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RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar os efeit@smecanismos de injuria celular
que produzem lesdo no coracao do macaebus apelleexpostos durante 120 dias
consecutivos com doses diarias de 1,5 mg de metilldravés de alteracBes
detectadas no marcador bioquimico de lesdo mic@ArdiK-MB, nos achados
histopatolégicos assim como pela técnica de imuaocatao de células apoptoticas.
Para tanto foram relacionados os perfis sérico€aviB, CK total, AST, ALT,
uréia, creatinina e bilirrubina total com o0s aclmddhistopatolégicos e
imunohistoquimicos no processo de acometimento dscaolo cardiaco durante a
exposicdo ao metilHg, comparando com o grupo ctnt©® método utilizado para
dosagem e analise das substancias bioquimicaasérigara a dosagem de mercurio
no sangue foi o cinético ultravioleta e espectroiaetle absorcdo atdmica,
respectivamente; para analise histopatoldgicazotilise a técnica de Hematoxilina
Eosina e para deteccdo dos perfis apoptéticos odaéAPOPTAG. Foram obtidas
consideraveis informacdes que permitem correlaci@saalteragcdes bioquimicas,
histopatolégicas e os perfis apoptéticos ao mecamido acometimento cardiaco
nos trés animais expostos ao metilHg comparandea@s 0 grupo controle.
Verificou-se que de todas as substancias bioquémarmalisadas, houve apenas
acentuado aumento sérico da enzima CK-MB, enquapi® na histopatologia
observou-se leséo celular reversivel por acimulagim nos trés érgaos analisados
(coracao, figado e rim). Destaca-se também a ohs@ovde uma nitida marcacao
células apoptéticas no tecido cardiaco, hepaticrersal dos animais expostos,
evidenciando-se maior niumero de células positivass gélulas dos tubulos renais,
ressaltando que ndo se observou infiltrado inflématem torno destes elementos
descritos em nenhum dos tecidos analisados e aaséas referidas lesées nos
tecidos dos trés animais controle. Concluiu-se @je@azima CK-MB, a degeneracao
hidrépica e o mecanismo de apoptose podem seraddies de lesdo miocardica na
exposicdo aguda ao metilHg, cuja etiopatogenia pedeéar relacionada a
descompensacédo mitocondrial pelo comprometimentgnaa bomba de Nd K+

e Ca+. Fazendo-se necessario um maior aporte de estexipsrimentais que
venham esclarecer com precisao a etiopatogeniagcamsmo de agressao e injuria
celular em individuos expostos a doses toxicas el Hy.

PALAVRAS-CHAVE: metilmercurio, injuria miocardic&K-MB.



ABSTRACT

This study aimed to examine effects of the mechmasisf injury producing cellular
damage in the heart of the monkegbus apella&xposed for 120 consecutive days, with
daily doseof 1.5 methyl Hg, by changes detected in biochelhm@akers of myocardial
injury CK - MB, the histopathological findings asellv as the technique of
immunolabeling of apoptotic cells. For that, weatetl to the serum profiles of CK-MB,
total CK, AST, ALT, urea, creatinine and total hibin with the histopathological and
immunohistochemical findings in the involvementtioé heart muscle during exposure
to methyl Hg, and compared with a control groupe Thethod used for determination
and analysis of the serum and the determinatiomerfcury in blood was the kinetic
ultraviolet; atomic absorption spectroscopy, refigely; for histopathological analysis
used the technique of Hematoxylin and Eosin; andléection of apoptotic profiles the
method APOPTAG. Was obtained information that dateethe biochemical changes,
histopathologic profiles and apoptotic mechanismcafdiac involvement in three
animals exposed to methyl Hg, when compared withtrob group. Among all
substances of biochemical analysis were foundttieae was only marked increase of
serum CK-MB enzyme, whereas, the histopathologalysis showed reversible cell
damage by accumulation of water in the three orgexemined (heart, liver and
kidney). It is also the observation of a clear ladgeof apoptotic cells in heart, liver and
kidney tissues of exposed animals, showing a higherber of positive cells in cells of
renal tubules. Emphasizing that there was no infiabory infiltrate around these
tissues described and analyzed, and was therea@bs€ruch lesions in tissues of three
control animals. It was concluded that the enzyrifeMB, the hydropic degeneration
and the mechanism of apoptosis may be indicatorsngdcardial injury in acute
exposure to methyl Hg whose pathogenesis could dlated to mitochondrial
decompensation because massive commitment of thé /N& * and Ca’ * pumps.
Requiring a greater intake of experimental studibat can clarify the exact
pathogenesis, the mechanism of cellular injury @ggression in individuals exposed to
toxic doses of methyl Hg.

KEYWORDS: methylmercury, myocardial injury, CK-MB.
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1 INTRODUCAO:

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O MERCURIO

O mercurio, de simbolo Hg (do latitdydrargirus — prata liquida), € um
metal pesado, liquido a temperatura ambiente. Aptascor prateada, capacidade
de oxidacao lenta quando exposto a umidade. Pdssisidade treze vezes superior
a da agua. E volatil e apresenta grande afinidalespmetais, inclusive o ouro,
formando compostos solidos denominados amalganm@RI(BN, 1986; SALGADO,
1987), sendo que todas as formas do mercurio séicag) ndo se conhecendo
nenhuma funcéo fisiologica benéfica para o homemgoalquer outro ser vivo
(RODRIGUESEet al.,1994).

E encontrado naturalmente no ambiente, tendo camoipais fontes naturais a
evaporacdo da agua, degaseificacdo da crostatterresas erupcdes vulcanicas.
Apresenta em trés estados de oxidacdo, a saberercirio elementar (HYy fon
mercuroso (HY e ion mercarico (Hg) (MICARONI et al.,2000).

A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) estima qusda® final do século
XIX, cerca de 200.000 toneladas de mercurio janfol@ncadas no ambiente, resultante
da atividade antropogénica. No Brasil, no auge>gdoeacdo do ouro nos garimpos
amazonicos, foram lancadas mais de 100 tonelada@Z&MARA et al.,2000).

O mercurio elementar, comumente conhecido como udrierametalico, é
utilizado na fabricacdo de termdmetros, amalganedados, termostatos, reldgios,
barébmetros, baterias, dentre out(8ALGADO, 1988; SAQUAY, 1997).Outras formas
como cloreto mercuroso foi empregado como cremesaptico, diurético e catartico e
o citrato mercurico foi utilizado na fabricacdo dbapéu de feltro ha mais de

quatrocentos anos (MICARONI, 2000).



1.2 HISTORICO

O uso do mercurio remonta da Idade Antiga, paditijm de modelos efetivos e
especificos de terapias por longo periodo de te(M@ALDRON, 1983). Durante
séculos foi ingrediente importante de numerososicartentos, como diuréticos,
bactericidas, anti-sépticos, laxantes e ungluemidsARCKSON, 1972; KLAASEN,
1990).

O metal ocorre no ambiente associado a outros atesiesendo o mais comum
o enxofre, com o qual forma o cinabrio (HgS), costpade cor vermelha ou preta,
altamente insoltvel, cuja maior reserva situa-s&s@anha (Almaden) (MICARONI,
2000).

O cinabrio foi empregado como pigmento para pintireremes para pele e,
antes do conhecimento da forma metdlica, foi usadw pintura pelos gregos e indios
americanos. No entanto, foram o0s gregos os pigaralominarem a técnica de
separacao do mercurio metalico a partir do cindpo condensacédo apés aquecimento
(MARQUES, 2002). Os antigos chineses acreditavam upedicamentos contendo
cinabrio poderiam prolongar a vida. Por isso ataesk que alguns imperadores tenham
se intoxicado com mercurio (BATTIGELLI, 1994).

Chamado pelos antigos gregos d@lgyros khytos(prata derretida) pela sua
semelhanca em aspecto e cor com aquele metal rambeglita-se que o mercurio ja era
conhecido a partir séculos a.C (GALVAO, 1987). 0sibfo grego Hipbcrates, em 400
a.C utilizava mercurio na medicina, relatando-oldédm como veneno. Plinio, estudioso
romano (23-79 DC), teria descrito a “secreta atke’isolar mercurio. Porém somente
em 1540 uma publicagcéo de Birigucio intitulad2e“la Pirotecnid revelou o segredo
de Plinio, que consistia em isolar mercurio pressido-o através da la (SIEGEL &

SIEGEL, 1979).



Na idade média, a crenca nos poderes magicos dwerie se expandiu para
medicina como uma nova tentativa de cura parassifftovavelmente, muitos notaveis
foram tratados desta forma e a literatura poétioadntica ja associava o mercurio ao
fim do amor, com fez Shakespear&h& words of mercury are harsh after the songs of
Apollo”, ou ainda; “uma noite com Vénus, uma vida com Meot. E até as primeiras
décadas do século XX, o mercurio ainda era usadwatamento da sifilis (MALM,
1991).

Seus efeitos toxicos séo conhecidosedessiculo XVI, resultado do estudo de
Paracelsus, o primeiro a descrever 0os mais imgegamais e sintomas da intoxicacao
pelo mercurio metalico no corpo humano (BEUTER &VEBRDS, 1998). Durante o
século XVIII, Ramazzini — que é considerado o mamkdicina ocupacional — fez uma
ampla investigacao sobre indisposi¢éo nos locatsat@lho, devido ao uso de metais,
incluindo o mercurio metélico (AZEVEDO, 1989; JONHES99).

O mercurio também foi usado na fabricad@ chapéus. O “Chapeleiro Maluco”,
um personagem do livro Alice no Pais das Maravjlifisisbaseado no acometimento
cerebral que comumente afetava os produtores geghaue usavam mercurio liquido
na fabricacdo dos mesmos (SHRADER & HOBBINS , 1983)

Os sintomas clinicos da intoxicacdo pseiercurio metalico, que incluem
manifestacbes psicogénicas, tais como timidez siagsirritabilidade e acessos de
raiva, deram origem a expressao “tdo maluco quamtochapeleiro”, usada para

descrever a personagem (GOLDMAN & SHANNON, 2001).



1.3 COMPORTAMENTO AMBIENTAL DO MERCURIO E SEUS

COMPOSTOS.

O mercurio metalico Hg® apresenta-se liquido a exatpra ambiente.

Na forma gasosa possui pouca capacidade de sdvdissa agua (BERLIN, 1975).
Para o mesmo autor, a precipitacdo do mercuridrdaséera para a superficie terrestre
ocorre apos oxidacédo do Hg® a ion mercurico (Mg

Depois de oxidado, parte deste mercurio (60%) ésigmlo no solo e outra
parte (40%) nos leitos fluviais, oceanos e geladdaorigem a trés estados de oxidagéo,
que dependendo do potencialrddoxda solucao e dos tipos de compostos envolvidos,
podem formar diferentes complexos com ion mercipitjcipalmente aqueles que
apresentam grupamentos sulfidrilas (MOR#lal.,1998).

O mercurio € transformado no ambiente por reac@eexéreducdo bidtica e
abidtica e também pela fotélise dos organomercurfQuando liberado no ar, o vapor
de mercirio metalico (Hyé oxidado pelo ozénio €D sob acédo da luz solar, a outras
formas, como o mercurio bivalente (Hg que é removido da atmosfera por
precipitacdo (MAGOStal., 1987 ; SWARTOUT, 1998).

O tempo de residéncia do Hga atmosfera tem sido estimado de 6 dias a 2
anos, dependendo das condi¢cBes locais. Devido @degraariacdo de tempo de
permanéncia do metal na atmosfera, a probabilidedeontaminacdo ambiental se
estender as areas longinquas é elevada (SWARTQ98; SILVA, 2000).

Como as principais emissdes de mercurio sdo deedooconcentradas nas
regides industriais, a poluicdo mercurial passaraum fen6meno global, afetando as
areas mais remotas do planeta (MORERI.,1998).

No meio aquatico, sedimento e sélidos em suspensamercurio sofre

transformacao orgénica através de um processo doadeametilacdo, que é catalisado



por bactérias redutoras de ions sulfatos;(fPara que este processo de metilacao
ocorra o metal deve primeiramente ser transporéaiyés da membrana lipidica dos
procariotos (MORElet al.,1998).

O processo de metilagdo, por microorganismos, stnsia adicdo de um
grupamento metila ao Hg, originando o metilHg geeasumula no interior destes.
Posteriormente, o composto € liberado pelos prateari difundindo-se e ligando-se as
proteinas da biota aquatica, alcancando, enta@deia alimentar com consequente
biomagnificacdo (GILMOUR & HENRY, 1991). Portanta, captacdo do metal via
procariontes é a etapa fundamental para o procedssanetilacdo e posterior
bioacumulacdo (MOREEt al, 1998).

Qualguer forma de mercurio que entre em contato &gmas de superficie pode
ser metilada. Bactérias redutoras de enxofre ssmonsaveis pela maior parte deste
processo, especialmente em condicbes anaerobigeduras, comoCéandida spe
Saccharomyces cerevisague crescem favorecidas por condicbes de baixosguH
h&beis em metilar o mercurio e reduzir ions mecola forma elementar (GARCIét
al., 1998).

Os compostos de metilcobalamina produzidos pelassnbacteriana parecem
estar envolvidos na metilagdo ndo-enzimatica dos inorganicos, porém a taxa de
formacao de metilHg por este processo € limitadia gencentracdo de ions mercuriais
inorganicos e concentracao dgdissolvido (GARCIAet al.,1998).

No intervalo de pH de 4 a 9 e na presenca de enx8fy forma-se o sulfeto de
mercurio (HgS), que é pouco solavel em agua ejgsor, precipita, reduzindo, assim,
sua disponibilidade. No entanto, em pH abaixo da disponibilidade do ion sulfeto
diminui, uma vez que ele se liga a outros compoftasiando novos complexos,

inibindo a formacao do HgS, favorecendo a formalgimetilHg e aumentando, assim,



a biodisponibilidade potencial para organismos #tcps (JARDIM, 1999;
ZEIDEMANN et al.,1999).

Os organismos aquaticos acumulam metilHg preseatédgua e sedimentos,
sendo o metilHg biomagnificado, pode ser encontrandp altas concentracdes nos
tecidos dos peixes carnivoros os quais sao coasiogero topo da cadeia alimentar
(BIDONE et al.,1997).

