns órgãos (fígado, coração e rins).  

 

4.6.4 Determinação dos níveis intracelulares de ferro totais em amostras 
testiculares 
 

O nível de ferro intracelular seguiu Zhao, et al. (2020) e os kits comerciais 

disponíveis. Inicialmente, foram pesados 10 mg de tecido testicular, em seguida, 

colocados em solução de tampão fisiológico Tyrode® (pH 7,4; NaCl (137 mmol/L); KCl 
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(5 mmol/L); CaCl2 (2 mmol/L); MgCl2 (1 mmol/L); NaH2PO4 (1 mmol/L); NaHCO3 (12 

mmol/L); glicose (11 mmol/L)), homogeneizados no gelo, macerados e centrifugados 

a 2.500 rpm a 10 minutos.  Após isto o precipitado foi descartado e o sobrenadante 

utilizado. Em seguida, foi realizado o doseamento com as devidas informações 

fornecidas pelo kit comercial. Após a leitura foi feita por espectrofotômetro em 593 nm.  

 

4.7 Espermograma básico  
 

4.7.1. Preparo, conservação e retirada da amostra seminal de 
epidídimos e testículos 
 

Após a eutanásia dos animais foi feita uma incisão na região abdômen inferior 

para posterior retirada do epidídimo e testículos. Os órgãos foram mantidos em 

solução tampão (Tyrode®) devidamente apropriada proposta por Vilvanathan, et al. 

(2022) e pela OMS (2021), sendo 0,5 mL para os epidídimos e 2 mL para os testículos. 

Algumas etapas do espermograma, devem ser realizadas a fresco e outras foram 

armazenadas em freezer (-22 ºC) para análises posteriores.  

 

4.7.2. Lavagem espermática (“Sperm- Wash”)  
 

Esta metodologia ocorreu a fim de promover a limpeza e separação entre o 

tecido epidídimo e o sêmen, seguindo Zimmerman et al. (1994) com pequenas 

alterações. Após a retirada do epidídimo e da adição de 0,5 mL solução Tyrode® 

realizadas no mesmo dia da eutanásia dos animais, as amostras seguiram para 

centrifugação a 2.500 rpm por 10 min.  

 

4.7.3. Avaliação do tamanho testicular  
 

Após a retirada dos órgãos os índices correspondentes ao tamanho dos 

testículos foram determinados. Esses serão pesados e a metodologia seguiu 

conforme Han et al.  (2022). A partir disso, foi possível determinar os índices de acordo 

com a seguinte fórmula: 

 

Índice do tamanho testicular = peso do testículo (mg)/peso corporal (g) x 100% 
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4.7.4. Contagem total e motilidade espermática  
 

A metodologia seguiu de acordo com OMS (2021) e Coelho (2008). A contagem 

total foi determinada com auxílio da câmara de Neubauer, sendo este processo 

realizado em duplicata e no mesmo dia da eutanásia dos animais, onde foram 

adicionados 10 µL da amostra seminal fresca, sendo observado na objetiva de x40 

contando no quadrante central (composto por 5 quadrado totais, 4 laterais e 1 central). 

Para a motilidade espermática, foi seguido o mesmo processo, contudo se contou os 

números de espermatozoides imóveis (IM), móveis (M) e progressivos (PR). 

Necessário, utilizar contador de células. Os cálculos seguiram conforme as 

metodologias já citadas, ambos sendo realizadas em duplicata.  

 

4.7.5. Avaliação para verificação da viabilidade por solução hipo-
osmótica (HOST)  
 

Para verificação da integridade da membrana espermática, o método de escolha 

seguiu Agarwal et al. (2016); Roy et al. (2016) e OMS (2010) com algumas 

modificações. O teste baseia-se no enrolamento da cauda do espermatozoide, 

promovido que foi promovido pela solução de HOST (100 mOsm), contendo 0,09 g de 

frutose e 0,049 g de citrato de sódio. Após, deve-se adicionar 40 µL da amostra 

seminal e 40 µL da solução hipo-osmótica. Depois disso, a mistura seguiu para 

incubação a 37ºC por 60 min. Em seguida, 40 µL da mistura foram adicionados em 

uma lâmina e foi depositado por cima uma lamínula. Por fim, contou-se até 200 

espermatozoides na objetiva de x40 com diminuição da luz do condensador do 

microscópio para facilitar visualização, sendo contados somente aqueles com 

presença de inchaço caudal (vivos).  

 

4.7.6. Reação acrossômica (RA)  
  

Para analisar a integridade acrossomal foi seguido Lu, et al. (1997) e Oliveira, et 

al. (2009) com modificações. Foi realizado a transferência de 20 µL da amostra-teste 

em tampão Tyrode® para outra solução de tamponamento enriquecida com BSA (MT6 

BSA). Após foi feita uma nova transferência com  10 µL dessa mistura, sendo 

adicionado 10 µL de formaldeído 5% durante 30 min. Em seguida, foi realizada adição 

de acetado amônia (0,1 M; pH 9). Foi realizado os esfregaços com 20 µL dessa 
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mistura, em triplicata, aguardar 2 min a fim que ocorra a fixação. Depois disso, as 

lâminas foram coradas com azul de Comassie G250 0,22% (diluído em 50% metanol 

e 10% de acido acético glacial). Por fim, foi realizado a contagem de até 100 

espermatozoides, na objetiva x100, onde foram observados a cabeça do 

espermatozoide (acrossoma) ou a região posterior a essa, em que regiões coradas 

intensamente indicam positividade e não coradas negatividades.   

