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RESUMO

Cebus apella foram expostos a 1,5 ppm de metilmércurio (metilHg) na dieta por
120 dias. Foi investigado a hepatotoxicidade do metilHg, as concentracGes no sangue
total foram monitoradas a cada 30 dias usando espectrofotometro de absorcao atdmica a
vapor frio Hg201, as transaminases (ALT e AST) e bilirrubina total (BT) foram dosadas
no decorrer da exposi¢cdo. O figado foi fixado com formaldeido 10%, e preparado por
protocolos da histopatologia. Foi observada diferenca significativa entre os grupos
exposto e controle, quanto aos niveis de Hgtotal, nos periodos de 60, 90 (P < 0,05) e
120 dias (P < 0,01). A histopatologia revelou esteatose moderada e degeneracao
hidropica, um achado comum em exposicdo ao metilmercurio em muitas outras
espécies. Nao foi observada diferenca significativa entre os niveis de AST (p= 0.38), ALT (p=
0.83) e BT (p= 0.07) do grupo controle e exposto. A correlagdo de Pearson com Hgtotal
demonstrou correlagdo negativa ( AST r=-0,7; ALT r=0,07; BT r=-0,3 e p > 0,05), o0 que
sugere a necessidade de novos estudos para esclarecer o nivel de alerta da concentracdo

de mercurio e das dosagens hepaticas.

Palavras chaves: Hepatotoxicidade, Metilmercurio, Figado, Macaco prego, Esteatose.



ABSTRACT

Cebus apella were exposed to 1,5 ppm methylmercury (methylHg) in the diet for 120
days. Hepatotoxicity was investigated, concentrations of mercury in total blood were
monitored each 30 days using atomic absorption spectrometry with cold vapor Hg201,
aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT) and total bilirubin (BT)
were determined. Liver was fixed by formaldehyde 10% and prepared by
histopathology protocols. Significant difference was observed in groups exposed and
control about total mercury (Hgtotal) in the periods of 60, 90 (P < 0,05) and 120 days
(P < 0,01). The histopathology revealed moderate steatosis and hydropic degeneration,
common in methylHg exposed in other species. No Significant difference between the
levels of AST (p= 0.38), ALT (p= 0.83) and BT (p= 0.07) in groups exposed and
control. The Pearson correlation with Hgtotal was negative (AST r=-0,7; ALT r=0,07,;
BT r=-0,3 e p > 0,05), suggests another studies to clarify the alert levels of mercury

concentrations and liver dosages.

Keywords: Hepatotoxicity, Methylmercury, Liver, Capuchin, Steatosis
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1. INTRODUCAO

O organismo humano recebe diariamente, seja pela alimentacdo, sejam por
outras vias de contato, uma série de substancias quimicas, algumas necessarias e outras
ndo. A forma de processamento dessas substancias implica nos processos metabolicos
com a ajuda dos sistemas enzimaticos presentes no organismo (LOPES & GRAFF,
2006; OGA et al., 2008).

Os processos de biotransformacdo de um xenobi6tico estdo muito relacionados
com o tempo de permanéncia no organismo. Esta circunstancia, no ambito toxicoldgico,
tem importancia por duas raz6es. Em primeiro lugar, a magnitude do dano produzido
pela atividade do xenobidtico serd tanto maior quanto mais prolongada seja a exposicao
ao mesmo. Em segundo lugar, a estabilidade quimica de um xenobiotico no organismo
pode dar lugar a acumulacao, que permitira alcancar os niveis toxicos requeridos depois
de um tempo mais ou menos prolongado (HODGSON, 2004; OGA, 2008).

A avaliacdo farmacologica ou toxicoldgica dos xenobi6ticos é realizada em cultura
de células ou animais experimentais, e 0 uso de primatas ndo humanos nas
experimentacdes biomédicas tem ocorrido de forma fregliente nas areas de anatomia,
fisiologia e etologia, e também em pesquisas médicas. E o Cebus tem sido foco de
maior atengdo em tais pesquisas devido a sua alta ocorréncia na América do Sul e

também devido a escassez de estudos nesta espécie.

1.1 - O macaco prego (Cebus apella)

A Ordem Primates é composta por dois grupos (Infra-Ordens)
classificados em primatas do Novo Mundo (Platyrrhini) e primatas do Velho Mundo
(Catarrhini) (BUFFON, 1767, apud FORD, 1986). Os platirrineos representam 35% de

todos os primatas existentes e estdo distribuidos da América Central, no México



Meridional, até a Argentina na América do Sul formando um grupo monofilético
(ROSENBERG, 1984). Esta Infra-Ordem divide-se em calitriquideos (marmosets e
tamarins) e os cebideos (ndo-marmosets) devido a distincdo quanto ao tamanho do

corpo, forma dentéria e presenca ou auséncia de garras (ROSENBERG, 1981).

Segundo Rosenberg (1981) a familia Cebidae, através de -caracteristicas
morfoldgicas (caracteres cranianos, dentais e medidas corporais) foi dividida em duas
Subfamilias, Callitrichinae e Cebinae com sete géneros. A Subfamilia Cebinae é

composta pelos géneros Cebus e Saimiri.

O género Cebus possui uma longa historia evolutiva. Foi um dos que primeiro
divergiu durante a diferenciacdo dos Platyrrhini, de acordo com analises morfométricas
(KAY, 1990). Possui tamanho meédio variando de 70 a 100 cm, em geral apresentam
cabeca arredondada e corpo robusto, a pelagem varia na textura e coloracdo entre as
espécies e subespécies. O arranjo dos pélos da parte superior da cabeca é variavel
mostrando diferengas constantes entre as especies reconhecidas e a regido da face é

desprovida de pélo (HILL, 1960).

O macaco-prego habita as matas ciliares dos rios, é arbdreo e vive em bandos ou
em grupo de 10 individuos, normalmente, liderados por um macho dominante (Figura
1). Apresenta pronunciada destreza manual, cérebro grande e circunvoluncionado, alta
sociabilidade, terrestrialidade e dieta onivora ( DEFLER, 1979; FREESE &
OPPENHEIMER, 1981; AURICCHIO, 1995; NOWAK, 1999; SUSSMAN, 2000;

DEFLER, 2004).



Figura 1 — Cebus apella

Fonte: http://www.biophoto associates/science source.

O parénquima hepatico do macaco-prego mostrou-se semelhante as observacdes
feitas para 0 homem (BATES, 2004) e os relatos da literatura para cées e gatos
(PARTINGTON & BILLER, 1996; NYLAND et al, 2002). Ao exame
ultrassonografico caracterizou-se como um oOrgdo de arquitetura parenquimal
grosseira (ALVES et al, 2007). Em alguns momentos este se mostrou
hiperecogénico, constituindo-se como um achado normal e observado também em

procedimentos pos-anestesia (PENNICK et al., 1991; PATTERSON, 1996).

1.2- Morfofisiologia hepética

O figado geralmente ocupa toda a extensdo do abdome cranial, em intimo

contato com a cupula diafragmatica, é anatomicamente dividido por sulcos profundos

em dois grandes lobos (direito e esquerdo) e dois lobos menores (caudado e quadrado),

esta divisdo é para demonstrar a relacdo com outros érgdos abdominais. A divisao que

caracteriza o suprimento sanguineo e a drenagem da bile (funcional ou cirurgica) é a

que apresenta importancia clinica (ROSS & PAWLINA, 2008).

Os principais componentes celulares do parénquima hepéatico sdo as células

hepaticas propriamente ditas (hepatdcitos) que se dispdem organizadas em laminas

separadas por sinusoides; células endoteliais, localizadas nos sinuséides; células de
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Kupffer localizadas na periferia dos sinusoides. As celulas de Ito, lipocitos
diferenciados que produzem coldgeno e tecido conectivo responsaveis pela sustentagdo
do parénquima, juntamente com as células de defesa como as NK (natural killer) e
linfdcitos citotdxicos, que também formam o parénquima hepético (WISSE et al.,

1997).