Na Amazonia, véarios estudos demonstraram concéesagariaveis de metilHg
em diferentes espécies de peixes, sendo as coeg@edr mais elevadas nas espécies
predadoras. Muitas espécies consumidas frequentempelas comunidades ribeirinhas
da regido do Tapajos apresentaram concentracdeetielg acima do nivel permitido
para o consumo humano, que € de 0,5 ppm, de acomoa legislacdo brasileira
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1975).

No solo, os compostos de mercurio podem apresastaresmas transformacgoes
biolégicas e quimicas semelhantes as aguas. Sapeeses solos com niveis elevados
de ions cloro (C) reduzem o processo de metilacdo do mercurio.etamio, em
ecossistemas de agua doce e estuarios, a pres=tedah pode acelerar a liberacdo do
mercurio nos sedimentos provenientes do solo (UNAMA994; IKINAGURA &
AKAGI, 1999; CAMARA et al.,2000).

Pela sua elevada densidade, o excesso de Hg, mas de garimpos, é
precipitado no fundo dos cursos d’agua, armazenaadoicialmente nos sedimentos.
Nesta etapa do ciclo, por acdo de bactérias asr@ianaerdbias, h4 conversdo a
metilHg, atingindo, entdo, a cadeia alimentar e qursequéncia, o homem (BIDONE
et al.,1997).

Segundo Gilmour & Henry (1991), nos sedimentos, neetiiHg é

consideravelmente mais toxico que o mercurio it apesar de representar, em



média, apenas cerca de 1,5% do mercurio totald@dkm suspensdo, ricos em'Hg
séo transportados para o sedimento com posteritlagd®. As bactérias presentes nos
sedimentos podem também desmetilar o metilHg, @&&o inversa. O balanco das
reacfes de metilacdo e desmetilacdo, em funcadearai¢cdes quimicas ambientais,
determina se um ambiente atuara como fonte ou sumtdle metilHg.

Na Amazonia, estudos realizados na antiga resevaudb em Cachoeira do
Piria, no Para, o solo e sedimento do rio mostrakvadas concentracdes de Hg total,
mesmo estando a atividade garimpeira em declinialguimas décadas (LIMAt al.,
2003 ; SOUZAet al.,2003).

Camaraet al. (1997) estudaram amostras de residuos do solo rdooce da
periferia da cidade de Poconé/MT, onde estdo dsetabeentos que comercializam
ouro. Os teores de mercurio encontrados foram @tsvaom valores de 1,91 e 0,09
ppm e 63,3 e 3,2 ppm na regido central e periférsgectivamente.

Em Serra pelada, no Para, na cratera resultarativildade garimpeira, Corbett
et al(200), detectaram elevadas concentracfes de Hg#otssolo e também no

sedimento do lago.

1.4 EXPOSICAO HUMANA AO MERCURIO E SEUS COMPOSTOS NO
MUNDO
Diversos acidentes ocasionados pelandiscriminado do mercuario ocorreram
no mundo. Os mais tragicos ocorreram no Japaopnoaéncias de Minamata (1953) e
posteriormente em Niigata (1965) (HARADA, 1998).sks cidades, a causa de
intoxicagdo, com danos diretos a saude humanegléaiionada a producgéo industrial de
aldeido aceético, onde o mercurio foi utilizado cometalisador. No acidente de

Minamata, o metal foi metilado a metilHg nos esgottas fabricas e lancado



diretamente nas 4guas da baia de Minamata, acudoutEnno sedimento. A partir dai,
o metilHg alcangou a cadeia alimentar, concentragdioos peixes, que foram ingeridos
por humanos, causando um quadro de sinais e sistole@ominado de doenca de
Minamata (HARADAet al.,1999).

Este acidente ambiental ocorreu porque a Chisddizex Co. Ltda (uma das
maiores industrias do Japdo, que produzia femilem quimicos, resinas sintéticas,
plasticos e compostos quimicos) utilizava o meecéomo um subproduto na planta
chisso minamata (HARADA, 1995).

Segundo Harada (1982), o aumento de casos de asi@aog paralisia cerebral
chamou atencao das autoridades da saude no iaicatéistrofe em Minamata. As méaes
eram assintomaticas ou no maximo oligossintomapoaem aborto, natimortalidade,
microcefalia, atraso psicomotor, cegueira, surdeorevulsdo foram achados tipicos
deste quadro.

A doenca de Minamata passou, entdo, a ser, err@m@nconsiderada,
sindnimo de intoxicagdo por metilHg. No entanto,p@meiro Obito relatado por
intoxicacdo com um composto organomercurial ocoeraul863, quando dois quimicos
tentaram determinar o nimero de oxidacéo do diHgtiA publicidade em torno deste
assunto foi grande, porém a comprovacdo da caugsts na classe médica ocorreu
somente em 1940 (HUNTER, & RUSELL, 1954).

No ano de 1964, em Niigata, no Japao, foi relatadtro episddio de
contaminagcdo mercurial, semelhante ao de Minamataa inddstria que lancava
residuos de Hg diretamente no rio Agano contamipeixes e a populacdo de
pescadores da regidao, com 64 registros de pesswmascadas (HARADA, 1995). O
mesmo autor cita que em areas poluidas do Japdicenesi que apresentavam niveis de

Hg em amostras de cabelo, igual ou superior a 5@, gpram advertidas a néo



engravidarem, por medida de prevencdo a doencargenata. O que foi reconhecido
por Fugino (1994) ao realizar estudo epidemiolégiae areas altamente poluidas por
metilHg. Concluiu que este composto acarreta anatates na gravidez.

Outro importante acidente com o metal e seus cetapdambém foi relatado.
No Canada, a contaminacao foi causada por uma#bld soda caustica, que também
utilizava o mercurio como catalisador (OPAS/OMS{Z;9NVHO, 1990). No Novo
México, em 1969, foi registrada intoxicacdo aguda wma familia, incluindo uma
mulher gravida que consumiu carne de porco alindenteom racdo tratada com
fungicida contendo mercurio. Os filhos com idade2fe 13 e 8 anos e também um
recém-nascido (RN) desenvolveram sinais neurolégseveros da doenca. Depois de
anos, os dois filhos mais velhos manifestaram degude ordem neuroldgica,
diminuicdo da propriocepcdo nas maos e dificuldddeatencdo. O mais jovem
desenvolveu quadriplegia, cegueira e atraso negicolésevero, ficando em vida
vegetativa até o 6bito (DAVIEt al.,1994).

Em 1971, no Iraque, os compostos mercuriais farsados na agricultura como
pragucidas. Pessoas foram intoxicadas e muitaseraarrem conseqiéncia da ingestao
do Hg presente nas sementes contaminadas que thiezadas na fabricagao de pé&o
caseiro (VASSALOet al, 1996). Seis mil quinhentos e trinta (6530) passmram
hospitalizadas com sintomas semelhantes a doencMidemata e 459 mortes
registradas, sendo que a mortalidade no grupo t¢leenes com idade entre 20 e 30 anos
foi em torno de 70%, e 16% naquelas com idade supar30 anos (BAKIRet al.,
1973). Os mesmos autores relatam que crian¢casdaaseo Iraque durante ou apos a
epidemia apresentaram teores de mercurio no samgues/alores maiores que aqueles

do sangue materno, admitindo-se que o Hg foi tesiukf via placentaria e/ou através



do leite materno. Ressalta-se que as criancaddame inferior a 2 anos e teor de Hg
no sangue superior a 25 mg demostraram evidéneikesdo cerebral.

Coxet al.,(1989) realizaram, no Iraque, uma andlise de 8ascds intoxicagado
fetal por metilHg e estabeleceram uma correlacdetadientre a exposi¢cdo a altas
concentracdes durante a gravidez e o retardo pstooma crianca.

A associacdo entre exposicado pré-natal ao metitigévés do consumo de
peixes, e efeitos adversos em criangas foi enamtrem alguns estudos
epidemioldgicos de populagdes consumidoras de pemetaminados por metilHg — a
saber: Norte do Quebec, Nova Zelandia, llhas Fdtba,da Madeira/Portugal e na
Amazonia Brasileira (McCKEOWN-EYSSEN & RUEDY983; KJELLSTRONEet al.,
1986; KJELLSTRONEet al., 1989; GRANDJEANEet al., 1997; GRANDJEANEet al.,

1999; MURATAet al.,1999).

15 EXPOSIQAO HUMANA AO MERCURIO E SEUS COMPOSTOS NA

AMAZONIA BRASILEIRA

A exposicdo mercurial humana na Amazonia inicioa-gartir da década de 70,
quando a garimpagem de ouro teve seus primeirastn@g com a construcao das
rodovias Transamazonica e Cuiaba-Santarém, queitadnagn parte do Plano de
Integracdo Nacional e de Desenvolvimento da AmazEBANTOSet al.,1995).

No inicio, a garimpagem era feita manualmente, &r@ss de planicies de
inundacdo dos cursos d'agua. A operacionalizacdo egploracdo utilizava
equipamentos rudimentares, e 0 mercurio s6 erzadd na concentracdo final do
minério. Na década seguinte, o trabalho de garieypagcebeu auxilio maquinario e o
mercurio passou a ser lancado diretamente e emr maentidade nos barrancos,

provocando assoreamento e contato do metal comeaadiss rios, dentre eles o Tapajos



(SANTOSet al, 2001 ; MELAMED & VILLAS BOAS, 2001). Segundo Nga et al
(1992) foram envolvidas mais de 650.000 pessoas gawsnpos da Amazobnia,
resultando em uma descarga anual de 90 a 120 daseaie Hg.

Na regido Amazobnica, as fontes antropogénicas, apemente, foram as
principais responsaveis pela contaminacdo ambientaltros fatores também
favoreceram a dissemina¢do do mercurio no ambieatep as grandes queimadas com
conseqliente desmatamento e eros&o do solo (GUIMSRA#B9 : BRANCHE®tal.,
1993 ; VEIGAet al.,1994).

De acordo com Santes$ al. (2000), o processo de queima de ouro nos garimpos,
empregando técnicas rudimentares, levou a expogigdicurial por inalacdo do vapor,
causando doencas respiratorias que foram registpateipalmente nos garimpeiros e
trabalhadores de casas de queima de ouro. Passé@dadécadas, a exposicdo ao
mercurio na Amazonia recebe monitoramento de ingfies de pesquisa locais e apoio
internacional de agéncias de fomento a pesquis&®[EFSOet al., 1994; PINHEIRO
et al, 2002).

Na regido Amazodnica, estudos demonstraram teoresedgirio total no cabelo,
de populagéo ribeirinha, acima estipulado pela Ol € de 500ug/g. Entretanto,
inexistem sinais e sintomas que permitam o diagrse doenca de Minamata ou da
intoxicacao crbnica (COUT®t al, 1998).

Neste sentido, varios fatores ecoldgicos, caratiess da regido, podem estar
interferindo diretamente sobre a agéo toxica desttal, o que aliado a reducdo da
atividade garimpeira, reduzem os riscos de expo®¢aonsequente manifestacao dos
efeitos nocivos do metal e seus compostos. Enteetpesquisadores da regidao e de
orgaos internacionais, preocupados com a quest@dama para a necessidade da

continuidade do monitoramento das populacdes dermaco, devido a neurotoxidade



da forma organica e a capacidade desta forma deeafar a barreira placentaria e
alcancar o feto (VEIGAet al.,1994).

Como exemplo da exposi¢cado ndo ocupacional humasteanetal na Amazonia
destaca-se a ingestao de peixes contaminados je¢hd, onde as concentracdes de Hg
total em peixes piscivoros, onivoros e herbivomram coletadas de doze diferentes
locais do Rio Madeira. Os teores de Hg variarard.d&é a 6.66 nmol/g em diferentes
espécies analisadas, estando os mesmo acima dies liestipulado pela OMS

(DOREAZet al, 1998).

1.6  ASPECTOS TOXICOLOGICOS DO METILHG

1.6.1. Toxicocinética (absorcao, distribuicdo, biotrasnfomacéo e excrecao)
1.6.1.1Absorcéo

As consequéncias da exposicdo humana ao nwrgire permitem estudar a
sua toxicocinética estao intimamente relacionadasomportamento do metal no meio
ambiente, pois seus diferentes estados de oxidgEmitem uma série de
transformacdes fisicas, quimicas e bioldgicas querem principalmente no solo, ar,
agua e sedimento dos rios e mares (BOISCHIO & BARB(1993).

O metilHg possue maior lipossolubilidade quancmmparado as formas
inorganicas, o que viabiliza sua passagem pelonaliesna e consequente absorcéo (90
a 95%) pelo trato gastrintestinal, porém podendabtan ocorrer absorcao pelas vias

inalatoria e cutanea (USEPA, 1997).

1.6.1.2 Distribuicao
O transporte de mercurio ibnico é realizado pelaspla enquanto que o

mercurio elementar e o mercurio organico sdo tsgos pelos eritrocitos, e uma



pequena fracdo ligada a proteinas plasméaticas (HESY982). Além disso, o metilHg
pode alcancar outros tecidos, principalmente o SB3ERLIN, 1986).

A distribuicdo de metilHg pelos tecidos € mediguda formacdo de um
complexo cisteina-metilmercuario, que € estruturakmesemelhante a metalotioneina,
sendo transportado pelas células por uma protexti@engamente distribuida no
organismo (USEPA, 1997).

O metilHg, devido a sua lipossolubilidade, atrages$arreira hematoencefalica
e a placenta, acumulando-se no sistema nervosaacgl8NC) e no embrido
(BURBACHER, 1990), podendo também alcancar conagéés no sangue fetal que
podem ser 25% superiores aquelas detectadas nGAM#Ed-ZAKIR et al.,1976). No
cérebro de fetos, os niveis de metilHg sdo 5 azésyenaiores quando comparados ao
sangue materno (CERNICHIARIL al.,1995).

Ressalta-se qua exposicdo humana aos compostos mercuriais eatiaul
sintese de metalotioneina, que é a proteina tralasippa de metais pelo organismo.
Este mecanismo pode também estar associado a waspoode protecdo renal, pela
sequestracdo de mercurio por estas proteinas xe paso molecular (DOULLEt al.,
1986).

A distribuicdo de compostos mercuriais em pebesulta da movimentagdo do
metal, a partir das diversas vias de absorcaor@gjgéegumento e TGI) para o sangue e,
posteriormente para outros tecidos. A distribuigdanercurio completa-se em 24 horas
na maior parte do organismo, com excecao da cabada, os picos de concentracao,

numa situagéo experimental, sdo atingidos em tenoés dias (HSDB, 2000).

