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RESUMO

A intoxicacdo por mercurio vem sendo considerada um grande problema ambiental, com relatos
de casos de exposi¢ao desde a década de 50. O mercurio liberado por atividades antropogénicas
se sedimenta em solos e rios, onde ¢ convertido para sua forma orginica metilada, o
metilmercurio. Sendo consumido por peixes, chega aos seres humanos por meio da atividade
pesqueira, atingindo principalmente populagdes ribeirinhas. O figado, como um 6rgao alvo na
intoxicacdo por metilmercurio foi o foco deste estudo. Devido a ampla disponibilidade de
estudos com organismos adultos e acerca da contaminagdo via placenta, este visou avaliar os
danos induzidos exclusivamente por meio da amamentagdo. Para tal trabalho, foram utilizados
camundongos C57BL/6J selvagens em desenvolvimento pds-natal. Os animais foram divididos
em 2 grupos: sem intoxica¢cdo € com intoxicagdo, sendo administrados a este ultimo 20 mg/L
de cloreto de metilmercurio através da dgua de beber. Amostras de figado foram coletadas para
condugdo de analise histologica por leitura em microscopio Optico. O grupo ao qual foi
administrado solucdo de cloreto de metilmercurio apresentou hepatdcitos de tamanho, forma e
cor normais, bem como auséncia de figuras de mitose ou anormalidades de mutagénese, sem
area de necrose ou aumento na quantidade de células de defesa de Kupffer. Nao foram
observadas alteracdes histopatoldgicas no grupo intoxicado, quando comparado ao grupo
controle. Tais resultados indicam que nao houve a passagem de metilmercurio via aleitamento

materno em quantidades suficientes para induzir danos histologicos.

Palavras-chave: metilmercurio, figado, lactentes.



ABSTRACT

Intoxication by methylmercury has been considered a major environmental issue, with reports
of exposure cases since the 50’s. The mercury released by anthropogenic activities sediments
on soils and waters, where it is converted into its organic methylated form, methylmercury.
Being consumed by fishes, it gets to humans through fishing activities, reaching mainly the
riverside population. The liver, as a target organ in methylmercury intoxication was the
highlight of this study. Given to the wide availability of studies with adult organisms and
concerning placental contamination, this one aims to evaluate damages induced exclusively
through breastfeeding. For such purpose, postnatal in development wild C57BL/6J mice were
used. Animals were divided into two groups: without intoxication and with intoxication,
administering 20mg/L methylmercury chloride through drinking water to the last one. Liver
samples were collected to perform histological analysis of the liver by optical microscopy. The
group that received methylmercury chloride presented normally shaped, sized and colored
hepatocytes, as well as absence of mitosis figures or mutagenesis abnormalities, with no
necrosis area or increase in the amount of defense cells of Kupffer. No histopathological
changes were observed in the intoxicated group, when compared to the control group. Such
results indicate that there was no passage of methylmercury via breastfeeding in sufficient

amounts to induce histological damage.

Keywords: methylmercury, liver, suckling.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introdugao

Os primeiros casos de intoxicacdo envolvendo metilmercurio (MeHg) a serem
identificados e registrados, decorrentes do Desastre de Minamata, ocorreram em 1956. Devido
ao acelerado crescimento econémico do Japao no periodo pos-Segunda Guerra Mundial, houve
um aumento nas atividades industriais. Chisso Co. Ltd., com sua produ¢do de acetaldeido a
partir do uso de Hg inorganico, passou a despejar grandes quantidades de dejetos contaminados
na baia de Minamata, cidade localizada na costa ocidental da ilha de Kyushu. O metilmerctrio
(MeHg), formado durante a sintese de acetaldeido pela reagdo de acetileno com agua, era
descartado nas aguas do litoral (CECCATELLI & ASCHNER, 2012).

A moléstia, provocada por severo grau de intoxicacdo com MeHg, foi nomeada Doenca
ou Mal de Minamata, e tinha como principais sintomas desordens neurologicas irreversiveis,
tais como perda do controle muscular em movimentos voluntérios, tremores, problemas de
audi¢do e visdo e dificuldade de fala (KUGLER, 2017).

Estudos revelaram niveis elevados de Hg no couro cabeludo de pacientes e
pesquisadores passaram a relacionar seus sintomas com a frequéncia do consumo de peixes e
ostras, tendo em vista o local de residéncia e periodo no mesmo. Familias envolvidas em
atividades pesqueiras foram as mais atingidas. Outras cidades nos arredores de Minamata
também foram afetadas (Figura 1), confirmando que a contaminagao estaria na agua e que teria
se espalhado para cidades proximas. Em 2010, mais de 40.000 residentes ainda apresentavam

sintomas parciais da contaminagdo (CECCATELLI & ASCHNER, 2012).
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Figura 1. Distribuicdo de pacientes com Doenga de Minamata em areas costeiras do mar de
Yatsushiro. Numeros em parénteses indicam o numero de pacientes registrados com a doenga

em dezembro, 2010.
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Fonte: (CECCATELLI & ASCHNER, 2012).