As laminas de hepatdcitos sdo separadas por sinusoides, estas células estdo
dispostas em I6bulos, com formato hexagonal refletindo uma forma poliédrica
tridimensional. A cada angulo de margem do l6bulo hepatico ha um espa¢o porta com
ramos terminais da artéria hepatica e da veia porta e um coletor, o ducto biliar

(SCHUPPAN et al., 2001).

A unidade funcional é o acino hepatico que compreende massa de parénquima
dependente do suprimento sangliineo através do trato porta. As células estdo dispostas
em zonas concéntricas que cercam 0s vasos aferentes terminais. Zona 1 (periportal) —
mais préxima ao espago porta, é a primeira a receber sangue com alto contetdo de
oxigénio, insulina e glucagon. Tem alta taxa metabdlica e é a ultima a sofrer necrose e a
primeira a mostrar sinais de regeneracdo e sdo mais resistentes a hipoxia. Zona 2
(mediolobular) — recebe sangue com conteldo intermedidrio de oxigénio.Zona 3
(centrilobular) — mais proxima as veias hepaticas terminais, pobres em oxigénio, sdo
mais susceptiveis a lesdo isquémica. Aqui estdo muitas das enzimas que participam de
biotransformagdo (NADPH citocromo P450-redutase). Sdo funcionalmente distintos,

conferindo ao 6rgdo uma heterogeneidade funcional (ROSS & PAWLINA, 2008).

Na unidade acinar, o sangue é direcionado dos espacgos-porta, passando por meio
dos sinusoides que banham as traves de hepatocitos, até a veia centro-lobular. Devido as

anastomoses entre o sistema portal e arterial, nos capilares sinusdides 0 sangue venoso e



arterial se misturam. Posteriormente, o sangue é drenado em direcdo a veia centro-
lobular que por fim busca as veias hepaticas. Os espagos existentes entre o hepatdcito e

o0 endotélio sinusoidal denominam-se espagos de Disse (ROSS & PAWLINA, 2008).

A biotransformacdo de substancias estranhas seja por oxidacdo, reducéo,
hidrolise ou conjugacao ocorre nos hepatocitos perivenosos (OGA et al., 2008). E lesdes
pela toxicidade do mercdrio sdo distribuidas no trato grastrointestinal , rim e cérebro. E
incluem ulcera géastrica, congestdo da mucosa intestinal e palidez hepética. Os achados
histopatologicos incluem ulceragdes, necrose da mucosa intestinal, degeneracdo tubular
renal e necrose do epitélio tubular proximal e degeneracéo do hepatécito. Na exposicdo
crbnica, observa-se glomerulonefrite devido a deposicdo de complexos antigeno-

anticorpo (SEBASTIAN, 2007).

Quando o Hg entra na circulagdo se agrega na superficie dos globulos
sanguineos, se organizando em microesferas pelo mecanismo de pinocitose. O figado é
quem captura em 89% do Hg circulante. O segundo 6érgdo a capturar o Hg € o rim
seguido do baco. No rim o Hg é eliminado na forma de Hg-proteinuria causando danos
nos glomérulos renais; o baco € o terceiro 6rgdo a captar moléculas de Hg que por fazer
parte do sistema reticulo endotelial tem importante funcdo imunoldgica e é

particularmente vascularizado (CUNHA, 2008).

A maior parte dos estudos sobre regeneracdo hepatica estd centralizada nos
hepatocitos, entretanto todas as células hepaticas participem do fendmeno regenerativo.
As células estreladas também denominadas células de Ito ou células armazenadoras de
lipideos, encontram-se localizadas no espago de Disse, em contato direto com 0s
hepatdcitos e com o epitélio sinusoidal. Essas células podem ser ativadas a um fenétipo

semelhante a miofibroblastos, que se caracteriza por maior capacidade de proliferagéo,



motilidade, contratilidade, e sintese de coldgenos e demais componentes da matriz
extracelular (FRIEDMAN, 1993; 2000).

As células estreladas desempenham importante papel nos mecanismos de
injuria, regeneracdo e fibrose hepéticas, sintetizando fatores de crescimento,
prostaglandinas, citocinas e diversas outras substancias bioativas. Estas celulas
apresentam processos citoplasmaticos contrateis envolvendo os sinusoides hepaticos,
regulando o fluxo sanguineo sinusoidal (FRIEDMAN, 1993, 2000; TSUKADA et al.,
2006).

A injuria hepética leva a ruptura da homeostase no figado, resultando em
estresse oxidativo com maior producdo e liberacdo de radicais livres extracelulares,
citocinas e moléculas sinalizadoras. A lesdo hepética é tipicamente inflamatéria. O
figado contém macrofagos e células natural Killers (NK) residentes que constituem a
primeira resposta a reacdo inflamatoria local. O processo inflamatorio, a despeito de sua
causa, € o principal estimulo para a resposta fibrogénica (FRIEDMAN, 1993; 2000).

Uma lesdo hepatica transitoria pode evoluir com restituicdo completa da
integridade do parénquima. Contudo, a persisténcia da agressdo resulta em dano
tissular. No processo fibrogénico, os componentes da membrana basal, como o
Colageno -1V, a laminina (LN) e outros, sdo produzidos em maior quantidade e formam
uma estrutura semelhante a uma membrana nos espacos de Disse. Ocorrem
modifica¢bes na conformacéo dos sinusoides e reducdo de suas fenestracdes, fendmeno
denominado “capilarizacdo”, pois a estrutura alterada dos sinusoides assemelha-se a dos

capilares (FRIEDMAN, 2000).

A funcéo do figado é regular a concentracdo sérica de varias espécies quimicas
de importancia fisiologica, como regulacdo dos niveis séricos de carboidratos, de
lipidios, de proteinas e dos produtos do seu metabolismo, sintese de proteinas,
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inativacdo de drogas e de toxinas e excre¢do dos produtos da degradacéo, excrecdo de
produtos do metabolismo da hemoglobina (bilirrubina), e producédo de enzimas (ROSS &

PAWLINA, 2008).

A bilirrubina é um produto intermediario da hemolise, é produzida pelo sistema
reticuloendotelial é removida do organismo pelo figado, que a excreta para a bile. E
encontrada, geralmente, em pequena quantidade no soro. Podera haver aumento nos
niveis séricos se houver destruicao excessiva de hemacias ou se o figado for incapaz de
excretar as quantidades normais de bilirrubina produzidas. H& duas formas de
bilirrubina no organismo: a direta ou conjugada que circula livremente no sangue até
alcancar o figado e se ligar a glucuronosiltransferase e depois excretada para a bile; a
indireta ou ndo conjungada ligada a proteinas e associada a hemdlise (LIMA et al.,

2001; MOURA et al., 2002).

Aspartato Transaminase (AST) é uma enzima presente em tecidos de elevada
atividade metabolica (coracdo, figado, rim, cérebro, musculo esquelético, pancreas,
baco e pulmdes). E liberada para a circulagio apds a lesdo ou morte das células. A
quantidade de AST no sangue estd diretamente relacionada ao numero de células
lesadas e ao tempo decorrido entre e lesdo tecidual e o exame. E (til na avaliacdo de
doencas hepaticas e cardiacas. A alanina transaminase (ALT) existe em alta
concentracdo no figado, enquanto concentracdes relativamente baixas sdo encontradas
no coracdo, musculo e rim. E usado para diagnosticar hepatopatia e diferenciar a

ictericia hemolitica da ictericia causada por hepatopatia (LIMA et al., 2001).

