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Resumo

A progressiva utilizagdo do mercurio (Hg) para fins industriais e o
emprego de compostos mercuriais na agricultura resultaram no aumento
significativo da contaminagcdo ambiental do nosso planeta especialmente da
agua e dos alimentos.

Nesta dissertacdo tivemos como objectivo fundamental investigar a
distribuicdo tecidular e intracelular de Hg em sistemas biolégicos e caracterizar,
a nivel celular, a ingestdo de Hg por fagécitos e os efeitos agudos de
imunotoxicidade induzidos pelo metal. Como método principal de deteccao de
Hg in situ escolnemos a microscopia electrénica de varrimento acoplada a um
sistema de deteccdo Noran Voyager de microanalise elementar de raios-X com
sistema de deteccdo EDS (Energy Dispersive Spectrometry). Este método
permitiu a observacao com alta resolucdo do Hg nos tecidos e em circulagéo.

Na presente dissertagdo foram realizados estudos in vivo em ratinhos
BALB/c. Foi utilizado um modelo animal de inflamagédo que consiste na formagao
de uma bolsa de ar subcutanea. O estudo foi mais direccionado para a resposta
aguda inicial, tanto inflamatéria como imunotéxica.

Mostramos que em circulagdo o Hg organiza-se em microparticulas
esféricas que raramente se agregam com diametro de 31.4x14.1nm e com
densidade de cerca de 192041320 particulas por mm? de tecido renal quando se
injecta uma dose letal de cloreto de mercurio. Observamos ainda que 89% do Hg
circulante é captado pelo figado, principal 6rgao-alvo na sequestragdo do metal,
que o rim € o segundo 6rgao a captar Hg circulante e o terceiro 6rgéao a captar o
Hg em circulagéo é o baco, sendo escassa a deposi¢do de Hg nos pulmdes.

A resposta de fagocitose a trés particulas metélicas de diferentes
tamanhos W, Hg e Se foi estudada e concluimos que o tamanho da particula a
ser fagocitada pelo macréfago modula a fisiologia deste: a ingestdo pelos
macréfagos de particulas grandes leva-os a um estado de dorméncia e a
ingestao de particulas ultrafinas sdo alvo para intensa actividade metabdlica dos
macroéfagos.

Estudos comparativos dos dois tipos principais de fagocitos, granulécitos
e macrofagos na sua capacidade de remog¢do do Hg in vivo, durante uma
resposta inflamatéria aguda, permitiu-nos documentar que mais de metade dos
fagécitos ingerem Hg (70% macréfagos e 50% neutrdéfilos), em ndmero superior
a 20/30 microesferas por célula. Intracelularmente, as particulas de Hg



aparecem como microesferas de pequeno diametro (< 20nm). Este metal é
internalizado rapidamente por pinocitose sob a forma de pequenas particulas.

Foram também caracterizados os efeitos agudos de imunotoxicidade
sobre os linfécitos B induzidos pelo Hg. De facto, demonstramos que a
populacdo de linfécitos B (em particular células B-1) € severamente afectada
pelos efeitos toxicos do Hg ap6s uma unica injeccao do metal.

Em conjunto, os resultados desta dissertacdo mostram por microscopia
electrénica como o Hg é distribuido pelos tecidos e células do ratinho, como
decorre a citologia da ingestdo de Hg por macréfagos e neutréfilos inflamatérios
e demonstram a vulnerabilidade particular da subpopulagéo linfécitaria B-1 a
toxicidade deste metal.



Summary

The increasing use of mercury (Hg) for industrial purposes and the use of
mercury compounds in agriculture resulted in the significant increase in
environmental contamination of our planet especially water and food.

This study had as its fundamental objective to investigate the tissue and
intracellular distribution of Hg in biological systems and to characterize, at the
cellular level, the intake of Hg by phagocytes and the acute effects of
immunotoxicity induced by the metal. As a primary method of detection of Hg in
situ, the scanning electron microscopy was chosen, coupled with a detection
system Noran Voyager of basic microanalysis X-ray, with detection system EDS
(Energy Dispersive Spectrometry). This method allowed the observation with high
resolution of Hg in the tissues and in circulation.

In this study were performed in vivo studies in mice BALB/c. An animal
model of inflammation was used, that consisted in the formation of a
subcutaneous pocket of air. This study was focussed mainly the acute initial
response, both as inflammatory and immunotoxic. It was demonstrated that the
Hg in circulation was organized in spherical microparticles that rarely are
aggregated, with a diameter of 31.4 + 14.1nm and with a density of about 1920 +
1320 particles per mm2 of kidney tissue, when injected a lethal dose of mercuric
chloride. It was also observed that 89% of Hg stock was captured by the liver, the
main target organ in the capture of the metal, that the kidney was the second
organ to capture the Hg stock and that the third organ to capture the Hg in
circulation was the spleen. It was verified a low deposition of Hg in the lungs.

The response of phagocytosis to three metallic particles of different sizes
W, Hg and Se has been studied and it was concluded that the size of the particle
being fagocitated by macrophages modulates its physiology. The ingestion, by
the macrophages, of large particles leads them to a state of dormancy and the
ultra fine particles are subject to intense metabolic activity by the macrophages.

Comparative studies of the two main types of phagocytes, granulocytes
and macrophages in its ability to remove the Hg in vivo, during an acute
inflammatory response, allowed the verification that more than half of phagocytes
ingest Hg (70% of macrophages and 50% of neutrophils), in more than 20/30
microspheres per cell.



At intracellular level, the particles of Hg appear as microspheres of small

diameter (<20nm). This metal is rapidly internalized by pinocytosis in the form of
small particles.
It was also characterized the acute effects of immunotoxicity on the B
lymphocytes induced by Hg. Indeed, it was shown that the population of B
lymphocytes (particularly B-1 cells) was severely affected by the toxic effects of
Hg after a single injection of the metal.

Together, the results of this study have shown, by electron microscopy,
how the Hg is distributed by tissues and cells of the mouse. It was also
demonstrated the cytology intake of Hg by macrophages and neutrophils and the
vulnerability of a particular lymphocytic subpopulation (B-1) to the toxicity of this
metal.



Résumé

L’utilisation progressive du mercure (Hg) surtout dans l'industrie et 'emploi de
composés de mercure dans I'agriculture méne a une augmentation significative de la
contamination environnementale de notre planéte surtout en ce qui concerne l'eau et
les aliments.

L’objectif principal de ce travail était I'étude de la distribution tissulaire et
intracellulaire de Hg dans des systémes biologiques et la caractérisation, au niveau
cellulaire, de I'ingestion de Hg par des phagocytes et les effets aigus d'immunotoxicité
induits par le métal. La méthode principale de détection in situ du Hg était la
microscopie électronique de balayage accolé a un systeme Noran Voyager de
microanalyse élémentaire de rayons X pourvu d’'un systéme de détection EDS (Energy
Dispersive Spectrometry). Cette méthode nous a permis I'observation a haute
résolution du Hg soit dans les tissus soit dans la circulation.

Nous avons fait des études in vivo chez des souris BALB/c. Un modéle animal
d’inflammation provoquée par une bourse d’air souscutanée était utilise. Cette étude
fOt directioné vers la réponse aigue initiale, soit inflammatoire soit immunotoxique.

Nous montrons que, dans la circulation, le Hg est organisé en microparticules
sphériques rarement sous la forme d’agregats et avec un diamétre de 31.4£14.1 nm et
une densité d’environ 1920+1320 particules par mm? de tissu rénal si on injecte une
dose létale de chlorure de mercure. Nous observons aussi que 89% du Hg circulant est
capté par le foie, principal organe cible dans la séquestration du métal, que les reins
sont le deuxiéme organe a capter le Hg circulant, suivie de la rate et finalement une
déposition trés faible sur les poumons.