O segundo grande caso de intoxicacdo por MeHg a ser abordado, envolve o uso
frequente de fungicidas e inseticidas para controle de infecgdes em plantagdes. A utilizagdo de
quimicos com este mesmo objetivo € feita ja desde o primeiro século AC, sendo o cloreto
mercirico um composto comumente utilizado. Quando as primeiras substancias
organomercuriais para tratamento de sementes comecaram a chegar aos mercados, duas
qualidades essenciais eram enfatizadas: a capacidade de prote¢do antifungica e a baixa
toxicidade as sementes. Mas apesar de ndo fazerem mal as sementes, apresentavam elevada

toxicidade a quem as consumisse (SKERFVING & COPPLESTONE, 1976).
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Em 1971, ap6s cerca de 4 anos de colheitas ruins, o governo do Iraque solicitou a
importacdo de graos para semeio. Cerca de 95 toneladas de cevada e trigo foram fornecidos
pelo grande exportador americano Cargill Inc., sendo boa parte do trigo proveniente do México,
e a cevada da California. Todos os graos, tratados com metilmercurio e artificialmente coloridos
de rosa, para evitar que pessoas os ingerissem, foram entregues em sacos com avisos que
informavam “ndo consumir”. No entanto, nenhum saco estava identificado em arabe, somente
em inglés e espanhol (GREENWOOD, 1985). A distribui¢do dos graos teve inicio em setembro
de 1971, e em janeiro de 1972 ja se observavam casos de contaminacdo em diversas cidades,
como mostrado na Figura 2 (BAKIR et al., 1973).

No final de janeiro e fevereiro de 1972 houve, em hospitais, o0 aumento da frequéncia
de pacientes apresentando sintomas semelhantes aos observados no Mal de Minamata: danos
neurologicos acompanhados de perda de movimentos voluntarios, entorpecimento de membros,
lingua e ladbios, bem como problemas de visdo e audi¢do. Estes pacientes eram de ambos os
sexos e de todas as idades (incluindo mulheres gestantes), majoritariamente moradores de areas
rurais. Aproximadamente 450 mortes foram registradas em 1972 (SKERFVING &
COPPLESTONE, 1976). Também foram realizados estudos acerca dos animais da regido, por
meio dos quais foram percebidos elevados niveis de merctrio em pequenas aves e mamiferos,

como ratos e camundongos (JERNELOV, 1976).

Figura 2. Mapa do Iraque, mostrando as provincias onde extensivos estudos foram realizados

acerca da contaminag¢do com metilmercurio.
IRAG
Turkay

Fonte: (GREENWOOD, 1985).
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Outra forma comum de contamina¢do por Hg resultante de atividade antropogénica, a
garimpagem, teve seu apice nas Américas Central e do Sul de 1550 a 1850, nos quais estima-
se que aproximadamente 200.000 toneladas métricas tenham sido descartadas no ambiente
(NEVADO et al., 2010; MALM, 1998). Com o uso da amalgamacao para minera¢ao na regiao
da Floresta Amazdnica, por cada quilo de ouro obtido, era eliminado entre 1.3 a 1.7kg de Hg
(NRIAGU, 1993). Devido ao surgimento de uma nova corrida do ouro por volta dos anos 80, o
Brasil alcangou o primeiro lugar na produgdo, sendo o maior garimpo encontrado nas
proximidades do rio Tapajés. Em 1989 a produgao atingiu o pico, gerando 4 toneladas de ouro
por més, e em 1990 a atividade garimpeira ja era responsavel pela emissdo de até 120 toneladas
de mercurio por ano (NEVADO et al., 2010).

O método de amalgamacdo foi introduzido nas Américas no século 16, durante a
mineracio de ouro e prata no México. E um processo muito utilizado na mineragio para
concentrar metais preciosos por meio da fusdo do mesmo com merctrio (EISLER, 2004). Apds
amalgamacdo, o Hg utilizado ¢ queimado e volatilizado, constituindo um poluente toxico
altamente mével. Ao ser inalado ¢ prontamente absorvido pelos pulmdes, chegando a corrente
sanguinea e sendo metabolizado pelos tecidos, podendo se acumular no figado. No entanto, a
inalacdo direta afeta apenas pessoas que trabalham essencialmente com a mineragdo. A
volatilizagdo, por sua vez, promove facil dispersao pelo ar até que haja a sedimentacdo em solos
e rios (WASSERMAN et al., 2003).

Populacdes ribeirinhas vivendo nos arredores do rio Tapajés, portanto, tem sido
cronicamente expostas a intoxicagao por mercurio desde a década de 1980, pois se alimentam
com frequéncia de pescados da regido. Atualmente os niveis de exposi¢cdo humana a este metal
pesado tem decrescido, mas as taxas ainda se encontram acima do permitido (10 pg/g no cabelo,
determinado pela Organizagdo Mundial de Saude em 1990) (NEVADO et al., 2010).

Como caso recente, tem-se ainda o desastre da cidade de Mariana, em Minas Gerais.
Considerado o pior desastre ambiental da mineracado brasileira, o rompimento de uma barragem
da mineradora Samarco resultou na liberagdo de aproximadamente 50 milhdes de metros

cubicos de dejetos no Rio Doce, atingindo o estado do Espirito Santo e chegando ao Oceano
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Atlantico (NETO et al., 2016). Apesar de a mineradora declarar que os dejetos continham
apenas lama, estudos recentes ja mostram alteragdes na distribui¢do de alguns metais no rio,
tais como Ferro (Fe), Aluminio (Al), Manganés (Mn) e Cromo (Cr). Consequéncias mais graves
ainda podem aparecer com o passar dos anos, incluindo a provavel presenca de metais pesados,

como Arsénio (As), Cobre (Cu) e Mercurio (Hg) (ESCOBAR, 2015).