 

4.8. Espermograma avançado  
 

4.8.1. Teste para peroxidase- positiva (Teste de ENDTZ)  
 

Para verificação de processo inflamatório no trato genital acessório masculino, 

utilizou o método proposto por WHO, 2010; Sharma et al., 2022; Agarwal et al, 2016; 

Henkel et al., 2021. O objetivo foi a visualização da mieloperoxidase, presente em 

polimorfonucleares (neutrófilos e macrófagos), que possam indicar inflamação. Foi 

preparado a solução de 0,125% benzidina (diluído em álcool etílico 96% e 50 mL de 

água destilada). Para que a benzidina promova a marcação da peroxidase é 

necessário fazer uma alíquota desta (2 mL da solução estoque) com 25 µL de peróxido 

de hidrogênio 3% (comercial). Deve-se incubar a 37ºC por 5 min. Após a preparação 

da solução de trabalho, a contagem foi feita em câmara de Neubauer, sem um número 

pré-determinado para estas células, em triplicata, no mesmo dia da eutanásia, na 

objetiva x40 e serão observadas as células arredondadas de coloração marrom-

alaranjada. O valor de referência para leucócitos presentes no sêmen atribuído pela 

OMS (2021) é de 1 x 106 células/mL. 

 

4.8.2 FRAP seminal e índice de estresse oxidativo 

 

O FRAP seminal seguiu de acordo com Kratz et al. (2014), foi feita a solução de 

FRAP (10:1:1), que teve os seguintes constituintes: 10 mmol/L TPTZ diluído em 40 

mmol/L HCl, 20 mmol/L de FeCl3 · 6 H2O e tampão acetato (300 mmol/L, pH 3,6), 

esperou-se 30 min com a solução em banho- maria a 37ºC. Após adicionou-se 12 µL 

da amostra seminal. Foi feita uma curva-padrão com 27 µL Fe2SO4 diluído metanol 

das concentrações de 10-100 µg/ml. Após esse período de incubação, utilizou-se 52 

µL da solução de FRAP e esperou-se 5 min para realizar a leitura em 595 nm. Os 
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resultados foram expressos em µgFe2+ /µL sêmen. Com isso, será possível determinar 

o índice de estresse oxidativo, de acordo com Barranco et al. (2021), dado por: OSI 

(%)= AOOP x 100/FRAP.  

 

4.8.2. Verificação de produtos avançados de oxidação (AOOP) 
 

A reação tem como princípio a análise da presença de grupos proteicos 

avançados de oxidação no plasma seminal, seguiu de acordo com Barranco et al. 

(2021) com pequenas modificações. Foi utilizado a curva de regressão da cloramina 

T (10 mM até 100 mM). Após foram pipetados 10 µL cloramina T ou da amostra 

seminal, 160 µL de iodeto de potássio (0,074 M) e 25 µL de ácido acético glacial 10% 

em microplaca de 96 poços, em triplicata. Como padrão de proteínas plasmáticas foi 

utilizado o calibra H. A leitura foi realizada em 340 nm. As absorbâncias foram plotadas 

na equação da reta da cloramina T e o resultado expresso em µg cloramina T/mg de 

extrato.  

 

4.8.3. Testes para análise de fragmentação de DNA espermático  
 

4.8.3.1. Anilina azul (AB)  
 

A metodologia seguiu Faramarzi et al. (2020) com pequenas alterações. A 

amostra seminal (10 µL) foi fixada em 10 µL glutaraldeído 3% diluído em PBS (0,2 M, 

pH 7.4) por 30 min. Após, foi realizado o esfregaço para que posteriormente sejam 

coradas em anilina blue aquosa 5% (com adição de ácido acético glacial 4% (pH 3,5). 

O teste foi realizado em triplicata, sendo contados até 100 espermatozoides e os 

resultados foram determinados da seguinte forma: espermatozoides com a cabeça 

corada de azul escuro foram considerados anormais e indicaram alto índice de 

metilação de histonas, já espermatozoides sem cor ou com menos intensidade de AB 

foram considerados normais (negativos) e com baixo índice de metilação de histonas. 

 

4.8.3.2. Toluidina azul (TB)  

 

A metodologia seguiu Agudo-Rios et al. (2023) com pequenas alterações. A 

amostra seminal (10 µL) foi fixada em 10 µL etanol- ácido acético glacial (3:1) por 2 
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minutos. Após, foi realizado o esfregaço para que posteriormente sejam coradas em 

toluidina blue aquosa 1% por 15 min. O teste foi realizado em triplicata, sendo 

contados até 100 espermatozoides e os resultados foram determinados da seguinte 

forma: o corante TB tem a afinidade por ligamento soltos de grupamentos fosfato e 

desta forma indica que quanto menos densa a cromatina (cabeça do espermatozoide), 

mais intensa a coloração (positivo).  