1.6.1.3Biotransformacéao
Véarios estudos de experimentacdo animal comprovam @ metiHg é

desmetilado a mercurio inorganico, com rompimeradigacao carbono-mercuario da



molécula. Este tipo de desmetilagdo é mais efieiem exposicbes em longo prazo e
ocorre preferencialmente no figado, baco e intestiBARBOSAet al, 1998).

Norseth e Clarkson (1970) relatam que o metilHgndoaadministrado em
animais de experimentacdo € em parte biotransfarnead mercurio inorgéanico, fato
confirmado por Wakita (1987) em estudos com roesjones quais o composto foi
lentamente desmetilado para forma inorganica. Raessa que a luz dos atuais
conhecimentos o mercurio ndo sofre metilagdo narsgno humano, como observado

em outros metais pesados, como 0 arsénio.

1.6.1.4 Excrecéo

Os compostos mercuriais sdo excretpedss fezes, cabelo, urina, glandulas
salivares, lacrimais e sudoriparas. A velocidadeextgecdo € dose-dependente esta
associada a espécie quimica do metal (FRIBER&, 1986). A conversao do metilHg
para mercurio inorganico, permite explicar o preoede excrecdo do metilHg, tanto em
animais de experimentacdo como no homem, ondewabserque 90% do composto
ingerido é eliminado nas fezes na forma inorga(ita EPA, 1997). Neste processo, 0
metilHg e o mercurio inorganico - K, por meio da secrecéo biliar, sdo complexados
com a glutationa, além de outro peptideos sulidrfiWWHO, 1991).

Parte do metilHg, eliminado pela bile no intestisofre ciclo enterohepatico,
sendo reabsorvido para a corrente sanguinea e patta servira de substrato a
microflora intestinal que o converte em mercuriorganico. Este mecanismo foi
apenas observado em animais, necessitando de oc@gfoo em humanos (WHO,
1990; BJORKNANEet al, 1997).

O metilHg, excretado no cabelo humano, é utilizedmo indicador biolégico
para avaliar a sua exposi¢cdo na dieta, apresentamdoforma particular de grande

aceitabilidade no monitoramento dos niveis de dgfopassada e presente (AMORIM



et al., 2000). A relagcédo entre a concentracdo do Hg dralaa no sangue é de 250: 1
(WHO, 1991) e segundo Clarkson (1993), os niveisgsi@meos sdo considerados

preditores dos niveis cerebrais, apresentando elagéo de cérebro/sangue de 5:1

1.6.2 Sinais e sintomas da intoxicagao por compostquimicos de mercurio

Até o final da década de 30 a intoxicacao por idgtitdo era conhecida entre os
meédicos. Até que Hunter e colaboradores, no an@9d®, descreveram um quadro
neurologico constituido por ataxia generalizadstudbios na fala e constricdo macica
do campo visual em pacientes intoxicados por mefil&pos exposicdo ocupacional
(HUNTER & RUSSELL, 1954).

As concentracdes de mercurio no feto apdés exposigauetilHg sdo sempre o
dobro daquelas encontradas no tecido materno (CAJAR2001), e as consequéncias
ao feto € o dano cerebral, e dependendo da dase a opée for exposta podera levar a
morte fetal. Em criancas, expostas durante a geayidbserva-se atraso neuroldgico,
incoordenacdo motora, cegueira, convulsdes e inmgue da fala (SOLISt al.,
2002).

O SNC é bastante susceptivel as espécies de noer@aiticularmente o
metilHg que se acumula neste orgao, exercendaansior toxicidade (SANFELI&t
al., 2003). Os sintomas mais marcantes, da into&aapor mercurio metalico, sao
tremores, perturbacdes da visdo e da audicdo, imsaefaléia, alteracdo na
personalidade e no comportamento com perda de nenratabilidade, nervosismo e
excitabilidade aumentada (CASARETT, 2001). Umaxitacao cronica (metilHg) do
tecido nervoso pode originar sinais de neuropatiasma sindrome semelhante a
esclerose lateral amiotrofica, onde também se wasedisturbios sensoriais, ataxia
cerebelar e disartria (Lebet al., 1998). Segundo Lebel (1992) exposicdo a elevadas

concentracdes de metilHg em curto espaco de tenope gerar edema cerebral,



reducdo do nimero de neurdnios do coértex calcaono proliferacédo glial e aumento

dos granulos de mercurio inorganico no tecido reyv@®@s mesmos autores citam que
na intoxicacdo cronica com sobrevida prolongadales8es localizadas no cérebro
mostraram-se associadas a baixos niveis de metilHg.

Sudaet al., (1989) realizaram estudos em ratos e camundongesfaam
submetidos a doses toxicas de metilHg. Foram erembod, através da técnica de
histoquimica, granulos de Hg inorganico em células/osas, no plexo cordide e nos
fagocitos cerebrais. O numero de granulos nas alobrvosas aumentou com a
elevacdo dos niveis de Hg inorganico no cérebro rdtss tratados com metilHg,
sugerindo que o Hg inorganico detectado no céralmstes animais, resulta da
desmetilacdo do metilHg durante a exposi¢ao.

O metilHg assume um papel central como causa de lemal.Como o mercurio
organico se concentra nos rins e uma das suasdeisxcrecdo € a urinaria, uma
intoxicacdo com metilHg pode levar a necrose tubelansuficiéncia renal grave
(VASSALLO, 1996).

Carmignaniet al. (1992) relataranem estudo clinico e epidemiolégico a relagéo
entre a incidéncia de hipertensdo arterial e nafragcom proteindria e enzimuaria em
trabalhadores expostos ao mercuario. Os mesmoseaun estudos experimentais com
ratos, confirmaram a existéncia de hipertensaoces$® a glomerulonefrite. A andlise
da urina com valores elevados de creatinina e iptota sédo indicadores de toxicidade
provocada pelo Hg. Porém, outros exames labor&@d importantes para diferenciar
etiologias da intoxicagédo (FOR# al,, 2001).

Na pele e anexos é observada hiperpigmentacdo otédoea resultante da
absorcao cronica de mercurio metélico. Os granudatleaenvolvem-se pela entrada de

Hg diretamente na pele. Dermatite por alergia d#¢ato é a forma mais comum de



reacdo cutédnea e pode ocorrer tanto por exposigicatcomo sistémica. Acrodinia
representa uma reacdo alérgica do composto mdrcooaorganismo, sendo
caracterizada por inchago, rubor e coloragcdo avbada da palma das méos e da
planta dos pés e ocorre por absorcao dérmica (DAG,T2003).

Estomatitegpodem ocorrer numa intoxicacdo aguda por mercutalco e
representa uma irritacdo direta da mucosa. Podebservar também gengivites e

excesso de salivagcédo (SOldgal., 2002).

1.6.3 Toxicodinamica do metilHg e leséo celular

O mercurio e seus compostos sdo capazes de casfms, cujo sitio e
intensidade dependem da espécie quimica do metalveta e das caracteristicas da
exposicao, quer sejam dose, duracao e frequéncRRKSON et al, 1997).

A maioria dos efeitos bioldgicos celulares do meacpode ser explicada pela
grande afinidade deste metal pelos radicais siU#fidSH) presentes em proteinas,
enzimas e substancias de menor peso molecular ecoo@nzima-A e a cisteina. A
ligacdo com os radicais SH se faz facilmente pgacio covalente simples
(AZEVEDO, 1989).

No inetrior das células, o mercurio pode se ligaunaa série de enzimas,
inclusive as mitocondriais e microssomais, prodizilesdes celulares nao especificas
e até mesmo morte celular (VASSALO, 1996).

Para Amorimet al. (2000), o metilHg também interage com DNA e RNA,
resultando na reducdo da sintese de proteinas a&ralge na estrutura dos
microtubulos, além de produzir estresse oxidata®aelulas.

Segundo Lebett al. (1998),0 metilHg e o mercdrio bivalente (HY exercem

seus efeitos toxicos provocando alteracfes na hatass celular. Os mesmos autores



relatam que nos neurénios o metilHg rompe a horasesio célcio (G4 afetando o
equilibrio intracelular.

Nos hepatécitos, o metilHg forma complexos sollweis a cisteina e com a
glutationa, que sédo segregados na bile e reabssram TGl (CASARETT, 2001).

Vassalloet al. (1996) descreveram a reducdo da hidrolise do AmPtexido
neuronal, onde foi demonstrado que o metilHg igiividade dos fons Ra K" e da
enzima ATPase. Este fato também foi observadoewdds miocardico e renal, sendo
que no ultimo, a inibicdo estava relacionada a afjéicetica do metal. O mesmos
autores afirmam que também, o metilHg deprime\adatile da enzima GaATPase, o
que interfere na captacdo de “Calo reticulo sarcoplasmatico (RS) das células
musculares.

Lundholm (1987) realizou estudos experimentais eafinigas expostas ao
metilHg por via oral e observou diminuicdo na espesda casca dos ovos assim como
no contetdo de G4 A concentracdo plasmatica de’Cni reduzida em torno de 5%
em relacdo ao grupo controle. O mesmo autor sugera reducdo da absorcéo
gastrintestinal de G4 ou ainda uma mobilizacéo reduzida a partir dossyssevido
acdo do metilHg sobre os mecanismos celularesmugvem o transporte de €a

Para elucidar os estudos de Lundholm (1987), Afiostal. (2003) estudaram
outros mecanismos dependentes da atividade deaim@el que também sdo afetados
pelo metilHg, mostrando que os canais dé*Gm reticulo sarcoplasmatico, que se
abrem na dependéncia de radicais SH, aumentaneradéo de Ca quando afetados
pelo metal. Este resultado mostra que o Hg tentgoe um duplo efeito sobre o RS,
aumentando a velocidade de liberacdo d& @areduzindo a captacdo de’Cpela

inibicdo da C&-ATPase.



Lebel et al. (1992) estudaram a neurotoxicidade do metilHg raodelos
experimentais (ratos), utilizando como parametr@avidiacao a via oxidativa mediada
pelo ferro. ApoOs sete dias de exposicdo intrapeeabde metilHg, foi encontrado um
aumento significativo na formacéo de espéciesvasatioxicas de oxigénio - ERTO,
sugerindo que os radicais livres exerce influénaimeurotoxicidade deste composto.

O efeito neurotéxico do metilHg associa-se ao agdmrma membrana
mitocondrial interna com consequente disfuncacatkeia respiratéria e diminuicdo na
producdo de ATP, o que pode levar a morte celtH#RAYAMA & YASUTAKI,
2001). Porém, segundo WHO (1991) n&o esta clasacemversio do metilHg a Hgé
fundamental para a neurotoxicidade que, por séa kero metal se deposite nos 6rgaos
alvos na forma organica.

A exposicao intra-uterina de humanos a elevadlassnde mercurio resulta na
migracdo anormal dos neuronios, desorganizacdoleos cerebrais e disposicdo em
camadas de neurdnios no cortex. O metilmercurarage com o DNA e com 0 RNA,

resultando em alteragbes da estrutura secundami sintese do DNA e RNA
(CASTOLDI et al., 2003).

O comprometimento cerebral no adulto humano, de&idrposicdo mercurial, €
observado em areas especificas, como a camadduties afranulares do cerebelo e o
cortex visual do cérebro. Quando a exposicao ocwnétero ou em periodo pés-natal,
o dano é observado em vérias regides do SNC (CGBan 2004).

Gallagheret al(1995) demonstraram que linfécitos e linhagensobtésticas
celulares humanas tratados com mercurio organic@noeganico, apresentaram
decréscimo significativo na capacidade prolifemtiproducdo de citocinas e secre¢éo

de imunoglobulinas.



Trabalhadores expostos a baixos niveis de mercimdalico mostraram
alteracdes significativas na imunidade mediadacgtrlas e um prejuizo da atividade
quimiotética de leucécitos polimorfonucleares (VIRIEATI et al.,2001).

Moszczynski & Slowinsky (1994) observaram um dedrée significativo nos
niveis de CD4, e principalmente em linfécitos C28hdimanos, resultando numa queda
na proporcdo CD4/CD8 diretamente relacionada aopdemde exposicdo em
trabalhadores com niveis de mercurio total na wa&4ug/L.

Experimentos com cloreto de mercurio (HgCI2), destiamam que este
composto tem afinidade de se ligar a regido defate da molécula de Na-K-ATPase
que esta profundamente implicada na atividade desporte de ions. Como nos
linfécitos B humanos o movimento destes ions (jpalmente ions potassio) pela
membrana plasmatica é de vital importancia parasguiaicie o processo mitogénico,
uma possivel associacdo deste metal a moléculadeATlPase levaria a supresséo da
passagem de ions potdssio e, consequentemente,iniigio na atividade dos

linfocitos B (POLLARD & HULTMAN, 1997).

1.7 MECANISMO DE APOPTOSE E NECROSE NA LESAO CELURA

PRODUZIDA POR COMPOSTOS MERCURIAIS

A morte celular programada (apoptose) ocorre ndo dfante o
desenvolvimento, mas também em organismos madamslongo da vida. Na
apoptose, ao contrario da necrose, a célula gaatitd propria destruicdo e ndo ha um
processo inflamatério caracteristico (GUO, 1998na vez que as células apoptéticas
sdo reconhecidas por macréfagos e fagocitadas qnéese desintegrem, impedindo
assim, o derrame do conteudo celular e consequeftéenacdo e lesdo tecidual,

garantindo o seu funcionamento normal (ROBBINS 4200



Uma das etapas do processo apoptotico € mediddampelanca do estado
funcional da mitocdndria, conhecida como transigégermeabilidade da membrana,
que levaria a perda do potencial transmembranacgerde espécies reativas de
oxigénio e extravasamento de citocromo c. Taigajtes na atividade mitocondrial
desempenham papel importante no inicio das reag@esascata que levam a morte

celular (GREEN, 1998).

Neste sentido, experimentos de inducdo de apoptoslulas-T por compostos
de mercurio (organico ou inorganico) realizados @ap et al. (1998) mostraram que
este processo € precedido por eventos criticos igokiem a alteracdo da
permeabilidade de membrana na mitocondria. A remde&uncéo das células linféides
é resultado da citotoxicidade induzida pelo meccUinfocitos e mondcitos tratados
com mercurio (tanto orgénico quanto inorganico)bemi sinais funcionais e
morfolégicos de morte celular, com um profundo decimo na producédo de adenina,
alteracdo na sintese de fosfolipideos e aumentrde célcio. Como estas células
evidenciam mudancas nucleares e de membrana quessideradas caracteristicas de
uma célula em processo de morte celular programaai#e-se concluir que células
linféides tratadas com mercurio sdo levadas a apep(POLLARD & HULTMAN,
1997).