1.2. Merctrio (Hg) e metilmercurio (MeHg)

De acordo com o Ministério da Satde (2015), o mercurio (Hg) ¢ um elemento quimico
da classe dos metais pesados que pode assumir as seguintes formas quimicas: mercurio
metalico, inorgénico e organico. O mercurio metalico consiste na forma mais pura deste metal,
também conhecido como mercirio elementar. E um metal liquido e volatil, capaz de produzir
vapores inodoros e incolores a temperatura ambiente. Rapidamente absorvido por inalagdo e
quase imediatamente oxidado a mercurio idnico, pode ser retido no cérebro por anos. Em muitas
partes do mundo dentistas ainda utilizam preenchimento dental com amalgama contendo
mercurio em sua forma elementar (BJORKLUND et al., 2017).

O mercurio inorganico ou sal, por sua vez, se da por sua combinagdo com outros
elementos, tais como cloro, oxigénio e enxofre. Os sais mais comuns sdo sulfeto de mercurio e
cloreto de mercurio (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Mercurio inorganico ja foi encontrado
em produtos cosméticos, laxantes, diuréticos e antissépticos. Também pode ser formado a partir
da vaporizagdo de mercurio elementar e pelo metabolismo de metilmerctrio (BJORKLUND et
al., 2017).

J& o merctrio orgénico ¢ obtido pela interacdo do metal com cadeias de carbono, através
de biotransformagdes efetuadas em grande parte por microrganismos. Dentre estes, se destaca
o metilmercurio. Este, consiste em um poluente metélico toxico, que pode ser liberado para o
ambiente via fontes naturais ou antropogénicas (PIRRONE et al., 2010). Esta amplamente
distribuido pelo ambiente e ¢ naturalmente encontrado em ambiente aquatico em baixas
concentragdes (ULLRICH et al., 2001). Tem sido encontrado em peixes, aves, pesticidas,

fungicidas, inseticidas e vacinas contendo timerosal, uma substincia conservante. Seu
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extensivo uso em atividades industriais e na agricultura resultou em sérios casos de
contaminacao de solos e 4guas, e atualmente a principal forma de exposicao se da pelo consumo
de pescados (BJORKLUND et al., 2017).

Autores sugerem que o Hg ¢ transportado pelo ar, até que se deposita em solos e rios
(Figura 3). A depender das condi¢des do ambiente, o metal pode ser interconvertido e disperso
de sedimentos para a fase aquosa, assimilados pela biota aquatica, ou perdido para a atmosfera,
bem como pode ser transportado com particulas de sedimento para locais ainda ndo afetados
(ULLRICH et al., 2001). No entanto, seu ciclo biogeoquimico ainda ndo ¢ completamente

entendido.

Figura 3. Esquema do ciclo biogeoquimico de merclrio no ambiente Amazonico. (?) =

processos presumidos mas desconhecidos.
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Fonte: (WASSERMAN et al., 2003). Traduzida pela autora.

No geral, tal metal ¢ liberado por processos de queima de biomassa (WASSERMAN et
al., 2003), atividades industriais, médicas, aplicagdes artisticas, queima de combustiveis fosseis,
incineracdo de residuos (FERAIN et al., 2016), emissdes vulcanicas (WHO, 1990) e

desmatamento para criagdo de gado e agricultura, o que aumenta a erosao do solo e contribui
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para a dispersdo do mesmo (HACON et al., 2008). Ao se depositar em solos e no fundo de rios,
¢ entdo convertido em metilmerctrio por meio de transformacdes bioquimicas efetuadas por
organismos vivos, principalmente através de reacdes mediadas por bactérias (LEAKEY, 1969;
COMPEAU et al., 1985; ULLRICH et al., 2001; WASSERMAN et al., 2003; HACON et al.,
2008) e nas raizes submersas de macrofitas, além de processos abioticos (ULLRICH et al.,
2001), em ambientes ricos em matéria organica (WASSERMAN et al., 2003). Ocorrem
naturalmente em ambiente aquatico tanto processos de metilagdo quanto de demetilagdo,
mantendo niveis equilibrados de MeHg. As concentragdes deste composto na biota aquatica
podem exceder os niveis observados em sedimentos devido a sua bioacumulacdo (ULLRICH

etal., 2001).

1.2.1. Biometilagao

Para que haja a rea¢do de metilagdo, a presenca de uma molécula doadora de metil ¢ a
principal condi¢do. Tal processo pode ocorrer enzimatica ou ndo enzimaticamente. A via
enzimatica requer a presenca de organismos com metabolismo ativo, enquanto que a nao
enzimatica necessita somente de produtos metilados de um metabolismo ativo (ULLRICH et
al., 2001).

Wood et al. (1968) sugeriram que uma provavel via de metilacdo de Hg seria pela
transferéncia ndo enzimatica de um grupo metil oriundo de um derivado da vitamina B12,
metilcobalamina, para um ion de Hg. DeSimone et al. (1972) demonstraram que esta
transferéncia se d4 por meio de um processo de carbanion, um anion organico no qual uma
carga negativa em excesso se localiza no 4&tomo de carbono. Acredita-se que metilcobalamina
seja o unico agente capaz de transferir carbanions espontaneamente para ions de mercurio, além
de ser amplamente encontrado em ambientes anaerdbios, caracterizando-o como a principal
forma de metilagdo de Hg (WHO et al., 1990; ULLRICH et al., 2001).

A respeito de organismos que efetuem este processo, pouco ¢ sabido. Sabe-se que
organismos com capacidade de metilar Hg foram encontrados entre outros aerdbios, aerdbios

facultativos e também anaerdbios. No entanto, ja foi observado que o potencial de metilagao
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bacteriana ¢ maior em ambientes sem a ocorréncia de oxigénio (ULLRICH et al., 2001). De
acordo com Xun et al. (1987), Ullrich et al. (2001) e Chen et al. (2014), os niveis desta
conversao estdo diretamente relacionados a quantidade de matéria organica presente no meio,
assim como o pH do ecossistema, uma vez que esta transformagdo depende de organismos

VIVOS.