La réponse par phagocytose a trois particules métalliques de différentes tailles W,
Hg et Se f(t étudiée et nous a permis de conclure que la taille de la particule a
phagocyter par le macrophage module la physiologie de celui-ci : I'ingestion par les
macrophages de grandes particules les conduit a un stade de repos tandis que
I'ingestion de particules ultrafines mene a une activité métabolique intense des
macrophages.

L’étude comparatif des deux types de phagocytes, granulocytes et
macrophages en ce qui concerne leur capacité d’enlever le Hg in vivo, pendant une
réponse inflammatoire aigue, nous a permis d’observer que la plupart des phagocytes
ingérent Hg (70% macrophages et 50% neutrophiles), en nombre supérieur a 20/30
microsphéres par cellule. Dans la cellule les particules de Hg sont observées comme



microsphéres de petit diametre (< 20nm). Ce métal passe rapidement a l'intérieur par
pinocytose sous la forme de petites particules.

Les effets aigus de 'immunotoxicité sur les limphocytes B induits par le Hg sont
aussi etudiés. Nous avons démontré que la population de lymphocytes B (en particulier
les cellules B-1) est fortement conditionnée par les effets toxiques du Hg apreés une
seule injection du métal.

L’ensemble de ces résultats montrent comme le Hg est distribué dans les tissus et
cellules du souris, en utilisant la microscopie électronique, la fagon dont la cytologie de
I'ingestion du Hg par les macrophages et neutrophiles se fait et mettent en évidence la
vulnérabilité particuliere de la sous population de lymphocytes B-1 a la toxicité de ce

métal.
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Introdugéo

1. Introducao

O mercario (Hg) é um metal liquido e inodoro a temperatura ambiente
mas quando a temperatura aumenta transforma-se em vapores tdxicos e
corrosivos mais densos do que o ar. Este metal vem sendo usado na industria e
na medicina desde ha séculos. O seu nome homenageia o Deus grego Mercurio,
mensageiro dos deuses, lembrando a fluidez do metal. O simbolo Hg vem do
latim “hydrargyrum” (hydor que significa “agua” e argyros que era 0 nome grego
da “prata”), que significa prata liquida. O mercurio € um elemento quimico de
nuamero atémico 80 e massa atomica 200,59 (massa atdmica relativa ao atomo
de carbono-12 e recomendada pela IUPAC em 2001). Em conjunto com o gélio
sdo os Unicos metais liquidos a temperatura ambiente. Pertence ao grupo 12
(anteriormente designado de 2B), integrando a classe dos metais de transigéo.
Pode ainda ser encontrado em termometros e medidores pressdo arterial
utilizados nos hospitais e, comercialmente, em baterias, luz fluorescente e
interruptores (Clarkson et al., 2003). Grande quantidade de mercurio metalico €
utilizada em eléctrodos usados na producgao industrial electrolitica de cloreto e
sédio a partir do sal. Esta aplicacado industrial do mercuario potencia o risco de
exposicao ocupacional e acidental (Clarkson et al., 2003). No entanto, a Unido
Europeia pretende que num futuro proximo nao ocorra contacto entre humanos e
instrumentos frageis contendo mercurio.

De um modo geral existem trés formas de apresentagcdo do mercurio: (i)
elemento metéalico, mercurio elementar (Hg%, (i) sais inorganicos, também
designados como sais de mercurio, quando este se combina com elementos
como o cloro, enxofre ou oxigénio, ou (iii) compostos organicos, se um atomo de
mercurio se liga covalentemente a pelo menos um atomo de carbono, originando
compostos de metilmercurio, etilmercurio ou fenilmercdrio.

O Hg pode encontrar-se em trés estados de oxidagao (0, +1, +2),
interconvertiveis. O estado elementar Hg’, existe na forma liquida a temperatura
ambiente, € volatil e liberta o vapor de mercurio, muito importante no ciclo do
mercurio pois sofrendo oxidagéo pode formar os outros estados, 0 mercuroso
Hg*' e mercurico, Hg™.

Hoje em dia a exposi¢do da populagdo em geral surge a partir das duas
formas organicas do metal, metilmercurio (CH3Hg") e etilmercurio (CH;CH,Hg"),
provenientes de trés fontes distintas: o consumo de peixe contaminado, as
amalgamas dentérias e algumas vacinas. Apesar de distintas estas formas sao

relacionaveis. O peixe contaminado é a maior, sendo a unica, fonte de



Capitulo 1

metilmercurio, uma vez que hoje em dia a utilizagdo de fungicidas contendo esta
molécula ndo é comum.

As amalgamas dentarias (Gioda et al., 2007), que consistem em
aproximadamente 50% de mercurio combinado com outros metais (35% de prata
e 15% de cobre e vestigios de zinco) sdo usadas ha mais de 150 anos sendo de
mais barata e facil aplicagcdo do que amalgamas exclusivamente de ouro. As
primeiras emitem mercurio sob forma de vapor que é inalado e absorvido na
corrente sanguinea. Os profissionais de saude, para além da populagdo em
geral, que contactam ou possuem amalgamas dentarias (vulgo “chumbos”) estao

expostos a esta forma de mercdrio.

Os argumentos partilhados entre proponentes e antagonistas destas
amalgamas tém sido referidos como a guerra das amalgamas. Estes tornaram-
se mais acentuados a partir de 1970 com a descoberta de que as amalgamas
dentarias podem libertar vapor de mercurio na cavidade oral, em concentragoes
superiores as referenciadas como aceitaveis. Posteriormente, foi tido em conta
qgue a dose inalada é relativamente pequena considerando o pequeno volume da
cavidade oral. Mesmo assim, as amalgamas dentarias sdo a principal fonte de
exposicao ao mercurio sob a forma de vapor na populacdo humana em geral.
Apenas como curiosidade, é referido que o equivalente a superficie de 10
amalgamas dentarias eleva a concentragdo de mercurio na urina de 1 ug do
metal por litro e que a quantidade de vapor de mercurio na boca de pessoas com
amalgamas dentarias é cerca de 50-150 pg/cc (Kingman et al., 1998).

Uma questao merece ser colocada: quais 0s riscos para a saude deste
tipo de exposicdo? Casos de envenenamento por inalacdo de vapores de
mercurio sao reconhecidos ha séculos (Ramazzini B, 1964). A personagem “Mad
Hatter” no livro “Alice in Wonderland” tera sido imaginada por Lewis Carrol muito
provavelmente a partir de vitima de intoxicagcdo ocupacional por mercurio. Hoje
em dia, as exposigoes resultantes de actividades profissionais sdo ja muito mais
controladas do que no século passado. As concentragdes na urina de pessoas
com amalgamas dentérias (2 a 4 ug de mercurio por litro), sdo muito mais baixas
do que as concentragbes encontradas em pessoas que estdo, pela sua
actividade profissional, em contacto com o mercurio (20 a 50 ug de mercurio por
litro), (Santos et al., 2007).

Em muitos paises, os bebés continuam a ser expostos ao etilmercurio
sob a forma de vacinas, uma vez que esta forma de mercurio organico é o

ingrediente activo usado no timerosal (etilmercuritiosalicilato, composto
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rapidamente metabolizado a etilmercurio (Havarinasab et al., 2005)), preservante
usado em algumas preparagées médicas, incluindo as vacinas. A exposi¢ao ao
mercurio a partir de amalgamas dentarias ou pelo consumo de peixe
contaminado é uma questao presente ha varias décadas. Ja o possivel risco

associado ao timerosal usado em vacinas é uma questao relativamente recente.