Dada a sua elevada afinidade aos grupos SH da$inagyuo metilHg afeta
também as fungdes microtubulares do SNC em desemesito, provocando alteragbes
no processo de proliferagdo celular, na migracdoneierénios pos-mitoticos que
formam as camadas corticais, na hemostasia doalcio disfuncdo mitocondrial) e
alterac6es na organizacgdo do citoesqueleto. Ocasaombém estresse oxidativo devido
a lipoperoxidacdo das membranas celulares ner@seEGHISON & HARE , 1994;

COSTAZEet al, 2004). O mercurio causa alteracdes na excidoié, funcdo sinaptica,



regulacdo idnica e na sintese proteica, pelo fatwadsar apoptose e necrose das células
granulares do cerebelo (CASTOL2L al, 2001) comprometendo o citoesqueleto,
principalmente os microtubulos.

Experimentos com primatas ndo-humanos expostoseditHigy realizados por
Berlin (1975) identificaram lesdes no SNC envolend cortex cerebral, mais
precisamente a fissura calcariana e seus ramos oop@o occipital, sulco parieto-
occipital e lobo parietal. Outro estudo realizado imskip & Piotrowski (1985) relata
que a degeneracdo das células granulares ocassopeldametilHg envolve processos
de morte celular programada — apoptose.

Um efeito protetor com adicdo de antioxidantesofmservado por Kunimotet
al. (2001) quando investigaram os fatores controladdeesapoptose dos neurdnios
cerebelares de ratos expostos ao metilHg.

Os compostos mercuriais cronicamente promovem tgms de alteracbes em
nivel de céluas renais. A primeira é a lesdo glalagrcausada por uma reagdo auto-
imune induzida pelo metilHg, resultando na formad&oanticorpos contra o tecido
glomerular, levando a proteinaria e sindrome nefaotA segunda, é a necrose tubular
renal, resultando em perda de enzimas tubulare® gatamiltransferase e enzimas
lisossomais (TCHOUNWOU, 2003).

A parte proximal do tubulo renal apresenta céluastamte vulneraveis aos
efeitos toxicos do metilHg. A atividade desse metaks céluas renais, baseia-se em
interacdes moleculares que ocorrem em locais nfiiates especificos das células alvo
e suas proximidades. As interacdes moleculares eliiHg com os grupos SH das
moléculas de albumina, glutationa e cisteina s&poresaveis por mecanismos
envolvidos na captacdo, acumulacgdo, transportei@dade do metal ao nivel do tabulo

proximal (ZALUPS, 2000).



1.8 EFEITOS DO METILHG SOBRE O SISTEMA CARDI@%CULAR

Poucos trabalhos demonstram os efeitos tdxicos eloimo e seus compostos
sobre o sistema cardiovascular. Neste sentidonslgstudos de exposicéo cronica tém
mostrado efeito inotrépico positivo, sem alteradaofreqiiéncia cardiaca, porém com
hipertenséo arterial e reducédo da resposta a datéwalfa-adrenérgica e aumento da
estimulacdo beta-adrenérgica. Também ndo se demongtie o sistema nervoso
autbnomo (SNA) simpatico e o parassimpatico fossdéatados, embora ocorresse
hiposensibilidade do barorreflexo (VASSAlgDal, 1996).

Foi demonstrado que a ingestdo aumentada de pexamminados com
metilHg esta relacionada, a longo prazo, a maioidéncia de morte por infarto de
miocardio, doenga corondria e outras doencas castalares (VASSAL@t al, 1996
; HUGH, 2003)No entanto os efeitos agudos sobre o aparelhoovastular de seres
humanos sédo praticamente desconhecidos (OLIVERA., 1994).

Para Wakita (1987) e Arito & Takanahashi (1991gfestos do metilHg sobre o
sistema cardiovascular tém sido observados emsvaramelos animais, principalmente
em macacos e ratos, destacando-se 0 aumento da@eeterial e comprometimento da
musculatura cardiaca.

Shawet al.,(1979) descreveram as lesdes cerebrais e cardidaess em quatro
primatas ndo-humanos na seqiéncia de longa expqsi¢d doses toxicas de MetilHg
(90 a 120 pg/kg por dia). As lesdes cardiovascsilfoeam semelhantes as observadas
em humanos como hipertenséo, espessamento da cariadadas artérias e fibrose da
camada adventicia.

Mitsumori et al. (1983; 1984) realizaram estudos em ratos alimestam
racbes que contenham cloreto de MetilHg (machos8nfgZkg por dia; fémeas

0.34mg/kg por dia) durante 130 semanas . Polanritdosa e calcificagdo da parede



arterial foram observadas com a dose mais elev@daxame histolégico revelou
indicios de hemosiderina e hematopoiese extramedalbaco.

Tamashiroet al. (L986) relataram um aumento da pressdo arterial atas r
expostos ao MetilHg com doses de 2mg/kg por diearda 26 dias consecutivos. Esse
efeito foi sexo-especifico, sendo observado nagd#8num aumento maior na pressao
arterial. Consideravel aumento de pressao artésiatambém observada nos ratos
expostos ao MetilHg, porém nos ratos controle agéi@ esteve normal.

Wakita (1987) realizou estudos em rafusstar que foram expostos durante 30
dias consecutivos ao cloreto de MetilHg em dose$,dang / kg por dia. Os animais
manifestaram aumento de pressao arterial durantdongo tempo, mesmo apos a
suspensao das doses de metilHg.

Arito & Takahashi (1991) realizaram estudos sinedano de Wakita (1987),
porém o aparecimento da hipertenséo arterial acetPedias apos a 12 exposicéo, e 0
efeito persistiu por mais de 1 ano.

Em seres humanos, o mercurio acumulado no coragéitiante da exposi¢cao as
formas orgéanicas e inorganicas desse metal, temasisbciado a alteracdo da pressdo
sanglinea, embora sem interferéncia nas funcédé&cas que permanecem normais,
uma vez que varios estudos realizados em humanmxicados descreveram
hipertenséo e indice cardiaco normal nos paciéG®YER, 2000).

Estudos realizados por Soet al. (1992) diagnosticaram miocardite apos
necropsia de 2 adolescentes que morreram de ataniiaca apds a ingestao de carne
de porco contaminada com metilHg em um periodcadiay semanas.

Dois estudos epidemioldgicos associaram a exposigéia ao metilHg e efeitos
cardiovasculares. Um destes, encontrou evidénosei@itos da exposicdo ao metilHg

comprometendo a fungédo cardiaca em individuos ée7aanos de idade. Estudos



posteriores estdo sendo realizados para melhoctearar o efeito da exposicdo ao
metilHg na pressdo sangiinea e na funcdo card@madiversas faixas etarias
(FRUSTAC et al.,1999).

Warkany e Hubard (1953pud Goyer (2000) relataram varios casos nos quais
criancas desenvolveram taquicardia e elevacdo masfw sanglinea apds serem
tratadas com medicamentos contendo mercurio. Aundpressao sangiinea e indice
cardiaco alterado tém sido também relatados a@dacéo de altas concentracfes de
mercurio metalico (HALLEE, 1969; SONt al.1992; BLUHMet al.,1992).

Para Wossmanmt al. (1999) exposicdo ao Hg organico também tem sido
associada com alteragbes cardiovasculares. Tréss ca@icos relatados e duas
investigacdes epidemioldgicas tém mostrado efediosilares, como aumento da
presséo arterial e taquicardia.

A primeira evidéncia de anormalidades cardiovaseslapds exposicdo ao
mercurio organico foi proveniente dos estudos ddi ka Abbasi’'s (1961) que
descreveram pacientes hospitalizados durante @rejadde grdos contaminados por
fungicidas organomercuriais no Iraque.

Segundo Bluhnet al.(1992) anormalidades cardiovasculares ocorrem imsva
individuos intoxicados por metilHg, destacando-saulsggdo irregular e
eletrocardiogramas que mostram batidas ventriculaotopicas, prolongacdo do Q-T
intervalar, depressao do segmento S-T e invers&egioento T.

Eletrocardiogramas de quatro membros de uma memmitid que consumiram
porco contaminado com metilHg revelaram achadosilas®s aos supracitados,
incluindo ritmo cardiaco anormal com depressaoagmento S-T e também inversao

das ondas S (CINCAt al.,1979).



Foi relatado morte de duas criancabudtta & parada cardiaca e sua necropsia
revelou miocardite. Uma das criancas, antes dooObéria sido diagnosticada com
acrodinia e batida acelerada do coracéo e hipéetisvido & exposicdo aos vapores
gue vinham de uma pintura que continha acetatcediénfercario (ARANOWet al.,
1990).

Saloneret al. (1995) avaliaram dieta a base de peixe contaminado metilHg
e relacionaram os teores do metal no cabelo e admaa prevaléncia de infarto agudo
do miocéardio (IAM) e morte provocada por doencas awacdo ou doencas
cardiovasculares em uma amostra de 1833 de horiméarsdeses. No inicio do estudo
todos os participantes eram livres de sinais déde doencgas do coracdo, derrame e
cancer. O consumo de peixe diario variou de 0 a26dgmédia de 46,5 g por dia) e a
concentracdo de mercurio no cabelo variou de 0,671ppm (média de 1,92 ppm).
Ingestdo de mercurio na alimentagcéo variou de B3,2 g por dia (média de 7,6 ug
por dia). Apos um periodo de observacao de setg &pmens com alto teor (mais que
2 ppm) de mercario no cabelo, tinham risco duasevemaior de IAM, quando
comparados aqueles com baixos niveis do metal.

Segundo o autor acima citado, riscos relativosnfiosimilares para 6bito por
doencas cardiovasculares, contudo a diferenca fpd#acia corondria ndo alcancou
significancia estatistica. Homens que consumiam pgnos 30 g de peixe por dia
tiveram alto risco de IAM. Para cada adicdo de Ifegeixe consumido houve um
aumento de 5% em cada 5 anos no risco de IAM.

Frustaci et al (1999) quantificaram o mercurio total que foi mded no
miocardio e em amostras de tecido muscular de TBmas diagnosticados com
idiopatia dilatada e cardiomiopatia (IDCM). Os papantes do estudo n&o

apresentaram histérico de exposicdo direta ao merdDs teores de mercurio total



foram comparados com teores do metal oriundo dgssisis de miocérdio e musculos
de 13 pacientes com doencgas vasculares ou isquemrdéaca; biopsias do musculo
esquelético e papilares de 10 pacientes com estandgl e bidpsia do ventriculo
direito de 4 individuos normais. Os resultadosalesimparacdo demonstraram que a
concentragdo de mercurio nas amostras dos pacieotesIDCM foi 22.000 vezes
maior que nas amostras controles. Concentracéedntiemonio, Cloro, Cromo e
Cobalto também foram elevadas nos pacientes conCIDibs as grandes diferencas
foram nos teores de Mercurio (8 ng/g a 178,4 ng/@ntiménio (1,5 ng/g a 19.26
ng/g). Os pesquisadores concluiram que o aumestoateentracdes destes elementos
nos pacientes com IDMC pode afetar consideraveknanatividade mitocondrial, o
metabolismo miocardico e a funcédo celular.

Matsuoet al (1989) analisaram concentracdes de mercurio emotdnumano
coletado de 46 cadaveres. Os individuos (32 homddsmulheres entre as idades de 4
meses e 82 anos) residiam em Tokio e néo tinharhecimento da exposi¢cdo ao
mercurio. A média de mercurio contido nos tecidoscdracdo foi 43 ng/g, com 80%
deste na forma de metilHg.

Numerosos estudos tém examinado a relacdo entensumo de peixes e
doencgas cardiovasculares. Existem fortes indicagéesefeitos protetores dos peixes,
gue podem estar relacionados a numerosos compeneatBo dmega-3, acidos graxos
e selénio (GOYER, 2000). O mesmo autor cita queapda inclusado de peixes na dieta
seja geralmente benéfica, alguns peixes contémbi@icms cuja exposicdo pode
representar risco a saide humana, como o metilltgtaqm sido associado com efeitos
cardiovasculares adversos. No entanto, estudosofuttontrolariam a co-exposicao a

estes contaminantes, comuns em suas analises.



1.9 VALORES LIMITES DE MERCURIO NO ORGANISMO DE HUMANOE

DE PRIMATAS NAO HUMANOS

A quantidade de mercurio detectada no sangue a udrrelaciona-se com 0s
sinais e sintomas da intoxicacdo. Ressalta-se quernaa quimica do mercurio
influencia a interpretacdo dos resultados, e queelegdo entre niveis laboratoriais e
quadro clinico pode ndo ser absoluta, principalmerd presenca de lesdo renal (FORD
et al.,2001).

Valores de referéncia de mercurio no sangue temaljndividuos ndo expostos
ocupacionalmente, sdo geralmente inferiores a 1/dhcgEntretanto, individuos
normais, que tém exposicado ocupacional leve, pogl@msentar rotineiramente niveis
acima de 1,5 mcg/dl. Da mesma forma, uma dietaentgeixes, frutos do mar e outros
alimentos contendo mercurio € causa comum de nmercioderadamente elevado na
auséncia de sintomas clinicos (KIS#lal, 1994).

A determinacdo de mercurio em sangue total é oonatidicador da exposicéo
ao mercurio organico (metilmercuario). Considerasgosicao significativa ao mercurio
organico niveis maiores que 5 mcg/dL em cabelo.cBlso do mercurio inorgéanico
adotam-se valores maiores que 20 mcg/dl como itndisade exposi¢ao significativa
(BORNSCHEIN & KVANS, 1990).

Uma vez que menos de 10% do metilmercario € elidinpor excrecao
urinéria, este meio nosoldgico tem pouca senddiii para caracterizar a exposicao ao
mercurio organico, sendo, entdo, utilizado comacambr do mercuario inorgénico e
elementar (NASCIMENTO & CHASIN, 2001).

O mercurio presente na urina € indicador biolégiama exposicdo ao mercurio
inorganico. Observa-se que manifestacdes clinieasntbxicacdo ndo sdo comuns

quando o mercurio urinério encontra-se inferioben@/g creatinina. Mercurio urinario



pode ser usado para acompanhar terapia de quelgg&ojmobilizando o metal,

aumenta a sua excrec¢ado urinaria (TAKIZAWA & OSANZBQ1).

1.10 BIOQUIMICA CLINICA DA CK — MB

Marcadores bioquimicos sdo substancias existaot@salmente no interior das
células e liberados na circulagdo quando ocorrériénjcelular temporaria ou
permanente. A grande limitacdo da maioria dos ndares € a falta de especificidade.
O marcador ideal € uma substancia de ocorrénciasiaxa em um determinado tipo
celular (ELIAS & SOUZA, 1999).

A creatinoquinase (CK) é uma enzima imracular, constituida por uma
subunidade M (muscle = masculo) e outra subunidadbrain = cérebro), que se
combinam dando lugar as isoenzimas CK-MM (musculak-BB (cerebral) e CK-
MB (miocéardica) (MIGUEL JR, 1997), que sdo compastom atividade bioldgica
semelhante, podendo apresentar diferencas estrutena suas moléculas, assim
como propriedades fisicas, quimicas e imunolégiistsntas (ZANINOTTO, 1999).
Estas enzimas ndo possuem acdao fisiologica cordnemidplasma, tendo niveis de
atividades mais elevados nos tecidos do que naulag&o (ADAIR &
HAVRANECK, 1996).

Sua producao, assim como de todas as enzintassw@sordinada ao material
genético que, desta maneira, controla o metabolismaeterminar sua producéao e,
conseguentemente, a ocorréncia das reacdes qujmmeas quais atuam como
biocatalisadores (FAVARETTO & MERCADANTE, 1999).

A fosfocreatina € uma fonte imediata de energia gontracdo, relaxamento e

transporte nas células musculares. Em alguns nascal CK integra até 20% das



proteinas solUveis do sarcoplasma, enfatizandouopapeel chave no metabolismo
muscular (JONES & SWAMINATHA, 1990).

Os tecidos muscular e cerebral apresengamntidades substanciais de
fosfocreatina, cuja funcdo é abastecer estes oOrgéos radicais fosfato de alta
energia impedindo, deste modo, a rapida deplec&onddéculas de adenosina tri-
fosfato (ATP) (CAMAROZANO & HENRIQUES, 1996).

A creatinofosfato é formada a partir de molésule ATP no momento em
gue o tecido muscular esta relaxado e as demaredA3 E ndo sdo muito elevadas
(VANDERVEEN & WIIEBRANDS, 1996). Esta reacdo é datada pela enzima
CK, que catalisa a transferéncia reversivel deatoskentre a fosfocreatina e a
adenosina difosfato (ADP), gerando ATP e creatlbsta reagdo se constitui em
importante fonte de energia para o metabolismo mas¢WALTERSet al, 1998).

A maior atividade da CK se localiza no musculouegético, correspondendo
a 96% da atividade total da CK-MM e a 4% da CK-ME& miocardio, a CK-MB
apresenta, aproximadamente, 40% da sua atividadal t@MILLER &
GONCALVES, 1999). O dimero BB é encontrado basiaam&o cérebro, devendo
estar ausente do sangue periférico de individuasnais. Contudo, uma forma
atipica de CK-BB, pode ser liberada pelo trato myatetstinal (TGI), préstata,
bexiga, rins e Uutero, nos casos de comprometimensxico destes Orgaos
(VASSALO et al ., 1990 ; ROGULJIG:t al, 1989).

O primeiro método quantitativo para dosagem da CE-Mi desenvolvido
em 1974, seguido imediatamente por outros de ns@iesibilidade e especificidade.
Sua avaliacdo seriada tem sido considerada o métoais sensivel (98%) e

especifico (97%) no processo diagnostico (PULEOGBERTS, 1994).



A dosagem da CK-MB sérica foi utilizada muitos ammmo padrdo para o
diagnéstico do IAM (BHOLASINGHet al, 2001), porém, algum tempo depois,
verificou-se que a elevacao sérica da concentrded0K-MB pode ocorrer devido a
duas isoenzimas macromoleculares detectadas e emdiadas na analise
eletroforética (ZGRAGGENet al, 2000). A primeira delas, a macro CK-1, &
definida como um complexo de CK-BB ou CK-MM ligadolgG ou IgA, que
ocorrem na banda entre a MM e a MB. A outra, é arm&K-2, definida como um
complexo oligomérico de origem mitocondrial assdoiaas neoplasias (SPIER &
FRASSETO, 2002). Estas macroisoenzimas ndo samaslpelo anticorpo anti-M,
nem quando colocadas a 45°C durante 20 minutos,gigacdo as imunoglobulinas
confere resisténcia térmica ao complexo, enquan&agCK e CK-MB sdo dosadas
numa temperatura de 37°C, desnaturando na tempeddumacro-CK (SAWABIEEt
al., 2001).

A liberacdo da CK-MB na circulagéo ocorre em totleo40 a 60 minutos apos a
oclusdo coronariana. Esse ritmo é lento, de forraa gs valores da CK-MB,
freqientemente permanecem dentro da faixa nornaal,pnimeiras 6 a 8 horas de
evolucdo do acometimento cardiaco, apresentandpiconplasmatico 16 a 18 horas
apos o inicio dos sintomas (CHEITLIBt al, 1996), enquanto que a CK- total
geralmente mostra sua atividade maxima em tornd8a 24 horas (GAMARSKI,
1996).

A CK-MB por apresentar normalmente uma atividadeétonibaixa no sangue,
0 que facilita o estabelecimento de valores deréefga (valores normais) e, por
conseguinte, a delimitacdo dos valores de atividpde refletiriam precocemente a
miocardite (PINCUSet al, 1995) onde ocorre saida da isoenzima para o sangu

sem que tenha havido necessariamente necrose dedAMOS et al, 1983),



porém, se a atividade da CK-MB é menor ou iguaP@ 6onsidera-se o musculo
esquelético como responsavel pela elevacdo enzinéROBERTS & KLEIMAN,
1994).

Japet al (2000) descreveram o0 caso de uma paciente com aorsénco da
CK-MB, porém com eletrocardiograma normal. Postemente, foi verificado um
tumor ulcerativo ou adenocarcinoma de reto, contamte com o0 aumento dos
niveis de CK-BB detectado por eletroforese.

Martinezet al. (2001) analisaram o caso de um paciente que oasglimas
caracteristicas para IAM (precordialgia, CK e CK-MBmentadas) mas que, no
entanto, possuia adenocarcinoma de préstata. Assiglevacdo da CK-MB era
falsa, porém, ndo detectada pelo método de imumigan, o qual ndo quantifica
especificamente a fracdo CK-BB detectada por dmtese (BHAYANA &
HENDERSON, 1995).

O diagnéstico do IAM, mediante o emprego de biomdoces, inclui a
quantificacdo das proteinas estruturais do mioo&dias enzimas seletivas como a
CK total e sua isoenzima CK-MB, que apresentamibiidsade de 50% a 71%,
especificidade de 86% a 100% respectivamente (JUWAREal, 1998), e podem
também ajudar a reconhecer precocemente o reinfart@ extensdo do infarto
(PIEGAS & AVEZUM JUNIOR, 1997).

Dagheret al. (1995) realizaram um estudo de observagdo comufogrde
individuos constituidos por 20 voluntarios saud&veD pacientes com enfermidade
pulmonar benigna e 48 com enfermidade pulmonargmali Todos os pacientes nao
apresentavam dano cerebral, muscular ou cardiacdeterminada quantitativamente a
CK e sua elevacdo mostrou associagdo altamenteficajua com enfermidade

pulmonar neoplasica em estado. A presenca da ise@iK-BB correlacionou-se com



0 estado avancado da neoplasia pulmonar. Os awtmnekiiram que a CK e a CK-BB
podem ser consideradas como marcadores tumoraisipanca pulmonar maligna.

Outras doencgas de carater infecto-contagioso sistéou simplesmente que
provoque exaustdo do cardiomiécito podem tambérdyazio alteragdes nos niveis
de CK e CK-MB (SILVA, 1995), sendo que a preseneatd Ultima no soro, acima
de determinados valores, € considerada como indiaade dano ao musculo
cardiaco, ainda que nao necessariamente infartt¢/ flRA1997).

Por outro lado, a auséncia deste componente n&taadahipotese de leséo
cardiaca, quando o suprimento vascular estiver ¢émprometido que néo

possibilite a difusdo da enzima para a circulagdalg ANDRIOLO, 1989).

1.11 ANATOMIA COMPARADA ENTRE CORAC}()ES DE MACACOESEBUS

APELLAE DE HUMANOS

Desde os primordios da medicina o dsstanatdbmico dossimios tem
despertado interesse de anatomistas, fisiologestasmais cientistas. Tal interesse se
justifica por sua filogénese e similaridade com spéeie humana, propiciando
parametros mais apropriados do que outros mamitgrasdo se objetiva estabelecer
analises comparativas. Assim, os padroes morfaégieles observados apresentam
maiores probabilidades de serem extrapolaveis a@hmo(SILVA, 1981).

Para Hearn & Lunn (1975) um fator, dentutros, que tem favorecido a
utilizagdo destes animais em laboratério é o seyugre porte. Além de serem
pequenos e, portanto, de facil manutencdo e mamuss caracterizam por
reproduzirem-se em cativeiro com certa facilidade.

Os primatas mais comumente utilizados em experimsebhtomédicos sdo o

Rhesuse o Babuino. Ultimamente, G@ebustem sido foco de maior atencdo em tais



pesquisas devido a sua alta ocorréncia na Améacautl e também devido a escassez
de estudos nesta espécie (SZABUNIEWIEAI.,1971).

O Cebusadota a posicdo quadrupede apesar de, em detdasisituacoes,
serem observados na posic¢ao bipede, utilizandonsenbros anteriores para preensao,
alimentagéo e em sua vida em sociedade. Esses osaassumem freqientemente a
posicdo bipede semelhante aquela de descricdondoatdlo homem, estabelecendo
com facilidade uma anatomia comparada entre egtesabpécies (BUSS al.,1982).

Segundo Raea¢ al. (2006), o conhecimento da anatomia do coragaoseiae
artérias coronarias tem se revestido de grandertamma, visto o crescente nimero de
patologias cardiacas, sendo que o Brasil, no par@naundial, ocupa lugar de destaque
em tais cardiopatias. Para 0 mesmo autor, fazenesessarias pesquisas em cobaias
que apresentem similaridades anatdmicas com oameg humanos, como o @ebus
apella que entre outrosimios apresentam uma posi¢cdo de transicdo entre a espéci

humana e outros mamiferos.



1.12 JUSTIFICATIVA

O comprometimento cardiaco na intoxicagdo por Hegtilocorre sem
manifestacdes clinicas evidentes, as quais poglmascaradas pelo quadro de
nefropatia e neuro-toxémico que o individuo deskmvo

Este trabalho se propde a avaliar as alteracoesonhistopatoldgicas e
bioquimicas da CK-MB presentes no tecido cardiasangue de primatas ndo-humanos
(Cebus apellp

Utilizaram-se os animais acima citados como modgfmerimentapor ser uma
espécie filogeneticamente proxima ao homem, madaifde alteracdes similares
guando expostos a compostos organicos de mercurio.

S&o poucos os relatos na literatura referentescametimento do sistema
cardiovascular na intoxicacdo mercurial, e foi destado que a exposicao cronica
acarreta efeito inotrépico positivo, sem alteradaofreqiéncia cardiaca, porém com
hipertenséo arterial e reducao da resposta a datéwalfa-adrenérgica e aumento da
estimulacdo beta-adrenérgica. Nao foram observallasacbes no sistema nervoso
auténomo (SNA) simpatico e o parassimpatico, emboaaresse hiposensibilidade do
barorreflexo (VASSALCet al,, 1996).

Na intoxicacdo mercurial humana a medida que a thx letalidade decresce
com a utilizacdo de recursos da terapéutica tadggod, viabilizando a reducdo do
comprometimento renal e neurolégico, outras caupassam a assumir a
responsabilidade pelo 6bito, como os fenémenos tréagioos agudos (particularmente
digestivos e pulmonares), a morte franca dos cardimitos que pode levar o individuo
ao choque cardiogénico, as arritmias, a miocardéstre outros.

Portanto, este estudo se justifica pela caréncianfdemacdes referentes aos

efeitos nocivos dos compostos mercuriais sobrestersa cardiovascular de humanos,



uma vez que a maioria dos estudos € experimentaeaeferem aos danos renais e
neurolégicos, bem como pela possibilidade cresamdanos a saude da populagéo do
oeste do Para exposta aos compostos mercuriamsitipelo assim, o esclarecimento do
comprometimento cardiaco na exposicdo mercurial geere sem manifestacdes
clinicas evidentes, mas que pode levar a uma coaggdlo grave e conseqiente oObito, se
nao diagnosticado precocemente e tratado adequattamieropde-se assim, avaliar as
alteracdes bioquimicas da CK-MB presentes no tecwdodiaco e sangue,
respectivamente, de animais primatas platirrinogstscieCebus apellaexpostos ao

metilHg, comparando com um grupo controle.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever e avaliar as alteragcdes microscopicasiocardio e o perfil da CK-
MB sérica observados em primatas platirrinos da&a@spCebus apellaexpostos ao

metilHg, comparando com um grupo controle.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar as alteracdes histologicas no miocardios animais
expostos;
. Marcar o fenbmeno de apoptose no miocardio nos aBim®xpostos

comparando-os com 0 grupo controle através da dacdé imuno-
histoquimica;

. Investigar, através de analise quantitativa, oilpdd CK-MB sérica
na exposicdo ao metilHg correlacionando-a com aeraoes
miocardicas;

. Associar os valores da CK-MB aos niveis séricoHe AST, ALT,

bilirrubina, uréia e creatinina.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais empregados - Populacédo de estudo end@cionamento

Para o desenvolvimento do modelo experimental nfonatilizados seis
espécimes machos de macacos da espdébibus apella (macaco-prego),
provenientes do Biotério da Universidade FederadPd@-UFPA.

Todos os procedimentos experimentais, assim conoonalicionamento dos
animais, foram realizados no Biotério da Univerdaldederal do Para, sob parecer
técnico do médico veterinario Prof. Dr. Otavio Mi®hashi.

Para garantir aos animais condigcbes de responelefortna adequada aos
experimentos, todas as suas necessidades bagiaas dtendidas. As boas condi¢des
sanitdrias em que se encontram 0s animais em mgeracdo foram condicbes
imprescindiveis para a realizacdo de uma pesqeisaalidade.