1.3. Efeitos ambientais

Metais pesados como mercurio, assim como cromo, manganés, cobre, niquel, zinco e
outros, ndo sdo biodegradaveis e, portanto, se acumulam no decorrer da cadeia alimentar
(PADRILAH et al., 2017). Por isso ¢ de fundamental importincia que se monitore e mega seus
niveis em ambientes aquaticos, de forma a se estudar o grau de contamina¢ao nos organismos
locais e, consequentemente os potenciais riscos aos seres humanos, como consumidores no topo
da cadeia alimentar. A poluicdo nestes ambientes pode ser letal ou subletal para organismos
aquaticos, no entanto dependera do tipo do contaminante, assim como de suas concentragdes.
Metais, como mercurio, podem tanto serem absorvidos em sedimentos quanto se acumularem

em organismos bentonicos (KUMAR et al., 2017).

1.3.1. Absorgao e cadeia alimentar

Em ambiente aquatico, a bioacumulagdo de MeHg resulta em elevados niveis em peixes
nos mais altos niveis tréficos, apresentando risco para humanos e outras espécies consumidoras.
Portanto, consiste na principal via de exposicao de humanos ao metal pesado (YIN et al., 2017).
O mercurio em sua forma inorganica, por sua vez, ndo ¢ tdo neurotoxico, ndo passa para o feto
e ¢ mais rapidamente eliminado (SKERFVING & COPPLESTONE, 1976), por ndo ser capaz
de interagir com componentes celulares com a mesma facilidade.

Em sua forma organica metilada, MeHg ¢ considerado ainda mais toxico e facilmente
bioacumulado devido a suas propriedades lipofilicas e de ligacdo a proteinas, e biomagnificado

ao longo da cadeia alimentar, agindo como potente neurotoxina. Ao ser ingerido, ¢ quase
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completamente absorvido no estdmago (acima de 90%), sendo distribuido para todo o corpo
pela corrente sanguinea. Uma parcela significativa chega ao sistema nervoso, enquanto que
outra parte atravessa a placenta em mulheres gravidas e atinge os fetos (SKERFVING &
COPPLESTONE, 1976; WHO, 1990; NORDENHALL et al., 1997; MANFROI et al., 2004;
ABDALLA etal., 2010; HIRAOKA et al., 2017). Sua distribui¢ao pelo organismo se completa
em até 4 dias em seres humanos. Ao final desse periodo, o cérebro pode apresentar taxas de 6%
da dose inicial, e este tecido pode apresentar até 6 vezes mais MeHg do que o sangue. No
entanto, as razdes cérebro/sangue podem diferir bastante entre espécies distintas, tendendo a
ser menor em ndo-primatas (1,2 em camundongos e 0,06 em ratos). Os niveis de distribui¢ao
podem ainda diferir de acordo com diferengas de sexo e idade (WHO, 1990).

J& no organismo de mamiferos, metilmerctrio ¢ metabolicamente convertido a mercurio
inorganico, uma etapa chave para sua eliminagdo. Nos casos de intoxicacdo registrados no
Iraque, nos quais as vitimas foram oralmente expostas a doses diarias de MeHg, foram
observadas as seguintes taxas: sangue, 7%; plasma, 22%; leite materno, 39%; e urina, 73%.
Nestes casos, medidas demonstraram que os niveis de mercurio inorganico em tecido hepatico
se encontravam entre 16 ¢ 40% (WHO, 1990).

Quanto a sua eliminagao pelo sistema excretor, sabe-se que a conversao de MeHg a Hg
inorganico ¢ efetuada por microrganismos da microbiota intestinal (WHO, 1990;
ROTHENBERG et al., 2016). Presume-se que aproximadamente 10% do mercurio inorganico
produzido por estes microrganismos ¢ reabsorvido pela corrente sanguinea e contribui para as
concentragcdes de Hg inorgéanico encontradas em tecidos, plasma, bile, leite materno e urina

(WHO, 1990).

1.3.2. Efeitos no organismo e exposi¢ao por amamentacao

E possivel observar o acimulo de metilmercurio em diversos tecidos e 6rgaos, tais como
musculos, sangue, branquias (em peixes), cabelos, cérebro, intestinos, figado, rins, coragao,
pulmdes (ABDALLA et al., 2010), entre outros. Em musculos, altas concentragdes de MeHg

podem ser percebidas, devido a afinidade de tal metal por grupos tidis presentes em
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aminoacidos como cisteina (AZEVEDO et al, 2017; HIRAOKA et al., 2017). Entretanto,
devido a capacidade de conversdo e excre¢do do figado, em geral ndo se percebem elevados
niveis de metilmercuario em tecido hepatico (AZEVEDO et al., 2017).