Esta preocupacao crescente com o mercurio teve 0 seu auge na recente
recomendacao da “Environmental Protection Agency (EPA)” dos EUA (2001) que
estabeleu como a dose diaria de metilmercuario segura por dia como 0.1 ug por
Kg de peso corporal, contrariando o valor estabelecido em 1978 pela “FAQO/
WHO Expert Committee on Food Additives” de 0.5 ug/Kg/dia. O efeito crénico
provocado por este metal podera dever-se a uma exposi¢cao ocupacional, como
por exemplo, garimpagem, fabrica de ldmpadas ou odontologia, (Pinheiro et al.,
2000, Sigeyuki et al., 2000, Tsugane et al, 1987). O mercurio pode estar
associado a hidrocarbonetos gasosos e liquidos (petroleo e betumes), e é um
elemento de origem profunda (manto terrestre) que ascende na forma de metil
ou dimetil mercurio. Nos depdésitos vulcanogénicos, quando ha disponibilidade
de enxofre, o mercurio pode precipitar como sulfeto (HgS).

A tabela 1, elaborada por Gossel and Bricker (1990), sumariza o0s
aspectos toxicolégicos e clinicos do vapor de mercurio, do metilmercurio e do
etilmercurio. Nesta tabela é também possivel encontrar as manifestagdes
clinicas resultantes da absorgcao deste metal sob a forma inorganica divalente,
uma vez que se acredita ser a espécie toxica produzida nos tecidos apds a
inalagdo do vapor. Hg®* é também a espécie quimica responsavel por lesées

renais.
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Table 1. The Major Clinical Toxicologic Features of Mercury.*

Variable

Route of exposure

w‘ Target organ

Local clinical signs

Lungs

Gastrointestinal
tract

Skin
Systemic clinical signs
Kidney

Peripheral nervous
system

Central nervous
system

| Approximate half-life

{whole body)
(days)

Treatment{

Mercury Vapor

Inhalation

Central nervous system, periph-
eral nervous system, kidney

Bronchial irritation, pneumaonitis
(>1000 pig/m? of air)

Metallic taste, stomatitis, gingi-
vitis, increased salivation
{(>1000 pig/m? of air)

Proteinuria (>500 pg/m3 of air)

Peripheral neuropathy (>500
pg/m?3 of air)

Erethism (>500 pg/m?3 of air),
tremor

60

Meso-2,3-dimercaptosuccinic
acid

Inorganic Divalent Mercury

Oral

Kidney

Metallic taste, stomatitis,

gastroenteritis

Urticaria, vesication

Proteinuria, tubular necrosis

Acrodynia

40

Meso-2,3-dimercapto-
succinic acid

Methyl Mercury
Oral (from fish
consumption)

Central nervous system

Paresthesia, ataxia, visual
and hearing loss (>200
wg/liter of blood)

70

Chelators not effective§

Ethyl Mercury

Parenteral (through
vaccines)

Central nervous
system, kidney

Tubular necrosis

Acrodynia

Paresthesia, ataxia,
visual and hear- |
ing loss |

201

Chelators not
effective§

Tabela 1.

A exposigao crénica a vapores de mercurio podera estar associada a
doengas degenerativas, tais como a doenga de Alzheimer ou a doenga de
Parkinson (Ahlqwist et al, 1999, Bjorkman et al, 1996). Estudos “in vitro”
indicam que o mercurio pode afectar processos bioquimicos que se acredita
estarem envolvidos na doenca de Alzheimer (Leong et al., 2001). Contudo, a
inibicdo de varios processos bioquimicos “in vitro” provocada pelo metal, podera
nao ocorrer “in vivo”, pelo que existem ainda duvidas relativamente ao seu efeito
neste campo.

O mercuario é um fascinante objecto de brincadeira para as criangas,
especialmente em paises subdesenvolvidos, e se ingerido sob a forma liquida é
rapidamente absorvido pelo tracto intestinal.

De acordo com tradigdes religiosas e culturais em determinados locais,
individuos pertencentes a alguns cultos espalham o metal no chédo das casas ou
no carro, ou misturando-o com perfumes e pomadas de uso cutaneo (Riley et al.,
2001). Nestas situagdes o risco de toxicidade é muito elevado. Devido ao facto
do vapor de mercurio ser muito “pesado” quimicamente e tender a formar uma
camada muito perto do chao, o risco da exposicdo de criangas pequenas e
bebés é grande. Ha séculos atras, este metal era muito utilizado no tratamento
de obstipacdes (Goldwater LJ, 1972). Este é, alids, um dos mais polémicos
assuntos das primeiras praticas médicas, assim como a sua generalizada

utilizagao no principio do século XX no tratamento da sifilis.
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Metilmercurio

O mercurio inorganico pode ser convertido em metilmercurio e dimetilmercurio
pela accdao de microrganismos, as designadas bactérias metanogénicas,
particularmente em sedimentos. (Gossel e Bricker, 1990).

A biotransformacgao do mercurio inorganico em metilmercurio representa
um sério risco ambiental uma vez que leva a sua acumulagdo na cadeia
alimentar aquatica por um fenémeno que se designa de bioamplificagéo, isto €, a
concentracdo do metal aumenta a medida que se avanga nos niveis tréficos.
Pode-se pois concluir da capacidade do metilmercurio de permanecer por longos

periodos de tempo nos tecidos do organismo.

Nos humanos, a unica fonte de contaminagcdo pelo metilmercurio é o
consumo de peixe contaminado. O metilmercurio é produzido no ambiente por
biometilacdo do mercurio inorganico presente nos sedimentos aquaticos, Figs.
1A e 1B, (Gossel e Bricker).

A The Global Cycle of Mercury

o ——

< g |, g°_. Hg?*
Hg?
o | F4 gﬂ
].I.I ..
i!I i g'ﬂ H g2+ I!_
v s Hga"—hHg[‘:f{’ie-"
Fig. 1 A
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B Exposure to Mercury from Fish

i | Biomethylation
| Diphenyl-Hg Dimethyl-Hg

Phenyl-Hg*

Elemental Hg

Hg?* — Methyl-Hg'

MeIHg Hg2+
sediment

Fig. 1B

Existem alguns trabalhos publicados sobre este assunto, relativos ao peixe-
espada preto da Madeira (Grandjean et al., 1991, Carvalho et al., 2008).

Exemplos de casos graves, mesmo fatais, de envenenamento por
metilmercudrio remontam a 1860 em Inglaterra (Hunter D, 1969). InUmeros casos
se seguiram relacionados com exposicao relativa a dieta e a ocupacao
profissional. Como exemplos podem-se referir os acidentes ecolégicos de origem
industrial do século passado, como o caso da Baia de Minamata no Japao (Eto
et al.,, 1992), nos anos 50, no Iraque (Bakir, et al, 1973) em 1971 ou nos
Estados Unidos da América (Lange et al., 1994) em 1990.

Varios estudos tém demonstrado os efeitos neurotéxicos do metilmercurio em
populacdes expostas a este contaminante. Um exemplo é sao os resultados
obtidos numa populacdo ribeirinha da Bacia Amazonica, exposta ao
metilmercurio (Hacon et al.,, 2008). Avaliando-se as funcbes visuais e motoras
dos individuos através de testes neurofuncionais sensiveis, observou-se um
decréscimo destas fungdes, estabelecendo-se uma relacdo com o aumento nos
niveis de mercurio no cabelo, sendo que estas manifestacbes estavam

presentes com niveis de mercurio abaixo de 50 pg/g. Entre as fungdes motoras
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comprometidas encontravam-se a destreza manual, a coordena¢do manual e a

fadiga muscular.

Estudos publicados no New England Journal of Medicine (2002) reportam
associagao entre doencgas cardiovasculares e mercurio, principalmente na forma
de metilmercurio. Dois destes estudos mostram uma relacdo directa entre uma
dada concentragdo de mercurio e o risco de enfarte do miocardio (Guallar et al.
2002, Yoshizawa et al. 2002)

De todos os compostos de mercurio organico, o metilmercurio € o mais toxico
e é responsavel pelos danos mais importantes observados em humanos. Este
facto tem a ver com a sua lenta eliminagao, podendo mesmo prolongar-se por
alguns anos no cérebro e rins. O sistema nervoso central é o alvo principal do
metilmercurio, onde areas especificas do cérebro sdo afectadas como os lobos
temporais e o cerebelo. A intoxicagdo pelo metilmercurio caracteriza-se por
ataxia (perda de coordenacgao dos movimentos voluntarios), disartria (problemas
na articulagdo das palavras), parestesia (perda da sensibilidade nas
extremidades e em torno da boca), visdo em tunel (constricdo do campo visual) e
perda da audicdo. Uma contaminacdo severa pode causar cegueira, coma e
morte. O periodo médio de laténcia varia entre 16 e 38 dias.