A manutencdo dos animais durante o periodo expetahefereceu condicbes
adequadas de alojamento e manejo. Por isso, seefgzssario para 0S mesmos 0
condicionamento do ambiente quanto a temperatunigade relativa, luminosidade,
troca de ar, manutencéo da integridade de barsaratrias.

Os animais receberam uma dieta rica em nutriexdegposta de agua filtrada,
ovos (uma vez por semana), racado (duas vezes pwnsg e diariamente refeicdo
composta de mistura de frutas, tubérculos, legueraguaad libitumque influenciaram
positivamente a resposta ao protocolo experimental.

O condicionamento dos animais comecou trés meses ala exposicdo ao

metilHg. Para tanto foram monitorados os horariagenstituicdo da dieta.



Os animais expostos receberam leite condensado) (8@ariamente contendo
metilHg em concentracdo de 1,5 mg/kg do animal (@glsolucdo). Para um melhor
controle da dose, os animais foram pesados regedeme qualquer alteragao foi

refletida na dose e n&o na concentracdo admingspach cada animal.

3.1.2 Exposicédo dos animais ao metilHg

Os animais foram tratados com doses toxicas poorahde metilHg em po
(Sigma-Aldrich 100 mg), por 120 dias, utilizand®-sma dose de 1,5 mg/kg
dissolvidas no leite condensado (60%). Foram fowoeadrupos de trés animais
administrados com metilHg e trés animais contro@s.animais expostos e o grupo
controle foram observados quanto as alteragcbes @adapentais e/ou o
aparecimento da sintomatologia classica de int@@éica mercurial. O
acompanhamento foi monitorado na adequacao dae@sdo do aparecimento de
sintomas caracteristicos da intoxicacdo (emagretimealteracbes comprtamentais),
que foi o critério escolhido para o término da esipéo.

Ao inicio do aparecimento da sintomatologia, osras foram transportados ao
Laboratério de Neurofisiologia Eduardo Osvaldo Crda Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal do Para- ICB/AJFéhde foram preparados para a

perfuséo e coleta do material.

3.1.3 Procedimentos anestésicos, cirurgicos e pesfio intracardiaca

Todos os procedimentos cirdrgicos foram feitos emdo;des assépticas, no
Laboratorio de Neurofisiologia Eduardo Oswaldo Crdp Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Para — ICB/AF Os animais foram
anestesiados com uma mistura de 3 partes de soble&doridrato de cetamina

(Ketalar, Konig) para uma parte de solugcao de dtato de xilazina (Kenzol, Kdng),



na dose de 0,4 ml/Kg de peso corporal, por viaamtrscular. Apds o0s

procedimentos anestésicos, foi realizada a perfugéacardiaca com solucdo salina
tamponada de pH=7.4 (PBS) e paraformaldeido a 4%taenpdo fosfato salina

0,1M. O sistema de perfusdo foi constituido de dasipientes colocados a
aproximadamente 1,5 metros acima da mesa cirdrgisaguais continham as

solucdes salina (PBS) e a fixadora (PFA 4%). Acibpsaa estes recipientes havia
dois manguitos unidos na parte distal, terminantiouena canula de ponta romba
que conduzia as solu¢des. Cada manguito possuiavélm#a em seu trajeto para o
controle da direcdo do fluxo da solugdo, apds ae dmofunda do anestésico
realizou-se uma toracotomia a esquerda do este@omon seccdo das costelas
subjacentes e exposicdo da cavidade tor4cica. &fdstse as estruturas sob o
coracdo, expondo-se o mesmo, o pericardio foi seado, 0 que permitiu a

visualizagdo do coracdo e dos grandes vasos. lnggao ventriculo esquerdo 0,5
ml de solucdo de heparina sddica (liquemine, 500tIJ Roche, S&o Paulo) para
evitar a coagulacao sanguinea.

Foi estabelecido um circuito artificial para disgmlizar um elevado fluxo das
solugdes para todo o tecido cardiaco. Posterioementroduziu-se uma céanula no
ventriculo esquerdo no sentido da emergéncia da,gmla qual foram administradas
as solugdes, seguindo-se uma incisdo na auriad#adilnicialmente, foram injetados
300-500 ml de PBS, substituindo o sangue existemsevasos, porém mantendo o pH
em niveis fisiologicos. Apds essa fase, iniciolaspassagem da solucao fixadora. O
éxito da perfusdo foi evidenciado pelo enrijecieptogressivo dos musculos e dos

membros.



3.1.4. Preparo de solugbes
3.1.2.1. Tampéo fosfato 0.4 M, pH=7.4

Dissolveram-se 13,8g de fosfato de Sdodio monobasiconohidratado
(NaHPO4.H20-PM 138g) em 250 ml de &gua destiladanc@mitante a isto,
dissolveram-se 142,2 g de Fosfato de Sdédio dibasmodecahidratado
(Na2HPO4.12.H20- PM 358g) em 1000 ml de agua destil Misturaram-se as duas
solugdes e mediu-se o pH, o qual foi corrigidendudréxido de Sodio (NaOH) ou
acido Cloridrico (HCI) fumegante. Dependendo deharedido estar abaixo ou acima

do necessério, respectivamente.

3.1.4.1 Paraformaldeido 4% em tampao fosfato OdHi4 7.4 (PFA 4%)
Dissolveram-se-se 40g de parafolmaldeido (Sig8eint Louis, Misouri, EUA)

a 70° C em seguida adicionou-se de 4 a 8 gotasldgée 5N de NOH para facilitar a

dissolussao do PFA. A seguir, adicionou-se 250erthdpéo fosfato a 0,4 M (pH 7.2 a

7.4). Completou-se com agua destilada até 100Gimaljzando-se com a correcdo do

pH da solucdo entre 7.2 e 7.4

3.1.4.2 Tampao fosfato/ Solucao salfR8S, Phosphate Buffered Saling) 7.4

A partir da solugdo de armazenamento de tampéa@atdo®.4M, pH=7.4,
preparou-se 1000ml de tampao fosfato 0,05M, dilsel a solugdo de armazenamento
na proporcdo de sete partes de agua destilada paea parte de solugcdo de
armazenamento. Em seguida, diluiu-se 9g de Clatet&ddio (NaCl) em 1000ml de

tampao fosfato 0,05M pH=7.4.



3.1.5 Amostras
3.1.5.1 Analise bioquimica do sangue

As amostras de sangue para testes bioquimicos foodetadas por puncao
venosa, na regiao do antebra¢co do animal ou naoggoximal do membro inferior,
com seringa descartavel de 10 ml, de onde se ohtenequantidade de 10 ml de
sangue. Porém, apenas uma quantidade de cincd odléwada em tubos de ensaio,
sem anticoagulante, devidamente identificados e aaemados em condi¢goes
apropriadas. Em seguida, essas amostras foram zidaduao Laboratério de
Andlises Clinicas do HUJBB para realizagdo das gkrss de CK total, CK-MB,
uréia, creatinina e transaminases séricas sob @onsabilidade da técnica em

laboratério Simone Moraes.

3.1.5.2 Anélise de mercurio total no sangue

As amostras de sangue com cerca de 2 ml de sargwadh macaco foi
coletada em frasco de polietiieno e mantidas sdiigezacdo até a analise. Em
seguida essas amostras foram conduzidas ao Lakioraté Ecotoxicologia do
Nucleo de Medicina Tropical da Universidade FeddmParad — UFPA/NMT, onde
foram processadas em triplicata, através da eggetametria de absor¢cdo atbmica
com amalgamacéo em lamina de ouro, utilizando ocMgrAnalyzer, modelo SP-

3D da Nippon Corporation sob a responsabilidadeidaédica Marcia Freitas.

3.1.5.3FExame imuno-histopatolégico:
Logo apds a abertura desntriculos, tomou-se a medida relatdv@spessura
da parede dos mesmogndo por base o terco médio da fasmjuerda de cada

ventriculo. Retiraram-séragmentos do terco proximaimédio e distal das faces



esquerda @ireita dos ventriculos direito esquerdo e, posteriormente, esi@am
subdivididos, ainda, enfragmentos representativos dasmadas superficial e
profunda daparede miocardica. Em seguida, parte do tecidoi@ewdfoi levada ao
Laboratério de imunopatologia do Nucleo de Medicifropical — UFPA, para
analise histopatolégica e imunistoquimica.

O material foi fixado em formalina a 10%, processadtineiramente e
incluido em parafina. Os blocos de parafina for@ec®nados em cortes dguh e
corados pela técnica classica de hematoxilina-aoginavaliacdo deste material foi
feita pela analise semiquantitativa de parametrissrichinados em protocolo
especifico, sob a responsabilidade do médico pgisib Prof. Dr. Juarez Antdnio

Simdes Quaresma.

3.2 METODOS
3.2.1 Quantificacédo da atividade da CK-MB

O método utilizado para dosagem da isoenzima CK-fdBo cinético
ultravioleta (UV) feita pelo autoanalisador marcécydn 300®, utilizando kits
Alcyon® em soro de humanos, somente para uso dsigodn vitro.

A metodologia utilizada permitiu obter utados exatos e precisos em curto
espaco de tempo, pois o teste € realizado por ag@ma temperatura de 37°C. O
kit utilizado promove reacdes onde se verificam e anticorpos inibem a
atividade da subunidade M até 2000 U/L de CK-MM.

Este procedimento pode superestimar os valor€&Kd®B, se a atividade da
CK-BB no soro estiver bastante elevada. Contudta etividade da CK-BB esta

geralmente ausente no soro de individuos normdéesaardiopatas.



A técnica é baseada na determinacdo fatve da atividade enzimatica da
CK-MB acompanhado, paralelamente, de um métodond@ainibicdo em amostras
biolégicas (soro ou plasma), somente para diagtwstivitro.

Este procedimento fundamenta-se na iaiespecifica das subunidades
CK-M com anticorpos monoclonais anti CK-M, que b tanto a enzima CK-MM
como as subunidades M correspondentes a CK-MB ejemmo tempo, nao afeta a
atividade da subunidade B da CK-MB e CK-BB, pernudt a determinacédo
quantitativa da atividade da CK-B. A complexacéoamticorpo anti-CK-M com a
subunidade M resulta na perda da metade da atidathlitica da molécula de CK-
MB, portanto, a atividade de CK-MB na amostra éalga 2 vezes a atividade da

CK-B. O Valor de normalidade da isoenzima CK-MBitsentre 0 - 25 U/L a 37°C.

3.2.2 Quantificagao da atividade da CK-total

O método utilizado para dosagem da CK foi o cimétidtra-violeta (UV)
feita pelo autoanalisador marca Alcyon®. O ensa® @K é utilizado para a
quantificacdo de CK em soro de humaiositro, utilizando kits Alcyon®.

O método fundamenta-se no principio de que a CKsente na amostra,
catalisa a transferéncia de um grupo fosfato dea attergia a partir da creatina
fosfato para o ADP. O ATP produzido nesta reacasubseqientemente, utilizado
para fosforilar a glicose produzindo glicose-6-&def (G-6-P) na presenca da
hexoquinase. A G-6-P &, entdo, oxidada pela gli€efesfato desidrogenase (G-6-
PDH) com reducdo concomitante de nicotinamida adedinucleotideo (NAD) para
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADIH),qual € proporcional a
atividade de CK na amostra. Os Valores de normadéidia CK sérica obedecem ao

intervalo de 38 a 174 UJ/L.



3.2.3 Quantificagcédo da atividade da AST

O método utilizado para dosagem da AST foi o caeétiltra-violeta (UV)
feita pelo autoanalisador marca Alcyon 300®, udilido kits Analisa Diagnostica®,
no soro de humanos, somente para diagnoéstigdro.

O método fundamenta-se no fato da AST catalisaamsteréncia do grupo
amina do aspartato para o cetoglutarato com formdedglutamato e oxalacetato, o
qual é reduzido a malato por acdo da malato degidiase (MDH), enquanto que, a
coenzima NADH é oxidada a NAD+. A atividade da ABd amostra € calculada
com base na reducdo, do NADH que se transforma &D+N O Valor de

normalidade da AST no soro ou plasma é até 42 U/L.

3.2.4 Quantificacdo da atividade da ALT

O método utilizado para dosagem da ALT foi o cieetultra-violeta (UV)
feita pelo autoanalisador marca Alcyon 300®, ncossomente para diagnéstiao
vitro.

O método fundamenta-se no fato da ALT catalisaaasferéncia do grupo
amina da alanina para o cetoglutarato com formaeaglutamato e piruvato, o qual
é reduzido a lactato por acdo da lactato desidagger(LDH), enquanto que a
coenzima NADH é oxidada a NAD+. A atividade da Ab& amostra é calculada
com base na reducdo do NADH que se transforma enD#NAO valor de

normalidade da ALT no soro é de até 41 U/L.



3.2.5 Quantificagcédo da atividade da creatinina
O método utilizado foi o sistema colorimétrico pagaantificacdo da
creatinina no soro, utilizando kits Doles®. Os \fakde normalidade da creatinina

sérica no soro de variam de 0,6 a 1,2 mg/ dL .

3.2.6 Quantificacdo da atividade da uréia

O método utilizado foi o sistema colorimétrico (Bezlot) para quantificacéo
da uréia no sorm vitro, utilizando kits Celm®. Fundamenta-se no fato queéia,
na presenca da urease forma o carbonato de ambejgqsteriormente, reage com
o salicilato e o hipoclorito de sbédio na preseng rdtroprussiato de sodio
originando o azul de indofenol. A intensidade da ¢ormada é diretamente
proporcional a concentracdo de uréia na amostravV&sres de normalidade da

uréia sérica no soro variam de 10 a 50 mg/ dL .

3.2.7 Quantificacdo de mercdurio total no sangue

O procedimento analitico consistiu na decomposigimica a 800°C em
forno fechado, amalgamacéo em laminas de ouro@ s atbmica pelo vapor frio.

O Mercury Analyzer SP-3D contém trés blocos ppa@s: Mercury atomizer
(MA), MA controller (MA-1) e Mercury Detector (MDJ1 O MA decompde as
amostras analiticas pela queima (calor) para separeercurio de produtos gasosos.
O mercurio separado € enviado ao MD-1 onde o métlmdabsor¢cdo atdbmica com
vapor frio é aplicado para determinar sua quangd&l mostrador digital do MD-1
mostra a quantidade de mercuario contida em pespgrapncentracdo de mercurio

em ppb e ppm.



3.2.8 Procedimentos imuno-histoquimicos

A técnica de imuno-histoquimica para avaliacdo ¢=sbes miocardicas

empregou metodos especificos para identificaca@pdptose.