Os danos mais severos sdo observados no cérebro, onde o metilmercurio apresenta fortes
efeitos neurotdxicos. A exposi¢do pré-natal a MeHg tem sido vinculada a numerosos danos
neuroldgicos, tais como reducdo das fungdes cognitivas, redu¢do da atividade motora,
desordens na fala, paralisia cerebral (OLIVEIRA et al., 2017), distirbios sensoriais, mentais e
emocionais (CECCATELLI & ASCHNER, 2012), sendo alguns destes sintomas também
observados em casos de intoxicagdo direta por ingestdo de pescados. O desenvolvimento de
mal de Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla também pode ser vinculado & exposi¢ao
toxica (BJORKLUND et al., 2017). No caso do Mal de Minamata, além destes sintomas foram
observados a incidéncia de gestagdes anormais, com o nascimento de natimortos, € 0 aumento
na frequéncia de abortos espontdneos (CECCATELLI & ASCHNER, 2012), indicando
acentuada sensibilidade e suscetibilidade de fetos em desenvolvimento aos efeitos de
metilmercurio, nos quais os ions deste metal tém a capacidade de atravessar a placenta e se
acumular em 6rgaos fetais (WHO, 1990; CECCATELLI & ASCHNER, 2012; OLIVEIRA et
al., 2017). Em aves, também foi demonstrada a passagem de mercurio para filhotes, através do
ovo (ACKERMAN et al., 2017).

Dentre os 6rgaos afetados, o rim ¢ considerado um 6rgdo alvo primario, pois recebe o
metal diretamente do sangue, e a presenca de albumina, a proteina mais abundante no plasma,
permite o seu acumulo. Isso se deve a composic¢ao desta proteina, que € rica em grupos tiois. A
afinidade do metilmercurio a estes grupos leva a um estresse oxidativo devido a sua entrada em
células epiteliais tubulares renais, que eleva as concentracdes de espécies reativas de oxigénio
(EROs), induzindo a peroxidagdo lipidica (BRIDGES & ZALUPS, 2005).

Estudos sugerem, ainda, que metilmercurio pode influenciar na desregulacio
epigenética de células, devido a alteracdes no padrdo de metilacdo de moléculas de DNA.
Nestas moléculas, o perfil de metilagdo ¢ o que determina a expressdo genética e a
especificidade de linhagens celulares. Dessa forma, esta desregulagdo na metilagdo do DNA

pode ser a causa de doengas tais como cancer e fibrinogénese (KHAN et al., 2017).
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Um efeito adicional induzido por MeHg consiste na abertura de poros de permeabilidade
em mitocondrias, permitindo a passagem de moléculas grandes com massa de
aproximadamente 1500 Da, o que leva a apoptose por inchaco da organela devido a entrada de
agua e ions em excesso, bem como vazamento de outros ions importantes. O transporte de
prétons através deste poro pode ainda ocasionar em um colapso do potencial de membrana,
levando a morte celular (BRAGADIN et al., 2001; NETO et al., 2008; CATALA, 2011;
BJORKLUND et al., 2017).

Em mamiferos em periodo pds-natal, no qual o individuo se alimenta exclusivamente
por aleitamento materno, o organismo ainda se apresenta bastante sensivel a danos causados
pela exposi¢cdo a metilmercurio, como mostrado por Nordenhill et al. (1997), Sundberg et al.
(1999), Farina et al. (2003), Franco et al. (2006), Abdala et al. (2010) e Bjerklund et al. (2017),
o que indica a possibilidade de passagem do contaminante via amamentagdo para os filhotes,
quando ndo via placenta. Vale ressaltar que esta passagem depende primeiramente do

metabolismo deste contaminante pela genitora, para entdo haver a contaminacdo da prole.

1.3.2.1. O Figado

O principal componente estrutural do figado ¢ a célula hepatica, ou hepatdcito, que se
organiza em placas interconectadas. Ordenados em lobulos hepdaticos, compdem unidades
formadas por massas poligonais irregulares de tecido. Em cortes histologicos de determinados
animais (como suinos), estes lobulos sdo separados entre si por uma camada de tecido
conjuntivo, o que ndo ocorre em humanos. Na periferia do 16bulo encontram-se ductos biliares,
vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos. Enquanto que no seu centro, onde ¢ comum a
presenca hemdcias, se observa a luz de uma veia, de onde partem hepatdcitos radialmente
dispostos em placas celulares. Entre estas placas tem-se a presenca de capilares, conhecidos
como sinusoides hepaticos. Separando os capilares sinusoides e os hepatocitos, observa-se um
espaco denominado Espaco de Disse, onde estio presentes células de Kupffer (DI FIORI, 1980;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



26

Além de hepatocitos, macrofagos também sdo comumente encontrados nos sinusoides,
designados células de Kupffer. Estas constituem aproximadamente 15% da populagao celular
no figado, e muitas estdo localizadas na periferia do 16bulo hepatico. Suas principais fungdes
sd0 a degradacdao de hemécias velhas, digestdo de hemoglobinas, secre¢cdao de proteinas
relacionadas a processos imunologicos e destruicdo de bactérias oriundas do intestino grosso
(DI FIORI, 1980; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

O figado ¢ um dos maiores 6rgaos do corpo, € tem a importante funcao de metabolizar
e acumular nutrientes assim como neutralizar e eliminar substancias toxicas absorvidas. Recebe
cerca de 80% de seu sangue por meio da veia porta, contendo todo o sangue advindo do trato
digestivo, bago e pancreas, e ao contrario dos demais 6rgaos, nao recebe apenas sangue arterial,
mas também venoso. A eliminac¢do de substancias toxicas se da por meio da bile, uma secre¢ao
exocrina que atua na degradacao de lipideos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Virias drogas e substancias toxicas podem ser inativadas por conjuga¢do, metilagdo ou
oxida¢do. Muitas drogas e outras substincias (incluindo metilmerctrio) sdo lipofilicas e,
portanto, capazes de atravessar a membrana das células intestinais, chegando dessa forma ao
figado (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Carboidratos e lipideos sdo armazenados no figado na forma de glicogénio e
triglicerideos, respectivamente. Esta capacidade de armazenamento ¢ importante pois supre as
necessidades energéticas do organismo nos periodos entre refeigdes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008). No entanto, a elevada taxa lipidica facilita o acimulo de metilmerctrio, o
que o caracteriza como um dos 6rgdos alvo neste tipo de intoxicagio (DIAZ et al., 2001;
BRAGADIN et al., 2002; ABDALLA et al., 2010), devido a suas propriedades lipossoluveis.
Por outro lado, o figado executa um papel chave na detoxificacio de MeHg via bile,
convertendo-o em espécies inorganicas menos bioacumulativas do metal, por meio de reagdes

de demetilagdo, reduzindo assim sua toxicidade (LIN et al., 1996; AZEVEDO et al., 2017).
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1.3.2.2. Danos celulares

