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RESUMO

O mercurio representa um grande riscoambientale ocupacional constituindo um
problema para a saude humana na regido Amazoénica. Muito embora estudos
tenham demonstrado que o mercurio compromete Vvarios tecidos e 6rgaos, os
rins constituem-se oOrgdos-alvo para a toxicidade do metal. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos de uma exposi¢cado cronica a
baixas doses de metilmercario sobre o parénquima renal de macacos
Cebusapella, machos, adultos, expostos durante 120 dias consecutivos com
doses diéarias via oral, de 1,5 ug na dieta. As concentracfes de mercurio total
no sangue dos animais foram monitoradas a cada 30 dias usando
espectrofotometro de absor¢cdo atdmica a vapor frio (Hg 201), comparando ao
grupo controle. O método utilizado para andlise histopatoldgica foi a inclusdo
em parafina com coloracao pela Hematoxilina e Eosina, Tricromico de CAB e
PAS. As investigacdes imuno-histoquimicas compreenderam as reacdes para a
deteccdo de actina para musculo liso (IA4), actina muscular (HHF35) e
pancitoqueratina (AE1 e AE2). Os resultados obtidos demonstraram que o
tratamento com mercurio causou diferenca significativa (P<0,001) entre os
grupos exposto e controle. Quanto aos niveis de Hg total, foram observadas
alteracdes histopatologicas com caracteristicas de hidropsia nos Tubulos
Proximais, um achado comum na exposicdo ao metilmercurio em outras
espécies, sem alteracdes significativas nas concentracbes de creatinina e
ureia. O teste de correlacdo de Person demonstrou uma forte relagdo negativa
entre a concentracdo de mercurio e a perda de massa corporal dos animais
(P<0,0001). Outro achado importante foi a diminuicdo do numero de células
mesangiais, 0 que sugere que o metilmercurio executou a sua nefrotoxicidade
atingindo ndo somente o sistema tubular renal, como também as células do
mesangio glomerular, fazendo-se necessario um maior aporte de estudos
experimentais para esclarecer qual o nivel de alerta da concentracdo de
mercurio € capaz de desencadear mecanismos de agressao e injaria renal em
individuos expostos ao metilmercurio.

Palvras chave: metilmercurio, nefrotoxicidade, macacos, hidropsia, mesangio.
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ABSTRACT

Mercury has been a major environmental and occupational risk and it still
remains a problem for human health in the Amazon region. Although studies
have shown that mercury affects various tissues and organs, kidneys are the
target organs to the metal toxicity. Thus, the aim of this study was to investigate
the effects of chronic exposure to low doses of methylmercury on renal
parenchyma of Cebusapella, adult males exposed during 120 consecutive days
with daily oral doses of 1.5 ug in the diet. The concentrations of total mercury in
the animals’ blood were monitored every 30 days using a cold vapor atomic
spectrophotometer (201 Hg), compared to the control group. The method used
for histopathological analysis was the immersion in paraffin for staining with
hematoxylin and Eosin, Masson's CAB and PAS. The immunohistochemical
investigations included reactions for detection of smooth muscle actin ( 1A4 ),
muscle actin ( HHF35 ) and cytokeratin (AE1 and AEZ2). The results showed that
treatment with mercury caused significant differences (P < 0.001) between the
exposed and control groups. As for total Hg levels, histopathologicalchanges
just likehydrops in Proximal tubuleswere observed, a common finding in
methylmercury exposure in other species, with no significant changes in
creatinine and urea concentrations. The Person correlation test showed a
strong negative relationship between mercury concentration and animal body
weight loss (P < 0.0001). Another important finding was the decrease in
mesangial cells number, which suggests that methylmercury executed its
nephrotoxicity, affecting not only the renal tubular system, as well as the
glomerular mesangium cells, making necessary a greater amount of
experimental studies to clarify which mercury concentration alert level is
capable of triggering aggression mechanisms and kidney injury in subjects
exposed to methylmercury.

Key -words :methylmercury , nephrotoxicity , monkeys , hydrops , mesangium
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1 INTRODUCAO

1.1CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O MERCURIO

A toxicidade mercurial desponta como um objeto de crescente interesse
e controvérsias para as areas das ciéncias medicas (ROONEY, 2007). Tem
representado ao longo dos anos um problema para o meio ambiente devido o
uso frequente de compostos e pela sua caracteristica volatil, que lhe permite
interagir com os ciclos biogeoquimicos e ser incorporado as cadeias tréficas
elevando as concentracfes na sua forma metilada ou organica, o metilHg, que
Ihe possibilita permanecer nos ambientes por muitos anos (AZEVEDO;
NASCIMENTO e CHASIN, 2003), englobando um amplo campo de pesquisa,
ndo somente na area médica como na biologica (MEINERTZ et al., 2011;
ROCHA et al., 2011).

Segundo Li e colaboradores, (2010) o mercurio tem um vasto uso nas
diferentes esferas da atividade humana. E empregado na medicina moderna
como conservante de vacinas ou medicamentos (BARREGARD et al., 2011);
Também é utilizado em cosmeéticos bem como nas industrias no mundo inteiro,
principalmente na metalurgia, petroquimica, na producéo de papel, além do seu
amplo uso na agricultura como pesticidas e adubos. De acordo com os estudos
de Torres et al. (2011) o uso mais frequente do mercurio em paises do terceiro
mundo deve-se principalmente a exploragdo de ouro e todas as atividades
envolvidas na confeccéo da liga.

Outra forma de contato direto do homem com subprodutos do mercurio,

€ 0 seu emprego em amalgamas nas restauracées dentarias e ao longo dos



anos tem sido objeto de estudos de intoxicagao de profissionais que manipulam
estes materiais (STEHLING, LIMA e LIMA, 2011; THYGESEN et al., 2011).

O vasto emprego ocupacional causa a emissao natural deste metal,
conferindo ao merclrio grande importancia na toxicologia ocupacional e
ambiental (FARIA, 2003; BARKAY e DOBLER, 2005; DRUM, 2009).

O mercurio, de simbolo Hg é um metal pesado, liquido a temperatura
ambiente. Apresenta cor prateada, (derivado do latim Hydrargirus — prata
liguida), capacidade de oxidacdo lenta quando exposto a umidade. Possui
densidade treze vezes superior a da agua. E volatil e apresenta grande
afinidade pelos metais, inclusive o ouro, formando compostos solidos
denominados amalgamas (BERLIN et al., 1986; SALGADO, LARINI e LEPERA,
1987), sendo que todas as formas do mercurio séo téxicas, ndo se conhecendo
nenhuma funcéo fisioldgica benéfica para o homem ou qualquer outro ser vivo

(RODRIGUES et al., 1994).

O mercurio pode apresentar-se em trés formas, o mercurio inorganico,
metalico ou elementar (Hg°); sais inorgénicos (Hg!" e Hg?") e compostos
organicos como o etilmercurio, o fenilmercurio e o metilmercurio (metilHg)

(MICARONI; BUENO e JARDIM,2000).

O mercurio pode ser encontrado naturalmente no ambiente, originado da
evaporacdo da agua, desgaseificacdo da crosta terrestre e erupcdes
vulcénicas. A solubilidade, reatividade e toxicidade deste metal variam entre as

formas que se apresenta (GOLDMAN e SHANNON, 2001).

A toxicidade mercurial desponta entdo, como um objeto de crescente

interesse e controvérsias (ROONEY, 2007), englobando um amplo campo de



pesquisa, nas areas, biomédicas, biologicas e ambientais (MEINERTZ et al.,

2011; ROCHA et al., 2011).

As estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam que
no Brasil, no auge da exploracdo do ouro nos garimpos amazobnicos, foram
lancadas mais de 100 toneladas/ano do metal no ambiente (CAMARA; SILVA e

GALVAO,2000).

O mercurio elementar, comumente conhecido como mercurio metélico
(Figura 1), é utilizado na fabricacdo de termdmetros, amalgamas dentérios,
termostatos, relégios, bardmetros, baterias, dentre outros (SALGADO, 1988;

SAQUAY, 1997).

-

Figura 1. Mercurio elementar
Fonte:http://www.cq.ufam.edu.br.
Acesso em 25.01.2012

Outras formas como o cloreto mercuroso foi empregado na producéo de
cremes antissépticos, diurético e catartico e o citrato mercurico foi utilizado na
fabricacdo do chapéu de feltro ha mais de quatrocentos anos (MICARONI;

BUENO e JARDIM, 2000).



1.2 HISTORICO DO MERCURIO

O mercuario € um dos elementos quimicos mais conhecidos no mundo
desde a antiguidade (BATTIGELLI, 1994). O termo mercurio é uma
homenagem ao planeta que recebe o mesmo nome. Também era usado na
mitologia romana designando Mercurio como o deus dos trabalhadores e do
comércio. Ele era o mensageiro dos deuses Jupiter e Maia, a filha do tita

Atlante.

O mercurio foi grandemente utilizado por longos anos para tratar
diversas doencgas, como o principal componente de medicamentos diuréticos,
bactericidas, antissépticos, laxantes e unguentos (CLARCKSON, 1972;

WALDRON, 1983; KLAASEN, 1990).

Galvdo e Corey (1987) descreveram que o mercurio era utilizado na
medicina antiga pelo fil6sofo grego Hipdcrates, ha pelo menos 400 a.C. Na
idade média, a crenca nos poderes magicos do elemento se expandiu para
medicina como uma nova tentativa de cura para doencas sendo que, até as
primeiras décadas do século XX, o mercurio ainda era usado no tratamento da

sifilis (MALM et al., 1991).

O mercurio foi bastante utilizado como pigmento em pintura pelos gregos
e indios americanos. No entanto, foram 0s gregos 0s pioneiros a dominarem a
técnica de separacdo do mercurio metélico a partir do cindbrio (HgS), por

condensacao apos aquecimento (MARQUES, 2002).

Os chineses acreditavam que medicamentos contendo cinabrio

poderiam prolongar a vida, indicando a possibilidade de que varias pessoas



incluindo alguns imperadores tenham sofrido intoxicagcdo pelo mercurio

(BATTIGELLI, 1994).

Os efeitos toxicos do mercurio eram conhecidos desde o século XVI e o
primeiro estudioso a descrever 0s mais importantes sinais e sintomas da
intoxicagdo humana por mercario metélico foi Paracelsus (BEUTER e

EDWARDS, 1998).

Meados do século XVIII, Ramazzini, o pai da medicina ocupacional, fez
uma investigacao criteriosa e relacionou a indisposicao fisica de pessoas nos
seus locais de trabalho, ao uso de metais, incluindo o mercurio metalico

(AZEVEDO, 1989; JONES, 1999).

Diversas manifestacdes psiquiatricas, tais como timidez excessiva,
irritabilidade e acessos de raiva, foram atribuidas a intoxicacdo pelo mercurio
metalico, o que originou a expressdo “tdo maluco quanto um chapeleiro”,
fazendo alusdo ao personagem da fabula “Alice no pais das maravilhas” onde o
personagem “o chapeleiro maluco” foi baseado nos danos cerebrais que
acometiam os fabricantes de chapéus que usavam o mercurio no seu oficio

(SHRADER e HOBBINS, 1983; GOLDMAN e SHANNON, 2001).

O mercurio foi tdo amplamente usado, que |he foram atribuidas varias
propriedades (MALM et al., 1991), como na utilizacdo deste metal e seus
compostos pelas industrias, em especial na agricultura em pesticidas e
fungicidas, o que ocasionou ao longo dos anos sérios problemas de
contaminacdo de solos, aguas e sedimentos, afetando assim 0s seres vivos

(CLARKSON, 1993, 1997; HEAVEN e ILYSHCHENKO, 2000).



1.3 O MERCURIO E SEUS COMPOSTOS

Segundo Berlin et al.,(1975), o mercurio metalico (Hg®) apresenta-se
liquido a temperatura ambiente com pouca capacidade de se dissolver na agua
e a precipitacdo da atmosfera para a superficie terrestre ocorre apds oxidacao
do Hg® a fon mercurico (Hg®"). Ap6s sofrer oxidacdo, parte deste mercurio,
cerca de 60%, é depositada no solo e o restante nos leitos fluviais, oceanos e
gelo, originando trés estados de oxidagédo, que dependendo do potencial de
redox da solucdo e dos tipos de compostos envolvidos, podem formar
diferentes complexos com o ion mercurio, principalmente aqueles que

apresentam grupamentos sulfidrilas (MOREL, KRAEPIEL e AMYOT 1998).

A transformagdo ambiental do mercurio ocorre por reagbes de oxi-
reducdo bidtica e abidtica e também pela fotdlise dos organomercuriais.
Quando liberado no ar, o vapor de mercario metalico (Hg®) é oxidado pelo
0z6nio (O3), sob acao da luz solar, a outras formas, como o mercurio bivalente
(Hg?") que é removido da atmosfera por precipitacdo (MAGOS et al., 1987;

SWARTOUT, 1998).

A permanéncia do Hg® na atmosfera varia de seis dias a dois anos,
dependendo das condi¢des locais. Em virtude da grande variacdo de tempo de
permanéncia do metal na atmosfera, a probabilidade da contaminacéo
ambiental estende-se as é&reas distantes do foco da contaminacdo
(SWARTOUT, 1998; SILVA, 2000). Desta feita mesmo estando afastadas das
industrias que seriam o foco da concentracdo do mercurio, estas areas podem
ser atingidas, tornando o metal e seus compostos responsaveis por

contaminagdes em niveis globais. (MOREL, KRAEPIEL e AMYOT, 1998).



O mercurio é catalisado por bactérias redutoras de fons sulfatos (SO4%),
este processo € conhecido como metilacdo. Esta acdo ocorre primeiramente
através da membrana lipidica dos procariotos (MOREL, KRAEPIEL e AMYOT,
1998; DAVID et al., 2009). Uma vez transportados, 0s grupamentos metila
ligam-se ao Hg, formando o metilHg que se acumula no interior destes
procariotos. Posteriormente, o composto é liberado, difundindo-se e ligando-se
as proteinas da biota aquatica, alcancando, entdo, a cadeia alimentar com
consequente biomagnificacdo (GILMOUR e HENRY, 1991). Assim a captacgéo
do metal via procariotos é a etapa fundamental para o processo de metilacao e

posterior bioacumulacédo do Hg (MOREL, KRAEPIEL e AMYOT, 1998).

Bactérias redutoras de enxofre sdo as principais responsaveis pela
metilacdo de qualquer forma de Hg que entra em contato com aguas de
superficie, especialmente em condicfes anaerdbias. Leveduras, como Candida
sp e Saccharomyces cerevisae, que crescem em condi¢cdes de baixo pH s&o
capazes de metilar o mercurio e reduzir o ion mercuarico a forma elementar

(GARCIA, ORTA e SUAREZ, 1998).

Os compostos de metilcobalamina produzidos pela sintese bacteriana
parecem estar envolvidos na metilacdo ndo enzimatica dos ions inorganicos,
porém a taxa de formacdo de metilHg por este processo é limitada pela
concentracdo de ions mercuriais inorganicos e concentracao de oxigénio (Oy)

dissolvido no meio (GARCIA, ORTA e SUAREZ, 1998).

No intervalo de pH de 4 a 9 e na presenca de enxofre (S%) forma-se o
sulfeto de mercurio (HgS), que é pouco soluvel em agua e, por isso, precipita,

reduzindo, assim, sua disponibilidade. No entanto, em pH abaixo de 4, a



disponibilidade do ion sulfeto diminui, uma vez que ele se liga a outros
compostos formando novos complexos, inibindo a formacdo do HgS,
favorecendo o aparecimento do metiHg e aumentando, assim, a
biodisponibilidade potencial para organismos aquéticos (JARDIM, 1999;

ZEIDEMANN et al., 1999).