Exposicao Pré-Natal, Teratogenicidade e Efeitos sobre a Reproducao

O mercurio é reconhecidamente um agente teratogénico. O metilmercurio
da mae é transferido para a placenta e transportado para o feto. No entanto, o
mercuario inorganico tem uma menor capacidade de atravessar a barreira
placentaria sendo encontrado em maior quantidade no liquido amniético. O
mercurio inorganico é também transportado pelo leite materno. O cérebro fetal é
mais susceptivel, comparativamente ao cérebro adulto, aos efeitos téxicos do
mercurio. O metilmercurio inibe a divisdo e migragao das células neuronais e
interrompe a citoarquitectura do desenvolvimento do cérebro (Kjellstrom et al.,
1989, Grandjean et al,, 1997). Como consequéncia de estudos realizados nos
ultimos anos, a EPA reduziu a quantidade de metilmercurio aceitéavel de 0.5 para
0.1ug de mercurio/Kg/dia (2001). Este valor reduz a quantidade de atum (peixe
mais consumido nos Estados Unidos da América), para uma quantidade minima
de cerca de 198g peixe por adulto/dia. O consumo de peixe tem beneficios
alimentares ja cientificamente comprovados, muitas vezes tidos em

consideracdo em detrimento dos possiveis e especulativos riscos da possivel
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exposicdo ao mercurio. Por isso, a FDA (“Food and Drug Administration”)
recomendou em 2004 uma especial atengéo as mulheres gravidas e criangas no
consumo de peixes suspeitos de conterem elevada contaminacao de mercurio,
(>1 ppm), tais como o peixe-espada e a cavala (Grandjean et al, 1991). A
exposicao pré-natal a compostos de mercurio orgéanico, principalmente apds
desastres industriais levou a defeitos no desenvolvimento cerebral que eram
mais intensos & medida que a exposi¢ao era mais elevada. Mulheres sem sinais
clinicos de contaminagédo tiveram filhos com paralisia cerebral severa e
microcefalia. O mercurio pode influenciar o estado hormonal (o eixo hipotalamo-
hipofisario), podendo ser responsavel por ciclos menstruais irregulares e menor
numero de ovulagdes (Ramazzini B, 1964). Outros autores referem que o
mercurio afecta as glandulas adrenais, causando um disturbio no ciclo menstrual
por bloqueio das actividades enzimaticas. Estudos epidemioldgicos relacionam
os efeitos do mercurio com problemas reprodutivos. Na Polénia, mulheres
dentistas e assistentes de odontologia apresentaram uma taxa significativamente
maior de abortos em relacao a grupos controles (16% e 11% respectivamente),
além de disturbios do ciclo menstrual e malformagdes congénitas (Sikorski et al.,
1987, Trzcinka-Ochocka et al., 2007). Relativamente a alguns estudos, poucos
referenciados na bibliografia, referentes a fertilidade masculina, verificou-se que
esta ndo era significativamente afectada por um nivel médio de mercurio de
cerca de 50 pg/L. Num outro trabalho, e apds longos periodos de exposi¢ao ao
mercurio (niveis de 44000 ug/m® no ar), verificou-se uma perda significativa da
libido (Maramba et al., 2006). Existem ainda referenciados bibliograficamente
alguns dados contraditérios no que diz respeito a ocorréncia de abortos e
malformacdes congénitas apds longos periodos de exposicdo ao mercurio de
pais do sexo masculino (Faria Mde A, 2003).

Efeitos Celulares e Genotoxicidade do Mercdrio

Estudos realizados relativos aos efeitos celulares do mercurio e seus
compostos a nivel celular demonstraram que linfécitos e linhagens linfoblasticas
celulares humanas, tratadas tanto com mercurio organico e inorganico,
apresentaram um decréscimo significativo em termos de capacidade
proliferativa, produgéo de citocinas e secregao de imunoglobulinas. Experiéncias
com cloreto de mercurio (HgCl,) demonstraram que este composto tem afinidade
para se ligar a regido de interface da molécula de Na-K-ATPase (Brandao et al.,
2006), directamente relacionada com a actividade de transporte de ides. O
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movimento destes ides (principalmente do K*) pela membrana plasmatica € de
vital importadncia para que se inicie o processo mitogénico. Uma possivel
associagao daquele metal a molécula de Na-K-ATPase levaria a supresséao da
passagem de ides K* e, consequentemente, a uma inibigdo na actividade dos
linfocitos B. A redugdo da fungdo das células linféides é resultado da
citotoxicidade induzida pelo mercurio. Linfécitos e mondcitos tratados com
mercario (tanto orgénico como inorganico) exibem sinais funcionais e
morfolégicos de morte celular (Shenker et al., 1992), como por exemplo um
profundo decréscimo na produgcdo de adenina, alteragdo na sintese de
fosfolipidos e um aumento de ides Ca®**. Como estas células evidenciam
mudangas nucleares e de membrana que sdo consideradas caracteristicas de
uma célula em processo de morte celular programada, pode-se concluir que
células linféides tratadas com mercurio sdo levadas a apoptose (Kim et al.,

2004).

Os testes genotoxicos detectam mutagdes tanto a nivel cromossémico
como a nivel génico. Tais mutacbes sao responsaveis pelo aparecimento de
cancros e doencas hereditarias. Estudos efectuados em plantas e animais de
laborat6rio mostraram que o mercurio tem a capacidade de inibir a formacao do
fuso mitético, originando uma distribuigdo anormal dos cromossomas e
poliploidia. Esta accao resulta da forte afinidade do mercurio para os grupos
sulfidrilo encontrados nas proteinas do fuso e é considerada como a ac¢ao mais
tipica, a nivel genético dos compostos de mercurio. Embora o efeito genotdxico
do mercurio seja a sua ligacao ao fuso mitético, estudos recentes propdem um
efeito deste metal na producdo de radicais livres, via peroxidacdo lipidica
(Milaeva et al., 2004).

Timerosal, Vacinas

O timerosal tem vindo a ser utilizado como preservante em vacinas desde
1930 (Magos L, 2001, Clarkson TW, 2002). Nas concentragdes encontradas nas
vacinas, o timerosal satisfaz os requisitos da U.S. Pharmacopeia (1999), ou seja,
inactiva organismos especificos e consegue impedir o crescimento de fungos
indesejados. Contém o radical etilmercario (CH;CH.Hg") que ataca o grupo
sulfurico do tiosalicilato. Estudos iniciais nao revelaram efeitos adversos do
timerosal. Contudo, numa reavaliagéo (Ball et al., 2002) dos possiveis efeitos
nefastos do timerosal, foram realizados ensaios no sentido de avaliar a
quantidade de mercurio ingerido pelas criangas americanas sujeitas ao programa

nacional de vacinagao, (0-6 meses). Concluiu-se que recebem mais de 0.1ug de
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mercurio/kg/dia. Apds obtidos estes resultados procedeu-se imediatamente a
remocao do timerosal das vacinas, passando a usar-se doses simples que nao

requerem a utilizacao de preservativos.