Quanto a sua entrada na célula, tanto transporte passivo quanto ativo tem sido sugeridos
para a absor¢do de MeHg, a depender do tipo de célula. O metilmercurio prejudica o
crescimento, reproducdo e sobrevivéncia do organismo, além de promover alteragdo no
metabolismo de ions divalentes, induzir estresse oxidativo e desencadear lesdes irreversiveis
como apoptose e necrose celular (WHO, 1990).

Em meio intracelular, o MeHg apresenta a capacidade de induzir a mutagdo genética e
perda de especificidade celular, promogdo tumoral e progressio (JUNIOR et al., 2001;
FERREIRA, 2009). Adams & Sonne (2013) relataram outras relevantes categorias de lesdes
celulares induzidas no figado por este poluente, dentre elas o acimulo intracelular de lipideos
ou glicogénios hepaticos (esteatose hepatica), dissolugdo da carioteca (caridlise) e perda
nuclear, necrose coagulativa com formacao de aglomerados proteicos (degeneragdo hialina),
fibrose leve e formacdo de centros melanomacrofagicos (macrofagos pigmentados), como
indicadores de inflamacdo. Este trabalho teve como base organismos obtidos diretamente da
natureza, sendo o local de coleta no Oceano Atlantico. De acordo com Zhang et al. (2017), em
seu trabalho foram observados, além de necrose hepatica, o inchaco, desaparecimento e
desarranjo estrutural de lobulos hepaticos. Neste estudo, os animais foram submetidos a
intoxicacao por um periodo de 8 semanas. Mela et al. (2007), demonstraram ainda a ocorréncia
de lesdes pré-necroticas (com infiltragdo leucocitaria), bem como areas de necrose, também
com a presenc¢a de centros melanomacrofagicos, desordens no citoesqueleto ¢ mudangas na
forma nuclear e na distribui¢do da cromatina. Outras alteragdes relatadas foram danos severos
ao Espaco de Disse entre hepatocitos. Neste ultimo seguiu-se um protocolo com periodo de

intoxicacao de 70 dias.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avalia¢do do potencial hepatotéxico do metilmercirio em camundongos C57BL/6J

lactentes por meio de analise histoldgica.

2.2 Objetivo especifico

= Estudo da possibilidade de intoxicagdo exclusivamente por meio da

amamentacao, e de seus danos causados ao figado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e grupos experimentais

O trabalho foi desenvolvido no Biotério de Experimentacdo do Nucleo de Biologia
Experimental (Nubex), da Universidade de Fortaleza (Unifor). A area de experimentagao possui
entrada controlada por biometria, com antesala de paramentacdo, conforme Figuras 4 e 5,
respectivamente. A sala de camundongos em experimentagdo reservada aos animais deste
projeto contém aviso de risco bioldgico na porta e entrada permitida somente a pessoas

autorizadas, mostrado na Figura 6.

Figura 4. Entrada para area de experimentagao, controlada por biometria.
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Fonte: A autora.



Figura 5. Antesala de paramentacao, anterior a entrada na 4rea de experimentagao.

Fonte: A autora.

Figura 6. Sala de Camundongos em Experimentagao.

Fonte: A autora.
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Camundongos selvagens isogénicos C57BL/6J foram fornecidos pelo setor de Producao
do proprio Biotério do Nubex, e mantidos em gaiolas fechadas (microisoladores) dispostos em
racks ventilados. Foi reservada uma sala para estes camundongos em experimentagao por todo
o protocolo at¢é o momento da coleta de amostras. Os animais foram mantidos com
fornecimento de dgua e dieta padrio ad libitum, ambos esterilizados. A sala mantinha um ciclo
claro-escuro de 12:12 h, e ambiente com temperatura (19 °C) e umidade (65%) controlados,
como mostrado na Figura 7. Na sala se encontram disponiveis um Protocolo de Manejo de
Materiais Contaminados com Cloreto de Metilmerctrio, bem como ficha de informagdes de

seguranc¢a de produtos quimicos acerca de Cloreto de Metilmercurio.

Figura 7. Rack ventilado com microisoladores e relégio termo-higrometro.

Fonte: A autora.
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3.1.1 Formacao de grupos por acasalamento

Foram realizados acasalamentos entre irmaos e irmas, mantendo contato por um periodo
minimo de 7 dias, com tempo de gestacdo entre 19 e 21 dias. Apds esse periodo, cada fémea foi

mantida em uma gaiola isolada com sua respectiva ninhada.

3.1.2 Modelo de intoxica¢do mercurial

Os grupos foram compostos por camundongos C57BL/6J fémeas e suas ninhadas. Cada
ninhada constituiu um grupo de 8 filhotes, sendo a um administrado solu¢do de cloreto de
metilmercurio, € um controle, sem qualquer intoxicacdo. A exposi¢do ao cloreto de
metilmercurio foi feita via oral, a partir da 4gua de beber para camundongos lactantes,
imediatamente ap6s o nascimento dos filhotes até o dia 18 pds-natal, periodo do qual os mesmos
receberam alimentacdo exclusiva por aleitamento.