Os peixes menores absorvem metilHg da 4gua e dos alimentos da flora
e da fauna. A seguir, eles servem de alimento aos peixes maiores, 0s quais vao
concentrando maior quantidade, & medida que alcangcam o topo da cadeia
alimentar aquética, desta forma, grandes espécies predadoras como o atum
conttm mais metilHg em seus tecidos do que 0s peixes menores, nao
predadores. Ressalta-se que 0s peixes mais velhos tem um tempo maior para

acumular metilHg (GILMOUR e HENRY, 1991; BIDONE et al., 1997).

Na Amazobnia, varios estudos demonstraram concentracdes variaveis de
metilHg em diferentes espécies de peixes, sendo as concentracfes mais
elevadas nas espécies predadoras (PINHEIRO et al., 2007). Muitas espécies
consumidas frequentemente pelas comunidades ribeirinhas da regido do
Tapajés apresentaram concentracdes de metilHg acima do nivel permitido para
o consumo humano, que € de 0,5 ppm, de acordo com a legislacédo brasileira

(BRASIL, 2010).

No solo, os compostos de mercario podem apresentar as mesmas
transformacdes biologicas e quimicas semelhantes as que ocorrem nas aguas.
Sabe-se que os solos com niveis elevados de ions cloro (CI) reduzem o
processo de metilacdo do mercurio. Entretanto, em ecossistemas de agua doce

e estuarios, a presenca deste ion pode acelerar a liberagdo do mercurio nos



sedimentos provenientes do solo (UNAMAZ, 1994; IKINAGURA e AKAGI,

1999; CAMARA, SILVA e GALVAOQ,2000).

Devido a sua elevada densidade, o excesso de Hg, nas areas de
garimpos, € precipitado no fundo dos cursos d’agua, armazenando-se
inicialmente nos sedimentos. Nesta etapa do ciclo, por acdo de bactérias
aerébias e anaerbbias, h4 conversdo a metilHg, atingindo, entdo, a cadeia

alimentar e por consequéncia, o homem (BIDONE et al., 1997).

Segundo Gilmour e Henry (1991), nos sedimentos, o metiHg é
consideravelmente mais toxico que o mercurio inorganico, apesar de
representar, em meédia, apenas cerca de 1,5% do mercurio total. Sélidos em
suspensdo, ricos em Hg?*, sdo transportados para o sedimento com posterior
metilacdo. As bactérias presentes nos sedimentos podem também desmetilar o
metilHg, via reacdo inversa. O balanco das reacdes de metilacdo e
desmetilacdo, em funcéo das condi¢des quimicas ambientais, determina se um

ambiente atuara como fonte ou sumidouro de metilHg.

Na regido amazolnica, estudos realizados na reserva de ouro em
Cachoeira do Piria, no Para, o solo e sedimento do rio ainda mostram elevadas
concentracfes de Hg total, mesmo estando a atividade garimpeira em declinio
ha algumas décadas (LIMA et al.,, 2001; SOUZA et al.,, 2003). Outras
localidades como a Serra Pelada, também no estado do Para, na cratera
resultante da atividade garimpeira, Corbett et al.(2003), detectaram elevadas

concentracfes de mercurio total no solo e também no sedimento do lago.



Desta forma, todos os seres vivos, inclusive o0 homem, constantemente
entram em contato com pequenas doses de mercurio ou alguma de suas

formas quimicas (CLARKSON, 1993, 1997; TORRES et al., 2011).

As pessoas podem ser expostas ao mercurio através da agua e
alimentos contaminados, entretanto diferentes formas de Hg (vapor, mercuario
inorganico e o metilmercurio) tém sido associadas a contamina¢do humana em

areas de extracdo de ouro (TORRES et al., 2011).(Figura 2).

—» Merctrio Liquido — 3 Pele 5  Homem intoxicado

Ar, dguacesolo | Fauna ¢ flora \_> Homem intoxicado
/, - - -
< Y
b Evaporacio e precipitacdo (Chuva)
— [Vapor de Mercurio Pulmées | Homem intoxicado
R — —

Figura 2. Diferentes formas de intoxicagao por mercdario.

Fonte: http://www.areaseg.com/toxicos/mercurio. Acesso em 13.11.2011

De acordo com Souza et al., (2003),0 mercurio pode intoxicar o homem,
através da atividade ocupacional, cuja exposi¢cao ocorre pela inalacdo do vapor
de Hg e/ou absorcdo cutédnea ou atravées do consumo de grédos e peixes

contaminados.


http://www.areaseg.com/toxicos/mercurio.%20Acesso%20em%2013.11.2011

1.4 AS GRANDES EXPOSICOES MERCURIAIS NO MUNDO

No mundo foram relatados diversos acidentes ocasionados pelo uso
indiscriminado do mercurio, sendo 0s mais graves 0s que ocorreram no Japéao,
nas provincias de Minamata (1953) e posteriormente em Niigata (1965)
(HARADA, 1998). Nestas cidades, a causa de intoxicacdo, com danos diretos a
saude humana, foi relacionada a producao industrial de aldeido acético, onde o
mercurio era utilizado como catalisador. Na provincia de Minamata, o mercurio
foi metilado a metilHg nos esgotos das fabricas e lancado diretamente nas
adguas da baia de Minamata, acumulando-se no sedimento, a partir dai, atingiu
a cadeia alimentar, concentrando-se nos peixes, que foram ingeridos por
humanos, causando um quadro de sinais e sintomas denominado de doenca

de Minamata (HARADA et al., 1999).

Este acidente ambiental ocorreu porque a Chisso Fertilizer Co. Ltda
(uma das maiores industrias do Japdo, que produzia fertilizantes quimicos,
resinas sintéticas, plasticos e compostos quimicos) utilizava o mercurio como

um subproduto na planta Chisso Minamata (HARADA, 1995). (Figura 03).

Figura 3 - Residuos da industria quimica de
acetaldeido no Japao

Fonte: www.Blogsempauta.com.br. Acesso em
14.03.2013



http://www.blogsempauta.com.br/

Segundo Harada (1982), o aumento de casos de criangas com paralisia
cerebral chamou atencdo das autoridades da salde do Japdo no inicio da
catastrofe em Minamata. As méaes eram assintomaticas ou no maximo
oligossintomaticas, porém abortos, natimortalidade, microcefalia, atraso

psicomotor, cegueira, surdez e convulsao foram achados tipicos deste quadro.

A doencga de Minamata passou, entéo, a ser, erroneamente considerada,
sindnimo de intoxicacdo por metilHg. No entanto, o primeiro ébito relatado por
intoxicagdo com um composto organomercurial ocorreu em 1863, quando dois
quimicos tentaram determinar o numero de oxidagdo do dimetilHg. A
publicidade em torno deste assunto foi grande, porém a comprovacgdo da causa
mortis pela classe médica ocorreu somente em 1940 (HUNTER e RUSSELL,

1954).

Foi descrito outro episédio em Niigata, no Japao (1964). Uma industria
que lancava residuos de Hg diretamente no rio Agano contaminou peixes e a
populacdo de pescadores da regido, com 64 registros de pessoas intoxicadas,
(HARADA, 1995). O mesmo autor cita que em areas poluidas do Japao,
mulheres que apresentavam niveis de Hg em amostras de cabelo, igual ou
superior a 50 ppm, foram advertidas a ndao engravidarem, por medida de
prevencdo a doenca de Minamata, o que foi reconhecido por Fugino (1994) ao
realizar estudo epidemioldogico nas areas altamente poluidas por metilHg.
Através desses estudos, conseguiu-se relacionar o comprometimento da

contaminagao mercurial as teratologias nas gravidezes.



Em outros paises como no Canadé, a contaminagéo foi causada por
uma fébrica de soda caustica, que também utilizava o mercirio como

catalisador (OPAS/OMS, 1972; WHO,1990, 2013).

No Novo México, em 1969, foi registrada intoxicacdo aguda em uma
familia, incluindo uma mulher gravida que consumiu carne de porco alimentado
com racao tratada com fungicida contendo mercurio. Os filhos com idade de
20, 13 e 8 anos e também um recém-nascido desenvolveram sinais
neurolégicos severos da doenca. Depois de anos, os dois filhos mais velhos
manifestaram cegueira de ordem neuroldgica, diminuicdo da propriocep¢ao nas
maos e dificuldade de atencdo. O mais jovem desenvolveu quadriplegia,
cegueira e atraso neuroldgico severo, ficando em vida vegetativa até o Obito

(DAVIS et al., 1994).

Em 1971, no lIraque, os compostos mercuriais foram usados na
agricultura como praguicidas. Pessoas foram intoxicadas e muitas morreram
em consequéncia da ingestado do Hg presente nas sementes contaminadas que
foram utilizadas na fabricacdo de pé&o caseiro (VASSALO et al., 1996),
ocasionando uma hospitalizacdo de 6.530 pessoas com sintomas semelhantes
a doenca de Minamata e 459 mortes foram registradas, sendo que a
mortalidade no grupo de mulheres com idade entre 20 e 30 anos foi em torno
de 70%, e 16% naquelas com idade superior a 30 anos (BAKIR et al., 1973).
Os mesmos autores relatam que criangas nascidas no Iraque durante ou apos
a epidemia apresentaram teores de mercurio no sangue com valores maiores
gue aqueles do sangue materno, admitindo-se que o Hg foi transferido via

placentaria e/ou através do leite materno. Ressaltaram também que as



criancas com idade inferior a 2 anos e teor de Hg no sangue superior a 25 mg

demostraram evidéncias de lesdes nos Sistema Nervoso Central.

Cox et al., (1989) realizaram, no Iraque, uma analise de 81 casos de
intoxicagéo fetal por metilHg e estabeleceram uma correlacdo direta entre a
exposicdo a altas concentra¢des durante a gravidez e o retardo psicomotor na

crianca.

A associacao entre exposicao pré-natal ao metilHg, através do consumo
de peixes, e efeitos adversos em criangas foi encontrada em alguns estudos
epidemioldgicos de populacbes consumidoras de peixes contaminados por
metilHg — a saber: Norte de Quebec, Nova Zelandia, Ilhas Faroe, llha da
Madeira/Portugal e na Amazénia Brasileira (McCKEOWN-EYSSEN e RUEDY
1983; KJELLSTRON et al., 1986; KJELLSTRON et al., 1989; GRANDJEAN et

al., 1997; GRANDJEAN et al., 1999; MURATA et al., 1999).

1.5 A EXPOSICAO MERCURIAL NA AMAZONIA BRASILEIRA

A década de 70 foi um marco inicial & exposi¢cdo mercurial humana na
Amazonia, quando a garimpagem de ouro teve seus primeiros registros com a
construcdo das rodovias Transamazonica e Cuiaba Santarém, que constituiram
parte do Plano de Integracdo Nacional e de Desenvolvimento da Amazobnia

(SANTOS et al., 1995).

No inicio, a garimpagem era feita manualmente, nas areas de planicies

de inundacgdo dos cursos d"agua. A operacionalizacdo da exploragdo utilizava



equipamentos rudimentares, e o mercurio sé era utilizado na etapa final de
obtencdo do minério, na formacdo do amalgama. Nos anos subsequentes, a
garimpagem recebeu auxilio maquinario e o mercurio passou a ser lancado
diretamente e em maior quantidade nos barrancos, provocando assoreamento
e contato do metal com a agua dos rios, dentre eles o Tapajos (SANTOS et al.,
2001; MELAMED e VILLAS BOAS, 2001). Segundo Nriagu et al.(1992) foram
envolvidas mais de 650.000 pessoas nos garimpos da Amazonia, resultando

em uma descarga anual de 90 a 120 toneladas de Hg.

As fontes antropogénicas, provavelmente, foram as principais
responsaveis pela contaminagdo do ambiente amazénico. Outros fatores
também favoreceram a dissemina¢do do metal, como as grandes queimadas,
desmatamento e erosdo do solo (GUIMARAES, 1989; BRANCHES et al., 1993;

VEIGA, MEECH e ONATE, 1994).

A queima do ouro, empregando técnicas rudimentares, levou a
exposicao de muitos trabalhadores, aos vapores mercuriais, causando doencas
respiratdrias que foram registradas principalmente nos garimpeiros e
trabalhadores de casas de queima de ouro. Passadas trés décadas, a
exposicao ao mercurio na Amazoénia recebeu monitoramento de instituicées de
pesquisa locais e apoio internacional de agéncias de fomento a pesquisa

(SANTOS et al. 2000; PINHEIRO et al., 2002).

Ainda na Amazobnia, estudos realizados por Couto et al.,(1998),
demonstraram teores de mercurio total no cabelo, de populacdes ribeirinhas do
Cachoeiro variando numa amplitude de 1.97 a 68.98 ppm e no grupo de
garimpeiros do Cumarul os resultados compreendiam um intervalo entre 1.50 e

13.68 ppm. Os valores encontrados extrapolaram os teores de mercurio



estipulados pela OMS, que é de 500ug/g. Apesar disso ndo foram encontrados
sinais e sintomas que permitissem o diagnostico de doenca de Minamata ou da
intoxicacdo crbnica dessas populagfes. Acredita-se que alguns fatores proprios
da regido, possam estar interferindo diretamente sobre a acao téxica do Hg, o
que aliado a reducdo da atividade garimpeira, reduzem os riscos de exposicao

e a manifestagéo dos efeitos nocivos do metal e seus compostos.

Pesquisadores da regido e de érgaos internacionais, preocupados com a
guestao, alertaram para a necessidade da continuidade do monitoramento das
populacées de maior risco, devido a toxidade da forma orgénica do metal e a
sua capacidade de atravessar a barreira placentéria e alcancar as células e os

tecidos fetais em formacgéo (VEIGA, MEECH e ONATE, 1994).

1.6 TOXICOCINETICA DO MERCURIO

A toxicocinética do mercurio estuda as vias pelas quais 0 metal e seus
compostos podem ser introduzidos no organismo do homem e de outros
animais. Compreende também o0s processos de absorcdo, distribuicéo,
biotransformacgédo, armazenamento e eliminagdo e esté diretamente relacionada
com a espécie quimica do metal. Assim, 0s processos de transporte sdo
influenciados pelo estado de oxidagéo e pela forma dos compostos de mercurio

(US EPA, 1997; WHO, 1991, 2013).

1.6.1 Absorcéo



Para ser absorvido o mercurio deve atravessar varias membranas
celulares, como a epiderme, o endotélio dos capilares pulmonares e do trato
gastrointestinal. Isto se deve principalmente a sua volatilidade e
lipossolubilidade, além disso, suas propriedades fisico-quimicas (Hg° Hg",
Hg?+ ou o metilHg) vdo determinar o nivel de absor¢cdo do metal (AZEVEDO,

2003).

O mercurio metalico (Hg®) é soltvel em gorduras o que lhe d& acesso as
barreiras celulares. Sendo a via respiratéria a mais importante via de
introducdo de vapores de mercurio elementar que quando inalados chegam ao
espaco alveolar atravessam a membrana alvéolo-capilar e passam para o
sangue, onde tem afinidade com as células sanguineas. O organismo humano
retém cerca de 80% dos vapores de mercurio inalados. Em relacdo aos sais
inorganicos de mercurio, como aerossol de HgCl, a absor¢do pulmonar é
determinada pelo didametro das particulas inaladas que séo depositadas e
posteriormente removidas ou absorvidas dependendo do seu tamanho e

solubilidade (WHO, 1991).

O mercurio organico representa uma das formas de facil introducdo e
absorcdo gracas a sua grande solubilidade em lipidios, podendo chegar ao

patamar de 80% de absorcédo pela via inalatéria.

A via oral ndo representa uma via importante de absorcdo de mercurio
metalico, sendo provavelmente inferior a 0,01% com eliminacdo total pelas
fezes. Os compostos inorganicos presentes nos alimentos e na agua de beber
sdo absorvidos em até 15% e para que sejam absorvidos pela via digestiva &

necessario que se tornem sais ou complexos solaveis.