O etilmercurio tem algumas semelhangas quimicas com o metilmercurio,
ambos tém uma distribuigdo inicial similar no corpo e causam efeitos muito
semelhantes em doses tdxicas para o cérebro. Contudo, apesar do metilmercurio
ser mais potente, o etilmercario € mais rapidamente metabolizado em mercurio
inorgéanico. Talvez seja esta a razdo do etilmercurio ndo causar lesbes renais
nos humanos, contrariamente ao metilmercdrio. A mais recente descoberta foi
que o tempo de semi-vida do etilmercirio no organismo é muito pequena
(Pichichero et al., 2002). Em criangas que receberam timerosal em vacinas, o
tempo de semi-vida do etilmercurio no sangue sao normalmente assumidos
como sendo 7-10 dias. Ja o tempo de semi-vida do metilmercurio € de cerca de
50 dias. A Organizacdao Mundial de Saude, mesmo tendo em conta estes
possiveis riscos da utilizagdo do timerosal, concluiu no seu relatério anual de
Janeiro de 2008, que é seguro e que devera ser utilizado este preservante nas
vacinas, principalmente em paises em desenvolvimento, uma vez que o risco de
contaminacdo nas multidoses é muito grande, excedendo o hipotético risco do
timerosal nas vacinas. Por outro lado, tem sido apontada a possibilidade de o
uso deste preservante estar associado a problemas de autismo (Hughes JR,
2008). Apesar de existirem ja numerosos estudos sobre este assunto nao

existem ainda dados conclusivos.

Toxicidade do Mercurio

Todas as formas de mercurio tém efeitos adversos na saude em doses
elevadas. Contudo, as consequéncias da exposicao dos humanos a pequenas
doses de mercurio quer a partir do consumo de peixe contaminado, das
amalgamas dentarias ou do timerosal das vacinas, estdo ainda sujeitas a
discussao.

Os vapores deste metal quando inalados, podem facilmente atravessar a
membrana alveolar até atingir a circulagdo sanguinea. No sangue, figado e rins o
mercurio é oxidado & forma divalente, Hg**, pelo complexo enzimético designado
hidrogénio perdxido catalase. Esta € a forma de mercurio que representa a maior
fonte de toxicidade verificada em laboratérios industriais e de pesquisa.

10
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Embora o nivel fatal de mercurio ndo seja conhecido, estd documentado que
uma exposicdo acima de 1-2 mg/m® de vapor de mercirio elementar por
algumas horas provoca bronquite quimica aguda e pneumonia. Duas horas apés
a exposicao € possivel a observacao de danos no pulmao através da formacao
de uma membrana hialina e finalmente a ocorréncia de fibrose pulmonar (Del
Vecchio et al.,, 2007). A contaminagédo pelos diversos compostos de mercurio
também est4d associada a condi¢des clinicas relacionadas com patologias
cuténeas (Serrao et al., 2007). Concentragbes de metal no sangue = 5 pg/ dL,
séo geralmente acompanhadas de sinais e de sintomas de toxicidade.

Mecanismo de Accao

O mercurio forma rapidamente ligagbes covalentes com o enxofre na
forma sulfidrilo (—-SH, designado também por grupo tiol ou grupo mercaptano - do
latim mercurius captans - pela capacidade que o grupo -SH tem de se ligar
fortemente com o mercurio), alterando a solubilidade, dissociacdo e afinidade
relativa para os receptores, distribuicdo e excre¢do das enzimas e compostos
que contém esses grupos sulfidrilo. Como as proteinas que tém grupos tiol
existem tanto nas membranas extracelulares, como nas intracelulares e ainda
nos organelos, o alvo exacto deste metal ndo foi ainda determinado. O
mecanismo de acgado é traduzido por um conjunto de alteracdes que podem
ocorrer individualmente ou em conjunto, traduzindo-se no aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica, inibicdo da polimerizagédo e
formagdo dos microtubulos, alteracées na replicacdo do DNA e na sintese
proteica, desregulagdo do sistema imunitario e mudanga na homeostase do

calcio.

Para além deste mecanismo de acg¢do, o Hg também esta associado a
mecanismos de peroxidagao lipidica, induzindo-a, e a alteragdes no mecanismo
do grupo heme. Como consequéncia, o Hg origina uma deplegcao dos niveis de
glutationa, superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, conferindo
um défice na protecgao celular com relagéao ao stress oxidativo, pela acgao deste
metal na despolarizacdo da membrana interna mitocondrial, com consequente
aumento de H,O,, perdxido de hidrogénio, uma das quatro espécies reactivas de
oxigénio (oxigénio singleto, radical hidroxilo e radical superéxido).

E a afinidade do metal para os grupos tiois (com enxofre) que permite a
utilizacao do acido 2,3 dimercapto-1-propano-sulfénico ou DMPS ou da penicilina
como agentes quelantes no tratamento de intoxicagdes por Hg.

11
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O mercario também se liga a outros grupos quimicos, embora com uma
menor afinidade, como o fosforilo (PH3), carboxilo (COOH), amina (R-NH,, amina
primaria), e amida (R-CO) NH..

7

O mercurio é considerado como um poluente ambiental e esta
classificado em terceiro lugar no Top 20 das substancias perigosas publicadas
na “Agency for Toxic Substances & Disease Registry”, ATSDR, 1999. Os efeitos
biolégicos deste metal e seus derivados sdo extremamente variados,
englobando desde efeitos citoldgicos, reprodutivos (teratogénicos) e até mesmo
neurolégicos. A possivel associagdo ao processo carcinogénico, bem como os
seus efeitos genotéxicos ndo estdo ainda completamente esclarecidos, apesar
da existéncia de inumeras evidéncias do efeito do Hg ao nivel do ADN.

Todos os estudos apresentados servem de indicadores que privilegiam a
integridade da saude das pessoas potencialmente expostas ao metal,
evidenciando os efeitos biologicos deste. O painel global dos efeitos biolégicos
do mercurio e dos seus compostos derivados demonstra que apesar de
inimeras contradicdes estes compostos apresentam consequéncias graves no

organismo merecedoras de estudo.

12
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Objectivos e estrutura da Tese

2. Objectivos e estrutura da Tese

O principal objectivo desta dissertacao foi o estudo da interac¢cdo do Hg com
os sistemas biolégicos colocando-se algumas questdes fundamentais as quais
se tentou dar resposta comecando para isso por se desenvolver um método, de
alta resolucéao, para investigar a localizagdo e a organizacao ultraestrutural das
microparticulas de Hg em circulagdo. O método utilizado foi a microscopia
electrénica de varrimento acoplada a microanalise por raio-X (SEM-XRM). As
questdes principais propostas nesta dissertagéo foram:

1. Qual o papel de diferentes visceras na sequestragdo de Hg em
circulagao?

2. Como se compara a fagocitose de diferentes particulas metalicas pelos
macréfagos?
Existem diferencas entre granulécitos e macrofagos na ingestao de Hg?
Quais as consequéncias, a nivel celular, dos efeitos agudos da
imunotoxicidade induzida pela ingestdao de Hg?

5. A toxicidade do Hg é aumentada ou diminuida pela inflamacao?

A razdo inicial de iniciar estas investigacdes foi o facto da contaminagao do
meio ambiente e da cadeia alimentar pelo Hg ter vindo a ser uma das maiores
preocupagbes nos nossos dias. O Hg é toxico e em moderados niveis de
exposicdo pode causar manifestacbes neurotdxicas, alteragbes da
autoimunidade e diminuicao da resisténcia do hospedeiro a infecgdes.

Finalmente, deve ser notado que os resultados dos varios trabalhos que
constituem esta dissertacdo serao discutidos de um modo integrado no capitulo
4 e as principais conclusdes serao apresentadas no capitulo 5.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Microscopia Electronica de Varrimento e Microanalise por
Raio-X

Os microscopios electronicos sao instrumentos que permitem a
observacao e caracterizacido de um material com base nas radia¢des resultantes
da interaccao com um feixe de electroes.

O microscopio electronico de varrimento (MEV) permite obter imagens
numa gama de ampliagdes da ordem de x10 a x500 000 (microscoépio do Centro
de Materiais da Universidade do Porto, CEMUP, onde foi executado este
trabalho). A superficie da amostra é percorrida sequencialmente (varrimento) por
um feixe electrénico finamente focado e a respectiva imagem é obtida num
monitor, sendo o brilho em cada ponto determinado pela intensidade das
radiagbes emitidas da superficie. Verifica-se assim uma correspondéncia, ponto
por ponto, entre a imagem e a regido observada da amostra. A natureza da
informagéo depende das caracteristicas do material e da interacgdo que se
verifica entre o feixe electrénico e a amostra.