Estes grupos foram utilizados para avaliar os danos causados por intoxica¢do com
metilmercurio em tecido hepatico durante o periodo pré-desmame (periodo de lactacdo). O
grupo que foi intoxicado com metilmercurio recebeu diariamente uma solugdo de cloreto de
metilmercurio diluido na 4gua de beber (20 mg/L) a partir do nascimento, utilizando metade da
concentracdo indicada por MOREIRA et al. (2012). Para formulacdo dessa solugdo, foi
utilizado reagente de cloreto de metilmercurio da marca Sigma-Aldrich, de féormula linear
CH3HgCl e nimero CAS: 115-09-3.

Ao final do protocolo, os animais sofreram eutandsia por decapitacdo apos anestesia
com cetamina/xilazina, para a coleta de amostras. Para a anestesia, foi preparada solugao
contendo 0,1 mL de cetamina, 0,4 mL de xilazina, e NaCl 0,9% de modo a completar 1,5 mL.
Os animais foram sacrificados ao completar o 18° dia pds-natal (janela critica do

desenvolvimento).

3.1.3 Etica

O presente trabalho foi submetido 4 Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade de Fortaleza e aprovado sob o protocolo nimero 015/2016.

3.2 Isolamento e coleta de amostras de figado
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Apo6s periodo de tratamento (18 dias), filhotes foram sacrificados por decapitagdo.
Figados foram rapidamente retirados e transferidos para conservagdo em solugdo de Formol

10%, até o inicio do processamento para preparo de laminas destinadas a analise histologica.

3.3 Analise histologica de figado

3.3.1 Preparo de laminas

O preparo das laminas para analise histologica foi feito no Laboratorio do Departamento
de Odontologia da Unifor.

O tecido foi coletado em cirurgia, sendo reservados um corte de cada lobo para andlise.
Para fixacdo, as amostras foram rapidamente transferidas para Formol a 10%, de modo a evitar
o processo de autdlise (digestdo enzimdtica) das células, impedir a destrui¢do por
microrganismos, endurecer o tecido para melhor tratamento posterior e aumentar a capacidade
de coloragdo, por um periodo de no minimo 24 horas. As amostras foram transferidas para
solucao de Etanol 70% por 1 hora, dando inicio ao processo de desidratagdo. Em seguida, foram
feitos diversos banhos em concentracdes crescentes de etanol (desde 70% a 100%). Apos a
desidratagdo, o etanol foi substituido por xilol. Esta etapa tem como objetivo diafanizar a
amostra, limpando todos os possiveis orificios deixados por dgua e retirando impurezas ainda
presentes, para obtencao de amostra translucida e melhor penetragdo de parafina (JUNQUEIRA
E CARNEIRO, 2008).

No passo seguinte, denominado inclusdo, a amostra foi entdo colocada em parafina
liquida a 60 °C por 3 horas, a fim de impregnar o tecido em moldes, de modo a preparar blocos.
O bloco, ao ser retirado do molde, foi levado a geladeira para endurecimento antes do corte,
sendo entdo levado ao micrétomo para cortes de 5 pm de espessura. Os cortes foram distendidos
em agua aquecida a uma temperatura de 45 °C, a fim de evitar microdobras no material, sendo
entdo pescados com uso de uma lamina (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Na terceira etapa, o tecido passou por desparafinizacdo, iniciando com 1 hora em estufa
a 60 °C, retirando em 80% a parafina que envolve a amostra (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2008).

Durante a etapa de coloragdo, o restante de parafina ainda no material foi gradualmente
retirado. Primeiramente, foram feitas duas lavagens por 10 minutos em Xilol, seguidos de
mergulhos rapidos em solugdes de Etanol em concentragdes decrescentes, de 95% a 80%. Em

seguida, foi feita lavagem com 4gua destilada, imergindo a amostra por 10 minutos em
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hematoxilina. A pega foi posteriormente lavada em agua corrente, seguida de lavagem com
agua destilada e entdo rapidamente mergulhada em eosina, sendo mais uma vez lavada com
agua corrente (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

As amostras passaram por mais uma etapa de desidratagdo, com solu¢des de Etanol a
concentragdes crescentes (de 80% a 99% e entdo xilol). Para finalizar, foi adicionada uma gota
de resina sintética (Entelan ®), de modo a evitar a presenca de bolhas que possam atrapalhar a

visualizacdo da lamina (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).
3.3.2 Leitura em microscopio optico

A leitura das laminas para andlise histologica foi realizada no Biotério de

Experimentacdo do Nubex, em microscopio binocular Primo Star ZEISS (Figura 8).

Figura 8. Microscopio binocular Primo Star ZEISS.
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Fonte: A autora.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise histoldgica de figado

Os animais ndo exibiram diferencas significativas em seus tamanhos (Figura 9) ou pesos
(Quadro 1), quando comparando o grupo controle ao grupo intoxicado com cloreto de
metilmercurio. Os pesos de seus figados também se mantiveram em valores uniformes.

Também ndo foi observada perda de pelo.

Figura 9 — Camundongos C57BL/6J ao 18° dia de vida, sendo A: grupo controle, e B: grupo

intoxicado com cloreto de metilmercurio.

Fonte: A autora.
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Quadro 1. Médias de pesos de animais e figados de grupos controle e intoxicado.

Peso do animal Peso do figado
Média de Grupo Controle (g) 5,2462 £ 0,1158 0,1227 £0,0146
Meédia de Grupo Intoxicado (g) 5,0375 £ 0,2622 0,0820 £ 0,0298

Fonte: A autora.

O grupo controle apresentou hepatocitos radialmente arranjados ao redor da veia central
do 16bulo, sem separagdo clara entre lobulos hepaticos. Hepatocitos apresentavam tamanho,
forma e cor normais, como esperado. Quando comparados aos cortes histologicos do grupo
controle, o grupo submetido a solugdo de cloreto de metilmercurio também exibiu hepatdcitos
normocorados, de tamanhos e formas normais. Lobulos hepaticos foram vistos com estrutura
normal e sem alteracdes em espagos de Disse. Nao foram observadas figuras de mitose ou
quaisquer anormalidades de mutagénese. Também ndo foi constatado aumento de células de
defesa de Kupffer ou areas de necrose celular, quando comparado ao grupo controle. Foi
observada leve hiperemia vascular (aumento do fluxo sanguineo em determinado local), mas
tal dado ndo se mostra suficiente para diagnosticar uma histopatologia. Nao ocorreram

alteracdes conclusivamente histopatoldgicas, como mostrado na Figura 10.
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Figura 10— Anélise histologica de figado.

A
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As imagens A e B representam, respectivamente, lobulo hepatico do grupo controle em aumentos de 100x e 400x.
Nas imagens C e D observam-se, respectivamente, lobulo hepatico do grupo intoxicado com metilmercurio em

aumentos de 100x e 400x. As setas brancas indicam veias centrais dos 16bulos. Microscopio Primo Star ZEISS.

Levando em considerag@o que o presente estudo analisa somente as ninhadas de fémeas
intoxicadas com metilmerctrio, ¢ importante enfatizar que a solugdo contaminante ndo ¢
diretamente administrada aos filhotes. Tendo em vista que somente a genitora ¢ diretamente
submetida ao metal pesado, € necessario que este seja por ela metabolizado para entdo atingir
seus filhotes por meio da amamentacdo. De acordo com o Manual de Cuidados e Procedimentos
com Animais de Laboratério do Biotério de Producdo e Experimentacio da FCF-IQ/USP
(2013), filhotes de camundongos passam por desmame no 21° dia ap6és o nascimento. O
protocolo determina a administracdo via oral de cloreto de metilmercurio a mae durante os
primeiros 18 dias apos o nascimento dos filhotes, pois considera que neste periodo a
alimentacdo das ninhadas se da exclusivamente por aleitamento materno.

Segundo os estudos conduzidos por Franco et al. (2006), também com foco em animais

lactentes, o tempo de exposi¢ao durou o periodo completo de amamentagdo (21 dias), no qual
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se observou um aumento nos niveis de metilmercirio em cerebelo, bem como alteragcdes em
atividades motoras. Apesar disso, o grupo enfatiza que a exposi¢ao no periodo da gestacdo em
si ainda ¢ a principal responsavel por contaminagdo da descendéncia. Este aspecto vem ao
encontro de Rothenberg et al., (2016) e Bjerklund et al. (2017), que também comentam sobre a
maior susceptibilidade de individuos em periodo pré-natal a toxicidade induzida por metais
pesados.

Assim, ao se verificar que nas condic¢des testadas, de concentracdo de MeHg e tempo
de exposicdo, ndo houve a intoxicacdo dos filhotes através da amamentacao, ¢ possivel supor
que o tempo de exposicdo e a quantidade de metal pesado ndo tenham sido suficientes para a
inducdo de danos histologicos aos figados dos filhotes. Vale ressaltar que o figado é um 6rgao
alvo em casos de contaminagdo por formas organicas de Hg, e neste ndo foram observadas
alteracdes histoldgicas suficientes que permitam atestar danos provocados por MeHg. Tendo
em vista o que foi exposto pela Organizagdo Mundial de Satde (WHO, 1990), ¢ provavel ainda
que o metilmercurio ingerido pela mae tenha sido metabolizado a mercurio em sua forma
inorganica, ndo interagindo assim com compostos celulares com a mesma facilidade que em
sua forma organica metilada.

Caso os filhotes tivessem sido diretamente expostos a este contaminante na forma de
MeHg, os mesmos estariam bastante frageis. Vale ressaltar que durante o periodo de
amamentacdo os 0rgaos que compdem o sistema digestivo ainda se mostram imaturos, com sua
microbiota intestinal ainda ndo completamente formada. Os filhotes estariam portanto,
altamente vulnerdveis a agentes toxicos tais como MeHg (SUNDBERG et al.,, 1999;
ROTHENBERG et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho se mostrou inovador ao estudar a possibilidade de intoxicacdo
exclusivamente por meio da amamentacao e danos causados ao figado, visto que muitos estudos
j& mostraram os efeitos da intoxica¢ao direta por ingestdo, bem como a passagem de MeHg da
mae para o filhote via placenta.

Nas condig¢des de concentracdo de metilmerctrio administrado as genitoras dos grupos,
e do tempo de exposicdo das mesmas com suas ninhadas, ndo foram observadas altera¢des de
peso, tamanho ou histologicas significativas que permitam afirmar que houve a passagem de
metilmercurio via aleitamento materno.

Supde-se que o tempo de exposi¢do e a concentragdo de metilmercirio administrada ndo
tenham sido suficientes para contaminac¢ao dos filhotes. Outra possibilidade ¢ a de que o
metilmercurio ingerido pela mae tenha sido metabolizado a merctrio inorganico. Dessa forma,

a analise histoldgica ndo evidenciou sinais de toxicidade aos lactentes.
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