Os compostos organicos sao bem absorvidos pelo trato gastrointestinal,
o metil mercurio pode atingir taxas de até 95% de absor¢cdo em adultos e
podem aumentar consideravelmente os percentuais de mercuario total
encontrados como mercurio inorganico, no sangue total, plasma, leite materno,

figado e urina.

Os niveis de absorcdo do mercurio através da pele sdo considerados
pequenos, podendo haver alguma absorcdo de todas as formas do metal. A
absorcdo cutanea é considerada moderada quando comparada com aquela
referida para os alvéolos pulmonares, mas o contato da pele com o metal pode
aumentar significativamente os niveis biolégicos de mercario no organismo.
Sais de mercurio inorganicos podem ser absorvidos pelos foliculos pilosos e
glandulas sebaceas que a medida que vao danificando a pele podem facilitar a

sua absor¢céao (AZEVEDO, 2003).

A absorcdo dos alquilmercuriais através da pele provavelmente é
substancial. A diacinamida de metilmercuirio é téxica ao contato cutaneo.
Criancas expostas ao fenilmercurio exibiram perturbacées do desenvolvimento

0sseo 0 que denota a absorcdo cutanea do agente (US EPA, 1997).

1.6.2 Distribuicdo e Armazenamento

O transporte de mercurio idnico é realizado pelo plasma enquanto que o
mercurio elementar e 0 mercurio organico sado transportados atraves dos
eritrocitos, e uma pequena fracdo é ligada as proteinas plasmaticas (HAYES,

1982). O metal sofre oxidacdo mediada pelo sistema das catalases que apesar
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de ser rapida é capaz durar tempo suficiente para expor outros tecidos e

orgaos ao mercurio como o cérebro, figado e rins (BERLIN et al., 1975).

Pela auséncia de carga elétrica e por sua solubilidade, o mercurio
inalterado tem grande poder de difusao nos tecidos, assim atravessa facilmente
as barreiras celulares que ao deixar o sangue € rapidamente oxidado a Hg?"
que perde a solubilidade e ligando-se as proteinas celulares impossibilitando a

sua saida do interior das células (AZEVEDO, 2003).

O mercurio derivado de seus sais inorganicos esta quase
exclusivamente ligado as proteinas plasméaticas, como a alfa-globulina e a
albumina. Do sangue o ion Hg?" atinge os tecidos e é encontrado em maior

concentracdo nos rins, figado e sangue.

A lipossolubilidade do metilHg, possibilita 0 acesso através de barreiras
como a placentéria e hematoencefalica acumulando-se no Sistema Nervoso
Central (SNC), tecidos embrionarios e fetais (BURBACHER, RODIER e
WEISS, 1990), alcancando concentragdes no sangue fetal que podem ser 25%
superiores aquelas detectadas na méae (AMIN-ZAKI et al., 1976). No cérebro
fetal, os niveis de metilHg alcancam indices 5 a 7 vezes maiores quando

comparados ao sangue materno (CERNICHIARI et al., 1995).

A distribuicdo de metilmercurio pelos tecidos é mediada pela formacédo
de um complexo cisteina — metilmercirio que é estruturalmente semelhante a
metalotineina. A metalotineina é uma proteina amplamente distribuida pelo
corpo e € conhecida como a proteina transportadora de metais pelo organismo

(US EPA, 1997). A exposicao das células humanas aos compostos mercuriais

estimula a sintese dessa proteina.



Nos hepatdcitos, o metilHg forma complexos solUveis com a cisteina e
com a glutationa, que sao segregados na bile e reabsorvidos no trato

gastrointestinal (CASARETT, 2001).

Vassallo et al. (1996) descreveram a reducdo da hidrolise do ATP em
tecido neuronal, onde foi demonstrado que o metilHg inibe a atividade dos ions
Na'e K* e da enzima ATPase, observado também no miocardico e nos rins,
sendo que no ultimo, a inibicdo estava relacionada a acdo diurética do metal.
Os referidos autores afirmam que também, o metilHg deprime a atividade da
enzima Ca?’ATPase, o que interfere na captacdo de Ca** do reticulo

sarcoplasmatico (RS).

Apostoli e colaboradores(2003) investigaram outroS mecanismos
dependentes da atividade de radicais sulfidrilas (SH) que também sdo afetados
pelo metilHg, mostrando que os canais de Ca®*" do RS, que se abrem na
dependéncia de radicais SH, aumentam a liberacdo de Ca®" quando afetados
pelo metal. Este resultado mostra que o Hg teria, entdo, um duplo efeito sobre
o RS, aumentando a velocidade de liberacdo de Ca** e reduzindo a captacéo

de Ca?* pela inibicdo da Ca**ATPase.

Lebel, Ali e Bondy, (1992) estudaram a neurotoxicidade do metilHg em
ratos, utilizando como parametro de avaliacdo a via oxidativa mediada pelo
ferro. Apos sete dias de exposicao intraperitoneal de metilHg, foi encontrado
um aumento significativo na formacdo de Espécies Reativas Toéxicas de
Oxigénio (ERTO) sugerindo que os radicais livres exerceram influéncia na

neurotoxicidade deste composto.



O efeito neurotdxico do metilHg associa-se ao acumulo na membrana
mitocondrial interna com consequente disfuncdo na cadeia respiratoria e
diminuicdo na producédo de ATP, o que pode levar a morte celular (HIRAYAMA

e YASUTAKE, 2001).

A exposicdo intrauterina de humanos a elevados niveis de mercurio
resulta na migracdo anormal dos neurdnios, desorganizacdo dos nucleos
cerebrais e disposicdo em camadas de neurdnios no cortex. Além de
comprometer a camada granular do cerebelo e o cértex visual. O metilmercurio
interage com o DNA e com o RNA, resultando em altera¢cdes da estrutura
secundéria das proteinas e da sintese de novas moléculas de DNA e RNA

(CASTOLDI, COCCINI eMANZO, 2003; COSTA et al., 2004).

O metilHg também afeta linfocitos humanos  diminuindo
consideravelmente a capacidade de proliferacdo destas células, producdo de
citocinas e secrecdo de imunoglobulinas. (GALLAGHER, NOELLE e
McCANN,1995). Foram demostradas alteracdes significativas na imunidade
mediada por células e um prejuizo da atividade quimiotatica de leucocitos
polimorfonucleares em trabalhadores expostos a baixas doses de mercurio

metalico (VIMERCATI et al., 2001).

Estudos realizados com cloreto de mercurio (HgCly), demonstraram que
este composto tem afinidade a regido de interface da molécula de
Na'K*ATPase que esta profundamente implicada na atividade de transporte de
ions. Como nos linfécitos B humanos o movimento destes ions (principalmente
ions potassio) pela membrana plasmatica é de vital importancia para que se
inicie o processo mitogénico, uma possivel associacdo deste metal & molécula

de Na'K'ATPase levaria a supressdo da passagem de ions potassio e,



consequentemente, uma inibicdo na atividade dos linfocitos B (POLLARD e

HULTMAN, 1997).

O principal local de armazenamento do mercurio sdo os rins, quando
submetidos a vapores de mercurio metalico eles podem conter cerca de 50 a
90% de toda a carga corporal. Compostos mercuriais podem acumular em
outros érgados como o cérebro, figado, mucosas do trato gastrointestinal, pele,

baco, testiculos, glandulas entre outros (BERLIN et al., 1986).

1.6.3 Excrecao

Os compostos mercuriais sdo excretados pelas fezes, cabelo, urina,
glandulas salivares, glandulas lacrimais e glandulas sudoriparas. A velocidade
de excrecdo é dose-dependente esta associada a espécie quimica do metal

(BERLIN, ZALUPS e FOWLER, 2007).

A conversdo do metilHg para mercurio inorganico, permite explicar o
processo de excrecdo do metilHg, tanto em animais de experimentacdo como
no homem, onde observa-se que 90% do composto ingerido € eliminado nas
fezes na forma inorganica (US EPA, 1997). Neste processo, o metilHg e o
mercUrio inorganico (Hg*"), por meio da secrecéo biliar, sdo complexados com
a glutationa, além de compostos sulfidrilas (SH), (WHO, 1991), desta forma
parte do metilHg, eliminado pela bile no intestino, sofre ciclo enterohepatico,
sendo reabsorvido para a corrente sanguinea e outra parte servira de substrato
a microflora intestinal que o converte em mercurio inorganico. Este mecanismo

foi apenas observado em animais, necessitando de comprovagédo em humanos



(WHO, 1990; BJORKNAN, SANDBOGH-ENGLUND eEKSTRAD,1997; SILVA,

2011).

1.7 TOXICODINAMICA DO MERCURIO

Em niveis celulares, o mercurio e seus compostos sdo capazes de
causar lesdes, cujo sitio e intensidade dependem da espécie quimica do metal
envolvida e das caracteristicas da exposi¢do, quer sejam dose, duracdo e

frequéncia (CLARKSON,1997).

A maioria dos efeitos celulares do mercario pode ser explicada pela
grande afinidade deste metal pelos radicais SH presentes em proteinas,
enzimas e substancias de menor peso molecular como a coenzima A (CoA) e a
cisteina. A ligacdo com os radicais SH se faz facilmente por ligacdo covalente

simples (AZEVEDO, 1989).

No interior das células, o mercurio pode se ligar a uma série de enzimas,
inclusive, mitocondriais e microssomais, produzindo lesbes celulares nao
especificas e até mesmo morte celular (VASSALO et al., 1996). Para Amorim
et al.(2000), o metilHg também interage com DNA e RNA, resultando na
reducdo da sintese de proteinas e desarranjo na estrutura dos microtubulos,
além de produzir estresse oxidativo nas células.

Segundo Lebel et al.(1998), o metilHg e o mercurio bivalente (Hg*")

exercem seus efeitos toxicos provocando alteracdes na homeostase celular. Os



mesmos autores relatam que nos neurdnios o metilHg rompe a homeostase do

célcio (Ca?") afetando o equilibrio intracelular.

O mercario também pode ligar-se a outras moléculas bioldgicas
importantes como grupos amina, carboxilas e fosforilas. Acredita-se que o
mecanismo de acao celular do metal esteja alterando os grupos funcionais das
enzimas por meio dos radicais sulfidrilas. Outros estudos descrevem a
interagdo dos ions mercuriais com o DNA e RNA mudando suas estruturas
terciarias, interferindo grandemente no metabolismo e fungcdo das células

(AZEVEDO, 2003).

1.8 OS EFEITOS DO MERCURIO SOBRE O PARENQUIMA RENAL

O mercuario compromete a funcdo e a homeostase de varios 6rgaos e
sistemas, no entanto existem 6rgdos considerados alvo para a intoxicacdo
mercurial, como 0s rins, particularmente por se tratarem de 6rgaos de excrecao
e uma via importante de eliminacdo do mercurio (FORD, LOUIS e TIMOTY,

2001).

Os compostos mercuriais cronicamente promovem dois tipos de
alteracdes em nivel de células renais. A primeira € a lesao glomerular, causada
por uma reagao autoimune induzida pelo metilHg, resultando na formacao de
anticorpos contra o tecido glomerular, levando a proteindria e sindrome
nefrotica. A segunda é a necrose tubular renal, resultando em perda de
enzimas tubulares como glutamiltransferase e enzimas lisossomais

(TCHOUNWOU et al., 2003).



A parte proximal do tabulo renal apresenta células bastante vulneraveis
aos efeitos toxicos do metilHg. A atividade desse metal, nas células renais,
baseia-se em interagbes moleculares que ocorrem em locais nucleofilicos
especificos das células alvo e suas proximidades. As interagcdes moleculares
do metilHg com os grupos SH das moléculas de albumina, glutationa e cisteina
sd0 responsaveis por mecanismos envolvidos na captacdo, acumulacgéo,

transporte e toxicidade do metal a nivel do tubulo proximal (ZALUPS, 2000).

A quantidade de mercurio detectada no sangue e urina correlaciona-se
com os sinais e sintomas da intoxicacdo. Ressalta-se que a forma quimica do
mercurio influencia a interpretacdo dos resultados, e que a correlagdo entre
niveis laboratoriais e quadro clinico pode ndo ser absoluta, principalmente, na

presenca de lesédo renal (FORD, LOUIS e TIMOTY, 2001).

O comprometimento renal na intoxicagdo por metilHg ocorre sem
manifestacdes clinicas evidentes, as quais podem ser mascaradas pelo quadro
de nefropatia ou outras doencas renais que o individuo possa a vir desenvolver

(BORDA et al., 2000; MAGNO, 2009).

Na intoxicacdo mercurial humana a medida que a taxa de letalidade
decresce com a utilizacao de recursos da terapéutica toxicolégica, viabilizando
a reducao do comprometimento renal e neuroldgico, outras causas passam a
assumir a responsabilidade pelo 6bito, como os fendmenos hemorragicos
agudos, (SILVA, 2011) particularmente digestivos e pulmonares, a morte franca
dos cardiomidcitos que pode levar o individuo ao choque cardiogénico, as

arritmias, a miocardite, dentre outros (MAGNO, 2009).



1.9 VALORES LIMITES DE MERCURIO NO ORGANISMO DE HUMANOS E

DE PRIMATAS NAO HUMANOS

Valores de referéncia de mercurio no sangue total, em individuos néo
expostos ocupacionalmente, sdo geralmente inferiores a 1mcg/dL. Entretanto,
individuos normais, que tém exposicdo ocupacional leve, podem apresentar
rotineiramente niveis acima de 1,5 mcg/dL. Da mesma forma, uma dieta rica
em peixes, frutos do mar e outros alimentos contendo mercuario € causa comum
de elevacdo moderada do metal na auséncia de sintomas clinicos (KISHI et al.,

1994).

Nas avaliacbes da intoxicacdo mercurial, tem sido pratica habitual a
quantificacdo do mercurio total nas amostras de sangue, pois este teste
considera as diferentes toxicocinéticas e toxicodinAmicas das varias espécies
quimicas do metal. A determinacdo de mercurio total € o melhor indicador da
exposicao ao mercurio organico (metilmercario), pois esta abordagem analitica
tem particular relevancia quanto ao tempo de sobrevida apreciavel, admitindo a
possibilidade de acontecer um processo de biotransformacdo com consequente
distribuicdo dos novos compostos formados no organismo por diferentes

orgdos alvo (MARTINS, 2007).

Considera-se exposicdo significativa ao mercurio organico niveis
maiores que 5mcg/dL em cabelo. No caso do mercurio inorganico adotam-se
valores maiores que 20 mcg/dL como indicativos de exposi¢cao significativa

(BORNSCHEIN e KVANS, 1990).



1.10 OS PRIMATAS NAO HUMANOS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

Os primatas ndo humanos tém sido utilizados com maior frequéncia nas
pesquisas que requerem uma comparacdo mais proxima com a espécie
humana por esse motivo, esses animais destacam-se como modelos
experimentais, dado seu parentesco evolucionario com o ser humano e sua
extraordindria semelhanca anatbmica e comportamental, bem como, por suas
similaridades nos valores bioquimicos e hormonais, (BONCI, 2011; VENTURA,
2012).

Estas raz0es séo suficientes para que esses primatas sejam 0s animais
de eleicdo como modelos experimentais ideais para estudos que visem
avancar nossos conhecimentos sobre as enfermidades que atingem o homem,
assim como testar determinados procedimentos que, em virtude de trazerem
riscos aos seres humanos, precisam primeiro ser ensaiados em animais
experimentais (BRANCO et al., 2010).

Vérias espécies de primatas ndo humanos tém servido a esse objetivo
como Macaca fascicularis, (RICE e GILBERT, 1982, 1990, 1995; HAHN et al.,
1990; BURBACHER et al., 1990), o macaco rhesus (CALSON, SURERUS e
HINDS, 1986); macaco de cheiro (BERLIN, 1975; WARFVINE, 2000;
BURBACHER et al., 2005), entre outros.