 

4.9. Análises estatísticas    

 

Todos os testes foram realizados em triplicata, exceto a contagem total 

espermática que foi realizada em duplicata, entretanto foram atribuídas médias e 

desvios padrões (média ± DP) no Microsoft office Excel 2019. Quando adequado, foi 

realizado a análise estatística comparativa (One-Way ou Two-Way ANOVA), seguido 

de Teste de Tukey, Sidak ou Bonferroni (p<0,05) em software GraphPad Prism 8.0.2.  

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após a coleta do material vegetal, cerca de 100 g do pó das folhas de C. 

microphyllum foram submetidos ao método de Soxhlet, que visa extrair compostos 

apolares de forma eficiente com o auxílio de solventes orgânicos, aproveitando-se das 

interações moleculares, ou seja, pela diferença de polaridade (Saini et al., 2021). 

Dessa forma, diversos extratos foram obtidos utilizando, na seguinte ordem, os 

solventes: clorofórmio, ciclohexano, acetato de etila e metanol. Devido à menor 

toxicidade entre os demais solventes (Joshi et al., 2019) e por ter obtido maior 

rendimento obtido, em torno de 17%, o extrato metanólico das folhas de C. 

microphyllum (EMCm) foi selecionado para dar continuidade ao presente projeto. 

É amplamente conhecido na literatura que os metabólitos secundários de plantas 

medicinais, como os flavonoides, fenóis totais e os taninos, os quais podem 

modularem suas estruturas química e exercer atividades bioativas, incluindo ações 

antioxidantes, anti-inflamatórias e cicatrizantes (Twaij et al., 2022). Além disso, eles 

podem atuar como agentes quelantes de metais, interagindo com fosfolipídios da 

membrana celular para formar um complexo protetor contra esses metais, o que 

aumenta a lipofilicidade e ajuda a combater o estresse oxidativo excessivo e a inibir a 
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peroxidação lipídica (Sadzak et al., 2020; Tarahowsky et al., 2014). Para avaliar essas 

interações, foi realizada a quantificação dos flavonoides, fenóis totais e dos taninos 

no EMCm em diferentes concentrações (2-0,25 mg/mL), conforme mostrado na 

Tabela 1. 

Tabela 1- Quantificação de metabólitos secundários presentes no EMCm.  

Concentração Flavonoides     

(mgEqQ/g) 

Fenóis Totais 

(mgEqAG/g) 

Taninos 

(mgEqAT/g) 

1 mg/mL EMCm 66,44 ± 0,06 392,49 ± 0,05 401,16 ± 0,07 

mgEqQ/g= miligrama/ equilivalente de Quercetina por grama de extrato; mgEqAG/g= miligrama 

equivalente de ácido gálico por grama extrato; mgEqAT/g: miligrama equivalente de ácido tânico por 

grama extrato. 

 

A quantificação de compostos fenólicos no EMCm a 1 mg/mL foi de 392,49 ± 

0,05 mgEqAG/g e de flavonoides, 66,44 ± 0,06 mgEqQ/g. Esses valores foram 

significativamente maiores do que os obtidos no extrato bruto seco das folhas de 

Caesalpinia pyramidalis, que apresentou 253,83 ± 5,81 mgEqAG/g e 44,69 ± 1,46 

mgEqQ/g, respectivamente (Figueiredo et al., 2024). Já em relação ao doseamento 

de taninos, o EMCm atingiu em 1 mg/mL cerca de 401,16 ± 0,07 mgEqAT/g, ou seja, 

níveis relativamente maiores do que os encontrados no extrato bruto seco das cascas 

de Poincinella pyramidalis que apresentou 374,69 ± 23,89 mgEAT/g (Soares et al., 

2024), mesmo ambas pertencendo à mesma família e grupo taxonômico.  

Diante disso, torna-se relevante considerar o potencial terapêutico desses 

compostos, uma vez que podem auxiliar na restauração da homeostase em vias 

metabólicas (Garcia et al., 2021), frequentemente comprometidas por agentes 

patogênicos e/ou substâncias tóxicas, como o Hg e outros metais pesados. Estes, em 

particular, afetam a via da glutationa, especialmente os mecanismos antioxidantes e 

de desintoxicação no organismo humano (Di Giacomo et al., 2023). Com base nisso, 

foi realizada uma avaliação da atividade antioxidante presente no EMCm, conforme 

apresentado na Tabela 2. 
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Tabela 2- Avaliação antioxidante por diferentes metodologias do EMCm 

  CAT (%) 
DPPH 

(%SRL) 

ABTS+ (% 

Inibição em 1h) 

1 mg/mL EMCm 56,22 ± 0,00 81,35 ± 0,00 91,8±0,00 

Vitamina C 

(ácido 

ascórbico) 

100± 0,00 98,5± 0,00 – 

Trolox  – 98,57 ± 0,00 – 

Controles positivos (C+): trolox e vitamina C (ácido ascórbico). SRL= sequestro de radical livre; 

CAT= capacidade antioxidante total. 

Para avaliar o sequestro de radicais, foram empregadas várias técnicas que 

medem a capacidade antioxidante do extrato com base na captura de radicais através 

de interações de cargas elétricas. Assim, foi analisada a capacidade do extrato em 

inibir cátions e/ou capturar elétrons, utilizando, por exemplo, os radicais ABTS+ e 

DPPH, respectivamente (Cano et al., 2023).  