O desenvolvimento recente de microscopios de varrimento que operam
com a camara da amostra a pressao elevada (HPSEM- “high pressure SEM” em
que p>10° Pa e ESEM- “environmental SEM” com p> 10° Pa) permite observar,
sem qualquer preparagdo, amostras ndo condutoras e mesmo amostras
hidratadas (ESEM) No entato, o presente trabalho foi desenvolvido num
microscopio convencional, modelo JEOL-6301F SEM acoplado a um sistema de
deteccdo Noran Voyager de microanalise elementar de raio-X com sistema de
deteccao EDS (Energy Dispersive Spectrometry), onde tém que se verificar trés
condi¢des fundamentais: (i) estabilidade nas condigbes de alto vacuo (pressao
de 10* Pa), exigindo a preparacdo dos materiais com constituintes volateis,

aplicando-se, para isso, um revestimento condutor, carbono, ou ouro (neste
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trabalho foi utilizado o carbono devido a sobreposicdo nos espectros dos picos
de Hg com o Au); (ii) condutividade eléctrica superficial e (iii) estabilidade fisica e
quimica nas condi¢des de observagao/ interac¢gdo com o feixe electrénico.

A medicdo da intensidade da emissao da amostra, que constitui a base
para a realizacdo das imagens de MEV, requer a utilizagdo de detectores
especializados que estao colocados na vizinhanca da amostra. Estes detectores
sdo de dois tipos, detectores de electrdes de baixa energia (E< 50eV),
designados de electrdes secundarios, e detectores de energia elevada ou
electrdes rectrodifundidos. A emissdo de electrdes secundérios varia com o
numero atémico (Z) do material e apresenta forte sensibilidadade, obtendo-se
imagens com informacdo da topografia da amostra. Nos electrdes
rectrodifundidos e apesar da intensidade de emissdo da energia detectada ser,
tal como no caso dos electrdes secundarios, crescente com o angulo de
incidéncia na amostra, esta é fortemente direccional, razdo pela qual estas
imagens apresentam um forte contraste topografico. Este facto, acoplado a
microanadlise, permitira o estudo da composicdo elementar do material. Esta
informagéao, quer seja de topografia ou de composi¢éo elementar, requer para a
sua visualizagdo e interpretagdo que ao microscopio esteja associado o
espectrometro de raios X. Torna-se assim possivel, com as imagens de
electrées secundarios (imagens que se assemelham as imagens habituais da
observacao visual), ter uma interpretacdo intuitiva das superficies celulares,
sendo depois na imagem de electrdes rectrodifundidos visualizado o contraste
topografico e aplicada a microanalise, para determinar o conteddo no interior das
células. O sistema EDS de deteccdo acoplado ao microscépio utilizado neste
estudo, Noren Voyager X-ray, permite a deteccdo de elementos quimicos
presentes numa concentracao superior a 0,2-0,3% em massa, conseguindo-se
uma microandlise qualitativa e semi-quantitativa dos elementos presentes na

amostra.
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Para a deteccéo in situ de Hg, o MEV apresenta uma vantagem central
relativamente ao microscépio electronico de transmissao (MET) no que se refere
ao facto do processamento de amostras, ndo requerendo processamentos que
iriam originar a extrac¢ao do metal.

Conseguiu-se assim aplicar um método relativamente facil, acessivel de
observacao de grandes superficies de amostras espessas com informacao

qualitativa e semi-quantitativa do conteddo quimico, num curto espago de tempo.

3.2. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica amplamente utilizada na fenotipagem
celular, permitindo uma andlise individual de diferentes parametros na mesma
célula. E possivel assim determinar o nimero de células que expressam uma
molécula para a qual foi adicionada uma sonda fluorescente. Estas sondas séo
normalmente anticorpos, marcados com um fluorocromo, contra a molécula cuja
expressdo se pretende determinar. Os citdmetros sdo capazes de detectar
fluorescéncia emitida em diferentes comprimentos de onda permitindo a analise
simultdnea de varias moléculas numa sé célula. No presente trabalho foram
usados o0s seguintes anticorpos monoclonais especificos para antigénios de
ratinho: anti-imunoglobulina M (IgM) conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL, USA), anti-Mac-1
conjugado com FITC, CD11b/CD18, para fagécitos activados (Pharmingen, San
Diego, CA, USA), anti CD3 conjugado com ficoeritrina (PE), anti CD5 conjugado
com PE, anti B220 conjugado com PE, anti CD8 conjugado com FITC, anti CD4
conjugado com cy-chrome e anti CD69 conjugado com PE, marcador precoce da
activacao, todos da Pharmingen. Para a deteccdo das células apoptoéticas foi

utilizado o kit TACS™ annexin V-FITC (R&D systems, Minneapolis, MN, USA).
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Com esta técnica pretendeu-se caracterizar, a nivel celular, os efeitos agudos da

imunotoxicidade induzida pela ingestao de mercurio.
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Discusséao Geral

5. Discussao

Na elaboracdo da presente dissertacdo, optou-se por incluir artigos
cientificos que resultaram do trabalho experimental realizado, publicados em
revistas internacionais. Apesar de todos os artigos apresentarem um capitulo de
Discussao, entendeu-se ser de interesse elaborar uma discussdo geral dos
resultados obtidos.

O objectivo deste trabalho foi estudar a interac¢gdo do mercurio (Hg) com
os sistemas biolégicos, utilizando como modelo de estudo o ratinho BALB/c.
Para a concretizagdo deste objectivo foi aplicada microscopia electronica de
varimento acoplada a microanalise por raio-X (SEM-XRM), que permitiu obter
informagao original acerca da forma, organizagdo ultraestrutural, cinética da
distribuicdo das microparticulas de Hg in vivo e definicdo da resposta
inflamatéria aguda produzida pela injecgdo de um sal de Hg.

A quantificagdo da sequestragdo aguda das particulas de Hg pelos
diferentes 6rgaos-alvo do ratinho indicou que é o figado que captura cerca de
89% do Hg circulante. Estes resultados completam os resultados publicados em
1997 por Griem et al. Estes autores usaram a técnica de espectrofotometria de
absorcao de vapor atémico, em diferentes estirpes ratinhos: C57BL/6, DBA/2,
B10.D2, A.SW e B10.S. Estudaram a distribuicdo e concentragdo de Hg no
figado, rim e baco de ratinhos apds tratamento com HgCl, (3 injeccdes
subcutdneas semanais do metal, 0.5mg/Kg de peso corporal durante 12
semanas). Concluiram sobre a acumulag¢ao de Hg no sangue, figado, baco e rim,
8 semanas e 12 semanas apds o inicio do tratamento. Em todas as estirpes
estudadas a maior concentragdo de Hg foi determinada no rim. Foi ainda
determinado que em trés das estirpes estudadas (C57BL/6, A.SW e B10.S) foi
encontrada uma grande quantidade de Hg no bago. Este valor elevado de Hg no
baco foi relacionada com o facto do mercurio induzir autoimunidade em algumas
estirpes de ratinhos. A administracdo de Hg no nosso trabalho foi feita por
injecc@o intraperitoneal. O peritoneu € uma membrana semipermeavel que
reveste a parede abdominal e cobre os 6rgaos abdominais. Neste espaco existe
um ambiente dindmico em que o fluxo sanguineo peritoneal provém das artérias
da parede abdominal, drenando para a circulagdo sistémica. Aquando da
injeccdo intraperitoneal o Hg passa através dos nodos linfaticos associado a
macréfagos para a circulacédo sistémica (Sadauskas, et al, 2007). Este facto
corrobora 0s nossos resultados que demostraram ser o figado o 6rgao a
apresentar a maior percentagem na sequestracdo do metal injectado. O sangue
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procedente do bago e do intestino vai em primeiro lugar para o figado através da
veia porta. O facto de ser o figado o 6rgdo que mais Hg capta é também
justificado pelo facto deste 6rgao estar localizado no hipocdndrio direito, e ter
grande parte da superficie externa revestida pelo peritoneu. Para além da
anatomia favoravel do figado a deposicdao de Hg, o “uptake” foi observado nas
células de Kupffer, ou seja, nos macréfagos residentes do figado. As células de
Kupffer sdo macréfagos encontrados na superficie luminal dos sinusoéides, que
tém como fungdo a modulagcdo de variadas fung¢des, como por exemplo a
inflamagédo, ou de fagocitar substancias estranhas presentes no sangue. Para
cumprirem esta funcdo de células fagocitarias sdo ricas em lisossomas. As
células de Kupffer recobrem, juntamente com as células endoteliais tipicas, as
placas hepatocelulares, sendo células descontinuas e permitindo a passagem do
plasma aos hepatdcitos. Os nossos resultados indicam ainda ser o rim o
segundo érgao a capturar a maior percentagem de Hg circulante, enquanto o
terceiro 6rgdo a capturar o Hg em circulacdo foi o bago. Hultman e
colaboradores em 1985 publicaram um trabalho em que estudaram o efeito na
excrecao renal, 15 segundos e 30 minutos ap6s uma injeccao intravenosa de
HgCl, (3 mg HgCl, /Kg de peso corporal), em ratinhos BALB/c. Pelo método
citoquimico “Silver Amplification”, estes autores propuseram que o Hg é
excretado na forma de complexos Hg-proteinas, originando o fenémeno de
proteindria, sendo um indicador do dano nas estruturas glomerulares induzido
pelo Hg. O facto de, nos nossos resultados, ser o rim o segundo 6rgéo alvo na
sequestracao do Hg em circulagao, é explicado pelo facto de o rim ser o principal
6rgao do sistema excretor e ter como funcdo a eliminacdo de substancias
toxicas, apds a destoxificagao realizada no figado, assim como a eliminagao de
substancias exdégenas. O baco para além de ser um 6rgao situado na cavidade
abdominal, é o maior dos 6rgéos linfaticos e faz parte do SER (sistema reticulo-
endotelial), participando dos processos de produgao de células vermelhas e de
destruicdo de células velhas. O bago tem ainda uma importante funcao
imunoldégica de produgao de anticorpos e linfécitos, e € um 6rgéo particularmente
vascularizado (pela artéria esplénica), o que faz com que se reunam as
condicdes para ser 0 baco o terceiro 6rgao, pelos nossos resultados, a realizar a
sequestracao do Hg em circulacéo.

Os nossos resultados mostraram que ha diferencas na resposta dos
macroéfagos ao Hg e a outras duas microparticulas metalicas, o selénio (Se) e o
tungsténio (W). As lesbes causadas nos sistemas biolégicos pela ingestédo e

armazenamento de particulas metalicas depende de um conjunto de factores tais
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como a natureza da particula metélica em causa, o seu tamanho e a curva de
biotransformacdo entre outros (Burbure, et al, 2003). Por SEM-XRM foi
confirmada a presenca de Hg, Se e W dentro de macrofagos e neutréfilos
peritoneais. O didmetro médio das particulas de Se é de cerca de 2.37+£1.84,
maior do que o didmetro das outras duas particulas metalicas, Hg e W. O Hg
encontrava-se organizado dentro dos macré6fagos como pequenas particulas de
forma esférica, em contraste com o que é verificado para o Se e o W, que séo
detectados como particulas de forma irregular. A ingestdo de particulas de
grandes dimensdes causa alteragbes significativamente mais suave nas
respostas inflamatérias quando comparadas com a resposta que particulas de
pequenas dimensbes desencadeiam (Becker et al., 2003; Fach et al., 2002 e
Lundborg et al., 2001). De facto, apés o “uptake” de grandes particulas, os
macréfagos entram num estado de dorméncia uma vez que nao sao capazes de
activar a cascata oxidativa, de fazer a ingestdo de agentes estranhos ou de
atacar a superficie de células inflamatérias (Becker et al., 2003, Kleinman et al.,
2003). Para além disto, particulas de grandes dimensdes nao sao alvos para a
digestdo da maquinaria enzimatica das células dos macréfagos e deste modo
permanecem no seu interior sem induzirem a reacgao inflamatéria. Em contrate,
a ingestdo de particulas pequenas sao alvo das cascatas enzimaticas de
oxidacdo e de numerosas outras enzimas dos macréfagos (Fach et al., 2002)
contribuindo para a modificacdo da composi¢cao quimica das particulas do metal.

Os resultados de um outro estudo demonstraram que sao os fagocitos
(mais de metade dos fagocitos ingerem Hg) as células que tém um papel
primordial na remogdo de Hg, existindo diferencas entre granulocitos e
macroéfagos na capacidade de remogao do Hg in vivo (70% de macroéfagos e
50% de neutréfilos). Estes resultados estdo de acordo com estudos sobre
macréfagos sendo estas as principais células fagociticas (Gordon, 2003). Foi ja
estudado por Contrino e colaboradores, em 1988 e por Simon em 2003, o efeito
protector que o Hg parece ter em relagdo aos granulécitos, manifestando este
efeito na inibicdo da sua apoptose. Em 1996, Christensen estudou a distribui¢cao
de mercurio no bago, figado, nédulos linfaticos, timo e medula 6ssea utilizando
as técnicas de autometalografia e de imunofluorescéncia em ratos expostos
intraperitonealmente a cloreto de mercurio. O Hg foi detectado em macroéfagos
marcados pelo anticorpo M1/70 mas também em células parecidas com
macréfagos (ambos os dois tipos de células foram classificadas como
macréfagos por microscopia), A autometalografia marcou macréfagos no baco,
nddulos linfaticos, timo, nas células de Kupffer e nas células endotelias. Conner
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e Schmid em 2003 fizeram uma revisdo sobre os diversos mecanismos pelos
quais as células internalizam macromoléculas e particulas diversas, no
fendbmeno designado genericamente de endocitose. Neste trabalho, os autores
englobam no conceito de endocitose diversos mecanismos pelos quais as
células internalizam macromoléculas e particulas. Neste trabalho é referida a
importédncia deste fendmeno na resposta imune, na neurotransmissdo, na
comunicagao intracelular, na transducéo de sinal assim ou seja ha homeostase
da célula. Liu e Shapiro em 2003, publicaram um trabalho sobre endocitose em
que referem que as diferencas principais de fagocitose e pinocitose residem no
tamanho das particulas ingeridas (maiores na fagocitose) e na dependéncia da
cascata de polimerizacdo da actina como passo iniciador na ingestdo das
particulas. Com a aplicagdo da técnica de SEM-XRM, utilizada no nosso
trabalho, foi possivel uma visualizagdo do tamanho e numero das particulas de
Hg em cada célula, contribuindo assim com nova informag¢@o do modo como este
metal é capturado e internalizado pelos fagocitos. O presente trabalho permitiu
uma visualizagdo directa da diferente cinética de internalizagdo do Hg pelos
fagocitos, tanto por macréfagos como por neutréfilos, confirmando o mecanismo
de pinocitose como forma de internalizagédo do Hg pelas células. Este facto pode
ser verificado pela forma tipica como se da a internalizagdo do metal. Pinocitose
€ a incorporacao de vesiculas de fluidos pela célula activa como se estivessem a
ser rodeadas e depois englobadas pela membrana citoplasmatica, formando-se
vacuolos no bordo da célula que podem ser posteriormente transportados para
outras areas da célula. Foram observados pelo SEM-XRM pontos brilhantes em
diferentes zonas das células, correspondendo a Hg, confirmados pela
microanalise. Este trabalho permitiu a primeira visualizacdo directa da
internalizacdo do Hg por fagocitos que sujeitos a uma indugdo da inflamagéao
aumentam a sua avidez para a ingestao do metal.

O Hg causa alteragdes no sistema imune humano que se podem traduzir
por autoimunidade, ou por fenédmenos de imunossupressao e de desregulagao.
Segundo Pierluigi EB (2000), o facto de alguns metais terem uma acgao no
sistema imune ndo implica que tenham efeito imune e por isso propuseram uma
classificagao dos metais em trés grupos relativamente a indugdo de fenémenos
de autoimunidade. A classificagcao destes autores foi a seguinte: (i) o arsénio, o
berilio, o niquel, o vanadio e o ferro tém uma reconhecida actividade imunotoxica
mas existem muito poucas referéncias documentadas que o0s associe a
respostas ou a doengas autoimunes, (ii) o zinco, cromio, chumbo, cadmio, prata,

cobre e platina tém a capacidade de afectar o sistema imune mas s6 em alguns
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casos é que é possivel fazer-se a associacdo destes metais a respostas
autoimunes, estes metais de um modo geral, ndo parecem ser potentes
indutores de autoimunidade; (iii) o Hg, assim como lito e o ouro foram
classificados como estando claramente associados a respostas e doencgas
autoimunes.

A exposicao de roedores a Hg provoca linfoproliferacéo, linfadenopatias,
hipergamaglobulinemia, aumento da expressao de marcadores de activacédo de
superficie de células T incluindo CD25, CD71 e CD44 (Pollard et al., 2005). Foi
também ja referido que o Hg induz a morte celular (Laiosa et al., 2007).

Havarinasab e colaboradores publicaram em 2005 que 10 mg/L de
timerosol na agua (590 pug Hg/kg de peso corporal/dia), durante 30 dias,
administrado a uma estirpe de ratinhos A.SW (H-2s) susceptivel a indugao de
autoimunidade por metais pesados, leva a uma forte imunoestimulacao
verificada no final do tratamento por um aumento do peso bago, aumento do
numero de esplendcitos o que se traduziu num aumento de linfécitos, incluindo
de células B. Este aumento traduziu-se numa diferenciacdo das células
secretoras de imunoglobulinas. O numero de esplenécitos diminuiu apos 14 dias
de tratamento. Os efeitos do timerosol sobre a resposta imunolégica € um dos
temas mais estudados nos nossos dias no que diz respeito aos efeitos tdxicos do
mercurio, devido ao facto do timerosal ser largamente utilizado como
componente de vacinas utilizadas universalmente na proteccdo de criangas
contra infecgbes patogénicas. Nos EUA, em particular, tém sido publicados
estudos que apontam para a possibilidade da injeccdo de timerosal estar
associada ao posterior desencadeamento de doengas autoimunes e
neurolégicas, como o autismo, em criangas € jovens.

Num estudo (Griem, 1997) foi utilizada a técnica de espectrofotometria de
absorgcdo atomica para medir a concentragcdo de Hg no sangue, no figado e no
baco em diferentes estirpes de animais que foram sujeitos a injecgbes
subcutaneas 3 vezes por semana, durante 12 semanas numa concentragao de
0.5 mg/kg de peso corporal de HgCl,. Foi descrito que a concentragdo de Hg no
sangue e figado de animais das estirpes A.SW e DBA/2 era cerca de duas vezes
superior a das estirpes C57BL/6, B10.D2 e B10.S e que estes animais nao
demonstraram qualquer sinal de patologia autoimune corroborando que o HgCl,
pode induzir a autoimunidade em determinadas estirpes de ratinhos (DBA/2,
B10.D2) enquanto outras serao resistentes.

Os nossos resultados mostraram que ratinhos tratados com uma Unica

injeccao intraperitoneal de Hg, leva a uma depleccao de subpopulacdes
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linfocitarias. Esta depleccdo, que é causada por apoptose, foi mais acentuada
nas células B-1. Foi ja descrito que pode ocorrer apoptose por uma estimulagcao
incorrecta (falta de co-estimulagdo) dos linfécitos B ou por um efeito tdxico
directo de destruicdo destas células (Kim et al., 2004).

A diminuicdo observada nas células B-1 apos a injeccao de Hg, permite-
nos sugerir que este metal pode vir a causar fenédmenos de imunossupressao
por deplecgao de subpopulagdes de linfocitos B.

Decréscimo das células B, em especial de linfécitos B-1, foi ja descrito
como estando associado a fenédmenos de autoimunidade (Popi et al., 2008).
Neste aspecto, os resultados deste trabalho sdo mais um contributo para
fundamentar a relagéo, entre Hg e fenémenos de autoimunidade.
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6. Conclusoes

As conclusdes mais importantes do presente estudo séo de dois tipos: as

que se referem a nova informacao cientifica sobre a distribuicao tecidular e

intracelular de mercurio em sistemas biolégicos, e a que se refere a

caracterizacao, a nivel celular, dos efeitos agudos da imunotoxicidade induzida

pela ingestao de Hg. No que diz respeito a morfologia, distribuicdo, quantificacao

e sequestragdo do Hg, chegou-se as seguintes conclusdes originais:

1.

Com relagédo a organizagao ultraestrutural do Hg em circulagao: (i)
este organiza-se em microparticulas esféricas com um diametro de
31.4+x14.1 nm; (ii) estas particulas raramente se agregam em
circulagao; (iii) as microesferas de Hg encontram-se aderentes a
superficie de gloébulos sanguineos ou ligadas a conjuntos
intravasculares de proteinas; (iv) a ingestao das particulas de Hg nao
ocorre imediatamente apds a ligagdo destas particulas a superficie
das células.

A afinidade do Hg para diferentes visceras mostrou que: (i) 89% do
Hg circulante é captado pelo figado; (i) o rim tem um papel
significativo, sequestrando cerca de 8% das particulas metélicas; (iii)
menos de 2% do Hg foi encontrado no bacgo; (iv) a deposicao do
metal nos pulmdes foi escassa; (v) nenhum Hg foi encontrado no
cérebro.

O estudo das diferencas verificadas na resposta de macroéfagos a trés
tipos de particulas metalicas, Hg, Se e W, mostraram que: (i)
determinadas particulas nao degradaveis, tais como particulas de
metais pesados sdo acumuladas em sistemas vivos, a maioria dentro
de macréfagos; (ii) documentou-se que o Hg é organizado dentro de
macréfagos sob a forma de pequenas particulas redondas; (iii) em
contraste, 0 Se e W sao detectados como particulas de grandes
dimensodes e de forma irregular.

Com relagdao as diferengas entre granulécitos e macrofagos na
ingestdao de Hg verificamos que: (i) mais de metade dos fagécitos
ingerem Hg (70% de macrofagos e 50% de neutrofilos); (ii)
intracelularmente as particulas de Hg aparecem como microesferas
de pequeno diametro, (<20nm) e em numero superior a 20/ 30
microesferas por célula; (iii) a endocitose do Hg aumenta com a
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activacao dos fagécitos; (iv) as particulas de Hg séo internalizadas
por pinocitose.

Os resultados referentes a caracterizacdo a nivel celular, dos efeitos
agudos da imunotoxicidade induzida pela ingestédo de Hg permitiram-nos concluir
que: (i) uma unica injeccao intraperitoneal de Hg, leva a uma depleccgao,
causada por apoptose, de subpopulacdes linfocitarias, mais acentuada nas
células B-1.

Este estudo utilizou o método (SEM-XRM) que permite determinar a
morfologia de microparticulas de Hg in vivo, assim como a sua quantificagdo em
varios 6rgdos e a sua ingestao pelos dois tipos principais de fagoécitos. Foi
possivel, por esta abordagem, realizar o estudo detalhado da localizacao
subcelular de microparticulas individuais de Hg em tecidos e células.
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