Nas ultimas décadas tém aumentado de maneira extraordinaria o uso de
simios sul-americanos, os chamados platirrinos, nas investigacfes biomédicas,
que alcancam hoje funcéo essencial e estratégica, principalmente nas areas da
etologia, anatomia e fisiologia, além das pesquisas cientificas na area das

ciéncias da saude (BORDA et al., 2000).



Os macacos do novo mundo fazem parte da ordem Primates, 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 estéo 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 calitriguideos (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
morfologicas (cranianas, dentarias e medidas corporais) foi dividida em duas
Subfamilias, Callitrichinaee Cebinaecom sete géneros. A Subfamilia Cebinaeé
composta pelos géneros Cebuse Saimiri.

O género Cebuspossui uma longa histéria evolutiva. Foi um dos que
primeiro divergiu durante a diferenciagdo dos Platyrrhini, de acordo com
analises morfométricas (KAY, 1990). Possui tamanho médio variando de 70 a
100 cm, em geral apresentam cabeca arredondada e corpo robusto, a pelagem
varia na textura e coloracao entre as espécies e subespécies. O arranjo dos
pélos da parte superior da cabeca é variavel mostrando diferencas constantes
entre as espécies reconhecidas e a regido da face é desprovida de pelo (HILL,
1960).

O macaco prego (Cebus apella), (Figura 04), habita as matas ciliares
dos rios, € arbéreo e vive em bandos ou em grupo de 10 individuos,

normalmente, liderados por um macho dominante. Apresenta pronunciada



destreza manual, cérebro grande e circunvolucionado, alta sociabilidade,

terrestrialidade e dieta onivora (SUSSMAN, 2000; DEFLER, 2004).

Figura 4. Macacoprego(Cebusapella)
Fonte: http://www.biophoto associates. Acesso em
12.08.2011

O estudo utilizando o macaco-prego (Cebus apella) tem uma importancia
extraordinaria sobre questdes relevantes pertinentes as ciéncias basicas, como
os estudos de aspectos do sistema visual, como uma viséo tricromatica e de
alta acuidade visual, os quais sdo predicados do homem e dos primatas
superiores dentre todos os mamiferos (SILVEIRA et al.,, 1996; SILVEIRA,
VENTURA e PINHEIRO, 2004; BONCI, 2011).

Pesquisas tém sido realizadas manipulando primatas do novo mundo em
experimentos de toxicologia ambiental para metais pesados, mais
especificamente com o0 mercurio e seus compostos, (BERLIN, 1975;
WARFVINE, 2000; BURBACHER et al., 2005; ETO et al., 2001; MAGNO, 2009;
SILVA, 2011), e levando-se em conta as décadas de exposi¢cdo mercurial na
Amazonia, este estudo se justifica pela caréncia de informagdes referentes aos
efeitos nocivos dos compostos mercuriais sobre 0s rins, uma vez que a maioria

dos estudos acenam aos danos neuroldgicos provocados pelo metal. Além



disso, o mercurio exerce a possibilidade crescente de danos a saude da
populacdo do oeste do Pard exposta aos compostos mercuriais, devido
principalmente aos anos de exploracdo do ouro nos garimpos do estado. E
como o mercurio € considerado um poluente ambiental onipresente, ninguém
na regiao fica isento de entrar em contato com o metal ou seus compostos em
algum momento da vida.

Este trabalho, portanto, se propbe a descrever as alteracoes
morfologicas do tecido renal de primatas ndo humanos (Cebus apella) também
conhecidos como macacos prego, macaco marrom ou macaco capuchino.
Esses animais foram eleitos por predilecdo por ser uma espécie
filogeneticamente préxima ao homem, manifestando alteragbes similares
gquando expostos a experimentos que simulem intoxicagcbes e processos

patologicos (BORDA et al., 2000).

Acreditamos desta forma, que o referido trabalho possa acrescentar
dados ao esclarecimento do comprometimento do parénquima renal, na
exposicao mercurial qgue ocorre sem manifestacdes clinicas evidentes, mas que
pode levar a complicacBes graves e consequente Obito, se ndo diagnosticado

precocemente e tratado adequadamente.

Diante do exposto propomos assim, descrever as alteracdes
histopatoldégicas dos rins de macacos prego (Cebus apella) expostos

cronicamente a baixas doses de metilHg, comparando-0s ao grupo controle.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Descrever e avaliar as alteracbes morfoloégicas do parénquima renal de
primatas platirrinos da espécie Cebus apella expostos cronicamente a baixas

doses de metilmercurio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar a concentracdo de mercurio total no sangue dos animais expostos

e nao expostos;

e Avaliar o comportamento da massa corporal dos animais frente a intoxicacao
cronica com o metilmercurio;

e Avaliar a funcé@o renal através da analise bioquimica da creatnina e ureia
séricas;

e Delinear caracteristicas histolégicas de rins de macaco prego (Cebus apella).

e Comparar a morfologia renal de macacos expostos ao metilmercario com o
grupo controle.

e Investigar as possiveis alteracdes histopatoldgicas no tecido renal apos a

exposi¢ado crénica por metilmercario;

3. MATERIAIS E METODOS



3.1 CARACTERISTICAS DO ESTUDO

No presente estudo, foram analisadas as alteracdes histopatoldgicas
provocadas por mercurio organico (metilmercario) no parénquima renal de
Cebus apella, através da quantificacdo da concentracdo de mercurio total
(HgT), relacdo da intoxicacdo mercurial frente ao peso corporal dos animais,
analise bioquimica do sangue e posterior identificacdo de alteracfes teciduais
com a utilizacdo de técnicas histolégicas convencionais com inclusdo em
parafina, corados como de rotina pela Hematoxilina e Eosina e técnicas
especiais como o Tricromico de Masson modificado (CAB), Periodic Acid Schiff

(PAS) e reacdes imuno-histoquimicas para células renais.

3.2 MODELO ANIMAL

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 06 animais, (2
controle e 4 expostos) da espécie Cebus apella, Linnaeus 1758 (macaco
prego), machos, adultos, provenientes de criagcdo em cativeiro do Zoologico de
Piracicaba (SP), mantidos durante todo o experimento no biotério do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para sob o parecer técnico

do médico veterinario Prof. Dr. Otavio Mitio Ohashi.

Para garantir aos animais condi¢cdes de responder de forma adequada

aos experimentos, o ambiente foi monitorado quanto a temperatura, umidade



relativa, luminosidade, troca de ar e manutencao da integridade de barreiras

sanitarias.

Os animais receberam uma dieta rica em nutrientes composta de agua
filtrada, ovos (uma vez por semana), racdo (duas vezes por semana) e
diariamente refeicdo composta de mistura de frutas, tubérculos, legumes e
agua ad libitum que influenciaram positivamente a resposta ao protocolo

experimental.

O condicionamento dos animais comegou trés meses antes da
exposicdo ao metil Hg e para assegurar que ndo haveria interferéncias no
protocolo todos os horarios e a constituicdo da dieta dos animais foram

monitorados, antes e durante todo o experimento.

Os animais expostos receberam leite condensado (60%) diariamente
contendo metilHg em concentragdo de 1,5 pug/kg do animal (0,1 mg/solugéo).
Para um melhor controle da dose, os animais foram pesados a cada més e
qualquer alteracdo no peso foi refletida na dose e ndo na concentracdo

administrada para cada animal.

Neste estudo, utilizamos a dose de 1,5 pg/Kg/dia de Metil Hg via oral em
um periodo de 120 dias segundo, o experimento de Eto e colaboradores

(2001).

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 o codigo MED 002 2008. (Anexo 1)



3.3 EXPOSICAO DOS ANIMAIS AO METILMERCURIO

Os animais foram tratados com doses toxicas por via oral de metil Hg em
po (Sigma-Aldrich 100 mg), por 120 dias, utilizando-se uma dose de 1,5 ug/kg
dissolvidas no leite condensado (60%). Os animais foram divididos em dois
grupos, o primeiro com dois animais controle e o segundo grupo com quatro
animais administrados com metilHg. Os grupos foram observados quanto as
alteracdes comportamentais e/ou o0 aparecimento da sintomatologia classica de
intoxicacdo mercurial. O acompanhamento foi monitorado na adequacdo da
dose e pelo aparecimento de sintomas caracteristicos da intoxicacdo (perda
acentuada de peso, alteracbes comportamentais), que foi o critério escolhido

para o término da exposicdo. (Anexo 2).

Desta forma a massa corporal dos animais utilizados neste estudo foi
cuidadosamente monitorada. Mensalmente 0s macacos eram anestesiados
conforme descrito anteriormente e pesados com o auxilio de balanca digital de

precisdo Schimadzu modelo BL-3200H.

Para o acompanhamento e controle dos indicadores das fun¢des renais,
foram coletadas mensalmente 3.0 ml de sangue periférico dos animais e foram

utilizados para a anélise bioquimica e do mercurio total.

Ao inicio do aparecimento dos sinais observados, os animais foram
transportados ao Laboratorio de Neurofisiologia Eduardo Osvaldo Cruz do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para- ICB/UFPA,
onde foram preparados para a perfusdo e coleta do material para a

histopatologia e imuno-histoquimica.



3.4 PROCEDIMENTOS ANESTESICOS, CIRURGICOS E PERFUSAO

INTRACARDIACA.

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados em condi¢cdes
assépticas, no Laboratorio de Neurofisiologia Eduardo Oswaldo Cruz, do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Par4 — ICB/UFPA
Os animais foram anestesiados com uma mistura de 3 partes de solugéo de
cloridrato de cetamina (Ketalar, Kbnig) para uma parte de solucdo de cloridrato
de xilazina (Kenzol, Kong), na dose de 0,4 ml/Kg de peso corporal, por via
intramuscular. Apés os procedimentos anestésicos, foi realizada a perfuséo
intracardiaca com solucdo salina tamponada de pH=7.4 (PBS) e

paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato salina 0,1 M.

O sistema de perfuséo era constituido de dois recipientes colocados a
aproximadamente 1,5 metros acima da mesa cirlrgica, 0s quais continham as
solugdes salina (PBS) e a fixadora (PFA 4%). Dois manguitos acoplados a
estes recipientes unidos na parte distal, terminando em uma céanula de ponta
romba que conduziu as solugcbes. Cada manguito tinha uma véalvula em seu

trajeto para o controle da direcéo do fluxo da solucéo.

Apoés a dose profunda do anestésico seguiu-se a disseccdo abdominal,
afastando-se as estruturas sobre os rins, a fim de exp6-los para as

observacdes anatdémicas e subsequente coleta.



Foi entdo estabelecido um circuito artificial que disponibilizou um
elevado fluxo das solugbes para os 6rgdos do animal. Posteriormente,
introduziu-se uma canula no ventriculo esquerdo no sentido da emergéncia da
aorta, pela qual foram administradas as solug¢des, seguindo-se uma incisdo na
auricula direita. Inicialmente, foram injetados 300-500 ml de PBS, substituindo
0 sangue existente nos vasos, porém mantendo o pH em niveis fisiolégicos.
Apds essa fase, iniciou-se a passagem da solugcdo fixadora. O éxito da
perfusdo era evidenciado pelo enrijecimento progressivo dos musculos e dos
membros. Apds o procedimento de perfusdo os rins dos animais foram

retirados e processados como de rotina para inclusdo em parafina.

3.5 COLETA DE SANGUE E ANALISE BIOQUIMICA

3.5.1 Coleta do sangue

Para a coleta das amostras sanguineas os animais foram anestesiados
com cetamina por via intramuscular na dose de 0,5 ml. O sangue foi coletado
por puncdo venosa na regido inguinal com seringa heparinizada e utilizado
para a realizacéo dos testes bioquimicos e para a dosagem do mercurio total.

Em seguida uma parte das amostras foi conduzida ao Laboratério de
Toxicologia Ambiental e Saude Humana do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para, para andlise do mercurio total (HgT) e outra
parte foi enviada ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario

Jodo de Barros Barreto (HUJBB), para analise da creatinina e ureia.



3.5.2 Anédlise bioquimica da Creatinina

A creatinina e os interferentes presentes na amostra reagiram com o0
picrato alcalino, formando um complexo colorido que foi medido
fotometricamente. A adicdo de um acidificante baixou o pH para 5,0 e
decompds o picrato de creatinina inalterando a cor derivada dos cromogénios

gue também foi medida fotometricamente.

O valor de creatinina da amostra foi calculado pela diferenca entre as
duas leituras fotométricas. Os valores de normalidade variam de 0,6 a 1,3

mg/dL (BASTOS e KIRSTAJN, 2011).

3.5.3 Anédlise bioquimica da Ureia

Fundamentou-se no fato que a ureia, na presenca da urease formou o
carbonato de amoénio que, posteriormente, reagiu com o salicilato e o
hipoclorito de sddio na presenca de nitroprussiato de sédio originando o azul de
indofenol.

A intensidade da cor formada era diretamente proporcional a
concentracdo de ureia na amostra. Os Valores de normalidade da ureia sérica
no soro variaram de 10 a 50 mg/ dL (BASTOS e KIRSTAJN, 2011).

3.5.4 Anélise de mercdario total no sangue

As amostras sanguineas de cada macaco foram acondicionadas em

frasco de polietileno, mantidas sob refrigeracdo, armazenadas em recipientes

com EDTA e congeladas até a analise (WHO, 1990; AKAGI, 2004 ).



Os procedimentos analiticos para determinacdo do mercurio total (HgT)
foram realizados segundo protocolo do Laboratério de Toxicologia Ambiental e
Saude Humana no Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do

Para.

3.6 PROCEDIMENTOS PRE-ANALITICOS

3.6.1 Descontaminacao das vidrarias

Previamente aos procedimentos analiticos todas as vidrarias e frascos
utilizados foram submersos em uma solucéo detergente de extran 1% por um
periodo de 24 horas e lavados com agua corrente e submetidos em seguida a
um leve enxague com solucao de permanganato de potassio (KMnO4), para
retirada de qualquer residuo de Hg presente nas vidrarias; apés retirada do
KMnO4 com agua corrente, as vidrarias foram entdo lavadas com solucdo de
hidroxilamina a 1% (NH2OH), para remocédo total do KMnO4 e finalmente

lavadas com agua destilada (AKAGI, 2004).

3.6.2 Processamento da amostra

No laboratério, as amostras de sangue foram descongeladas e

centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos. Apos, a homogeneizagdo amostra



foi pesada (maximo de 0,5 g em peso umido) em um frasco de digestdo de

amostra.

Em cada baldo foi acrescentado 1 ml de 4gua destilada, 2 ml de acido
nitrico e perclérico (HNO3-HCIO4) na proporcdo de 1:1 (um para um) e 5 ml de
acido sulfarico (H2S0O4). Depois, as amostras foram submetidas ao processo
de digestdo acida, que tinha com intuito eliminar elementos interferentes

presentes na amostra, cCOmo a presenca de outros metais.

A digestdo éacida foi realizada em uma chapa aquecedora a uma
temperatura de 210°C por 30 minutos (Figura 5). Quando as amostras
digeridas chegaram a temperatura ambiente estas foram entdo aferidas com

agua destilada até o volume final de 50 ml.

Figura 5. Digestao acida em placa aquecedora
Fonte: SILVA, 2011

3.6.3 Preparacéo das solugdes para a curva de calibragéo
Foram utilizados quatro pontos para a curva de calibracao, 0, 20, 50 e
100. A curva de calibracdo foi usada para avaliar os resultados das amostras

assim como a estabilidade do equipamento (AKAGI, 2004).