Os resultados mostraram que o EMCm teve maior eficácia na inibição do que no 

sequestro, com valores de 91,80 ± 0,00% e 80,49 ± 0,00%, respectivamente. Esses 

valores são significativamente superiores aos obtidos na concentração mais alta do 

extrato etanólico das sementes de Caesalpinia bonducella (200 µg/mL), que 

apresentou 74,77 ± 0,16% de captura de SRL (Shukla et al., 2009). Também 

superaram a inibição de ABTS+ no extrato etanólico das folhas de Cenostigma 

nordestinum, da mesma família, que foi de 54,59 ± 0,16% µg/mL (Soares et al., 2022). 

Para a atividade capacidade antioxidante total (CAT), utilizou-se o método do 

fosfomolibdênio, e o EMCm obteve, em sua maior concentração testada (1 mg/mL), 

cerca de 56,22 ± 0,00%, evidenciando um potencial antioxidante total superior ao 

observado em estudos com o extrato salino das folhas de Caesalpinia bonducella, que 

apresentou aproximadamente 6,78 ± 0,02% mg/g (Aguiar et al., 2019). Além disso, 

alguns autores utilizam também o método de redução de íons de ferro para determinar 

a capacidade antioxidante total (Miere et al., 2021; Muzolf-Panek et al., 2021; 

Shahsavari et al., 2023), destacando-se que essa técnica é igualmente relevante para 

avaliar o potencial do extrato em neutralizar reações de Fenton exacerbadas (Ivanova 

et al., 2020; Wojtunik-Kulesza, 2020). 

A reação de Fenton é a principal fonte do radical hidroxil (●OH), cuja produção 



 

 

 

99 

aumentada pode intensificar a peroxidação lipídica por meio da geração de radicais 

lipídicos, entretanto essa reação também produz íons Fe2+, que, em condições 

fisiológicas, desempenham funções essenciais no organismo humano, como na 

síntese de heme e no transporte de elétrons pela cadeia respiratória (CTE), no 

entanto, em um estado de desequilíbrio homeostático, o excesso de Fe2+ pode levar 

à morte celular por ferroptose (Souza et al., 2022). 

Estudos com o extrato etanólico das folhas de Caesalpinia sappan evidenciaram 

um potencial redutor de 20,42 ± 0,36 µg Fe2+/mg a uma concentração de 200 µg/mL 

(Boonmee et al., 2023), valor que é relativamente inferior ao obtido na maior 

concentração de EMCm (2 mg/mL), com 515,10 ± 0,04 µg Fe2+/mg. Esse resultado foi 

calculado pela equação da reta obtida na curva de regressão gerada com 

concentrações variadas de Fe2SO4 (10-100 µg/mL), onde y = 0,0285x + 0,7607 e R² 

= 0,97. 

Além disso, o radical hidroxil é considerado um dos radicais com maior 

reatividade, em decorrência de seu curto tempo de meia vida de aproximadamente 

10-9 segundos (Twaij et al., 2022). Diante disso, se sua formação estiver exacerbada, 

pode acarretar em danos nucleares irreversíveis, uma vez que tem a capacidade de 

gerar adutos (produtos da adição direta de duas ou mais moléculas diferentes), os 

quais se formaram a partir de uma interação entre esse radical e a base guanina do 

DNA, mais precisamente uma oxidação no carbono 8, originando o 8-OH guanina ou 

pela oxidação do nucleosideo desoxiguanosina, formando o 8-OHdG (Jomova et al., 

2023). Sendo assim, tanto a formação desse radical como a de seus adutos oxidados 

podem influenciar negativamente na integridade e estabilidade das funções do DNA 

espermático, principalmente na proteína MAR (Mut Y adenine DNA glycosylase), a 

qual constitui o sistema de reparo no arcabouço espermático (Jomova et al., 2023). 

Por conta disso, a atuação dos compostos fenólicos, taninos e flavonoides, 

principalmente esse último, podem colaborar para minimizar esses efeitos danosos 

ocasionados no sistema reprodutivo, mas também auxiliar no controle da atividade 

reacional desse radical, proporcionando o retorno homeostático e a redução do 

estresse oxidativo, devido a capacidade modulatória desses metabólitos secundários 

(Di-Giacomo et al., 2023). Com isso, o presente trabalho avaliou a atividade inibitória 

da formação do radical hidroxil pelo EMCm. 

 



 

 

 

100 

Os resultados obtidos com o EMCm demonstram um percentual de sequestro de 

OH● de 33,8 ± 0,03% e 27,41 ± 0,03% nas concentrações de 0,5 mg/mL e 0,25 

mg/mL, respectivamente, valores significativamente superiores aos observados nas 

mesmas concentrações do controle positivo (ácido ascórbico), que apresentou 25,26 

± 0,01% e 20,60 ± 0,03%, conforme mostrado na figura acima. Adicionalmente, ao 

comparar a maior concentração testada de 2 mg/mL do EMCm com a de 1 mg/mL do 

extrato metanólico de Caesalpinia volkensii, o EMCm apresentou um percentual de 

inibição maior, com valores de 43,54 ± 0,01% contra 30,98 ± 0,28%, respectivamente 

(Muthoni et al., 2020), mesmo sendo plantas de famílias idênticas, isto é, sugerindo 

que EMCm pode corroborar para inativação de radicais hidroxil adicionais, podendo 

capturá-los e prevenindo os danos. 

Além disso, tanto o OH● quanto a decomposição lenta da molécula de peroxido 

de hidrogênio, que contém uma ligação de oxigênio- oxigênio, são considerados 

impulsionadores de uma das mais drásticas consequências induzidas pelo estresse 

oxidativo, a peroxidicação lipídica (Borges et al., 2011). Em decorrência da ausência 

de carga elétrica, o H2O2 é considerado um potente oxidante, o qual pode facilmente 

atravessar as biomembranas, principalmente a membrana eritrocitária, podendo 

acumular-se e promover sua quebrar (Andres et al., 2022). Com isso determinou-se o 

percentual de sequestro de H2O2 e atividade anti-hemolítica do EMCm.  

O EMCm obteve em sua maior concentração testada (2 mg/mL), cerca de 25,4 

± 0,02% atividade inibitória do peróxido de hidrogênio, ou seja, um melhor percentual 

neutralizador quando comparado a concentração de 20 µg/mL do extrato hidro-

metanólico das sementes de Caesalpinia bonducella, o qual apresentou somente 

11,22% de inibição (Jana et al., 2011), isso pode ser devido a quantidade de 

compostos fenólicos presentes no EMCm, que podem doar elétrons, sendo assim, 

auxiliando na transformação de H2O2 em água. 

Enquanto para a atividade citoprotetora, o EMCm demonstrou cerca de 86,4 ± 

0,05% de proteção contra a quebra da estrutura da hemácia, em sua menor 

concentração testada de 0,25 mg/mL, enquanto o extrato metanólico das sementes 

de Jordanian mirabilis jalapa indicou valores inferiores, do que os apresentados pelo 

EMCm vistos na Figura 4, com cerca de 29,30 ± 2,12% na  menor concentração 

testada do composto de 0.0605 μg/mL (Atrooz et al., 2024), ou seja, reafirmam que 
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seus compostos bioativos e antioxidantes contribuem para o fortalecimento da 

bicamada lipídica prevenindo contra a desestabilização celular.  

Como a intoxicação por Hg, além de levar a ferroptose, pode promover uma 

atividade proteolítica irreversível e a processos inflamatórios devido ao aumento das 

EROs e ERNs (Pollard et al., 2019), portanto, sendo importante avaliar a atividade 

anti- inflamatória do extrato por ação anti-proteinase mediado pela enzima tripsina, 

com utilização de fármacos já conhecidos por atuarem via COX 1 e 2, como ácido 

acetil salicílico (AAS), diclofenaco, indomentacina, entre outros. O EMCm, apresentou 

55,34 ± 0,07% de atividade anti-inflamatória pelo método de inibição da proteinase in 

vitro, na concentração de 2 mg/mL, sendo considerado maior do que a atividade 

exercida pelo AAS, que inibiu cerca de 32,83 ± 0,02% na mesma concentração, como 

é visto na Figura 5, lembrando que esse pode atuar nas duas vias. Sendo assim, o 

extrato aquoso bruto das folhas de Sida linifolia, demonstrou valores menores na 

concentração de 0,2 µg/mL, cerca de 49,25 ± 0,29% de inibição de protease 

(Nwankwo et al., 2023).  

Diante disso, esse tipo de morte celular é caracterizado pelo aumento dos níveis 

de ferro intracelulares e extracelulares podendo ser uma das severas consequências 

da intoxicação por Hg em decorrência da PL produzida por esse metal, por esse 

motivo esse pode ser considerado um dos seus principais hallmarks, contudo existem 

autores que avaliam a participação de outros fatores importantes do metabolismo do 

ferro nesse desencadeamento, como a supressão do receptor de transferrina 1 

(TRF1) (Xiao et al., 2023). Existem estudos realizados com outros metais de transição, 

também tóxicos, como o arsênico, que induzem a ferroptose e a danos no sistema 

reprodutivo, bem como o Hg (Meng et al., 2020). Deste modo, avaliou-se inicialmente 

em modelo in vivo, em camundongos machos (Mus musculus), os efeitos relacionados 

a esses mecanismos, como as dosagens de férricas e a saturação de transferrina, 

além dos parâmetros biométricos e reprodutivos, sendo esse último presente na 

tabela 3.  

O EMCm alcançou o fenômeno da dose dependência, ou seja, quando maior a 

concentração administrada espera-se o maior efeito, além de diminuir os niveis 

ferrícos testiculares e indiretamente também promover um diminuir a sensibilidade de 

entrada de íons Fe3+ pelos receptores de Tf em todas as doses (50-200 mg/kg EMCm) 

em 48h, obtendo valores de 64,64, 135,32, 170,27 µg/dl de ferro totais e 75,67, 60,14, 
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28,73% da saturação de Tf, respectivamente, quando comparadas ao controle positivo 

(1,25 mg/kg de HgCl2), o qual obteve valor de 303,34 µg/dl de ferro e 134,82% de 

saturação de Tf, entretanto, não existem estudos que avaliem esse ultimo parâmetro 

de forma indireta.  

Contudo, estudos feitos com camundongos machos submetidos a fitalatos 

(aditivos de plásticos), como o di-2-etilhexil fitalato (DEHP) e seus metabólitos como 

mono(2-etil-5hidroxihexil) (MEHP), obteveram diferenças significativas com relação a 

densidade do receptor de Tf, quando comparados a erastina (p<0,001), um composto 

considerado ferroptotico, portanto considerando a sensibilidade do receptor de Tf 

como biomarcador da ferroptose (Zhao et al., 2023). Com relação as níveis férricos, 

não foram encontrados estudos que avaliassem um grupo com tratamento com 

compostos naturais associados a exposição, contudo, uma pesquisa avaliou os níveis 

de ferro testiculares utilizando o bussulfan, um qumiterápico  mais o uso de dois 

medicamentos considerados ferroptóticos, a ferrostatina 1  e a deferoxamina, nas 

concentrações de 1 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente, quando o bussulfan é 

avaliado com a ferrostatina 1 obteve valores significativamente similares ao controle 

positivo (somente bussulfan), apresentando aproximante 150 ng/mg de ferro total 

presente nos testículos, entretanto, quando avaliado o DFO observou-se uma queda 

para aproximadamente 130 ng/mg de ferro total testicular (Zhao et al., 2020). Esse 

tipo de morte já é bem descrito na literatura que os metais pesados promovem a 

ferroptose (Lan et al., 2024).  

Já nos parametros biométricos testiculares, quando avaliados em conjuntos, 

testículo direito e testículo esquerdo, não foram vistas diferenças significativas em 

nenhuma das doses administradas de EMCm no período de 48h, isso pode ser devido 

ao tempo de exposição, indicando que não houve danos a nível macroscópicos, 

contudo estudos realizados com 1 mg/kg de HgCl2 com ratos machos albinos (Rattus 

norvigicus) + 30 mg/kg de ZnCl2 + 100 mg/kg de vitamina E (alfa tocoferol) expostos 

de 1 a 4 semanas , revelam que esses danos somente ocorrem a partir da terceira 

semana de intoxicação, quando comparado ao controle positivo (p<0,05; seguido de 

pós teste de Tukey), apresentando uma mudança testicular relativa de 1,2 g de 

testiculos/100 g de peso corporal (Shalan, 2022).  
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Tabela 3- Parâmetros biométricos e índice variação de peso testicular após 48h de exposição 

com HgCl2 em camundongos machos (Mus musculus). 

Grupos Peso corporal (g)   Peso testicular 

(mg) 

Testicular Index 

(%) 

Controle 

Negativo 

43,52 ± 4,26 0,074 ± 0,013 0,169 ± 0,031 

Controle 

Positivo 

45,25 ± 7,36 0,090 ± 0,017 0,198 ± 0,025 

EMCm 50 

mg/kg 

42,70 ± 7,49 0,073 ± 0,027 0,169 ± 0,036 

EMCm 100 

mg/kg 

43,37 ± 3,46 0,058 ± 0,006 0,132 ± 0,015 

EMCm 200 

mg/kg 

41,75 ± 5,67 0,070 ± 0,043 0,167 ± 0,074 

Resultados expressos em média ± desvio padrão. One-Way ANOVA pós teste de Bonferroni  

(p<0,05). N= 4. 

Com isso, foram analisados também por espermograma básico: a concentração 

e motilidade espermática tanto isoladamente (movéis, imóveis e/ou progressivos) 

como total, tendo em vista que esses parâmetros também são afetados pela 

intoxicação por HgCl2, em decorrência do próprio estresse oxidativo promovido quanto 

pela ligação do agente tóxico a grupamento tióis livres ou pela interação negativa com 

os hormônios sexuais, resultando em desordens no gameta masculina e células 

adjacentes, que posteriormente irão levar a infertilidade (Ma et al., 2019).  

Dessa forma, não foram observadas alterações significativas na contagem e 

motilidade totais após 48 horas de administração em nenhum dos grupos analisados. 

No entanto, ao examinar individualmente os dados de motilidade, foi identificada 

diferença significativa em todas as doses de EMCm administradas, em comparação 

aos dois grupos controle, como ilustrado na Tabela 4. 
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Tabela 4- Contagem total e motilidade espermática após 48h de exposição ao HgCl2 em 

camundongos machos (Mus musculus). 

** Contagem total dada em x106sptz/mL/quadrado 

(*) diferenças significativas quando comparado com controle positivo e negativo. One-Way ANOVA 

pós teste Bonferroni (p<0,05). Resultados expressos em média ± desvio padrão. N= 4. SPTZ= 

espermatozoides 

Por outro lado, estudos de toxicidade com Cenostigma pyramidalis, planta 

pertencente ao mesmo gênero, também examinaram a contagem total e o índice 

gonadossomático (GSI) em cabras machos, onde observaram-se alterações 

significativas apenas no GSI dos animais alimentados com essa planta (0,48 ± 0,08 

para o feno de C. pyramidalis vs. 0,34 ± 0,09 no controle negativo) ao longo de 120 

dias e concluíram que, apesar desses resultados, não foi possível confirmar os efeitos 

tóxicos atribuídos à espécie (Santos et al., 2020). Em função dos grupos de animais 

selecionados e do método de administração do composto, torna-se difícil realizar uma 

comparação direta com o presente estudo. No entanto, estudos conduzidos com 

camundongos expostos ao arseniato de sódio também indicaram contagens similares 

às encontradas com o EMCm (Tabela 4), com valores de 9,34 x 10⁶ 

espermatozoides/epidídimo na dose equivalente de 40 mg/mL de arseniato de sódio 

+ 1,5 g/L de ácido ascórbico, e 9,82 x 10⁶ espermatozoides/epidídimo no controle 

negativo, em um período experimental de cinco semanas (Chang et al., 2007). 

Além dessas metodologias, avaliar os parametros oxidantes, principalmente os 

Grupos Contagem 

Total** 
 

Motilidade 

Total 

(M+NP) 

Móveis (M) Não 

Progressivo 

(NP) 

Imóveis (IM) 

Controle 

Negativo 

0,25 ± 0,00 87,62 ± 8,49 67,60±3,52* 20,00 ± 2,73* 13,87 ± 2,79* 

Controle 

Positivo 

0,25 ± 0,00 60,12 ± 10,53 14,37 ± 1,67 45,75 ± 4,06 39,8 ± 5,81 

EMCm 50 

mg/kg 

0,25 ± 0,01 79,37 ± 3,68 44,12±7,44* 35,25 ± 6,02* 20,62 ± 5,81* 

EMCm 100 

mg/kg 

0,25 ± 0,01 78,37 ± 6,40 46,25±6,33* 32,12 ± 3,93* 24,15 ± 1,20* 

EMCm 200 

mg/kg 

0,23 ± 0,00 77,76 ± 15,44 56,62±3,48* 21,14 ± 2,73* 15,62 ± 1,85* 
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produtos proteicos avançados de oxidação (AOOP), e os antioxidantes, além da sua 

respectiva relação também são de suma importância, uma vez que indices de estresse 

relativos (OSI) elevados no plasma seminal, podem também corroborar tanto para o 

desenvolvimento da infertilidade masculina (Takeshima et al., 2021) como para morte 

celular induzida por metais pesados. Sendo assim, avaliou-se a capacidade 

antioxidante total (CAT) seminal plasmatica pelo metodo de FRAP, onde observou-se 

que o EMCm não obteve diferenças significativas quando comparado com o grupo de 

1,25 mg/kg de HgCl2, entretanto, pesquisas demonstram que ratos Wistar quando 

expostos ao 30 mg/kg acido ellagico + 10 mg/kg de arseniato de sódio, durante 21 

dias, obtiveram um aumento de 0,8 µg/mg de proteína (testículo) quando comparado 

ao controle somente com arseniato, onde ocorreu uma depleção da CAT para 0,4 

µg/mg de proteína (testículo) (p<0,05) (Mehrzadi et al., 2018).  

No entanto, quando avaliado os níveis de oxidante presentes no plasma, pelos 

AOOP, obtêm-se na concentração de 200 mg/kg EMCm + 1,25 mg/kg HgCl2, cerca de 

5,91 ± 0,00 mM eq.CT/ µL semên, considera-se baixo quando comparado ao controle 

positivo 9,55 ± 0,06 mM eq.CT/ µL semên, além de obter percentuais significamente 

baixos, nessa mesma concentração, 21,56% vs. 49,62% de estresse oxidativo, porém 

não é possivel relacionar este OSI com outros metais pesados, uma vez que não 

foram encontrados estudos capazes de obter essas informações, entretanto, 

indivíduos considerados azoospérmicos, isto é, aqueles que apresentam níveis a 

baixo dos valores de referência recomendados pela OMS, apresentam cerca de 69,46 

± 11,68% de OSI, sendo esses considerados altos com relação ao indivíduos 

normozoospérmicos, cuja razão é de 26,18 ± 24,54% (Nsonwu et al., 2019).  

Contudo, não existem estudos que correlacionem com a terapêutica de 

fitoterápicos e metais pesados no semêm, porém na literatura esse marcador já é 

utilizado para evidenciar tanto para o EO como reações inflamatórias mediadas pelos 

PMN (polimorfonucleares), um estudo demonstrou que com aumento do tempo de 

exposição a metais de tóxicos, como Hg, podem aumentar de forma dose-dependente 

(0,001-0,002 mg/mL) os níveis desses produtos produzidos no plasma sanguíneo, 

indo de 5 mg/mL plasma sanguíneo no dia 2 para 25 mg/mL no dia 6 (Alfanie et al., 

2015). 

Diante do que foi exposto, sabe-se que o Hg eleva as citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-6, IL-1beta, entre outros (Maria et al., 2000). Por conta disso, o teste de Endtz 
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baseia-se na utilização da benzedina, a qual irá demarcar as peroxidases presentes 

nos PMN, substâncias que podem sofrer ação das EROs e das ERNs colaborando 

para uma resposta inflamatória no trato genital masculino, principalmente nos 

testículos (Flint et al., 2012). Sendo assim, este é o primeiro estudo a avaliar esse 

método para intoxicação por metais pesados mais fitoterápicos, o EMCm demonstrou 

que quando comparado ao controle positivo (1,72 ± 0,11), obteve diferenças 

estatísticas no número de PMN presentes no sêmen de camundongos, em todas as 

doses administradas. Além de evidenciar que o controle positivo demonstrou valores 

superiores aos recomendados pela OMS (2021) (VR= >1 x 10^6 PMN/mL sêmen).  

 Sabe-se que metais pesados podem alterar a capacidade de múltiplas reações 

essenciais para o arcabouço espermáticos, como a reação acrossomica (Oliveira et 

al., 2009). Estudos sobre a toxicidade cadmio com extrato metanolico das raízes de 

Carpolobia lutea em ratos Wistar, demonstrou que a reação acrossomica permaneceu 

intacta nas duas doses administradas (100 mg/kg e 200 mg/kg), tendo valores de 33,0 

± 2,55% e 68,0  ± 7,52 %, respectivamente, sendo maiores do que no controle positivo 

(15,2  ± 2,40%) (Akinola et al., 2020). Já o EMCm obteve valores significantemente 

menores do que o estudo apresentado, porém quando comparado com o controle 

positivo (7,08 ± 3,47%) auxiliou nos danos ocasionados na reação acrossômica, 

considerando as concentrações de 100 mg/kg e 200 mg/kg, 25,83 ± 5,83% e 18,5 ± 

4,30% de reações acrossômicas intactas, respectivamente. 

 Além disso, já é bem descrito na literatura que agentes tóxicos podem 

prejudicar a vitalidade dos espermatozoides (Saleh et al., 2013). O EMCm atingiu 

níveis maiores de espermatozoides viáveis em todas as doses, apesar de não 

apresentar diferenças significativas quando comparado ao controle positivo, a dose 

de 200 mg/kg que atingiu 109,33 ± 16,51%, pelo método de HOST, do que os 

encontrado na dose de 320 mg/kg (35,83 ± 2,64%), no período de 180 dias utilizando 

somente folhas jovens de Diplazium esculentum (Koenig ex Retz.) Sw. (Athyriaceae), 

em camundongos Swiss albino (Roy et al., 2017).  

Por fim, avaliou-se o espermograma avançado para determinar os danos 

causados pelo HgCl2 no material genético espermático, tanto a nível de cromatina 

como a nível de histonas, optou-se por diferentes métodos. Quando avaliado pelo 

método da toluidina percebe-se que não houve diferença significativas para o 

percentual de maturidade espermática, isto é, maturidade da cromatina, em 
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nenhumas das concentrações de EMCm quando relacionadas ao controle positivo, 

contudo quando administrado 100 mg/mL de vitamina E (alfa tocoferol), em 

camundongos, o grupo de pesquisadores observou cerca de 17,9 ± 3,2% preservação 

da estrutura da cromatina espermática (Anvari et al., 2020). No entanto, quando 

avaliado a nível de histonas por anilina blue, percebe-se que na dose de 100 mg/kg 

do EMCm (5,08 ± 0,61%) demonstrou preservar a estrutura da histona espermática, 

com uma diferença estatística em relação ao controle positivo (13,91 ± 5,16) , por 

exemplo. Já o extrato metanolico das raízes de Carpolobia lutea em ratos Wistar 

intoxicados por cádmio, também obteve percentuais protetivos do material gênico, na 

mesma concentração testada (11,4 ± 1,10%) com relação ao controle positivo (35,9 ± 

5,26%) pelo mesmo método (Akinola et al., 2020).  

Em resumo, os resultados deste estudo destacam a relevância dos produtos 

naturais e seus compostos bioativos como terapias auxiliares, ao demonstrar que o 

extrato metanólico das folhas de C. microphyllum contribui para parâmetros essenciais 

do desenvolvimento espermático, tais como a reação acrossomal e a motilidade, 

auxiliando nas atividades bioquímicas e cinéticas necessárias para a fecundação. 

Adicionalmente, o extrato pode favorecer o equilíbrio homeostático entre pró-

oxidantes e antioxidantes, graças à presença dos metabolitos secundários, como 

taninos, fenois totais e flavonoides, diminuindo os indices de estresse oxidativo e 

oferecendo proteção ao gameta e a outras células contra efeitos nocivos, como a 

peroxidação lipídica, a morte celular induzida pelo acúmulo de ferro e os danos ao 

DNA espermatico, além de auxiliar reduzindo tanto os celulas mediadoras 

inflamatorias, como os polimorfonucleares no semem devido a presença da atividade 

anti-inflamatória. Assim, o extrato desempenha um papel fundamental no 

enfrentamento da infertilidade causada por disruptores endócrinos, como o mercúrio 

(Hg). 

 
6 CONCLUSÃO 

 

Este estudo avaliou os danos causados pela exposição exógena ao HgCl₂ em 

camundongos machos frente ao extrato metanólico das folhas de Cenostigma 

microphyllum (EMCm). Os resultados indicaram que o EMCm possui vários 

potenciais, incluindo atividades antioxidante, anti-inflamatória, gonada protetora e 

anti-ferroptótica, sendo estas duas últimas confirmadas tanto in vivo quanto in vitro. O 
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extrato pode, portanto, ajudar a combater o estresse oxidativo e suas consequências, 

além de contribuir para a manutenção dos níveis de ferro testicular e para a 

preservação das funções reprodutivas, favorecendo a motilidade dos 

espermatozoides e a ativação do acrossomo. Contudo, ainda são necessários estudos 

in vivo focados na toxicidade da planta, bem como mais investigações sobre outros 

potenciais dos compostos bioativos presentes na planta, além de elucidar melhor os 

mecanismos de ação anti-inflamatórios via ciclooxigenases 1 e 2. 
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