As seccdes obtidas por microtomia dodte cardiaco foram colocadas em

banho-maria histolégico e os cortes depositadosaemnas previamente tratadas com

solucéo de APTS. Apds a montagem, as laminas fdepositadas em estufa a 60 °C

por 24 h para melhorar a adeséo.

O método utilizado para deteccdo dos perfis apgptseguiu o protocolo

descrito por GOLDet al (1994). Para tal, utilizou-se “kit” de detecc@apoptose “in

situ” (APOPTAG), conforme especificacdo e protoaidscrito a seguir:

Método APOPTAG (Apoptag plus peroxidase kit), Igtar, S7101.

Primeira etapa

a) Montar Cortes de gm do tecido cardiaco em laminas silanizadas;

b) Submeter a desparafinizacdo com xilol e hidratagdm concentracdes
decrescentes de alcoois 90%, 80%, 70% e alcooluabse posteriormente
lavados em PBS por 5 minutos.

Segunda etapa

a) Realizar a digestado protéica com proteinase K panihutos a temperatura
ambiente

b) Lavar em 4gua deionizada durante 5 minutos.

Terceira etapa

a) Bloguear a peroxidase enddégena cog@Hbor 5 minutos;

b) Lavar em tampéo fosfato de equilibrio por 10 misuto

Quarta etapa

a) Aplicar a enzima TdT (77 microlitros de tampé&o +38rolitros de TdT)



b) Incubar 1 hora a 3T, e a seguir lavar com o tampé&o do kit;
c) Acrescentar anti-digoxigenina, e aguardar por 3@Quitos a temperatura
ambiente.
¢ Quinta etapa
a) Lavar em tampéao PBS;
b) Revelar com DAB (diaminobenzidina);
c) Lavar em agua corrente;

d) Efetuar a contra-coloracdo com hematoxilina, datagéo e montagem.

3.2.9 Procedimentos histopatoldgicos
3.2.9.1 Principio do Teste:

Este teste, descrito por Behnedral (1976), baseia-se na avaliacédo histologica
de espécimes fixados em formol a 10% e embebidopaafina, autoprocessados e

corados pela hematoxilina-eosina (HE).

3.2.9.2Amostras aceitaveis
Fordo analisadas amostras de pecas anatbmicas rdgd@ode macacos

devidamente acondicionadas em formol a 10% tammonad

3.2.9.3 Reagentes e insumos
Os reagentes (corantes) utilizados para a reabzég&xame histologico foram:
. Hematoxilina de Harris;

. Eosina



Os insumos utilizados foram:

. Alcool a 70%, 80%, 90% e absoluto;

. Xilol PA;

. Parafina;

. Dispensador de parafina (DIP. 01) e moldes metlico
. Microtomo (MCR 01) e navalhas para micrétomo;

. Banho histolégico (BAM 03);

. Pincas, lapis comum, laminas foscas, laminuladsaidd.

3.2.9.4 Preparacao da hematoxilina
Reagentes utilizados:
. Hematoxilina cristais (5,00);
. Alimen de potassio (1009);
. Oxido de mercurio (2,59);
. Alcool absoluto (50 ml);

. Agua deionizada (1000 ml).

Métodos de preparacao:

. Dissolveu-se a hematoxilina no alcool e o aliumeagua deionizada;
. Levar ao fogo, porém néo ferver a agua e o alimen,;

. Retirar do fogo e misturar as duas solu¢cdes eno lzgdéopriado;

. Levar novamente ao fogo até a ebuli¢do;

. Retirar do fogo e misturar lentamente o 6xido decone;

. Levar a mistura novamente ao fogo até adquirir congurpura;

. Retirar do fogo e mergulhar imediatamente em balehégua fria.



3.2.9.5Preparacao da eosina

Reagentes necessarios:

Eosina amarelada (10g9);
Alcool absoluto (200 ml);

Agua deionizada (800 ml).

Métodos de preparacao:

Dissolver a eosina no alcool na agua deionizada;

Acrescentar o alcool.

3.2.9.6Processo de realizacado do exame

Realizou-se 0 exame macroscépico da peca anatfooicao);
Identificaram-se as reservas das pecas anaténoaasisculo cardiaco;
Armazenou-se em formol a 10% por 7 dias ap6s md&tEo;

Apébs este periodo as reservas foram acondicioramasacos de “lixo
hospitalar” e desprezadas no lixo bioldgico;

Apds a macroscopia (clivagem) os fragmentos seladias para exame
microscépico foram identificados através de um momee registro
interno e colocados em capsulas metalicas;

As capsulas foram colocadas em cestas metdlicagjuais foram
acopladas ao histotécnico para o procedimento;

O processamento foi realizado em banho de alc@8is 80%, 90%. 03
banhos de alcoois absolutos, 03 banhos de xil@ @eOparafina liquida

(66 a 75 °C);
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12.

Os cortes foram colocados no banho histolégico (BAB) numa

temperatura entre 30 e 40 °C,;

Coleta dos cortes em laminas, que foram identifisadom namero

correspondente ao bloco;

As laminas foram arrumadas em “bercos” metalicoslecadas na estufa

(STF 05) entre 60 e 80 °C, para secagem por 30tosinu

Apds secagem as laminas foram coradas pela tédai¢dematoxilina-

Eosina (HE) seguindo a seguinte ordem:

a. Desparafinizagao das laminas em 3 banhos de xilol;

b. Lavagem das laminas em 2 banhos de &lcool abselatbanhos
de é&lcool a 90%, 80% e 70%;

C. Lavagem das laminas em agua corrente por 2 a 3osinu

d. Coloragéo das laminas pela hematoxilina de Hpois3 minutos
e lavagem em &gua corrente pelo mesmo tempo;

e. Coloragédo pela eosina por 2 minutos e lavar em éguante
pelo mesmo tempo;

f. Desidratacdo das laminas em banhos de alcool 70%, 80% e
em 2 banhos de alcool absoluto;

g. Diafanizacdo em 3 banhos de xilol;

h. Montagem das Laminas com balsamo e laminula;

I. Identificaram-se as laminas com etiquetas autorzakesque
contém o cadastro interno do animal;

J- Arranjo das laminas em bandejas e em ordem numérica

Realizagéo da leitura das laminas com o respeletiuao.



3.7 AVALIAQAO ESTATISTICA DOS RESULTADOS
Os resultados foram tabulados e submetidos asanéBtatistica descritiva

através da comparacao entre os grupos estudados.

3.8 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica eesdisa com Animais de
Experimentacdo da Universidade Federal do Para AEEP

O CEPAE, através de seu presidente, Prof. Dr. Véa@ames Leal, no uso
de suas atribuicbes delegadas pela portaria N8/2665, aprovou a utilizagado dos
animais de experimentacdo nas atividades do projeioperiodo de vigéncia de

08/2006 a 09/2009 com o N°. CEPAE-UFPA: BIO 002-09.



4, RESULTADOS
4.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS:

Nas tabelas abaixo se encontram os resultados ala@o dos parametros
bioquimica nos seis animais incluidos neste est8dado que trés foram utilizados
como controle e os demais foram expostos ao metiliig periodo de 120 dias.

Tabela 1 —Distribuicdo dos valores CK-MB em macadfebus apellaexpostos ao
metilHg no periodo de 120 dias

Tempo de exposigéo n )_(Cf-g/.lﬁ Amplitude CV (%)
Sem exposicao 3 256 +4.16 21 -29 16.22
40° dia de exposicao 3 57.6 + 25.9 25 _ 76 44.96
80° dia de exposi¢ao 3 116.67 +81.7 54 — 235 70
120° dia de exposicao 4 329 + 279 86 — 634 84.8

* Valores de referéncia para CK-MB variam de 0 24nL.

A andlise de variancia dos teores de metilHglango dos 120 dias de exposi¢ao
apresentaram valores de CK-MB com diferenca ®ogiiva (p= 0.0416). O emprego
do teste a posteriori demonstrou diferenca estatisignificativa entre o periodo inicial
e final da exposicdo (Student-Newman-Keuls). Olmsese que a exposicdo ao
metilHg influenciou no aumento da concentracaCHeviB.

Tabela 2 —Teores médios de CK-MB e CK-total em macaCebus apellaontrole e
expostos ao metilHg no periodo de 120 dias

_CK-MB _CK- total

Grupo n X +dp Amplitude X +d.p Amplitude
Nao Exposto 3 38.3+8.6 29 — 46 177486  172-187
Exposto 3 329 + 279 86 — 634 1355 4366 402 — 2924

* Os valores de referéncia para a enzima CK-tatadexo masculino é até 172 Ul/mL.



O emprego de teste estatistico nao-paramétricos@attM/allis) demonstrou
diferenca significativa nos teores de CK-MB entregmpo controle e o grupo
experimental (p= 0.0495). Em relacdo a CK-total fobservada diferenca
significativa entre os teores de CK-total entre wp@ controle e o grupo
experimental (p= 0.0463), constatando-se, nestelesque a exposi¢cdo ao metilHg
altera as concentracdes de CK-MB e CK-total.

Tabela 3 —Teores médios de uréia e creatinina séricas em aoa€zxebus apella
controle e expostos ao metilHg no periodo de 1386 di

_Uréia : _Creatinina .
Grupo n X +d.p Amplitude X +d.p Amplitude
Nao Exposto 3 27+ 45 17 — 41 1.031 €35 07-14
Exposto 3 13.1+4.9 8_17 0734035 07-08

* Os valores de referéncia para a uréia é 10 aglflne para creatinina € de 0,4 a 1,2 mg/dL.

O emprego de teste estatistico ndo paramétrico kilWallis néo
demonstrou diferenca significativa entre os teadesuréia do grupo controle e
experimental (p=0.2752). O teste estatistico ndmmaétrico de Kruskal-Wallis
também ndo demonstrou diferenca estatistica estteares de creatinina no grupo
exposto e ndo exposto (p= 0.2463). Constatou-seagedposicao ao metilHg néo
interferiu nos parametros normais da funcado reltd animais submetidos ao
experimento.

Tabela 4 —Teores médios de AST, ALT e bilirrubina em macaGebus apella
controle e expostos ao metilHg no periodo de 1386 di

_ AST _ALT Bilirrubina

Grupo n X +dp X +d.p Amplitude X +d.p

Amplitude Amplitude

Nao Exposto 5 59 5,373 20-36 37412 30-50 302395 02-03

Exposto 3 208+45  16-25 213+  14-28 3054026  0.3-0.8

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



O emprego de teste estatistico ndo paramétricokdWallis foi utilizado
para andlise estatistica da funcdo hepética. Namb&ervada diferenca significativa
entre os teores de AST (p= 0.3758), ALT (p= 0.8283jlirrubinas (p= 0.0722) do
grupo controle e experimental. Observando-se quxpmsicdo ao metilHg néo

interferiu nas provas da funcao hepética.

4.2  HISTOPATOLOGIA (CORAGCAO, FIGADO E RIM)
No coracdo dos animais controle ndo se verificheragdes morfolégicas
significativas. Observou-se cardiomiécitos apremsshd citoplasma homogéneo com

estriagbes visiveis, nucleos arredondados e craatiomogénea demonstrando

arquitetura histologica muscular preservada (Figdja

Figura 01 — Tecido cardiaco normal de macacebus apellacom células sem alteracdes
morfolégicas com cardiomiécitos apresentando Gitspla homogéneo com estriagdes visiveis,
nacleos arredondados e cromatina homogénea (setapndtrando arquitetura histoldgica
muscular preservada. (Figura = 400X)



As alteracdes histoldégicas observadas no teciddiazm dos trés animais
expostos ao metilHg foram células demonstranddi@aiocitos com citoplasma
acidofilo e vacuolizado em toda a extensdo do chiséolégico com contorno da

arquitetura celular preservada, caracterizando riggedo vacuolar generalizada.

(Figura 02).

Figura 02— Tecido cardiaco de maca&ebus apellaexposto ao metilHg demonstrando
cardiomiocitos com citoplasma vacuolizado em tadaextensdo do corte histologico
caracteristico de degeneragao vacuolar general{gzatl. (Figura = 400 X)



Nos animais que constituiram o grupo controlegaidb hepético periportal e
lobular mantiveram-se histologicamente dentro dalrg@ de normalidade. Os
hepatdcitos demonstraram auséncia de vacuolizépidasmatica glicogénica e difusa.

(Figura 03).

Figura 03 - Tecido hepético periportal e lobular de mac@ebus apelladentro do padréo de
normalidade. Os hepatdcitos demonstram vacuolizag@plasméatica glicogénica normal e
difusa (seta). (Figura = 400X)



As alteragBes histolégicas, em nivel de figad@nfoobservadas nos trés animais
gue compuseram 0 grupo de exposicdo ao metilHglepwiando-se corte de figado
mostrando estrutura trabecular dos hepatdcitosadbe Hepatdcitos aumentados de

tamanho, globosos e vacuolizados com nucleos delsapiara a periferia do citoplasma.

(Figura 04).

Figura 04 — Tecido hepatico periportal e lobular de mac@ebus apellaOs hepatécitos
demonstram microvacuolizacao citoplasmatica difesatodas as &reas do corte histoldgico
(seta). (Figura = 400X)



Nos animais controle a histopatologia revelou sodi@ tecido renatom tibulos

proximais e algas de Henle apresentando células roonfologia normal tanto nos

tubulos proximais como também nas alcgas (Figura 05)

Figura 05 — Revela cortes do tecido renal de mac@etus apellaem nivel de tubulos
proximais (diagonal esquerda) e alcas de Henlegydda direita). As células apresentam-se
com morfologia normal tanto nos tlbulos proximamo também nas alcas. (Figura = 200X)



No tecido renal, dos trés animais expostos, graigiente na regido tubular,
foram encontradas alteragbes histolégicas com al@dumentadas de tamanho,
citoplasma acidoéfilo e nucleos integros, porém dionites celulares apagados e luz

tubular diminuida de tamanho (Figura 06).

Figura 06 — Revela cortes do tecido renal de mac@ebus apellacom énfase nos tubulos

proximais (diagonal esquerda) e alcas de Henlegdda direita). As células demonstram
vacuolizacdo hidropica difusa e moderada evideptiags tubulos proximais e também nas
alcas, sem lesdo da borda em escova (seta).(FgLoax).



4.3 IMUNOHISTOQUIMICA PARA APOPTOSE (CORACAOQ, FIGADO RIM)

Através do método APOPTAG, evidenciou-se nesseleatpresenca de células
apoptdticas nos trés tecidos de animais que forgmstéos ao metilHg. Uma nitida
marcacao foi observada nas células do tecido eardfepético e renal dos animais
expostos, evidenciando-se maior niumero de céldagiyas nas células dos tubulos
renais (Figura07 Be C e 08 A e B).

Varios padrbées morfologicos foram observados, motae nlcleos
condensados e marcados em castanho pelo cromégeeaagdio.

No tecido cardiaco do grupo exposto, observaraogisgas apoptéticas isoladas
e em pequenos grupos. As células apoptéticas apaesm-se com citoplasma
acentuadamente acidofilo e com nudcleos exibindo rematina marcadamente
condensada (Figura 07 B e C).

Os achados imunohistoquimicos acima citado estiveaaisentes no tecido
cardiaco dos animais controle (Figura 07 A).

No estudo da imunoistoquimica do tecido renalpatieo do grupo de animais
de exposicéo verificou-se intensa area de apoptosendcleos picnéticos e igualmente
marcada pela reacao (Figura 08 A e B).

N&o se observou infiltrado inflamatorio em torrestes elementos descritos em

nenhum dos tecidos analisados.



Figura 07 - Imunohistoquimica para apoptose em tecido cardiecmacaco€ebus
apellaexpostos ao metilHg. A — Controle negativo; B e Bnimal exposto mostrando
marcacao positiva apontados pela seta. (A, B €00xX).



Figura 08 — Imunohistoquimica para apoptose em figado (#&rielo renal (B) de
macacoebus apellaxpostos ao metilHg. As células positivas imunaadas em
castanho estdo apontadas pelas setas. A= 200X46B=



5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho relacionaapsesfeitos e mecanismos de
intoxicagdo aguda por metilHg no coracdo de anind@sexperimentacadoCébus
apella) indicando que este modelo de intoxicagdo podeacaalteracdes similares
aquelas citadas na literatura, ocasionadas pelai¢atao crénica, quando os sintomas
caracteristicos da intoxicagdo mercurial manifestanapos um periodo relativamente
longo tanto em animais como em humanos (HAN®EAI.,1989).

Observou-se neste estudo, nos animais expostosmablHg, lesdes
histopatolégicas caracterizadas como degeneragdi@pita no tecido cardiaco e
também alteracbes nos valores de referéncia danan@K-MB que se elevaram
gradativamente, enquanto que nos animais contedees valores mantiveram-se
normais, assim como a preservacao da arquitetigacélalas que compde o tecido
cardiaco. Devido a falta de dados similares naatilea compulsada, tornam-se
invidveis padrbes de comparacdo bioquimica e Hasdtjmica para os referidos
achados.

Segundo Robbinst al. (2004) a degeneragéo hidropica ocorre em funcdo do
comprometimento da regulacdo do volume celular, guan processo relacionado,
basicamente, ao controle das concentracfes de @dat) e potassio (K+) no citosol.
Portanto, todos o0s processos agressivos que redazeatividade da membrana
plasmatica, da bomba de Na+ / K+ e da producdoTd® pela célula, levam a retencéo
de Na+ no citoplasma, deixando escapar o K+ e sbonhida um aumento de agua no
citoplasma da célula.

A patogenia acima descrita, pode estar diretanreftaeionada a vacuolizacao
observada no tecido cardiaco, hepético e renal atimais expostos ao metilHg.

Segundo Vassalo (1996) os compostos mercuriaisnpadeerferir na fosforilagéo



oxidativa por destruirem enzimas de oxidacdo (A€Raalterando a homesotase da
bomba de Na+ / K+, o que segundo Fabris (1999)yazical degeneragdo hidropica
celular

A degeneracédo hidropica e a elevacdo da CK-MBrehdas nos trés animais
expostos ao metilHg sdo consideradas como um ifwtteador de injuria miocardica.
Pois segundo Cannon & Braunwald (2005) a mesmalesa egradativamente no
plasma, desde que a lesao celular seja permanent@recessual, ou ainda em estado
de intensa permeabilidade de membrana como observad etiopatogenia da
degeneracéo vacuolar.

ParaCheitlin et al. (1996) a liberagdo da CK-MB na circulagdo ocomreterno
de 40 a 60 minutos apods e lesao celular. Esse étianto, de forma que os valores da
CK-MB, frequentemente, permanecem na faixa normaal primeiras 6 a 8 horas de
evolucdo do acometimento cardiaco, apresentandpiconplasmatico 16 a 18 horas
apos o inicio dos sintomas.

Wakita (1987) e Arito & Takanahashi (1991) relataram seus estudos que 0s
efeitos do metilHg sobre o sistema cardiovascudan sido observados em varios
modelos animais, principalmente em macacos e ra@stacando-se o aumento da
pressdo arterial e comprometimento dos cardionm®ciPara 0s mesmos autores a
etiopatogenia do aumento da presséo arterial, pasegéo ao metilHg, associa-se ao
espessamento das paredes das artérias podender albminuicdo do débito cardiaco e
da oferta de oxigénio as células, interferindouseg Fabris (1999), na fosforilacdo
oxidativa dos cardiomidcitos e diminuicdo na prdugle ATP, gerando, com isso,
acumulo de Na+ no meio intracelular com consequenteada e de agua na célula,

caracterizando a degeneragéo hidropica.



As alteracbes supracitadas pelos autores podem desttamente relacionadas
ao aumento progressivo da CK-MB e ao aparecimeatdedieneracao hidropica que
foram observadas, nesse estudo, nos trés aninpastex ao metilHg,

Shawet al. (1979) descreveram as lesGes cerebrais em quatnat@s nao-
humanos durante longa exposicdo de MetilHg (90 @& 1g/kg por dia). As lesdes
detectadas foram semelhantes as observadas em dmimhipertensdo arterial,
espessamento da camada intima das artérias eefideosamada adventicia. Estes
achados relatados pelos autores também podemrgsteamente envolvidos na génese
da lesdo de células cardiacas, o que pode terageradimento da CK-MB nos trés
animais em exposicao ao metilHg.

Segundo Goyeet al. (2000), o envolvimento cardiaco na exposi¢cao haman
ao metilHg pode ocorrer, freqientemente, por hgresdo e também através de uma
miocardite que, na maioria das vezes, ndo € acdmapanpor alteracdes cardiacas
significativas. Como se colheu amostras de sangueaatacos a partir do 40° dia de
exposicdo, momento este no qual o coracdo comegaesx acometido, isto pode
explicar a elevacdo gradativa dos niveis da CK-MERsdes celulares reversiveis
apenas nos macacos expostos, porém sem altergrdresit@s da funcdo cardiaca.

Para Carmignanet al. (1992) as alteracbes organicas que se manifestam e
decorréncia da exposicdo ao metilHg envolvem mlaRipdrgdos, tais como: rins,
figado, coracdo e pulmdes. Porém neste estudouabog animais foram expostos
durante 120 dias, observou-se que apenas a enzantadora de lesdo miocardica, CK-
MB, elevou-se ao longo da exposicao ao metilHguantp que as transaminases (AST
e ALT), CK-total, bilirrubina total, uréia e creaitha mantiveram-se com valores de
referéncia normais, o que pode justificar o acomenito maci¢co destes outros 6rgaos

em um tempo maior de exposi¢cdo ou com uma doseeteiada.



Robbinset al. (1996) relatam que valores elevados de uréia dimireaséricas,
com hiperazotemia e hipercreatinemia pré-renalepodstar associados a redu¢édo do
débito cardiaco, cuja etiologia pode ter multimagens, em particular a morte franca
dos cardiomidcitos. Estas conclus6es podem expbcalevacdo da CK-MB nos
animais expostos, porém ndo explica os niveis nieroha uréia e creatinina séricas
observados nos mesmos, durante a exposigao.

A imunohistoquimica revelou apoptose dos tecidadiaao, renal e hepatico
nos trés animais expostos ao metilHg, cujo mecanariesédo, segundo Robbatsal..
(2004), resulta de anormalidades funcionais e biomas em um ou mais componentes
celulares. Uma das hipéteses para as lesdes apaptéhcontradas seria o fato de que
os alvos mais importantes dos estimulos nocivos as&espiracdo celular aerdbia
envolvendo a fosforilagcao oxidativa e a producad\@P, a integridade das membranas
celulares, da qual depende a homeostasia ibnicem®tica da célula, a sintese de
proteinas e a integridade do componente genéticéldi.

Segundo Green (1998) a diminuicdo de ATP e a reddedsua sintese estdo
frequentemente associado as lesdes por hipOxig@sigdo as substancias quimicas
toxicas. Para o mesmo autor, a reducdo de ATP gfeitos disseminados como a
diminuicéo da atividade da bomba derN&+, produzindo acumulo intracelulde Na
e perda de Kpela célula com consequente edema celular e estrgitativo. Este fato
pode explicar as altera¢cdes imuno-histopatologidageneracao hidrépica e apoptose)
cardiacas, renais e hepaticas encontradas no gl@nimais expostos ao metilHg
neste estudo, enquanto que no grupo de animaisotntdo foram encontradas
alteracdes imuno-histopatoldgicas e bioquimicas.

Estudos realizados por Pollard & Hultman (1997) destraram que o metilHg

possui capacidade de ligagdo com a molécula de-Ma+ ATPase, inativando-a com



consequente supressao na passagem dos tongu€ tendem a se acumular no meio
intracelular produzindo aumento na pressao osmdtceélula, inviabilizando assim, a
sintese de RNA, DNA e proteinas e com isso dimbtwia capacidade mitogénica da
célula, que entdo passa a manifestar os primeinaéssde apoptose: diminuigdo na
producdo de adenina, alteragdo na sintese deifddios e aumento na permeabilidade
aos ions Ca++ . Os achados patologicos supracitados pelos aufoodem estar
intimamente envolvidos na génese da lesdo de sé&alaliacas, renais e hepaticas por
apoptose nos trés animais em exposicdo ao metd#Aguanto que nos animais
controles ndo foram evidenciadas tais lesdes.

O dano mitocondrial ocasionado pelo aumento de @etgitosol, pelo estresse
oxidativo e pela degradacdo dos fosfolipidios geeate resulta na formacdo de um
canal de elevada condutancia, chamado poro de igiiansde permeabilidade
mitocondrial, localizado na membrana mitocondnéina, cuja formagao viabiliza o
extravasamento da molécula de citocromo C no djtasiando as vias de morte
celular por apoptose (GRENN, 1998).

Estudos realizados por Guet al. (1998) afirmam que o metilHg promove
influxo de Ca++ no citosol e liberacdo de Ca++ miéscondrias, produzindo com iSso
um aumento considerado de Ca++ no hialoplasma. Rakbinset al. (2004) o
aumento de Ga intracelular é capaz de ativar enzimas (ATPasesfolfpases,
proteases e endonucleases) que produzem efeitegéried causando aumento na
permeabilidade mitocondrial, liberacdo de molécufa$-apoptdticas no citosol,
diminuicdo de moléculas de BClextravasamento de moléculas de citocromo ¢, com
consequente ativacdo das caspases e efetivacAapaose. Somando as duas

proposicdes dos autores acima citados e assocemn@@ mecanismo de apoptose,



pode-se associar aos achados imuno-histopatolod@psptose) encontrados nos

animais que foram expostos ao metilHg neste estudo.



6 CONCLUSOES

 Os niveis de mercurio total estiveram elevados angse dos animais
expostos, quando comparados ao grupo controlectesizando a exposicao
do grupo experimental;

» As alteracdes histopatoldégicas no miocéardio do grdps animais expostos
foram caracterizadas por degeneracdo hidropica awdiomiocitos sem
processo inflamatorio evidente;

» Foram observadas ao exame histopatologico degeitehagropica dos rins e
esteatose hepatica,

* A apoptose foi observada nos animais expostos,csevidenciada em ordem
decrescente de intensidade no rim, figado e coracao

* A atividade da enzima CK-MB sérica esteve aumenta@a maneira
significativa nos animais expostos ao metilmercugoando comparada ao
grupo controle, elevando-se gradativamente ao lalagexposicao;

» Nao foi observada associagdo positiva entre asagfies histopatologicas do
figado e dos rins, com 0s niveis séricos de ASTT Alilirrubina total, uréia

e creatina nos animais expostos.

Recomendam-se estudos complementares a fim derexsmlacom precisdo a
etiopatogenia, o0 mecanismo de agressao e injulidacenos individuos expostos de

forma crénica e aguda ao metilmercurio.
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ANEXO A —Ficha Clinica e Laboratorial

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

Ficha Clinica e laboratorial

IDENTIFICACAO:

ANIM AL e

Data da perfuséao ...... S

DADOS TOXICOLOGICOS

Peso corporal no inicio da exposi¢cao

Peso corporal no final da exposicéo

Dose inicial de MetilHg ........ccccceenn.... data : / /
Dose final de MetilHg ..................... data : / /

Tempo de exposiCa0 ........ccccceennn.

QUADRO CLINICO

Desconforto respiratério ()

Sinais de caquexia ()

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

Ictericia conjuntival ()

Edema ( )
Outros ()




DIAGNOSTICO LABORATORIAL

e AST Normal () Alterado ( )
e ALT Normal () [tArado ( )
e CK-T Normal () lt&rado ( )
« CK-MB Normal () Ali@do ( )
« BILIRRUBINA Normal () Alterado ()

« UREIA Normal () Alterado ( )
* CRATININA Normal () Alterado ( )

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Lamina n°:

Lesao:

Alterac@es histopatologicas:

Etiopatogenia:

Traducéao clinica da leséo:




ANEXO B —Parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa d6B/UFPA

comite de etica em pesquisa S

¥

epae com animais de experimentagao \,'

PARECER BI0O001-09

Projeto: Avalia(,io dos mecanismos de injiria miocdrdica induzida pela exposicio ao
metilmerciirio em modelos experimentais de primatas do nove munde (Cebus apella)
Coordenador: Prof. Dr. Juarez Antonio Simdes Quaresma

Area Tematica: Biologia

Vigéncia: 08/2006 a 08/2009

<o

Nono CEPAE-UFPA: BI0002-09

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagéio 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 manipulagéo 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 Pari, resolve APROVAR a utilizagio de animais de
experimentagio nas atividades do projeto em quest#io, no periodo de vigéncia estabelecido.
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagdo
deste comité.

Belém, 05 de margo de 2009 .

[V ﬂy

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