Para o preparo das solu¢gbes padrdes referente a curva de calibracdo da
andalise de mercurio total foi necessario o preparo de uma solucdo padrdo de
metilmercurio (MetilHg) de 100 ppm (parte por milh&o), uma solucdo padrédo de
MetilHg 1 ppm (1 ml da solugdo de 100 ppm) , uma Solugdo de L-Cysteina

0,01% (Anexo 3).

3.6.4 Caracteristicas e fundamento do equipamento

A analise de HgTI foi realizada com um Espectrofotdmetro de Absorcéo
Atdbmica disponivel comercialmente como Analisador Semi-Automatico de

Mercurio Modelo Hg 201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd. Tokyo, Japan) (Figura 6).

Este métc Figura 6. Equipamento Hg201 icas como
Fonte: SILVA, 2010 }

peixe, molusco, sangue humano, urina e tecidos como corddo umbilical
(AKAGI, 2004). O equipamento utilizou espectrometria de absorcdo atbmica

por vapor frio e um sistema aberto de circulacdo de ar, no qual, o mercurio



bivalente (Hg®*) foi convertido em vapor de mercurio elementar (Hg®) no evento

de 6xido reducao ocasionado pelo Estanho (Sn2*e Sn4™).

Neste equipamento, o vapor de mercurio gerado foi circulado em uma
bomba de diafragma a uma taxa de 1-1,5 I/min por 30 segundos para
homogeneizar. Entdo, a valvula era acionada e girada cerca de 90° para
entrada na célula de foto absorcdo e realizada a medida de absorbancia a

253,7 nm (AKAGI, 2004) (Anexo 4).

O método analitico para mercurio total utilizou espectrometria de
absorcao atébmica por vapor frio, no qual o mercurio foi convertido em vapor de
mercurio elementar e introduzido em uma célula de absor¢cdo para
determinacao da quantidade do elemento em partes por bilhdo (ppb) ou ng/L

e/ou partes por milhdo (ppm) ou ug/L.

3.6.5 Procedimentos de analise no equipamento

Durante o procedimento da analise foram transferidos suavemente
volumes fixos de 5 ml com uma pipeta volumétrica de cada uma das solucdes
de branco ou padrdo ou da amostra no equipamento. Foi adicionado entdo, 1
ml de solucédo de SnCl2 (solugcédo 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 Hg 201, o registro

ocorreu na forma de uma reta, medida com régua em cm (Figura 7).



Figura 7. Registradora com os picos de concentracao de
mercurio.

Posteriormente, a concentragcdo em valor numérico de HgT foi calculada
através de formula matemética (Anexo 5) e com o auxilio dos valores obtidos

pelos elementos da curva de calibracao.

3.7 PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICA

O controle de gqualidade analitica e a validacdo da metodologia, quanto a
precisao e a exatidao para a determinacdo de HgT em sangue, foram feitos por
meio da andlise de material de referéncia com valor certificado BLOOD (Toxic

Metal in Bovine Blood) do National Institute of Standards and Technology.

3.8 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

3.8.1 Processamento para inclusdo em parafina.



Apbs a perfusédo os rins foram seccionados em fragmentos de 3 cm e
deixados em imersdo em solucdo fixadora de paraformaldeido (PFA) a 4%
durante 24 horas. O material biolégico sofreu procedimento de desidratacdo
com etanol em concentra¢gdes crescentes, diafanizado com xileno e incluido em
parafina, conforme protocolo usado no Laboratério de Histotécnica do Instituto

de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para. (Anexo 6).

Os blocos foram cortados em fatias de 3um de espessura em micrétomo
rotatorio Leica 2245. As laminas contendo os cortes de rins foram depositadas
em estufa a 60° por 12 horas, diafanizadas, reidratadas e coradas pelas
técnicas de Hematoxilina e Eosina, Tricrdmico de Masson modificado (CAB-

Chromotrope Aniline Blue) e pelo PAS (Periodic Acid Schiff).

3.8.2Coloracao pela Hematoxilina e Eosina (HE)

A coloracao pela Hematoxilina e Eosina, € empregada para facilitar o
estudo dos tecidos sob microscopia, pois se fixa eletiva ou seletivamente em
determinadas estruturas celulares facilitando a sua observacéo (TOLOSA et al.,

2003). E uma dupla coloracéo de uso geral e universalmente usada.

A Hematoxilina liga-se as estruturas acidas das células como os acidos
nucleicos formando com estes, um precipitado de cor azul identificando o
nicleo das células. E considerada uma coloragido progressiva que produz
células coradas com nucleos claramente definidos, enquanto o fundo
permanece completamente incolor. Este método origina resultados
consistentes, pois a hematoxilina é altamente seletiva e permanece nos tecidos

mesmo depois de alguns anos (MAIA, 1979).



A Eosina por sua vez tem predilecdo pelas estruturas basicas dos
citoplasmas, desta forma com o uso combinado desses dois corantes é
possivel promover um contraste colorido em todas as células e tecidos dos

animais (LUNA, 1967).

Esta técnica é utilizada como dupla coloracédo onde os nucleos coraram-
se fortemente em azul (cor caracteristica da Hematoxilina) enquanto o
citoplasma torna-se avermelhado (corado pela Eosina). Por esse fato esta
técnica € usada como rotina em todos os laboratorios de histologia (TOLOSA et
al., 2003), é referéncia para a grande maioria das pesquisas histolégicas e

histopatoldgicas, por esse fato foi utilizada neste estudo. (Anexo 7).

3.8.3Coloracéao pelo Tricromico de Masson modificado — Chromotrop

Aniline Blue (CAB)

Os diversos elementos de um mesmo tecido evidenciam afinidades
diferentes a varios corantes e com base nessa possibilidade pode-se usar mais
de um corante em um unico método de coloracao. Essas técnicas utilizam trés
ou mais corantes diferentes conhecidos como tricromicos ou policrémicos

(TOLOSA et al., 2003).

Os tricrébmicos possibilitam a identificacdo diferenciada de elementos
como do citoplasma de células epiteliais, a queratina, fibras musculares,
hemécias, fibrina entre outros. Os nucleos coram-se em azul escuro e as
estruturas como, 0 muco, cartilagem, 0sso e elementos da matriz extra celular

e principalmente as fibras coldgenas coraram-se fortemente em azul. (TOLOSA



et al., 2003). Por ser um corante muito utilizado para diferenciar componentes

teciduais epiteliais e conjuntivos, foi a técnica eleita neste estudo. (Anexo 8).

3.8.4 Reacgéo do Periodic Acid Schiff (PAS)

A reacdo do acido periodico de Schiff € importante na identificacdo
histolégica de carbohidratos, membranas basais, proteoglicanas e

componentes glicoproteicos das células.

Reacbes positivas indicam a presenca de glicogénio e outros 1,2-glicois.
E uma reacdo efetuada em duas etapas: na primeira, grupos vicinais hidroxil
sdo oxidados a aldeidos; na segunda etapa, os dialdeidos formados sao

demonstrados usando-se o reagente de Schiff, uma leucofucsina basica.

A cor produzida varia entre a purpura e 0 magenta, nos sitios onde se
localizam carboidratos oxidaveis (mono, oligo e polissacarideos, glicoproteinas

e mucoproteinas) (LUNA, 1967; TOLOSA et al., 2003).

O PAS foi realizado neste estudo para identificacdo das especializacbes

de membranas das células epiteliais do tecido renal. (Anexo 9).

3.9 PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

3.9.1 Preparo das amostras



O preparo das amostras biologicas para a realizagdo das reacdes

imuno-histoquimicas, seguiram o0 mesmo protocolo, para inclusdo em parafina.

Os blocos de parafina com o material foram resfriados em placa fria e
cortados com micrétomo rotativo onde foram obtidos cortes de 3 um de
espessura e depositados em laminas silanizadas e levadas a estufa a 60°C por

30 minutos.

3.9.2 Recuperacdao antigénica

A recuperacao antigénica para a identificacdo dos epitopos foi realizada
segundo Gown e colaboradores, (1993), e foi realizada utilizando solugdes
tampdes de pH alto e pH baixo, no aparelho denominado PT LINK modelo
10027 da DAKO Produktionsvj — Denmark S/A. (Figura 8), que forneceu
temperatura e pressdo adequadas para a reacdo. A temperatura foi

padronizada e programada pelo fabricante em 98° C.

Figura 8. PT LINK modelo 1027da DAKO S/A.
Fonte: http://www Diamedbd.com. Acesso 03.09.13



Apds a recuperagcdo antigénica as laminas foram lavadas em &gua
destilada e tampé&o Wash buffer 20x, DAKO por 5 minutos e transferidas para a
camara escura e Uumida demarcadas com caneta DAKO PEN em seguida
ocorreu 0 bloqueio da peroxidase enddgena com solugdo EnVision Flex
Peroxidase Block por 5 minutos em seguida os cortes foram novamente

lavados em agua destilada e tampao Wash buffer 20x, DAKO por 5 minutos.

3.9.3 Incubacgédo com anticorpos primério e secundario

Os cortes foram incubados com anticorpo primério especifico (policlonal
ou monoclonal) diluido em Antiboby Diluent with Background Reducing
Components DAKO ou anticorpos FLEX RTU por 20 minutos. Nas reacdes
realizadas neste trabalho fez-se necessario a adicdo de LINKER Mouse para

uma melhor otimizac&o durante 15 minutos.

Posteriormente as laminas foram lavadas e tratadas com Link HPR,
anticorpo secundario, por 20 minutos em temperatura ambiente. As laminas
foram lavadas novamente em agua destilada e tamp&o Wash buffer 20x por 10

minutos.

3.9.4 Tratamento com a Diaminobenzidina (DAB)

Apés lavagem, as laminas foram tratadas pela solugcdo substrato-
cromogénica de Diaminobenzidina DAB 60 mg% por 5 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Lavadas em agua destilada e tampao PBS por 5

minutos.



3.9.5 Coloracao nuclear e montagem

Apoés o tratamento com o DAB, as laminas foram contracoradas pela
Hematoxilina, lavadas em agua destilada, desidratadas em alcool etilico,
diafanizadas com o xileno e montadas entre laminas e laminulas com Balsamo

do Canada.

As reac0Oes realizadas neste trabalho objetivaram a deteccdo de Actina
muscular (HHNF35), Actina de mausculo liso (1A4), e Pancitoqueratina
(AE1/AE3) para localizacdo e marcacdo de células mesangiais e seguem o

mesmo roteiro de preparo descrito acima.

Todas as laminas histologicas produzidas neste trabalho foram
submetidas as técnicas descritas segundo os protocolos em anexo, no entanto
os registros fotograficos foram obtidos daquelas onde puderam ser melhores
visualizadas as estruturas indicadas segundo as especificidades de cada

técnica.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo, as variaveis numéricas foram apresentadas através da
estatistica descritiva com o auxilio do SoftwareBioEstat versdo 5.0 para a
aplicacdo dos testes estatisticos e Software Excel versdo 2010 para a

formatacao das tabelas e gréficos.



No presente estudo, com base na amostra, na variavel e tipo de dado, a
andlise estatistica dos resultados obtidos de HgT do grupo exposto e do
controle em relac@o a perda de peso, niveis de HgT nas amostras de sangue,
creatinina e ureia seérica foram realizadas através da analise de variancia
(ANOVA) e o T’ Student. Para verificar a associacdo da perda de peso e 0s
niveis de HgT foi utilizado o teste de correlagédo linear de Person. O nivel de

significancia adotado neste estudo foi de p<0,05.

3.11 ANALISE QUALITATIVA

Para descrever e avaliar as possiveis alteracdes morfologicas do
parénquima renal dos animais controle e expostos ao metilmercurio, todas as
seccbes foram inspecionadas em microscopio 6ptico (Axio Star Plus da Zeiss).
Imagens de seccdes contendo os campos mais ilustrativos dos animais
controle e expostos ao metilmercurio foram obtidas com o uso de um
microscopio com DS-U3 Céamera Digital Control Unit Nikon — Nikon up right

Microscope — Eclipse-Ci-S/Ci-L.

As avaliacdes morfoldgicas, histopatoldgicas e imuno-histoquimicas do
material foram feitas por parametros discriminados em protocolo especifico,
sob a responsabilidade do médico patologista Prof. Dr. Leonidas Dias Braga

Janior. (Anexo 10).



4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA PERDA DE MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS

A perda de massa corporal dos animais dos grupos controle e exposto
ao metilHg é mostrado na Figura 09. Observou-se que 0 grupo exposto ao
MetilHg apresentou perda significativa da massa corporal apés o final da

exposicao (P < 0.001).
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Figura 09. Efeitos da exposi¢cdo cronica de metilHg, sobre a perda de massa corporal em
Cebusapella, administrado por via oral durante 120 dias consecutivos. Os valores representam a

média £ e.p.m. (n=2-4/grupo).

expostos em metilHg no periodo de 0, 30, 60, 90 e 120 dias sédo apresentados

na Tabela 1.

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

Tratamento
Grupos 0 30 60 90 120
Controle 0.0038 0.0032 0.0029 0.003 0.00355

Mercurio 0.475 52.8025 740.675 1494.488 2019.603



P-valor <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

O teste T"Student revelou diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos controle e exposto (P< 0.001).

O grupo exposto ao metilHg apresentou valores significativos de
mercurio no sangue dos animais analisados em relagdo aos animais do grupo
controle durante todo o tratamento.

No presente estudo, investigamos também a associacao entre 0s niveis
de mercurio e a perda de peso nos animais expostos ao metal. O teste de
correlacao de Person revelou uma forte correlacdo negativa entre as variaveis
estudadas (P< 0.0001), ou seja, quanto maior € a concentracdo de mercurio
total maior serd a perda de peso dos animais, conforme se observa na figura

10.
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Figura 10. Efeitos da exposicdo crénica de metilHg, sobre a correlagdo de perda de
massa corporal e niveis de HgT em Cebusapella, administrado por via oral durante 120

dias consecutivos. Os valores representam a média * e.p.m. (n=2-4/grupo).

4.3 EFEITOS BIOQUIMICOS DA EXPOSICAO MECURIAL

Na Tabela 2, encontram-se os resultados da avaliacdo dos parametros
bioquimicos da creatinina dos grupos controle e exposto ao metilHg durante o

periodo de 0, 30, 60, 90 e 120 dias.

Tabela 2. Valores médios de creatinina sérica em macacos Cebus apella controle e
expostos ao metilHg no periodo de 0, 30, 60, 90, 120 dias



Grupos 0 30 60 90 120 Média D. Padréo

Controle 1.4 1.20 1.06 110 1.10 1.09 +0.073

Mercurio 0.88 0.73 0.78 0.89 0.70 0.79 +0.085

O teste T"Student néo revelou diferencas significativas entre os animais
do grupo controle e os animais do grupo exposto ao metilHg com relagdo a

dosagem de creatinina (p>0,05).

Os resultados deste estudo estdo dentro dos valores de referéncia
usados atualmente para creatinina que compreende uma faixa de 0,6 a 1,3

mg/dL (BASTOS e KIRSTANAJN, 2011).

Na tabela 3, podemos observar o0s resultados da avaliacdo dos
parametros bioquimicos da ureia dos grupos controle e exposto ao metilHg

durante o periodo de 0, 30, 60, 90 e 120 dias.

Tabela 3. Valores médios de ureia sérica em macacos Cebus apella controle e
expostos ao metilHg no periodo de 0, 30, 60, 90, 120 dias

Grupos 0 30 60 90 120 Média D. Padréo
Controle 20.00 22.00 24.00 25.50 21.50 22.60 +2.16
Mercurio 13.25 1350 16.00 19.25 17.50 15.90 +2.58

O teste T'Student, revelou diferenca significativa entre os teores de ureia
dos animais do grupo controle e os animais do grupo exposto ao metilHg
(p<0,05). As diferencas entre os grupos foram mais observadas nos tempos de

0, 30, 60 e 90 dias. No entanto, estes resultados estdo dentro da faixa de



normalidade utilizada atualmente para ureia sérica que € de 10 a 40 mg/dL

(BASTOS e KIRSTANAJN, 2011).