O processo de biotransformacdo do mercurio no figado ocorre principalmente
dos derivados organomercuriais, que pode levar a: 1. Ruptura da ligacdo carbono-

mercurio e liberagdo de mercario inorganico; 2. lonizagdo do composto



organomercurial; 3. Biotransformacdo no grupo organico da molécula do

organomercurial (AZEVEDO, 2003).

1.3- O mercdrio e seus compostos

O mercdrio de simbolo Hg (do latim hydrargirus, prata liquida), é liquido a
temperatura ambiente e congela como um sélido mole préximo a -39°C. Tem cor
prateada brilhante, mas oxida-se lentamente ao ar umido, adquirindo uma cobertura
opaca e manchas escuras (BERLIN, 1986). E um metal pesado, ou seja, metal com
gravidade elevada que possui forte atracdo por estruturas de tecidos bioldgicos e
eliminacdo lenta. O mercurio é um elemento quimico que nao possui funcéo bioldgica e
causa efeitos deletérios e, por essas razdes, arrolado como metal toxico (GOYER,
1996). Foi utilizado desde a Idade Média como principio ativo ou ingrediente de drogas,
participando de modelos efetivos e especificos de terapia por decadas (WALDRON,
1983), ¢ catalisador em processos eletroquimicos ou quimicos de separacdo de minérios,
entre os quais o ouro (GUIMARAES, 1989).

Este metal é encontrado sob a forma de sulfeto (HgS), um cristal vermelho
(cinabrio) e em estado metalico sob a forma de gotas ou massas fluidas presentes em
minas proximas a vulcdes ou fontes térmicas, e liberado por processos naturais como
erosdo e vulcanismo assim como por mineracdo. As atividades que manufaturam e
distribuem este metal e a combustao dos combustiveis fosseis contribuem com a grande

quantidade de mercurio no meio ambiente (Figura 2) (GOCHFELD, 2003).

Apresenta-se em trés estados de valéncia: mercdrio elementar (Hg®), mercuario
univalente (Hg") e mercurio divalente (Hg™) podendo ser encontrado sob a forma
inorgéanica ou organica (BERLIN, 1986; DOREA et al., 2006; OGA et al, 2008). A

propriedade de solubilidade em agua desses varios compostos e a incorporacdo a cadeia



tréfica dos ecossistemas sdo os fatores determinantes para os riscos de contaminacao
dos seres vivos (LINDSTROM et al., 1991; BARBOSA et al., 2003; DOREA et al.,

2006).

Fontesde Hg:
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo biogeoquimico do mercurio.
Fonte: SANTANA, 20009.

O Mercurio Elementar é o mais volatil das formas inorganicas do metal, sendo
ligeiramente soltvel em &gua, 0.08 mg/l a 25°C (ATSDR, 2000). Uma pequena fracdo
pode ser tirada da atmosfera durante os eventos de precipitacdo, podendo ocorrer uma
oxidacdo do Hg° para Hg*" por reacdo com oxidantes atmosféricos como oxigénio,
0zonio e cloro. Nesta nova forma o mercario € muito mais solGvel e mais precipitavel

na atmosfera (FITZGERALD, 1995; GOCHFELD, 2003).

Os Sais de Mercurio inorganico existem em dois estados de oxidacdo, como sais
mercurosos monovalentes e mercuricos bivalentes, podem acarretar a sintese de

metalotineina nos rins por serem soltveis em agua. O cloreto mercuroso ou calomelano,



0 mais conhecido composto mercuroso, foi usado em alguns cremes de pele como anti-
séptico e empregado também como diurético e catértico. O nitrato de mercurio, por sua
vez, representou um risco industrial comum na fabricacdo de chapéus de feltro por mais

de 400 anos ( AZEVEDO, 2003).

A forma mercurica apresenta sua toxicidade intrinseca, mas também é atribuida a
ela a toxicidade do mercurio elementar e, parcialmente, a do metilmercdrio, uma vez
que, por oxidacdo e desmetilacdo, ambas as formas sdo convertidas em Hg2+
(COUNTER & BUCHANAN, 2004). As alteragOes provocadas pela exposicdo de
organismos vivos ao mercurio sdo inumeras. Dados da literatura relatam modificacdes
no peso corporal (SAKAMOTO et al.,, 1993; ROCHA et al., 1995), no peso, na
histologia e na fisiologia de alguns 6rgdos (ROCHA et al., 1995).

Os organomercuriais, particularmente, o metilmercirio apresenta a maior
toxicidade. O metilmercurio é a forma mais comum encontrada no meio ambiente
devido ao seu uso indiscriminado e a biometilagdo pela acdo das bactérias aerdbicas e
anaerébicas (BERLIN, 1986; WHO, 1991; ATCHISON & HARE, 1994; LEBEL et al.,
1998; GOCHFELD, 2003; BARBOSA et al., 2003; DOREA et al., 2006), tornando-se
disponivel para os organismos aquéaticos e sendo assim biomagnificado através dos
niveis troficos da cadeia alimentar, afetando mais os animais do topo da cadeia, 0s

peixes predadores e 0 homem.
1.4- Toxicocinética do mercurio.

O metilHg devido a sua grande solubilidade € absorvido facilmente pelo trato
gastrointestinal, 90% do ingerido é absorvido. No sangue, fixa-se a hemoglobina e é
transportado pelos eritrgcitos, estudos in vitro mostraram a associagdo do metilHg no
plasma ocorre com fracdo lipoproteica de alto peso molecular (AZEVEDO, 2003;

CUNHA, 2008).

10



O transporte pelos tecidos se da pela formagdo de complexo cisteina-
metilmercurio semelhante estruturalmente a metalotineina . O metilmercurio também
pode combinar-se aos grupos tidis de proteinas e aminoacidos e assim cruzar a
barreira hematoencefalica por transporte ativo secundario. Esta é a forma de maior
deposicao cerebral, depositando-se na fracdo protéica do citoplasma e em pequenas

quantidades no nucleo de neurdnios ( AZEVEDO, 2003).

A biotransformagdo dos organomercuriais leva a ruptura da ligacdo carbono-
mercurio com a liberagdo de mercurio inorgénico, ou ionizacdo do composto ou
biotransformac&o do grupo organico da molécula (AZEVEDO, 2003; SA et al.,2006). A
conversdo do CHzHg a Hg™™ é fundamental para o processo da neurotoxicidade por ser
lento, e com isto grande quantidade de MetilHg deposita-se nos 6rgdos alvos na forma

organica e la é convertido a forma inorganica (WHO, 1991; USEPA, 1997).

1.5- Intoxicagdo humana por mercurio

A intoxicacdo humana pode ocorrer tanto por exposicdo aguda ou crénica.
Os casos mais catastroficos dos efeitos deletérios em humanos foram registrados nos

incidentes do Japéo, do Iraque e do Canada (HARADA et al, 1995).

No Japéo, em 1953, ocorreu exposi¢do aguda devido ao consumo em grande
escala de peixes contaminados com metilmercurio oriundo dos residuos da industria
quimica de acetaldeido — Chisso (Figura 3) (HARADA, 1995). O primeiro doente foi

descoberto em 1956 em Minamata, na provincia de Kumamoto.

No periodo, ocorreram trés tipos de exposicdo: a aguda/subaguda, cronica e
congénita. A primeira fase da exposicdo (aguda/subaguda) atingiu pescadores e suas
familias, eles apresentaram a sindrome de Hunter-Russell ou doenca de Minamata

(HARADA, 1995) enquanto, a exposi¢do congeénita foi observada a partir de 1962, e a
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cronica apresentou-se com uma variedade de sintomas. Em 1965, foram encontrados
novos pacientes apresentando o quadro clinico da doenca de Minamata na localidade de

Niigata (HARADA et al.,1995).

Figura 3 — residuos da indUstria quimica de acetaldeido — Chisso.
Fonte: Museu de Minamata — 2009.

No Iraque, em 1971, ocorreram 459 ¢bitos devido a grdos de cevada e trigo
tratados com metilmercurio que eram destinados ao plantio e foram ingeridos pela

populacdo na forma de pées e farinha (AZEVEDO, 2003).

Na exposicdo crbnica, 0s sintomas comegam a aparecer de forma ndo especifica
na fase inicial, mas tornam-se cada vez mais evidentes a medida que aumenta o tempo
de exposicao, e geralmente se d& pelo consumo de alimentos (WHO, 1989). No Canada,
uma fabrica de soda céustica também causou a contaminagdo mercurial, através da

metilacdo do mercurio inorgénico na natureza (AZEVEDO, 2003).

Na regido amazobnica, varios estudos tém confirmado a contaminacdo de

mercurio principalmente em peixes ( BARBOSA et al., 1995; LACERDA et al., 1991;
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MALM et al., 1990; MARTINELLI et al., 1988; PALHETA & TAYLOR, 1995;
PFEIFFER et al., 1989,1991,1993; DOLBEC et al., 2000; DOREA et al., 2006;
DOREA & BARBOSA, 2007). Esta contaminagio se deu principalmente devido a
extracdo artesanal do ouro que foi uma das principais fontes de movimentacgéo de renda.
Mas, nesta regido ha também a derrubada da floresta pelos projetos de agricultura
(LACERDA et al., 2004; KEHRIG et al., 2006), as hidrelétricas e a riqueza de mercurio
naturalmente no solo (ROULET et al., 1998; FADINI & JARDIM, 2001; KEHRIG et

al., 2008).

Uma das causas para esta preocupacdo é o grande despejo na natureza de
toneladas de mercurio por ano. Existe uma parcela da populacdo que possui como
atividade ocupacional o garimpo artesanal do ouro e que, em fungdo desta atividade,
fica exposta aos efeitos nocivos do mercurio utilizado em uma das etapas da purificacdo
do ouro, a “queima do azougue”. A outra parcela ¢ formada pelos ribeirinhos que se
alimentam de peixe. Nas areas proximas a casa de queima, o mercurio volatilizado pode
depositar-se nos rios, ficando retido nos sedimentos bénticos, onde sofre metilagdo. O
vapor de mercdrio que se espalha na atmosfera circula pelo globo, e nos locais onde

ocorre chuva acida retorna para o solo ou sedimento (AZEVEDO, 2003).

Estudos realizados em varios locais de extracdo de ouro na Amazonia,
confirmaram que a ameaca a saude das pessoas que vivem nestes locais é real ( AKAGI
et al., 1995, 1996; BRABO et al., 2000; PINHEIRO et al., 2000a, 2000b; SANTA
ROSA et al., 2000; DOREA et al., 2006; DOREA & BARBOSA, 2007; KEHRIG et al.,
2008), pois estes estudos mostraram, por exemplo, que as amostras de peixes coletadas
na regido de Itaituba, Rio Tapajos, tinham concentracdo de mercdrio superior ao limite

de referéncia da OMS (2008), 0,5 ppm para peixe herbivoro e 1,0 ppm para o piscivoro.
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1.6- Efeitos do metilmercario em modelos experimentais

No peixe, ha uma ligacdo direta entre a exposicdo mercurial e o estresse
oxidativo em figados de peixes silvestres. A toxicidade hepética é diretamente resultante
do estresse oxidativo (DREVNICK et al., 2008) A exposicdo mercurial nos peixes de
agua doce da espécie Esox lucius (predador) e outros da América do Norte pode levar a
toxicidade hepética e inibir a capacidade reprodutiva quando a concentracdo de
mercurio é elevada (SCHEUHAMMER et al., 2007). O peixe Danio rerio que possui
similaridades fisiolégicas e moleculares no metabolismo de xenobidticos com os
mamiferos (CARVAN et al., 2000 a,b; HILL et al., 2005) apresentou mecanismo de
hepatotoxicidade ao mercurio com alteraces na fosforilacdo oxidativa, no sistema

complemento, na resposta de fase aguda e no metabolismo lipidico (UNG et al., 2010 ).

Em roedores, o mercdrio inibe a atividade da Na +K+ ATPase na membrana
plasmatica ( HALBACH et al., 1981; MAGOUR et al., 1987; ANNER et al., 1992),
associado com inibicdo da atividade da Ca +2 ATPase no reticulo sarcoplasmatico nos
musculos papilares (BRANDAO et al., 2006). Também inibe a acio da miosina ATPase
pois associa-se com o0s grupos sulfidrica da molécula de miosina no miocardio
ventricular afetando a contracdo e forca tetanica (MOREIRA et al., 2003; ASSIS et al.,
2003). A exposicdo ao cloreto de mercurio leva a acumulagdo em niveis elevados no

figado, rim e no sangue do rato (PEIXOTO et al., 2007).

Os experimentos com macacos foram realizados na sua maioria por exposicao a
altos niveis intrauterina, nas quais se observava os efeitos neuroanatdmicos cerebrais
como reducao do tamanho cerebral, danos no cortex e ganglios da base, glioses, perdas
celulares, dilatacdo ventricular, células ectdpicas desorganizacdo de camadas cerebrais

(WARFING & BRUUN, 1996).
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Vérios estudos com experimentagdo animal constataram a conversdo do
metilmercario a mercurio inorganico com o rompimento da ligagdo carbono-mercuario
da molécula, o que explica a eliminacdo do mercurio pelos sais biliares, complexados
com peptideos sulfidricos aléem da glutationa. Uma quantidade deste mercurio €
reabsorvida pelo ciclo enterohepético e retorna a corrente sanguinea, sendo novamente

convertido a inorganico (WHO, 1990; AZEVEDO, 2003).

As fungdes do figado de detoxificacdo, biotransformagdo e excregdo estdo
relacionadas a interagdo com compostos mercuriais. Este 6rgdo apresenta propriedades
regenerativas unicas devido a sua exposi¢cdo continua a substancias em geral como as
toxinas ambientais. Os hepatdcitos correspondem geralmente a oitenta por cento do
0rgdo e sdo responsaveis parcialmente pela regeneracdo que ocorre na maioria das

vezes, naturalmente (DEMETRIOU et al., 2004).

Os efeitos hepaticos provocados pela exposicdo ou intoxicacdo por metilmercdrio
em primatas ndo humanos é tema relevante para melhor compreensdo da toxicidade por
dose baixa deste metal no local de biotransformacao para mercurio inorganico e, avaliar

se ha alteracdo de fungdes hepaticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Descrever e avaliar caracteristicas fisiologicas e histopatoldgicas hepaticas

frente a exposicédo cronica ao metilmercurio de macacos Cebus apella.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Investigar o nivel de intoxicacdo através da analise de concentracdo de mercurio
total no sangue total;

Identificar e descrever as altera¢6es histopatoldgicas no parénquima hepatico;

Investigar através de analise quantitativa, o perfil das enzimas hepéticas séricas e

bilirrubina total na exposi¢do ao metilmercdrio.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 CARACTERISTICAS DO ESTUDO

No presente estudo, foram analisadas as alteracGes histopatoldgicas provocadas
por mercurio organico (metilmercurio) no parénquima hepatico de Cebus apella, através
da quantificacdo da concentracdo de mercuario total (HgT), analise bioquimica de
enzimas hepéticas (transaminases) , bilirrubina direta e identificacdo de alteracdes

teciduais.
3.2 MODELO ANIMAL

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 04 macacos da espécie
Cebus apella, Linnaeus 1758 (macaco prego), machos, provenientes de criacdo em
cativeiro do Zooldgico de Piracicaba, mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal do Para.

Todos os procedimentos experimentais ocorreram de acordo com as normas de
ética em pesquisa com animais (Lei n. © 6.638) e o referido trabalho foi autorizado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais Experimentais (CEPAE/UFPA) com 0

codigo MED 002 2008.

Os animais foram mantidos em condicdes adequadas de alojamento e manejo, e
para garantir as condi¢des de responder de forma adequada ao experimento 0s mesmos
receberam condicionamento do ambiente quanto a temperatura, umidade relativa,
luminosidade, dieta similar a dos outros de sua espécie no biotério (banana, mamao,

laranja, legumes, hortalicas e ovo cozido). A ingestdo de agua foi ad libitum.
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3.3- EXPOSICAO AO METILMERCURIO

O protocolo de exposicdo foi baseado em condicionamento prévio com leite
condensado 40% em seringa. Posteriormente, foi adicionado ao leite cloreto de
metilmerctrio PESTANAL® Sigma — Aldrich. Foi utilizado a concentragdo de 1,5 g

por ml de solucéo.

Os animais foram expostos por via oral, com concentracdes de metilmercurio de

1,5 pug /Kg/dia até um total de cento e vinte dias de exposicao.

3.4— COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE
Devido tornar-se agressivo quando acuado, utilizou-se a sedagdo com cetamina
por via intramuscular na dose de 0,5 ml para a colheita de sangue. Apds 10 minutos

colhiam-se de 5a 10 ml.

Os animais foram submetidos a exames antes, durante e apos a exposi¢do. A
determinacéo bioquimica do sangue (valores da bilirrubina total), enzimologia clinica (
aspartato transaminase - AST e alanina transaminase - ALT), com o intuito de avaliar os
niveis de proteinas e enzimas no sangue Uteis ao diagndstico de hepatopatias (LIMA et
al., 2001; MOURA et al., 2002). As amostras para 0s testes bioguimicos foram

coletadas por puncao venosa, na regido inguinal.

As amostras de sangue foram armazenadas em recipientes com EDTA e
congeladas (WHO, 1990; AKAGI et al, 2004 ). No sangue, a maioria do mercdrio
encontrada nos eritrocitos estd na forma de metilmercudrio, e a meia vida no sangue do
metilmercurio é de 50 £ 7 dias (IPCS, 1990; CERNICHIARI et al., 1995b; AZEVEDO,
2003; BUDTZ-JORGENSEN et al, 2005) e a meia vida de semi elimina¢do no macaco
é de 150 dias (NRCC, 1979; AZEVEDO, 2003), assim a dosagem de mercurio total

pode avaliar a exposi¢cdo ao metilmercurio.
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Os procedimentos analiticos para determinacdo do mercdrio total (Hgtotal)
foram realizados no Laboratdrio de Toxicologia Ambiental e Saide Humana no Nucleo

de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para.
3.5- ANALISES DO Hg TOTAL NAS AMOSTRAS DE SANGUE

A dosagem de mercurio total no sangue ocorreu por determinagdo através de
digestdo Umida/reducdo/espectrometria de absorcdo atbmica com vapor frio (CVAAS).

3.5.1 - Procedimentos pré — analiticos

3.5.1.1 Descontaminacéo das vidrarias

Previamente aos procedimentos analiticos todas as vidrarias e frascos utilizados
foram submersos em uma solucao detergente de extran 1% por um periodo de 24 horas e
retirada com agua corrente, em seguida um leve enxague com solucdo de permanganato de
potassio (KMnOs), para retirada de qualquer residuo de Hg presente nas vidrarias; apds
retirada do KMnOs com &gua corrente, as vidrarias foram entdo lavadas com solugdo de
hidroxilamina a 1% (NH20H) , para retirada total KMnOa4 e finalmente lavadas com éagua

destilada (AKAGI et al.,2004).
3.5.1.2 Processamento da amostra

No laboratério, as amostras de sangue foram descongeladas e centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos. Apos, a amostra homogeneizada foi pesada (maximo de 0,5 g

em peso Umido) em um frasco de digestdo de amostra.

Em cada baldo foi acrescentado um ml de agua destilada, dois ml de &cido
nitrico e perclérico (HNO3-HCIO,4) na proporcdo de 1:1(um para um) e cinco ml de
acido sulfarico (H,SQO,). Depois, as amostras foram submetidas ao processo de digestédo
acida, que tem com intuito eliminar elementos interferentes presentes na amostra, como

a presenca de outros metais (Figura 4).
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A digestdo &cida foi realizada em uma chapa aquecedora a uma temperatura de
210°C por 30 minutos. Quando as amostras digeridas chegaram a temperatura ambiente

estas foram aferidas com &gua destilada até o volume final de 50 ml.

|

Figura 4 - Digestdo acida das amostras em chapa aquecedora.
Fonte: SILVA, 2011.

3.5.1.3 Preparacdo das solugdes para a curva de calibragédo

Foram criados quatro pontos para a curva de calibragéo, 0, 20, 50 e 100. A curva
de calibracdo é utilizada para avaliar os resultados das amostras assim como a
estabilidade do equipamento (AKAGI et al.,2004).

Para o preparo das solucGes padrdes referente a curva de calibracdo da analise de
mercario total é necessario o preparo de uma solucdo padrdo de metilmercurio
(MetilHg) de 100 ppm (parte por milh&o), uma solucdo padréo de MetilHg 1 ppm (1 mi

da solucéo de 100 ppm) , uma Solucdo de L-Cysteina 0,01% (Anexo 1).

3.5.2 Caracteristicas e fundamento do equipamento
Para analise de Hgtotal foi utilizado um Espectrofotometro de Absorcéo
Atdmica disponivel comercialmente como Analisador Semi-Automético de Mercury

Modelo Hg 201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd. Tokyo, Japan) (Figura 5).
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Este método é aplicado em amostras bioldgicas como peixe, molusco, sangue

humano, urina e tecidos como corddo umbilical (AKAGI et al.,2004).

E um equipamento que utiliza espectrometria de absor¢do atdmica por vapor
frio, no qual, o merctrio bivalente (Hg?") é convertido em vapor de mercurio elementar
(Hg®) no evento de 6xido — reducdo ocasionado pelo Estanho (Sn**—Sn*"). E um
sistema aberto de circulacdo de ar. Neste equipamento, o vapor de mercdrio gerado é
circulado em uma bomba de diafragma a uma taxa de 1-1,5 I/min por 30 segundos para
homogeneizar. Entdo, a valvula é acionada e gira 90° para entrar na célula de foto

absorcédo para a medida de absorbancia a 253,7 nm (AKAGI et al, 2004) (Anexo 2).

Figura 5: Equipamento Hg201.
Fonte: SILVA, 2009.
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O método analitico para mercdrio total utiliza espectrometria de absor¢éo
atbmica por vapor frio, no qual o mercario é convertido em vapor de mercdrio
elementar para ser introduzido em uma célula de absorcdo para determinacdo da

quantidade do elemento em partes por bilhdo (ppb) ou ng/L e/ou partes por milh&o

(Ppm) ou pg/L.

3.5.2.1 Procedimentos de analise no equipamento

Durante o procedimento da analise foi transferido suavemente volumes fixos de
5mL com uma pipeta volumétrica de cada uma das solugdes de branco ou padrdo ou da
amostra no equipamento. Foi adicionado um ml de solu¢do de SnCI2 (solucdo de

cloreto estanhoso)10% para o inicio do processo analitico.

Ao final da analise de cada elemento da curva de calibracdo ou de cada amostra
os resultados (o pico de concentracdo de mercurio total) foram registrados em uma
impressora conectada ao equipamento Hg201, o registro ocorreu na forma de uma reta ,

medida com régua em cm (Figura 6).

Posteriormente, a concentracdo em valor numérico de Hg total foi calculada
através de formula matematica (Anexo 3) e com o auxilio dos valores obtidos pelos

elementos da curva de calibracéo.
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Figura 6 — Registradora com os picos de concentra¢do de mercurio.
Fonte: SILVA, 2009.

3.5.2.2 Procedimentos de controle de qualidade analitica

O controle de qualidade analitico e a validacdo da metodologia, quanto a
precisdo e a exatiddo para a determinacéo de Hg total em sangue, foram feitos por meio
da analise de material de referéncia com valor certificado BLOOD (Toxic Metal in
Bovine Blood) do National Institute of Standards and Technology. Os valores obtidos
pelo padréo certificado ficaram dentro do intervalo de confianga de = 10% do valor de

referéncia. 2.73pg.L ™.

3.6 - DOSAGENS BIOQUIMICAS

Os exames de andlises clinicas foram feitos no laboratorio do Hospital Jodo de
Barros Barreto. E seguiram os protocolos de Moura e colaboradores (2002)

3.6.1 - Quantificagio da atividade da bilirrubina total

O método utilizado foi o sistema colorimétrico (Berthelot) para quantificacdo da
bilirrubina total no soro in vitro, utilizando kits Celm®. Fundamenta-se no fato que a
bilirrubina total, através da reacdo de acoplamento com o &cido sufanilico diazotado
forma um complexo de coloracdo vermelha (azobilirrubina). A bilirrubina (direta e

indireta) € dosada em presenca de um acelerador (cafeina e benzoato) que permite a
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solubilizacdo da bilirrubina indireta (ndo conjugada) insolivel em agua. A bilirrubina
direta (conjugada), é dosada em meio aquoso. O valor de normalidade da bilirrubina

total no soro € até 1,0 mg/ dL .

3.6.2- Quantificacéo da atividade da aspartato transaminase (AST)

O meétodo utilizado para dosagem da AST foi o cinético ultra-violeta (UV) feito
pelo autoanalisador marca Alcyon 300®, utilizando kits Analisa Diagndstica®, no soro
para diagndstico in vitro.

O método fundamenta-se no fato da AST catalisar a transferéncia do 24
amina do aspartato para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e oxalacet
qual é reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto que, a
coenzima NADH é oxidada a NAD+. A atividade da AST na amostra € calculada com
base na reducdo, do NADH que se transforma em NAD+. O Valor de normalidade da

AST no soro ou plasma é até 40 U/L.

3.6.3 - Quantificacdo da atividade da alanina transaminase (ALT)

O método utilizado para dosagem da ALT foi o cinético ultra-violeta (UV)
feita pelo autoanalisador marca Alcyon 300®, no soro somente para diagndstico in
vitro.

O método fundamenta-se no fato da ALT catalisar a transferéncia do grupo
amina da alanina para o cetoglutarato com formacéo de glutamato e piruvato, o qual é
reduzido a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima

NADH é oxidada a NAD+. A atividade da ALT na amostra é calculada com base na
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reducdo do NADH que se transforma em NAD+. O valor de normalidade da ALT no

soro é de até 40 U/L.

3.7 —PROCEDIMENTOS ANESTESICOS E CIRURGICOS

Apos a fase de exposicao, os animais foram levados ao laboratério para o
procedimento cirdrgico e andlises histoldgicas do figado, que seguiu as normas do

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).

Os animais foram anestesiados com uma mistura de trés partes de solugédo de
cloridrato de cetamina (Ketalar, Konig) para uma parte de solugdo de cloridrato de
xilazina (Kenzol, Konig), na dose de 0,4 ml/Kg de peso corporal, por via intramuscular.
Apo6s os procedimentos anestésicos, foi realizada a perfusdo intracardiaca com sol 25
salina tamponada, pH=7,4 (PBS) e paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato s

0,1M.
3.8- PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

O figado foi coletado e fixado em formalina a 10%, processado rotineiramente e
incluido em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em cortes de 6 um e
corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina, Tricromico de Masson, Reticulina e
Gomori (Pearls). A avaliacdo deste material foi feita pela analise semiquantitativa de
parametros discriminados em protocolo especifico, sob a responsabilidade do médico
patologista Prof. Dr. Juarez Anténio Simdes Quaresma.

A descricao dos protocolos das coloracdes encontram-se no ANEXO 4.

26



3.8.1- Coloracéo pelo Método de Hematoxilina e Eosina

Este teste, descrito por Behmer et al (1976), baseia-se na avaliacdo histoldgica
de espécimes fixados em formol a 10% e embebidos em parafina, autoprocessados e

corados pela hematoxilina-eosina (HE).

3.8.2- Coloracao pelo Método de Gomori (PERLS)

Este tipo de coloracdo através da reagdo do azul da prussia precipita o ferro livre

em pequenos granulos azuis ou azul-esverdeados.
3.8.3- Coloracao pelo Método de Reticulina

Neste teste, observa-se o conteldo de fibras reticulares no figado pela

impregnacao do nitrato de prata.
3.8.4- Coloracéo pelo Método de Tricrémico de Masson 26

Esta técnica permite a observacdo do colageno e muco em azul para

quantidade desta fibra, e assim analisar a existéncia de fibrose no parénquima hepético.
3.9- Procedimentos Estatisticos

Os dados foram apresentados em tabelas e graficos. As variaveis numéricas
foram apresentadas por média, desvio-padrdo, minimo e maximo. A analise estatistica
dos resultados obtidos de Hgtotal do grupo expostos e do controle, e a analise dos
niveis das transaminases e bilirrubina total foram realizadas através do teste Kruskal
Wallis, adotando-se o nivel alfa de significancia de 0,05 (P < 0,05). Para verificar a
relagdo entre o teor de transaminases e bilirrubina total com os niveis de Hgtotal das
amostras estudadas, foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson. O programa

estatistico utilizado foi 0 BIOSTAT 5.3 (AYRES, 2011).
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4. RESULTADOS

Os resultados da avaliagdo de mercurio total no sangue dos primatas deste

estudo constam da tabela 1.

Tabela 1- Niveis de Hg total em Cebus apella controle e expostos ao metilHg.

Grupo HgT(pg/g)
X +dp Minimo - Maximo

Controle 0,48+0,65 0,0-1,37

Exposto
30d 0,06+0,08 0,0-0,17
60d 0,10+0,06 0,01-2,75
90d 1,5+1,0 0,03-5,75
120d 2,0+0,2 0,06-7,2

Teste Kruskal Wallis: Exp. 30d x controle P > 0,05
Exp. 60d, 90d x controle P < 0,05
Exp. 120d x controle P < 0,01

Foi observado diferenca significativa entre 0 grupo exposto e o0 grupo controle,
quanto aos niveis de Hgtotal, nos periodos de 60, 90 (P <0,05) e principalmente 120
dias (P < 0,01). A exposicao de 30 dias ndo demonstrou diferenga significativa com o

grupo controle (P>0,05).
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Tabela 2 — Niveis de AST, ALT e bilirrubina em Cebus apella controle e expostos ao metilHg
no periodo de 120 dias.

AST ALT BT
Gr Min-Max Min-Max Min-Max
upo X +dp X +d.p X+dp
Controle
316+ 3.78 29 - 36 37+ 11.2 30-50 30.23+ 0.5 0.2-0.3
Exposto
208+ 4.5 16 - 25 213+ 7 14 - 28 30.5+ 0.26 0.3-0.8

* Os valores de referéncia para as transaminases sédo de até 40 Ul/mL e para a bilirrubina total
é de até 1,0 mg/dL.

Teste Kruskal wallis:AST exp. x AST controle P > 0,05
ALT exp. X ALT controle P > 0,05
BT exp. x BT controle P >0,05

O emprego de teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para anlise
estatistica da funcéo hepatica. N&o foi observada diferenca significativa entre os niveis de AST
(p=0.38), ALT (p=0.83) e BT (p= 0.07) do grupo controle e experimental. Observando-se que

a exposicao ao metilHg ndo interferiu nas provas da funcéo hepatica.

Os niveis das transaminases (AST e ALT) séricas, enzimas sintetizadas pelos
hepatdcitos, quando correlacionados com os niveis de HgT no sangue dos primatas através do
teste de correlagdo de Pearson para avaliar se o nivel de HgT interferiu nos niveis destas

enzimas neste tipo de experimento revelaram o demonstrado no gréfico 1.
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Gréfico 1- Correlacdo Linear de Pearson, niveis de Hgtotal e transaminases nos
Cebus apella expostos ao metilHg. Os resultados de AST (A) sdo expressos em r= -
0,7, p>0,05e0s de ALT (B) em r=0,07; p > 0,05. *r=1,0. Correlacdo negativa.

Neste estudo, foi observado correlagdo negativa entre os niveis de transaminases
e niveis de HgT, com AST demonstrando o P= 0, 29 e ALT P= 0, 92. Caracterizando
que ndo houve correlagdo entre a sintese das transaminases e a concentracdo de

mercurio nos macacos expostos.

A bilirrubina total dos macacos expostos foi correlacionada ao nivel de HgT no

sangue, e o resultado é observado no gréfico 2.
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A avaliacdo de correlagdo entre BT e HQT, neste estudo, foi negativa com o P
>0,05 (0,6) e r= -0,3. Os niveis normais da BT excluem qualquer comprometimento

significativo da funcéo excretora do figado ou hemolise excessiva das hemécias.

Os resultados da avaliacdo patoldgica do figado dos animais expostos
apresentaram hepatdcitos com nucleos tipicos (Figura 7, A, B e E). Alguns hepatécitos
apresentaram presenca de vacuolos claros, 0s quais rebateram o nicleo para a periferia
caracterizando esteatose moderada (Figura 7, C (setas) e D), e também se observou
tumefacdes em algumas areas semelhantes a degeneracdo hidrépica. Ocorreu discreto

infiltrado linfomononuclear nos espagos porta (Figura 7, C, area do quadrado). Néo foi

observado formacéo de fibrose ou pontes fibréticas ( Figura 7, G e H).
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Figura 7: Fotomicrografia de figado onde se observa presenca de hepatocitos com
nucleos reativos e tipicos (A, B e E), por vezes apresentando alteracdes regenerativas
e formando traves que delimitam sinusdides com manutencdo da arquitetura tecidual
(*C e E). Os hepatocitos mostram presenca de vacuolos claros que por vezes rebatem
0 nucleo para a periferia (C seta e D), assumido algumas veze aspecto apoptotico (F
seta) com espacos porta apresentando discreto infiltrado linfomononuclear (C
quadrado) e veias centrolobulares sem alteragdes (E). Os hepatdcitos apresentam-se
ainda tumefeitos com poucas células inflamatdrias no sinuséide e hipertrofia da célula
de kupffer (F cabeca de seta). As coloracGes para Tricrbmio de Masson e

Reticulina ndo mostraram formacé&o de fibrose ou pontes fibréticas (G e H). No figado
controle, os hepatocitos sdo grosseiramente cubicos, eosinofilicos, citoplasma claro
devido grande quantidade de glicogénio, nucleos centrais com membrana nuclear bem
definida (Ib), o espaco porta com morfologia normal (la).
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5. DISCUSSAO

Estudos sobre os efeitos lesivos dos organomercuriais nos sistemas bioldgicos
ocorrem a décadas, mas geralmente no sistema nervoso com doses altas e exposicéo
aguda. AvaliacOGes sobre caracteristicas histopatologicas de sistemas ndo neurais e
caracteristicas bioguimicas em exposic¢do cronica com baixas doses sdo relevantes para

se observar as alteracdes primarias.

Os niveis de Hgtotal dos expostos quando comparados com o0s niveis do
controle demonstraram que a concentragdo de mercurio total no sangue foi significativa
(P< 0,05) nos periodos de 60 dias (P= 0,01), 90 dias (P= 0,03) e 120 dias (0, 0007),
sugerindo que este modelo de exposicdo pode causar alteracdes hepaticas devido a

detoxificacdo necessaria para biotransformar o mercdrio concentrado.

Neste estudo, a exposicao foi de 1,5 pg/g e a concentracdo de Hgtotal no sangue
dos expostos (0, 002 a 7,19 pg/L) apresentou-se proximo do limite normal de até 3,0
Mg/L (ANH et al., 2001; BUTLER et al., 2006; WHO, 2008).

As transaminases e a bilirrubina total dos expostos e do controle através do teste
estatistico apresentaram P > 0,05, ou seja, os testes de fungdo hepatica estavam nos
limites de normalidade apesar da exposicdo ao metilmercdrio. Oliveira Ribeiro e
colaboradores (2002) sugerem que o aumento no metabolismo lipidico € resposta
priméria dos hepatdcitos frente a agressdo por metais pesados, mas que isto pode refletir

ou nao nos processos fisioldgicos destas células.

A anélise de correlacdo de Pearson confirmou a ndo dependéncia (relacdo de
causa e efeito) entre AST, ALT e BT e niveis de concentracdo de Hgtotal (P > 0,05) em
exposicdo cronica com dose de 1,5 pug /kg/dia de metilmercario. Ashour e colaboradores

(1993) observaram aumento das transaminases, porém, utilizaram varias concentragdes
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de mercdurio e as que efetivamente acarretaram alteracdes das transaminases foram as de

10 e 100 ppm em cultura de hepatocitos de rato em uma exposi¢do subcronica.

Tan e colaboradores (2009) demonstraram que os efeitos pré oxidante do
metilmercirio geram estresse oxidativo, que indiretamente provoca desordens

metabolicas, principalmente lipidicas produzindo a degeneracéo gordurosa.

A exposicdo ao metilmercurio no periodo de 120 dias ocasionou degeneracédo
gordurosa moderada (esteatose moderada) e degeneracdo hidropica no figado dos
macacos expostos, um achado comum em exposicdo ao metilmercdrio em muitas outras
espécies (ASHOUR et al., 1993; CARVAN et al., 2000; ANH et al., 2001; OLIVEIRA

RIBEIRO et al., 2002; UNG et al., 2010).

A esteatose é um fator sensibilizante (SILVA & ESCANHOELA, 2009), ocorre
como resultado da beta oxidagdo mitocondrial que conduz ao acimulo de &cidos graxos
na forma de triglicerideos e formacdo de goticulas no citosol do hepatocito

(FROMENTY & PESSAYRE, 1995).

Este tipo de degeneragdo ocorre no figado, mas também nos tubulos renais,
miocardio, pancreas e cérebro. Lesdo semelhante a encontrada neste estudo foi

observada por Magno (2009) no miocardio de Cebus apella exposto ao metilmercurio.

Na histopatologia, também foi observado degeneracdo hidropica ou vacuolar,
caracteristica mencionada por Silva e Escanhoela (2009) como um estagio secundario a
esteatose. A degeneracdo hidropica observada nas laminas dos animais expostos
ocorreu em funcdo da nédo regulacdo do volume celular, isto relacionado, ao controle das
concentracOes de sddio (Na+) e potéssio (K+) no citoplasma (HALBACH et al., 1990;

MAGOUR et al., 1987; KUMAR et al., 2005). Houve influxo e reten¢cdo de Na+ no
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citoplasma, e efluxo de K+. O Na+ ao atravessar a membrana plasmaética carrega dgua e
com isto ha um aumento hidrico no citoplasma dos hepatdcitos.

A exposicdo a doses elevadas MetilHg, que levam a concentragdes teciduais
elevadas acima do nivel de alerta (30 pg/L) leva a reducgdo da atividade da membrana
plasmética e da Na+ / K+ ATPase, amplifica a liberacdo de célcio (BRUNDER et al.,
1988; ABRAMSON & SALAMA, 1989; PRABHU & SALAMA,1990; BORASO &
WILLIAMS, 1994; KUMAR et al.,, 2005) e provoca disfuncdo mitocondrial
(ATCHISON & HARE, 1994; SHANKER et al., 2005; DREIEM & SEEGAL, 2007).

Os resultados apresentados aqui demonstram que mesmo exposicdes a baixas

doses de metilmercurio podem levar a eventos patoldgicos.

37



6. CONCLUSOES
Nosso estudo revelou que a hepatotoxicidade por mercurio pode estar associada
a desordens metabdlicas dos lipideos. Os resultados corroboram com a literatura sobre a

esteatose ser a resposta priméria das células hepaticas frente a lesGes por metais.

Os niveis de Hgtotal no sangue dos animais expostos revelaram-se préximo do

limite de normalidade.

A auséncia de correlacdo entre os niveis de Hgtotal, transaminases e bilirrubina
total sugerem a necessidade de novos estudos para esclarecer o nivel de alerta da

concentracdo de mercurio e das dosagens enzimaticas e bioquimicas hepaticas.
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ANEXO 1 - PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

- PREPARO DA SOLUQAO PADRAO DE 100 PPM DE METILMERCURIO

Ser4 Pesado 0,01267mg/g de metilmercdrio que sera transferido para um baldo
volumétrico de 100ml e dissolvido em uma solugdo de tolueno até a marca final de
100ml.

- PREPARO DA SOLUC}AO PADRAO DE 1 PPM DE METILMERCURIO

Para preparar a solucdo padrdo de metilmercdrio de 1 ppm, ird ser retirado 1 ml da
solucdo padrdo de 100 ppm e transferi-la para um outro baldo volumétrico para entéo
aferir com uma solugdo de tolueno até a marca de final de 100ml.Esses padrdes serdo
mantidos acondicionados em embalagens protegidas da luz em ambientes refrigerados,
como solucéo estoque.

- PREPARO DA SOLUQAO DE L-CYSTEINA DE 0,01%

Sera Pesado 0,01g de em uma balanca analitica L-Cysteyna monohidratada em que sera
dissolvido em uma solugdo de NAOHO1N (Hidroxido de Sédio 01 normal) em um tubo
de vidro de 10 ml, aferindo com a solucdo de NAOHOLN até a marca de 10ml.

- PREPARO DA SOLUCAO FINAL DE USO

Em um tubo de vidro sera transferido com uma pipeta volumétrica 5 ml de L-Cysteina
0,01% e 0,5 ml da solucédo de 1ppm de padrdo de mercurio , em seguida devera agitar-se
manualmente por 3 minutos (para que a L-Cysteina se ligue ao mercurio presente na
solucdo padrdo),para entdo ser centrifugado por 3 minutos a uma rotacdo de 3.500 rpm,

apos sera aspirado o com um sugador o sobrenadante (tolueno).
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PREPARAQAO DAS SOLUC}OES DOS PONTOS DA CURVA A PARTIR DA
SOLUCAO FINAL DE USO

Os balBes serdo identificados com os pontos 0, 20, 50 e 100. Em cada baldo seréa
acrescentado 200 ul, 500 pul e 1000 pl da solugdo final de uso respectivamente, e
também um ml de &gua destilada, dois ml de &cido nitrico com perclérico (HNO3-
HCIO,4) na proporg¢do de 1:1 e 5 ml de &cido sulfurico (H,SO,4). Em seguida as solugdes
serdo digeridas em uma chapa aquecedora a uma temperatura de 210 °C, por 30
minutos. Quando as amostras chegarem a temperatura ambiente estas serdo aferidas
com &gua destilada até a marca fina de 50 ml dos seus respectivos baldes (AKAGI et al.,

2004).
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ANEXO 2- ITENS E FUNDAMENTO DO EQUIPAMENTO

O equipamento possui uma bomba de diafragma, recipiente de reacdo, armadilha de gas
acido, armadilha de umidade (banho de gelo), e uma valvula de 4-estagios. Durante sua
operacdo, 0 vapor elementar gerado pela adicdo de cloreto estanhoso é circulado via
vélvula de 4-estagios para homogeneizar a concentracao na fase gasosa. A valvula de 4-
estagios é entdo girada 90° para introduzir a fase gasosa toda de uma sé vez na célula de
foto-absorcdo. A medicdo é completada dentro de um minuto por amostra podendo

medir até mesmo 0,1 ng de mercurio com alta precisdo (AKAGI et al., 2004).
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ANEXO 3 - FORMULA PARA CALCULO DA CONCENTRACAO DE

MERCURIO TOTAL
Concentragdo de mercurio total na amostra (ug/L) =
(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) /peso da amostra (g).

Legenda da férmula: Ps- padrdo da amostra; Pbl- padrdo do branco; Pstd- padrdo dos

pontos das curvas
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ANEXO 4 - PROTOCOLOS DE HISTOPATOLOGIA

1.Coloracéo pelo Método de Hematoxilina e Eosina

a)Reagentes

1. Hematoxilina cristais (5,09);
2. Alimen de potassio (100g);
3. Oxido de mercurio (2,59);
4. Alcool absoluto (50 ml);

5. Agua deionizada (1000 ml).
6. Eosina amarelada (10g);

7. Alcool absoluto (200 ml);

8. Agua deionizada (800 ml).

a) Métodos de preparacdo da hematoxilina:

1. Dissolveu-se a hematoxilina no alcool e o alimen na &gua
deionizada;
2. Levar ao fogo, porém ndo ferver a 4gua e o alimen;
3. Retirar do fogo e misturar as duas solu¢des em baldo apropriado;
4. Levar novamente ao fogo até a ebulicao;
5. Retirar do fogo e misturar lentamente o 6xido de mercurio;
6. Levar a mistura novamente ao fogo até adquirir uma cor parpura;
7. Retirar do fogo e mergulhar imediatamente em banho de agua fria.
b) Preparacao da eosina

Métodos de preparacéo:

57



1. Dissolver a eosina no alcool na 4gua deionizada;
2. Acrescentar o alcool.

d)Procedimento

1.Desparafinar e hidratar

N

. Lavar em agua corrente 3 a 5 minutos.
3. Hematoxilina de Harris 3 a 5 minutos.

4. Lavar em 4gua corrente 3 a 5 minutos

ol

. Mergulhar no Acido cloridrico até cinco vezes.

(2]

. Lavar em agua corrente 3 a 5 minutos

~

. Eosina 3 a 5 minutos

0]

. Lavar em agua corrente para tirar o excesso de corante.
9. Desidratar

10. Montar com balsamo.

2- Coloracéo pelo Método de Gomori (PERLYS)

a) Reagentes

1. Acido cloridrico a 20%

2. Ferrocianeto de potassio a 10%

b) Metodologia

1. Desparafinar e hidratar

2. Solucdo de ferrocianato de potassio — acido cloridrico por 30 minutos
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3. Mergulhar varias vezes em agua destilada Coloracéo de fundo com vermelho

rapido por cinco minutos.

4. Mergulhar em &gua destilada

5. Desidratar em dois alcodis 95% e dois absolutos e duas passagens no xileno.
6. Montagem em balsamo.

3- Coloracéo pelo Método de Reticulina

1. Desparafinar e hidratar

2. Permaganato de potassio 1 minuto

3. Alumem férrico 1 minuto

4.Nitrato de prata 3 minutos

5. Pingar formol a 10% 2 minutos

6. Cloreto de ouro 2 minutos

4- Coloracao pelo Método de Tricrémico de Masson
1. Desparafinar e hidratar

2. Lavar em agua destilada

3. Corar pela hematoxilina férrica 5 minutos

4. Lavar em &cido fosfomolipitico 5 minutos

5. Lavar em &gua destilada

6. Corar pela solugdo de Masson 5 minutos

7. Agua destilada

8. Desidratar e montar em balsamo.
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