Desta forma, constatou-se que a exposi¢ao ao metilHg néo interferiu nos

parametros normais da funcéo renal dos animais.

4.4 MORFOLOGIA RENAL DO MACACO-PREGO (Cebus apella)

4.3.1 Descricdo macroscopica dos rins

Nos animais controle as observacfes macroscopicas revelaram 6rgaos
parenquimatosos envolvidos por uma capsula delgada de tecido conjuntivo. Os
rins desses animais apresentaram caracteristicas anatdmicas semelhantes
aguelas observadas para os demais mamiferos incluindo o homem. Pode ser
observado 6rgdo em forma de grdo de feijdo, com uma superficie convexa e
uma cdncava, também conhecida como hilo, coberto por uma delicada capsula
gue envolve todo o 6rgdo até a regido do hilo. Em corte longitudinal, seu
parénquima se mostra dividido em duas porc¢des, cortical e medular compostas

por glomérulos renais e seus tubulos. (Figura 11).



Figura 11. Estrutura anatdbmica dos rins de macaco Cebusapella, com sua forma
caracteristica e capsula de tecido conjuntivo em A. Em corte coronario se pode
observar a camada cortical periférica mais escura e a camada medular central

4.3.2 Descricao Histologica dos rins

Neste estudo, observamos que os rins do macaco Cebus apella do
grupo controle apresentaram uma cépsula de tecido conjuntivo denso, com
parénquima organizado em camadas cortical e medular onde observamos o0s
glomérulos renais e seus tubulos intimamente associados com um tecido

conjuntivo frouxo que formava o intersticio renal. (Figura 12).

As carateristicas histologicas foram mais claramente observadas nas
laminas coradas pelo Tricromico de CAB, uma vez que esta técnica foi usada
paradiferenciar os componentes do epitélio dos conjuntivos, conforme podemos

observar na Figura 12.
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Figura 12.Fotomicrografias de rins de macaco prego evidenciando em A capsula
de tecido conjuntivo (seta), em B camada cortical com os glomérulos renais e em C
regiao medular. Coloracao Tricrébmico de CAB, aumento original 10x

Os néfrons apresentaram a estrutura histologica classica representada
pelos glomérulos e seus tubulos. Os glomérulos renais dos animais do grupo
controle apresentaram cépsula de Bowman formada por tecido epitelial
pavimentoso simples dividido em duas camadas, uma visceral e outra parietal
delimitando o espaco urinifero, continuo com a luz do tdbulo contorcido
proximal conferindo a formacdo do pélo urinario. A entrada e saida das

arteriolas glomerulares aferentes e eferentes formavam o pélo vascular.

No glomérulo foram identificados os componentes capilares, células
mesangiais, matriz mesangial e os capilares. A observacdo histologica mais
marcante nos animais controle foi a hipercelularidade glomerular e o reduzido
espaco de Bowman quando comparada aos glomérulos humanos conforme o

observado na Figura 13 A.



Em maior aumento pdde-se observar, no limite externo do polo vascular

as ceélulas mesangiais no interior do glomérulo em contato com as células

extraglomerulares (Figura 13 B).

Figura 13. Fotomicrografias de rim de Cebus apella onde se observam em A,corado pelo HE
com aumento original de 40x um glomérulo renal com cpsula de Bowmam e seus folhetos
visceral e parietal que delimitam o espa¢o de Bowman (setas), em B corado pelo CAB com
aumento original de 100x. Observam-se as células mesangiais do interior do glomérulo que
estdo em contato com as células mesangiais extraglomerulares (setas).

Em relacdo aos componentes tubulares, o Tubulo Proximal (TP) no
macaco prego se apresentou formado por células epiteliais cubicas altas e
exibiam uma borda em escova bem desenvolvidas com microvilosidades retas,
longas e compactadas que diminuiam a luz do tubulo, citoplasma eosinofilico
com nucleos basais, cromatina frouxa e por vezes exibiam um nucléolo bem
evidente (Figura 14 A). A técnica do PAS permitiu uma melhor visualizagédo das
microvilosidades, uma vez que esta técnica evidencia glicoproteinas da

superficie da membrana celular. (Figura 14 B).

Da mesma forma, o Tubulo Distal (TP) apresentou células cubicas mais

baixas do que aquelas exibidas no TP desprovidas de borda em escova



proeminente, citoplasma eosinofilico, mais claro quando comparado com o

citoplasma dos tubulos proximais, ndcleos volumosos com cromatina frouxa

observado na Figura 14 B.

Figura 14. Fotomicrografias evidenciam em A,corados pelo HE, os Tubulos Proximais
formados por células cubicas e luz estreita (seta), em B coradas pelo PAS é possivel observar
a concentracao de microvilosidades formando uma borda em escova bastante desenvolvidanos
Tabulos proximais (seta) diferente do observado no Tubulo Distal (cabeca de seta). Aumento
original 40x.

Os ramos espessos da alga de Henle eram formados por células cubicas
baixas com citoplasma mais claro, nucleos excéntricos de cromatina frouxa. Os
ramos delgados eram formados por células epiteliais pavimentosas, citoplasma

escasso e nucleos alongados. (Figura 15).



Figura 15Fotomigrografiaonde podem ser observados pela
técnica do PAS o ramo espesso (seta) e o ramo delgado
(cabeca de seta) da Alga de Henle. Aumento original 40x

4.3.3 Efeitos Histopatologicos da exposi¢cdo ao metilHg nos rins

No tecido renal dos animais expostos ao metilHg durante 120 dias,
corados pela técnica do CAB foi observado alteracfes histoldgicas a nivel dos
glomérulos renais apresentando diminuicdo do nimero de células mesangiais e

aumento do espaco de Bowman.

As fibras coldgenas delgadas de distribuicdo homogénea puderam ser
observadas como os elementos principais do intersticio. A figura 16 evidencia
essas caracteristicas em C e D e possibilita a comparagcdo com as respectivas

estruturas dos animais controle em A e B.

Os capilares dos animais expostos encontraram-se sem alteracdes
perceptiveis nas técnicas empregadas, com diametro semelhante ao grupo

controle.

Na cépsula de Bowman, tanto no folheto visceral, quanto no folheto
parietal, ndo foram observadas alterages significativas. Contudo os espacos

uriniferos se apresentaram maiores quando comparado com aqueles dos



animais controle. Os infiltrados linfocitarios eram focais e discretos (Figuras 16

AeC).

Figura 16. Em A glomérulo renal dos animais do grupo controle, onde se nota a disposi¢do da
capsula de Bowmam e o espago urinifero menor, quando comparado ao glomérulo dos animais
expostos em C (estrelas) aumento original 40x. Através da coloracéo pelo Tricrémico de CAB,
foi possivel evidenciar a diminuicdo do mesangio. No aumento maior se tornou evidente essa
diferenca entre o mesangio dos animais controle em B (setas) quando comparado com o
mesangio dos animais expostos em D (setas). Aumento original 100x.

Com as técnicas de coloracdo empregadas, também foi possivel
evidenciar alteracdes histolégicas na regido do Tubulo proximal dos animais
intoxicados, com células aumentadas de tamanho, citoplasma pouco acidéfilo
mostrando vacuolos proximos ao nudcleo celular com borda em escova

sensivelmente diminuida e luz aumentada, porém com limites celulares pouco



precisos (Figura 17 B), diferente dos tubulos proximais dos animais usados

como controle (Figura 17 A).

As células dos tubulos proximais mostram caracteristicas patolégicas

de degeneracdo hidrépica difusa e moderada

Figura 17. Fotomicrografias de rim de Cebusa pella onde foi possivel observar em B, células
com vacuolizacdo caracteristica de degeneragdo hidrépica (seta) nos tubulos contorcidos
proximais, diferentes daqueles observados nos animais do grupo controle em A (seta). Ténica
Hematoxilina e Eosina. Aumento original 40x.

A borda em escova das células dos tubulos proximais dos animais
intoxicados (Figura 18 B) sofreu uma sensivel diminuicdo em relagdo a borda
estriada nas das células dos animais do grupo controle (Figura 18 A). Esta
diminuicéo foi mais bem observada quando essas células foram submetidas a
reacao histoquimica do PAS. Com o auxilio desta técnica foi possivel visualizar
com mais clareza os microvilos que formaram a borda em escova das células

tubulares.



Figura 18. Fotomicrografia de laminas de rins de macaco coradas pelo PAS onde se pode
comparar os tubulos proximais dos animais usados como grupo controle em A (seta) e os
tubulos apdés a exposicéo ao metilHg em B (seta). Foi notada a diminuicao da borda em escova
e subsequente aumento do didmetro lumial. Aumento original 40x.

A técnica do PAS também evidenciou a populacdo das células
mesangiais no interior do glomérulo, onde se observou que estas coraram
fortemente em magenta nos animais do grupo controle e nos animais expostos.
Nos animais expostos ao metilHg notou-se uma diminuicdo acentuada das

células do mesangio intra glomerular (Figura 19 B).



Figura 19. Fotomicrografia de laminas de rins de macaco coradas pelo PAS onde se pode
comparar os glomérulos dos animais usados como grupo controle e sua populagdo de células
mesangiais em A (seta) e os glomérulos apds a exposicdo ao metilHg em B, notou-se a
diminuicdo das células mesangiais coradas em magenta pela técnica (seta), Aumentooriginal
40x.

ApoOs o tratamento das laminas de rins de Cebus apella para deteccao
de Actina de musculo liso (1A4), Actina muscular (HHF35) e Pancitoqueratina
(AE1/AE3) foi observada a marcacgdo de células mesangiais. Foi observada a
marcacdo em células musculares lisas dos vasos sanguineos que funcionou
como controle interno da imunomarcacédo. Evidenciou-se também marcacéo do
polo urinario, e das células mesangiais nos animais controle. Nos animais
expostos, ocorreu marcacgao fraca apenas nos vasos sanguineos enquanto que

nos glomérulos n&o houve deflagragéo da resposta imunocelular.

Apés a aplicacdo da reacdo imuno-histoquimica para a marcacdo de
actina de masculo liso (IA4) nas células do parénquima renal de macacos
prego observou-se marcagao positiva para as células das paredes dos vasos

sanguineos e com destaque para as células mesangiais dos glomérulos dos



animais do grupo controle. Nos animais expostos houve um bloqueio

consideravel da reacao. (Figura 20).

Figura 20 Fotomicrografia de laminas de rins de macacos submetidas a imuno-histoquimica
para marcacgdo de actina de musculo liso (IA4). Nos animais do grupo controle (A) a marcagdo
fortemente positiva indica as células da parede dos vasos (setas) e células mesangiais (cabeca
de seta). Nos animais do grupo exposto (B) observa-se um bloqueio parcial da reacéo para o
musculo liso dos vasos (seta) e total para as células mesangiais. Aumento original 40x

A reacdo imuno-histoquimica para a deteccdo de Actina muscular
(HHF35) em células renais de macacos mostrou positividade intensa nas
paredes dos vasos sanguineos e para as células mesangiais. Quando
submetidas ao tratamento com o metilHg houve um bloqueio da reacdo em

todo o parénquima renal.(Figura 21).



Figura 21. Fotomicrografias de imuno-histoquimica de rins de macaco prego para a deteccao
de Actina muscular (HHF35). Pode-se observar nos animais controle (A), reacdo fortemente
positiva para a parede dos vasos (setas) e moderada para as células mesangiais (cabecas de
seta). No entanto para nos animais expostos ao metilHg (B) houve um bloqueio total da reacéo,
tanto para os vasos (seta) quanto para as células mesangiais (cabeca de seta). Aumento
original 20x

A marcagcdo para Pancitoqueratina (AE1/AE3) demonstrou forte
positividade nos tubulos distais do controle sem marcacdo para as células
mesangiais enquanto que nos animais expostos embora tenha ocorrido uma
reacdo mais fraca ainda persistiu a marcagéo para os tubulos distais. (Figura

22).



Figura 22: Fotomicrografia de rins de Cebus apella ap6s reacdo imuno-histoquimica para
Pancitoqueratina (AE1 e AE3) Observa-se reagdo fortemente positiva para as laminas dos
animais controle (A) destacando os tubulos distais (seta), enquanto que nos animais expostos
ao metal (B), a reacdo persistiu nos tdbulos muito embora tenha sido mais fraca (seta).
Aumento original 20x,



5 DISCUSSAO

5.1 CONSIDERACOES TECNICAS

Os seres humanos podem ser expostos ao mercurio principalmente
através da inalacdo, absorcdo dérmica e a via oral e os efeitos de tal exposicédo
dependem tanto do tipo de mercurio como da magnitude da exposi¢cdo. Em
geral, os efeitos mais danosos da exposicao ao metilHg sdo neuroldgicos, o
que justifica o namero consideravel de estudos acerca das injurias do metal
sobre o sistema nervoso. Entretanto, h4 uma série de outros sistemas que
podem também estar envolvidos na toxicidade do metal, incluindo urinério,
gastrointestinal, respiratorio, imunolégico assim como o figado e a pele

(ZALUPS, 2000; RISHER, MURRAY e PRINCE, 2002).

Estudos sobre os efeitos lesivos dos organomercuriais nos sistemas
bioldgicos ocorrem ha décadas, mas geralmente com doses altas e exposicéo
aguda. Avaliacdes sobre caracteristicas histopatolégicas de sistemas nao
neurais e caracteristicas bioquimicas em exposicao crénica com baixas doses
de metilHg séo relevantes para se observar as alteracdes primarias causadas

pelo metal (MARTINS, 2007).



5.2 O MODELO ANIMAL

O crescente interesse em modelos animais, em particular nos primatas
nao humanos, tem conduzido a estudos que possam simular condi¢bes
patolégicas ou fisiopatoldgicas que correspondam ao que pode ocorrer aos
tecidos humanos quando expostos a essas condicoes. Em se tratando de
intoxicacbes de experimentacdo que levem a formacédo de nefropatias, os
primatas tém sido referéncia para esses estudos e revelam que a arquitetura
celular é similar & descrita para os humanos (CARLSON, SURERUS e HINDS,

1986,MAGNO, 2009; SILVA, 2011).

Os resultados deste trabalho demonstram que a exposi¢cao crénica a
baixas doses de metilHg promoveu efeitos adversos no parénquima renal de
animais de experimentacdo (Cebus apella), indicando que este modelo de
intoxicacao pbéde causar alteracées semelhantes aquelas referidas na literatura,
guando os sintomas caracteristicos da intoxicacdo mercurial manifestaram-se
tanto em animais como em humanos (DIETZ et al., 1990; HANSEN, ZHANG e

HONES, 20086).

5.3 EFEITO NO PESO DOS ANIMAIS

A intoxicagdo mercurial experimental neste estudo demonstrou uma
relacdo intima entre a concentracdo de mercurio total e a perda de peso
corporal dos animais. Estes achados estdo de acordo com os descritos na

literatura consultada que incluiam, entre os efeitos da sintomatologia classica



do mercurio, a perda de peso tanto em animais de experimentos (FIMREIT e
KARSTAD, 1971; ZALUPS, 2000; AZEVEDO, 2003; HAZELLHOFF, BULACIO
e TORRES, 2012) quanto em humanos intoxicados como resultado de
atividades ocupacionais (OLIVEIRA e SILVA, 1996; AZEVEDO, 2003; FARIA,

2003; STEHLING, LIMA e LIMA, 2011; MILLER et al., 2013).

Desde o inicio dos experimentos a perda de peso foi uma condigédo
eleita como um dos sinais classicos da intoxica¢cdo mercurial (AZEVEDO, 2003;
RODRIGUES et al., 2011); por esse motivo, 0S animais tiveram seus pesos
monitorados a cada manipulacdo. De acordo com 0s nossos achados, as
perdas variaram significativamente e apresentaram uma relagéo estreita com a
concentragdo do HgT. Muito embora a concentragdo do mercurio relacionada
com o acumulo de Hg no organismo ainda ndo seja bem conhecida, esses
dados se assemelharam aos descritos por Fimreit e Karstad (1971), onde os
autores observaram uma perda de 20 a 36% do peso corporal de aves

alimentadas com dieta rica em metilHg.

A relacdo entre a exposicdo mercurial e a perda de peso também foi
relatada por Oliveira e Silva, (1996) em um paciente humano onde foi

registrada uma perda de 3 Kg de peso corporal em 2 meses de intoxicacao.

Os nossos resultados nos levaram a crer que a intoxicagao crénica com
baixas doses de metilHg interagiu no metabolismo corporal dos animais do
experimento levando a uma perda de peso consideravel e apesar desta perda
de peso ter sido associada a sintomatologia classica da intoxicagcdo mercurial,

a maioria dos autores nao fez essa relacdo em seus trabalhos, o que dificultou



a comparagdo de nossos dados com outros obtidos para primatas nao

humanos.

Nas condicdes descritas neste estudo, observamos que a intoxicagao
cronica com metilHg induziu o aumento da concentracdo de Hg-T no sangue
dos animais usados neste experimento, uma vez que, feitas as analises de
mercurio total no sangue de todos os animais envolvidos no estudo,
observamos que, a medida que os animais foram sendo expostos ao
metilmercurio, aumentavam progressivamente as concentragcdes de HgT no
sangue dos animais. O aumento relativo dessa concentragdo variou numa
escala crescente até o término do experimento produzindo uma nitida elevacdo
da concentracdo do mercurio total no sangue quando comparado com 0s

animais do grupo controle.

5.4 A ANALISE DO MERCURIO TOTAL

A verificacdo da toxicidade dos animais pelo metilHg foi realizada
através da quantificacdo do mercurio total nas amostras de sangue, pois o
teste considerou que o metilHg apresentou particdo entre o plasma e as células
vermelhas. Mediante as biotransformacdes que podiam ocorrer ao longo do
ciclo do metal, acreditamos que, a mensuragdo do mercurio total foi um bom
indicador dos niveis de toxicidade do metilHg, esse dado corroboram com 0s

observados por Tavares (1992); Akagi (2004) e Martins (2007).



5.5 INTERAQC)ES ENTRE O MERCURIO E A FUNQAO RENAL

O metilHg se deposita principalmente no figado e rins, devido aos
fendbmenos que envolvem sua absor¢do, acumulo e excregcdo. A grande
dificuldade na identificagdo dos sinais da intoxicagdo por metilHg reside na
presenca de fatores que possam interagir com as populacdes expostas e
passam a mascarar a intoxicagcdo mercurial simulando sintomas similares aos
de outras doencas (WASSERMAN, HACON e WASSERMAN, 2003;
JOHNSON, 2004). Desta forma, foi necesséario lancar mdo de métodos
bioquimicos para a avaliacdo do grau de nefrotoxicidade do metal durante o
experimento.

O método rotineiramente usado para avaliar a funcdo renal é a
mensuracdo da concentragdo plasmatica de substéncias normalmente
excretadas pelos rins. A avaliacdo dos niveis de creatinina e ureia sdo 0s
testes mais comumente utilizados na rotina laboratorial. Para avaliacdo desses
dados, é importante o conhecimento dos fatores que podem afeta-los como as
doencas renais (SODRE, COSTA e LIMA, 2007).

Essa alteracéo dos indicadores da funcao renal ocorre quando cerca de
75% da funcéo renal é perdida e, dessa maneira, o conhecimento e utilizacéo
de métodos que permitam o reconhecimento mais precoce da doenca renal
torna-se muito importante para um melhor prognéstico da insuficiéncia renal
induzida pelo mercurio (LANISet al., 2008).

A creatinina e a ureia séricas sao indicadores da funcédo renal, pois
aumentam progressivamente quando h& excesso de componentes
nitrogenados no sangue e esse aumento pode ser indicio da disfuncéo renal

(STOCKHAM e SCOTT, 2002; MILLER, et al., 2013).



As lesdes morfolégicas renais de qualquer extensdo ou severidade
podem levar a anormalidade bioquimica relacionada a funcdo renal
(GREGORY, 2003), ou seja, os valores alterados da creatinina eureia indicam
a existéncia de lesao renal sem qualificar a causa, a gravidade, a distribuicéo
ou estagio da funcdo renal. Devido a extensa reserva funcional do rim, uma
doenca renal severa pode estar presente mesmo na auséncia de sinais clinicos
ou alteracdes laboratoriais que indiquem insuficiéncia renal (GREGORY, 2003).

A reserva funcional do rim pode ser considerada como um percentual
dos néfrons ndo necessarios para manter a funcao renal.Esta reserva varia de
um animal para outro, mas € maior do que 50% em mamiferos como cées e
gatos sadios (NELSON e COUTO, 2001; KUMAR, 2010).

A insuficiéncia renal pode ser classificada como aguda (IRA), queresulta
de uma reducdo subita na funcdo renal e geralmente € causada por uma
agressao toxica ou isquémica que pode ser reversivel,e crénica (IRC), que
ocorre em periodos mais prolongados variando de semanas ou até anos
(KUMAR, 2010). Segundo Nelson e Couto (2001), a IRC ¢é a principal causa de
morte entre os mamiferos ndo humanos, sendo a lesdo do néfron irreversivel.

A insuficiéncia renal € classificadade acordo com o principal local
afetado no parénquima do o6rgdo, sendo a causa mais comum aquela
relacionada ao dano tubularde origem isquémica ou téxica. Estudos posteriores
revelaram que o0s metais pesados causam essa toxicidade tubular direta
(NICHOLSON et al.,, 1985, CONNER e FOWLER, 1993; FINCO, 1999;
ZALUPS, 2000; AZEVEDO, 2003; FARIA, 2003; JOHNSON, 2004; MILLER et

al., 2013).



Apesar dos nossos resultados terem indicado lesdo renal, os valores da
creatinina e ureia permaneceram dentro dos patamares de normalidade
quando os animais tratados eram comparados com 0s animais do grupo
controle. Esses dados foram concordantes com aqueles encontrados por
Zavariz e Glina (1992), ao observar que, dos 61 trabalhadores diagnosticados
comsintomas de intoxicacdo cronica, apds exames de funcao renal verificaram
gue a ureia estava elevada em apenas 4 casos e creatinina elevada somente
em 2 casos.

Muito embora tenha sido observada uma diferenca significativa entre os
niveis de creatinina e ureia entre 0s animais do grupo controle e os animais
expostos, os valores de ambos permaneceram dentro da faixa de normalidade
dos indicadores.

Para Carmignani et al., (1992) as alteracbes organicas que se
manifestam em decorréncia da exposicdo ao metilHg envolvem multiplos
orgdos principalmente os rins, porém como descrito acima, no experimento no
qual os animais foram expostos durante 120 dias a baixas doses de metilHg, a
creatinina e a ureia mantiveram os valores de referéncia normais, 0 que pode
justificar o acometimento macico dos 6rgdos em um tempo maior de exposicao

ou com uma dose mais elevada.

Os nossos resultados foram semelhantes aqueles encontrados por
Chen, Body e Mottet (1983) quando submeteram macacos rehsus a baixas
doses de metilHg por um periodo de 2 a 5 meses de exposicao diaria. Apés um
ano da exposicdo os valores Hg no figado e intestino diminuiram
consideravelmente quando comparados com o inicio do experimento, enquanto

gue nos rins a concentracdo do metal permaneceu grandemente aumentada,



no entanto os dados laboratoriais da funcéo renal ndo revelaram diferengas

significativas entre o grupo exposto e o grupo controle.

5.6 ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Todas as formas de mercurio tém efeitostoxicos na maioria dos tecidos
animais, especialmente nos rins, no entanto, o mercurio organico tem uma
acao mais moderada quando comparada com o mercurio inorganico, sendo a
porcdo proximal dos tubulos renais a regido mais suscetivel para os efeitos
toxicos do metilHg (ZALUPS, 2000; FLORA, MITTAL e MEHTA, 2008;

HAZELHOFF, BULACIO e TORRES, 2012; MILLER et al., 2013).

Observou-se neste estudo, nos animais expostos ao metilHg, lesdes
histopatolégicas caracterizadas como degeneracdo hidrépica nos tubulos
proximais do tecido renal, sem alteragbes nos valores de referéncia dos
indicadores da funcéo renal (creatinina e ureia). Esses valores se mantiveram
normais tanto nos animais do grupo controle quanto nos animais do grupo

exposto.

De uma maneira geral, houve alteracdo da morfologia celular dos
tubulos, com aumento do volume citoplasmatico das células epiteliais pela
presenca de vacuolos citoplasmaticos e diminuicdo dos microvilos das células

de revestimento dos tubulos proximais No entanto as alteracdes néo se



limitaram somente aos tubulos renais, como descritos pela grande maioria dos
autores (NICHOLSON et al.,, 1985; CONNER e FOWLER, 1993; ZALUPS,
2000; AZEVEDO, 2003; FARIA, 2003; MAGNO, 2009; BRIDGES e ZALUPS,
2010; LI et al., 2010). Pudemos constatar, neste trabalho, consideravel reducao
do numero das células mesangiais glomerulares, dado até entdo néo referido
na literatura consultada, ndo permitindo a comparacdo bioquimica e
histopatolégica para primatas ndo humanos expostos ao metilHg, o que torna o

presente trabalho inédito.

Segundo Kumar et al., (2010), na degeneracdo hidropica ocorre a
reducdo da fosforilagdo oxidativa, deplecdo no armazenamento de energia e
tumefacéo celular causada por alteracdes da concentracao de ions e o influxo
de agua, comprometendo a regulacdo do volume celular, que é um processo
relacionado, basicamente, ao controle das concentracbes de sédio (Na*) e
potassio (K*) no citosol. Portanto, todos os processos agressivos que reduzem
a atividade da membrana plasmatica, da bomba de Na*/K* e da producéo de
ATP pela célula, levam a retencdo de Na* no citoplasma, deixando escapar o
K" e com isto ha um aumento da concentracdo de agua no citoplasma da

célula.

A hidropsia surge quando as células se tornam incapazes de manter a
homeostasia idnica e liquida, sendo resultante da falha da bomba de ions
dependente de energia na membrana. Quantidades residuais de venenos e
sais de mercurio podem levar a esse tipo de degeneracdo celular e os
resultados observados neste experimento conferiram com aqueles descritos

por Magno (2009) para tubulos renais de cebus expostos ao metilHg.



A lesdo acima descrita, poderia estar diretamente relacionada a
vacuolizacdo observada no citoplasma das células tubulares renais dos
animais expostos ao metilHg. Segundo Vassaloet al. (1996) os compostos
mercuriais podem interferir na fosforilagdo oxidativa por destruirem enzimas de
oxidagdo (ATPase), alterando a homesotase da bomba de Na'/K*, o que

segundo Fabris (1999) produzira degeneracao hidrépica celular.

Segundo Green (1998) a reducdo da sintese do ATP estd comumente
associada as lesdes por hipdxia e a exposicdo as substancias quimicas
toxicas, com consequente edema celular e estresse oxidativo. Este fato
explicou as alteragBes histopatoldgicas renais encontradas no grupo de
animais expostos ao metilHg neste estudo, enquanto que no grupo de animais

controle ndo foram encontradas alteracdes histopatolégicas.

A grande maioria dos autores nas referéncias consultadas néo se referiu
as alterac6es que o metilmercurio causou especificamente ao glomérulo. No
entanto 0s nossos resultados convergiram para a diminuicdo do numero da
populacdo de células mesangiais. E para diferencia-las das demais
submetemos os rins dos animais a varias rea¢des imuno-histoquimicas para
constatar qual o tipo de células do intersticio glomerular teve seu numero

reduzido.

As células mesangiais destacam-se pelo seu papel primordial na
consonancia funcional entre as células do parénquima renal, elas sdo capazes
de assegurar a hierarquia e a efetividade das respostas biolégicas integradas a

uma sofisticada rede de bioautomacao renal. As células mesangiais juntamente



com sua matriz mesangial formam a regido glomerular denominada

mesangio(SCHLONDORFF, 1996; SANTOS, 2013).

Durante muito tempo as células mesangiais foram consideradas apenas
estruturas histolégicas de sustentacao axial para as al¢as capilares no interior
dos glomérulos. Atualmente elas sdo vistas como uma forma especial de
pericitos microvasculares, que formam uma unidade de integrag&o funcional
mesangio-endotélio-epitélio. Localizadas estrategicamente, as células
mesangiais estao diretamente envolvidas nos fenébmenos biolégicos que regem
a embriologia e a fisiologia renais (SCHLONDORFF, 1996; MASSUYA, et al.,
2003).

Neste circuito triplamente integrado, as alteragbes que ocorrem em um
tipo de célula podem produzir efeitos correspondentes em outras. As interacdes
resultam em vias de sinalizacdo que incluem o contato celular através das
juncdes do tipo Gap, dos horménios, citocinas e quimiocinas (BRUNSKILL,
2012).

As propriedades contracteis das células mesangiais permitem que elas
participem do controle do fluxo capilar intraglomerular da area de ultrafiltracédo
glomerular e, consequentemente, da taxa de filtracdo glomerular em cada
néfron. Além disso, as células mesangiais produzem componentes estruturais
dos glomérulos, agentes vasoativos, fatores de crescimento, eritropoetina e
elementos do sistema de complemento. Justificando seus efeitos paracrinos, as
células mesangiais expressam receptores para diferentes agentes vasoativos,
moléculas de adesdo entre outros. Este conjunto de fatores insere
fisiologicamente as células mesangiais na regulagcdo funcional e no

remodelamento do tecido renal (SCHLONDORFF, 1996).



As ferramentas de investigacdo mais modernas revelam a participacao
ativa das células mesangiais em diferentes processos fisiopatoldgicos que
acometem o néfron. Dentre eles, se destaca a relagdo entre proliferacdo das
células mesangiais e 0 desenvolvimento subsequente da matriz mesangial,
verificada nos processos de injaria glomerular de origem imune e ndo imune
com énfase especial na fisiopatologia da nefropatia diabética, glomerulonefrite
e sindrome nefrética (SCHOR, SANTOS e BOIM, 2000; BRUNSKILL, 2012;
MILLER, et al., 2013).

A andlise detalhada da intimidade do glomérulo mostra que as células
mesangiais ndo sdo completamente homogéneas. Até 10% delas apresentam
fenétipo diferente das demais e exibem capacidade fagocitica, expressando
marcadores de superficie e citocinas somente encontrados nas células do
sistema imune, por isso denominadas células dendriticas mieloides. Ainda, as
células mesangiais expressam receptores quereconhecem antigenos de
superficie bacterianos e RNA viral evidenciando estreita ligacdo do sistema de
imunidade inata com as células mesangiais, tornando-as um gatilho para a
resposta inflamatéria e sitio de interagcdo com imunocomplexos, no curso de
insultos renais e de doencas sistémicas (SCHLONDORFF, 1996).

No aspecto proliferativo, o controle da celularidade renal também sofre
interferéncia das células mesangiais, que produzem tanto citocina mitogénica
como pro apoptética (JOHNSON, 2004; BAKER et al., 1994). De acordo com o
observado no nosso trabalho, o metilHg promoveu a diminuicdo do niumero de
células mesangiais interferindo de alguma forma a producdo de substancias
mitogénicas pelas proprias células mesangiais, uma vez que elas sao

responsaveis pela reposicao de novas células no parénquima renal.



Os instrumentos de pesquisa moleculares foram decisivos no avango do
conhecimento nefrolégico. Dentre as moléculas envolvidas na fisiologia e
fisiopatologia renal, a Angiotensina Il ocupa um papel especial. E um peptideo
cujos efeitos bioldgicos sdo doses dependentes e se deflagram através dos
receptores teciduais localizados no rim e em tecidos sistémicos. Desde o final
da década de 80, a Agll tem sido diretamente implicada no desenvolvimento da
esclerose glomerular, por meio da indugédo da sintese e da secrec¢éo do fator
transformador B. No mesangio, além dos efeitos contracteis, a Agll também
induz hipertrofia das células mesangiais e interfere na estrutura arquitetdnica
dos glomérulos e do rim (MAGNO ,2009).

E comprovado que o mercdrio inibe a atividade da enzima Na'K*ATPase
nas células do parénquima renal provocando alteracdes nas membranas
celulares e além desses efeitos ainda deprime a atividade da Ca**ATPase o
que interfere na captacdo do Ca®" para o reticulo endoplasmatico de células
musculares. (VASSALO et al., 1996; APOSTOLI, MANGILI e ALESIO, 2003;
MAGNO, 2009, SILVA, 2011).

Hirooka et al. (2010) observaram que pericitos sdao marcadamente
suscetiveis a citotoxicidade induzida por metilmercurio. Com base nos achados
dos autores, foi possivel deduzir que o metilHg interferiu na atividade
metabdlica das células mesangiais que provavelmente expressavam a funcdo
de pericitos na presenca do Ca?*, explicando desta forma, a diminuicdo da
populacao de células mesangiais nos glomeérulos renais dos animais expostos

ao metal durante o periodo do experimento.



6 CONCLUSOES

Face ao exposto acreditamos ser licito concluir que:

A intoxicacdo experimental com metilHg resultou no acumulo do metal
no soro dos animais, elevando gradativamente os niveis de mercurio
total nos animais intoxicados quando comparados ao grupo controle,
caracterizando a exposicao do grupo experimental ao longo do ensaio;

O peso dos animais que receberam o metilHg, foi claramente afetado de
maneira tal que os animais ndo puderam manter os pesos observados
no inicio do experimento esse efeito do metilHg pode acarretar
implicagdes diretas no metabolismo renal dos animais tratados;

Ndo foi observada associacdo positiva entre as alteracfes
histopatoldgicas dos rins com 0s niveis séricos de creatinina e ureia nos
animais expostos e a auséncia de correlacdo entre os niveis de Hg Total
e os indicadores da fungédo renal necessitam de novos estudos para
elucidar quais os valores de metilHg sdo capazes de desencadear
alteracdes na creatinina e ureia em Cebus apella;

As alteracBes histopatolégicas no parénquima renal do grupo dos
animais expostos foram caracterizadas por degeneracao hidrépica das
células de revestimento dos tubulos proximais e hipoplasia das células
mesangiais, sem processo inflamatorio evidente, contudo novos estudos
imuno-histopatolégicos devem ser realizados para o melhor
entendimento do mecanismo de acdo do metilHg nos danos causados

ao tecido renal;



Em resumo, 0s nossos resultados demonstraram que o parénquima
renal deCebus apella, quando submetido a exposicdo crénica a baixas doses
de metilHg sofreu danos estruturais nos tubulos renais como um dos
mecanismos de toxicidade do mercurio nesse 6rgao. Este trabalho também nos
levou a andlise de que eventos celulares que ocorrem na injdria renal deixaram
de ser focados apenas no epitélio tubular estendendo-se a todo o néfron. Este
conjunto de resultados reforgca a hipétese mais consistente de que, as células
mesangiais podem despontar como protagonistas da funcdo renal e alvo
terapéutico para novas perspectivas no tratamento de perturbacoes
parenquimatosas renais.

De acordo com o que foi exposto deixamos uma sugestado no sentido de
estimular novos ensaios clinicos em animais de experimentacdo e ensejar
pesquisas para o melhor entendimento dos mecanismos da intoxicacao
mercurial nos rins e alertar a comunidade médica do nosso estado, sobretudo
nas zonas de risco como locais de garimpo de ouro ou indUstrias que utilizam o

mercurio sem 0s meios de protecado recomendados.
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ANEXO 2

PARECER BI0001-09

Projeto: Avaliacio dos mecanismos de injiria miocdrdica induzida pela exposiciio ao
metilmerciirio em modelos experimentais de primatas do novo mundo (Cebus apella)
Coordenador: Prof. Dr. Juarez Antonio Simdes Quaresma

Area Temitica: Biologia

Vigéncia: 08/2006 a 08/2009

=

Nono CEPAE-UFPA: BI0002-09

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utilizagdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulagdo de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuigdes delegadas pela portaria No 1568/2005 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizagio de animais de
experimentagdo nas atividades do projeto em questéo, no periodo de vigéncia estabelecido.
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio
deste comité.

Belém, 05 de margo de 2009 .

[,\Ltu “ A&

Prof. Dr. Walace Gomes Leal
Presidente do Comité de Etica Em Pesquisa
Com Animais de Experimentagdo da Universidade Federal do Para
Federal do Para



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

Ficha Clinica e laboratorial

IDENTIFICACAO:
ANIMAL Lo

Data da perfuséao ...... loeiid.....

DADOS TOXICOLOGICOS
Peso corporal no inicio da exposiCao .....................
Peso corporal no final da exposiCa0 ............ccc.......

Dose inicial de MetilHg ........ccccoeennnn. data : / /

Dose final de MetilHg ... data : / /

Tempo de exposiCa0 ..........ccceenn..

QUADRO CLINICO

Desconforto respiratorio ( )

Sinais de caquexia ( )

Alteracbes comportamentais e/ou psicogénicas ( )
Alteracdes da marcha ( )

Ictericia conjuntival  ( )

Edema ( )
Outros ()
DIAGNOSTICO LABORATORIAL
o AST Normal () Alterado (
o ALT Normal () Alterado (

o CK-T Normal () Alterado (



e CK-MB
e BILIRRUBINA
e UREIA
e CREATININA

Responséavel:

Normal ()
Normal (
Normal (

Normal (

)
)
)

Alterado ( )
Alterado (
Alterado (
Alterado (

)
)

Data / /
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PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

Em um baldo volumétrico de 100ml acrescenta-se 0,01267mg/g de
metilmercurio dissolvido em uma solucdo de tolueno até a marca final de
100ml.

PREPARO DA SOLUCAO PADRAO DE 1ppm DE METILMERCURIO.

Para preparar a solucao padrao de metilmercurio de 1 ppm, retira-se 1ml
da solucédo padrdo de 100ppm e transfere-se para um outro baldo volumétrico
para aferir com uma solucdo de tolueno até a marca final de 100ml. Esses
padrées serdo mantidos acondicionados em embalagens protegidas da luz em
ambientes refrigerados, como solugao estoque.

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

Com o auxilio de uma balanca analitica pesar 0,01g de L-Cysteina
monohidratada e dissolve-la em uma solucdo de NAOH 1N (Hidroxido de sodio
1Normal) em um tubo de vidro de 10 ml, aferindo com a solu¢cdo de NAOH 1N
até a marca de 10 ml.

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 solucéo de 1 ppm de padrdo de mercurio, em
seguida deve-se agitar manualmente por 3 minutos, (para que a L-Cysteina
ligue-se ao mercurio presente na solucdo padrao), em seguida centrifugar por
3 minutos a uma rotacdo de 3.500 rpm, apOs aspira-se com um sugador o
sobrenadante (tolueno).

PREPARACAO DAS SOLUCOES DOS PONTOS DA CURVA A PARTIR DA
SOLUCAO FINAL DE USO.

Os balbes serédo identificados com os pontos 0, 20, 50 e 100. Em cada
baldo sera acrescentado 200 ul, 500 pyl e 1000 pl da solugdo final de uso
respectivamente e também 1 ml de agua destilada, 2 ml de &cido nitrico com
perclorico (HNO3-HCIO4) na proporcdo de 1:1 e 5 ml de &cido sulfarico
(H2S04). Em seguida as solucdes seréo digeridas em uma chapa aquecedora
a uma temperatura de 21° C, por 30 minutos. Quando as amostras chegarem
a temperatura ambiente estas serdo aferidas com agua destilada até a marca
final de 50 ml dos seus respectivos balbes (AKAGI, 2004).
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ITENS E FUNDAMENTO DO EQUIPAMENTO

O equipamento possui uma bomba d ediafragma, recipiente de reacéo,
armadilha de gés acido, armadilha de umidade (banho de gelo) e uma valvula
de 4 estagios. Durante sua operacgdo, o vapor elementar gerado pela adicédo de
cloreto estanhoso € circulado via 4 estdgios. Durante sua valvula de 4-estagios
para homogeneizar a concentracao na fase gasosa. A valvula de 4-estagios

4-estagios. A valvula de 4-estdgios € entdo girada 90° para introduzir a fase
gasosa toda de uma s6 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 precisao (AKAGI, 2004)
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FORMULA PARA O CALCULO DA CONCENTRACAO DE MERCURIO TOTAL

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

Legenda da férmula: Ps — padrédo da amostra
Pbl — padréo branco

Pstd- padrao dos pontos das curvas

ANEXO 6.

PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO E INCLUSAO EM PARAFINA



Laboratério de Técnicas Histologicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Para.

Fixacao: Parafolmaldeido 4% ou Folmaldeido a 10%
Mergulhar as pecas no fixador durante 24hs

Lavar em agua corrente por 30 minutos
Desidratacéo: alcool etilico

70% - 1 hora (Tempo de Parada)

80% - 1 hora

90% - 1 hora

95% - 1 hora

100% | — 1 hora

100% Il — 1 hora

Clarificacdo ou Diafanizacdo: Xileno em temperatura ambiente, tempo
variavel de acordo com o tamanho e natureza da peca.

Xileno | — 45 minutos a 1 hora

Xileno Il — 45 minutos a 1 hora

Impregnacdo: Parafina liquida a 60° em estufa

Parafina | — 45 minutos

Parafina Il — 45 minutos (Tempo de Parada)

Parafina Ill — 45 minutos

Inclusdo: Parafina liquida a 60° em temperatura ambiente
Microtomia

Estufa por 12 horas.
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Coloracéao pelo Método de Hematoxilina e Eosina



Preparo dos reagentes

Hematoxilina cristais ...........ccccceeevvvevennenns (5,09)
Alimen de pOtassSio .........cceevvvvvevvvnniinennnn. (1009)
Oxido de MErcUrio .........ceeveeeeereeeraerannns (2,50)
Alcool abSOIULO ........ceevveeeeereeieeeeeee (50 ml);
Agua deionizada ...........c.cceveeveeecrieee (1000 ml)
Eosina amarelada ............ccccoeeeeeeeiiiennnn, (109);
Alcool abSOIULO ........ceevveeeecerceeeiee e (200 ml)
Agua deionizada ...........ccoceeeveverieenenne, (800 ml)

Preparo da Hematoxilina:

Dissolve-se a Hematoxilina no alcool e o alimen na agua deionizada em
seguida aquecer a solucéo, porém nao ferver a agua e o alimen, apos esfriar e
misturar as duas solucdes. Levar novamente ao fogo até a ebulicdo; Retirar do
fogo e misturar lentamente o 6xido de mercurio; Levar a mistura novamente ao
fogo até adquirir uma cor purpura; apos fervura, mergulhar banho de 4gua fria.

Preparo da Eosina
Dissolver a eosina na agua deionizada e acrescentar o alcool.

Procedimento de Coloracédo pela Hematoxilina e Eosina (HE)
. Desparafinar e hidratar os cortes

. Lavar em agua corrente 3 a 5 minutos.

. Corar pela Hematoxilina de Harris 3 a 5 minutos.

. Lavar em agua corrente 3 a 5 minutos

. Mergulhar no Acido cloridrico até cinco vezes.

. Lavar em agua corrente 3 a 5 minutos

. Corar pela Eosina 3 a 5 minutos

. Lavar em agua corrente para tirar o excesso de corante.
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. Desidratar
10. Montar entre lamina e laminula com balsamo do Canada ou enthelan.

ANEXO 8

Coloracéao pelo Tricromio de Masson modificado — CAB



Preparo dos reagentes:

Solucéo de Cromotrope

Verde Claro ..........cceeeeee. 0,759
Acido Fosfotlngstico .......... 0,69
Cromotrope 2R .................... 0,69
Acido acético ............cocuen.... 1,0 ml
Agua destilada...................... 99 ml

Solugéo de Fucsina Acida

Fucsina Acida solugc&o aquosa 1%............ccccceveeveueee.. 10ml
Escarlate Bierbrich solucdo aquosa 1%..........ccccceeennn.. 90ml
ACIHO ACELICO.......cveveeeeeeceecieceee e 1ml

Azul da Anilina acética
Azul de anilina .........ccccceeeeieiiiiiie e 19

Acido acético solucdo aquosa 1% .............ceeeeeeene.. 100ml

Solucdo aquosa de acido acético 1%
Acido acético glacial ............c.ccoenene... 1ml

Agua destilada ...........ccccceeeeiieenennne, 100ml

Procedimento da coloracao
1-Desparafinar os cortes

2-Lavar em agua corrente

3-Lavar em agua destilada por 5 minutos
4-Corar pela Hematoxilina por 5 minutos

5-Lavar em agua corrente por 5 minutos



6-Lavar em agua destilada por 5 minutos

7-Corar pela fucsina acida por 5 minutos

8-Lavar em agua destilada por 10 minutos

9-Tratar os cortes pela solugédo de cromotrope por 10 minutos
10-Corar imediatamente pelo azul de anilina durante 10 minutos
11-Lavara em agua destilada, por 5 minutos

12-Lavar em solucéo de acido acético por 3 minutos

13-Lavar em 4gua destilada

14-Desidratar, diafanizar e montar entre lamina e laminula com balsamo do
Canada ou enthelan.
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Método do PAS (ACIDO PERIODICO DE SCHIFF) Mc Manus
Preparo dos reagentes:

Solucéo de Acido Periédico

acido periddico............... 1g

agua destilada................ 100 ml

Reativo de Schiff

Agua destilada............c.ccoeeveveeerennene.n. 192 ml
Acido cloridrico concentrado................ 8 ml
Fucsina Basica (Color Index 42510)... 0,5 g
Sulfito de sodio (Na2S03).......cccceeenn.... 5gou
Metabissulfito de soddio (Na2S205)..... 3,8 ¢

Carvao ativado..........cccccceeeeiiiiiieeeneeeeeenn, 0,59

No momento do uso deve-se dissolver a fucsina na agua adicionada de
acido cloridrico. Juntar o sulfito ou o metabissulfito. Fechar o frasco. Agitar por
20 a 30 minutos até que a mistura esteja limpida e de cor marrom
avermelhado. Adicionar o carvao ativado para descolorir. Agitar por 2 minutos e
filtrar. O filtrado devera ser incolor. O reativo somente podera ser utilizado, no
minimo, 6 horas ap0s sua preparacdo. Guardar na geladeira.

Procedimento para a realizacdo do método PAS:

1-Desparafinar e hidratar os cortes.

2-Colocar no acido periddico, durante 10 a 15 minutos, na geladeira.
3-Lavar em vérias trocas de agua destilada ou lavar 5 minutos na agua
4-corrente e, em seguida, passar pela agua destilada.

5-Colocar no reativo de Schiff durante 1 hora, no escuro, na geladeira ou
durante 15 minutos, no escuro, a temperatura ambiente.

6-Lavar em agua corrente por 5 a 10 minutos.



8-Corar pela Hematoxilina de Harris (opcional)

9-Desidratar, Diafanizar e Montar entre Lamina e laminula com balsamo do
Canada ou enthelan.
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DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Amostra (Animal ) n° Laminan?®

Técnica:

Orgao:

Procedéncia:

Lesao:

Alteracdes histopatoldgicas:

Traducéo clinica da leséo:

Data /

Responsavel:




