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RESUMO

CARNEIRO, M.F.H. Avaliacdo da distribuicdo, metabolismo e nefrotoxicidade
do timerosal - um conservante a base de mercurio usado em vacinas -
utilizando modelos in vivo e in vitro. 2014. 85p. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2014.

O timerosal é um agente antisséptico utilizado em vacinas como conservante.
Devido a presenca de etilmercurio (EtHg) em sua composicdo (com
aproximadamente 49% de mercurio (Hg) em peso), uma preocupacao existe em
relacdo aos possiveis efeitos toxicos em humanos. No entanto, pouco se sabe sobre
o perfil cinético do EtHg em mamiferos. Neste sentido, este trabalho teve como
objetivo avaliar a distribuicdo tecidual e meias-vidas do Hg, seu metabolismo no
sangue (conversao a mercurio inorganico) e nefrotoxicidade apds exposicdo ao
timerosal, utilizando modelos in vivo e in vitro. Para isto, o trabalho foi dividido em 3
estudos: (I) camundongos machos Swiss foram expostos a 20 ug de Hg sob a forma
de timerosal via intramuscular. Sangue, cérebro, coracdo, rim e figado foram
coletados ap6s 0,5; 1; 8; 16; 144; 720 e 1980 horas (h) da exposicdo (n=4) e
analisados quanto as concentracdes das espécies de Hg por HPLC-ICP-MS; (Il)
aliquotas (n=4) de sangue total, plasma e eritrécitos humanos foram expostas a
timerosal ou EtHg (3 mg/l) durante 24 h e analisadas quanto as concentragfes das
espécies de Hg por HPLC-ICP-MS; (lll) células HK2 foram expostas durante 24 h a
timerosal (0 uM a 2 pM) e avaliadas quanto a viabilidade e proliferacdo celular,
apoptose, expressdo de proteinas Bax e TGF-f1, saude mitocondrial e
concentracbes de fibronectina no meio. Verificou-se que o transporte de EtHg do
musculo para os tecidos e a sua conversdo em Hg inorgénico (Hgi) ocorrem
rapidamente. Apos 0,5 h da exposigcéo ao timerosal, as concentracées mais altas de
ambos EtHg e Hgi foram encontradas no rins (> 70% do Hg total no corpo do
animal). O cérebro apresentou uma menor contribuicdo para a carga corporal de Hg
(<1,0% do Hg total no corpo do animal). Apos trinta dias da exposicédo ao timerosal,
houve excrecdo consideravel de Hg e o figado apresentou a maior parte do Hg ainda
restante no corpo dos animais. As meias-vidas foram estimadas (em dias) em 8,8;

10,7; 7,8, 7,7 e 452; para 0 sangue, cérebro, coracdo, figado e rim,



respectivamente. Sugere-se que a extensdo da conversdao de EtHg a Hgi é
modulada em parte pela particdo do EtHg no plasma e no sangue, uma vez que o
EtHg é rapidamente convertido a Hgi nas células vermelhas, mas ndo no plasma. O
mecanismo de dealquilacdo em células vermelhas parece ser mediado pela reacao
de Fenton (formacdo de radicais hidroxil). Ainda, EtHg/timerosal diminuiu a
viabilidade celular e mitose, promoveu a apoptose, prejudicou o estado de transicéo
de permeabilidade mitocondrial, aumentou a expresséo de Bax e TGF-B1 e secrecéo
de fibronectina. Coletivamente, os resultados demonstram que a cinética do
timerosal (EtHg) esta mais proxima a do Hgi - e ndo do MeHg - e o rim deve ser
considerado um alvo potencial de toxicidade do EtHg, ja que € o 6rgdo exposto as
maiores concentracbes de Hg , e onde o metal apresenta sua maior meia-vida
biolégica. Adicionalmente, o EtHg/timerosal demonstrou ser um agente

antiproliferativo, apoptético e pro-fibrotico em células humanas renais.

Palavras-chave: Timerosal, etilmercurio, distribuicdo, metabolismo, nefrotoxicidade.



ABSTRACT

CARNEIRO, M.F.H. Evaluation of the distribution, metabolism and
nephrotoxicity of thimerosal - a mercury containing preservative found in
vaccines - using in vivo and in vitro models. 2014. 85p. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Thimerosal is an antiseptic agent used in vaccines as a preservative. Due to the
presence of ethylmercury (EtHg) in its composition (approximately 49% mercury (Hg)
by weight), there is a concern regarding possible toxic effects in humans. However,
little is known about the kinetic profile of EtHg in mammals. Thus, this study aimed to
evaluate the tissue distribution and half-life of Hg, its metabolism in blood (conversion
to inorganic mercury) and nephrotoxicity after exposure to thimerosal, using in vivo
and in vitro models. The work was divided into three studies: (I) Swiss male mice
were exposed to 20 ug of Hg in the form of thimerosal intramuscularly. Blood, brain,
heart, kidney and liver were collected after 0.5, 1, 8, 16, 144, 720 and 1980 hours (h)
of exposure (n=4) and analyzed for concentrations of Hg species by HPLC-ICP-MS;
(1) aliquots (n=4) of whole blood, plasma and erythrocytes were exposed to
thimerosal or EtHg (3 mg/l) for 24 h and analyzed for Hg species concentrations by
HPLC-ICP-MS; (llIl) HK2 cells were exposed for 24 h to thimerosal (0 uM to 2 pM)
and evaluated for cell viability and proliferation, apoptosis, Bax and TGF-31
expression, mitochondrial health and concentrations of fibronectin in the medium. It
has been found that the transport of EtHg from muscle to tissues and its conversion
into inorganic Hg (Hgi) occur quickly. After 0.5 h of exposure to thimerosal, higher
concentrations of both EtHg and Hgi were found in the kidneys (> 70% of total Hg in
the animal body). The brain showed a minor contribution to the body burden of Hg
(<1.0% of total Hg in the animal body). Thirty days after exposure to thimerosal, there
was considerable excretion of Hg and liver had the most Hg still remaining in the
animal body. Half-lives were estimated (in days) at 8.8; 10.7; 7.8; 7.7 and 45.2; for
blood, brain, heart, liver and kidney, respectively. It is suggested that the extent of
conversion of the EtHg into Hgi is modulated in part by the partition of EtHg in plasma
and blood, since EtHg is rapidly converted into Hgi in red cells but not in plasma. The

mechanism of dealkylation in red cells seems to be mediated by the Fenton reaction



(formation of hydroxyl radicals). Additionally, EtHg/thimerosal decreased cell viability
and mitosis, promoted apoptosis, impaired mitochondrial permeability transition state,
increased expression of Bax and TGF-B1 and fibronectin secretion in the media.
Collectively, the results demonstrate that the kinetics of thimerosal (EtHg) is closer to
the Hgi - and not the MeHg - and kidney should be considered a potential target for
EtHg toxicity, since it is exposed to the highest concentrations of Hg and it is the
tissue where the metal has a greater biological half-life. Additionally, EtHg/thimerosal
was shown to be an antiproliferative, apoptotic and pro-fibrotic agent in human

kidney cells.

Key-words: Thimerosal, ethylmercury, distribution, metabolism, nephrotoxicity.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. O mercurio no ambiente

O mercurio (Hg) € um poluente global que pode ser transportado a grandes
distancias e acumular-se nos seres vivos, produzindo severas alteracdes bioldgicas
(LIN, et al., 2012). No ambiente, ele pode ser encontrado em diferentes estados de
oxidacdo: Hg elementar (Hg°) e ions mercuroso (Hg*) e mercurico (Hg*?), os quais
podem constituir compostos inorganicos e organicos de Hg, como o metilHg (MeHg)
(NRC, 2000), sendo todos altamente téxicos. E um metal de massa atdmica 200 e
namero atdémico 80. Devido ao seu estado liquido e cor prata na forma elementar,
este elemento quimico era conhecido no passado como hidrargirio (do grego hydr:
agua e argyros: prata) e, mais recentemente, como prata liquida (NORRBY, 1991).

A relacdo entre o homem e o Hg é bastante antiga, datada da pré-historia,
época em que o homem fazia uso de uma pedra mineral vermelha, o cinabrio (HgS),
para fazer suas pinturas nas cavernas (IORDANIDIS, et al., 2011). Na idade média,
0 Hg esteve presente na obra de alquimistas, que procuravam pela esséncia
universal, a chamada quintesséncia ou, ainda, a formula da pedra filosofal (do latim:
Lapis Philosophorum). A pedra filosofal é o objeto que os alquimistas deveriam
alcancar a todo custo; uma substancia transmutadora de simples metais em ouro
puro assim como um elixir da vida longa, uma panacéia universal, um remédio que
curaria todas as doencas e daria vida eterna aqueles que o ingerissem (NORN, et
al., 2008).

Ao longo dos séculos 0 metal acompanhou o homem e foi utilizado para fins
diversificados na agricultura, odontologia e industrias variadas como a de tintas,
aparelhos de medicdo e farmacéutica. Atualmente, apesar do uso do Hg ter
diminuido acentuadamente, o metal ainda € utilizado na fabricacdo de termdémetros,
barbmetros, bombas de vacuo, explosivos, assim como na extracdo de minérios e
composicao de alguns produtos farmacéuticos, como vacinas (KLYS, 2010).

O ciclo do Hg inicia quando o metal é liberado da crosta terrestre para a
atmosfera durante processos de erosao e vulcanismo, de forma natural. Em maiores
guantidades, vapores e material particulado contendo Hg tém origem na queima de

combustivel fossil e petroleo, assim como na mineragdo do ouro (BURGER



INTRODUCAO

CHAKRABORTY, et al., 2013). Vapores ou material particulado contendo Hg podem
ser transportados a longas distancias, principalmente como Hg°, o qual pode sofrer
oxidacdo na atmosfera a Hg* ou Hg?*, sendo incorporado ao solo e aguas e
consequentemente, a vegetacdo (ROLFHUS; FITZGERALD, 1995). Uma vez no
ecossistema aquético, o Hg pode ser metilado por microorganismos, formando o
MeHg, composto que se bioacumula e biomagnifica ao longo da cadeia trofica
(CHETELAT, et al., 2013). Dessa forma, as algas e plantas aquaticas apresentam
concentracfes de MeHg poucas vezes maiores do que os sedimentos ao passo que
0S peixes que consomem estes vegetais tém concentragcbes de MeHg maiores,
podendo os organismos do topo da cadeia alimentar apresentar concentracdes de
MeHg até um milhdo de vezes maiores do que 0s organismos produtores
(GUIMARAES, et al., 1999). Ainda, apds longos periodos, o Hg pode reagir com
enxofre (S) acumulando-se na forma de compostos de S em pequenos crustaceos
no sedimento. Além disso, varias reacfes bibticas e abibticas podem interconverter
as diferentes formas de Hg, alterando a absorcdo e evasdo do Hg e reiniciando o
seu ciclo. Algumas das principais rotas do Hg no ambiente sdo apresentadas na

Figura 1.1.
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Figura 1.1. Principais rotas do ciclo biogeoquimico do Hg. Esta figura foi extraida do
site  http://www.ornl.gov/ornl/news/news-releases/2013/ornl-research-reveals-new-
challenges-for-mercury-cleanup e adaptada para o portugués.

1.2. Exposi¢cdo humana ao mercurio e seus efeitos

Os efeitos téxicos apds exposicdo ao mercurio sdo dependentes de varios
fatores, tais como forma quimica do elemento, via, frequéncia e duragdo da
exposicdo, dose e caracteristicas do individuo exposto (GOCHFELD, 2003). As vias
inalatéria e a oral sdo as principais vias de exposicdo do homem ao Hg. A inalacado
de vapores de Hg° assim como de Hg inorganico (Hgi) estd frequentemente

relacionada a toxicologia ocupacional ao passo que a exposi¢cdo ao MeHg ocorre
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principalmente pela ingestéo de peixes contaminados com o metal, em episodios de
contaminagao ambiental (CLARKSON, 2002).

As formas quimicas do Hg tém diferentes afinidades pelos diferentes tecidos e
os efeitos toxicos e a via de exposicao tém influéncia direta na concentracéo de Hg
nos sitios-alvo. Por exemplo, sabe-se que o Hgi tem como alvo principal os rins, ao
passo que o MeHg, o cérebro (CLARKSON; MAGOS, 2006). No entanto, para que
estas formas quimicas de Hg atinjam tais tecidos, a via de exposicdo deve ser
compativel, ja que o Hg°/Hgi é consideravelmente menos absorvido pela via oral em
comparacao ao MeHg, que tem ampla absor¢ao por tal via (WHO, 1990). Os efeitos
nocivos do MeHg sao notaveis no cérebro, sendo os principais sintomas disturbios
visuais, parestesia, perda da audicdo, tremor muscular, distarbio da motilidade,
paralisia e até a morte (VALENT, et al., 2013; YORIFUJI, et al., 2013). Nos rins, o
Hgi pode causar importantes quadros de nefrotoxicidade (WOODS, et al., 2002; SHI,
et al.,, 2011). Varios outros sistemas biolégicos sdo afetados negativamente pela
exposicao ao Hg como, por exemplo, os sistemas cardiovascular (DE MARCO, et al.,
2010; HOUSTON, 2011), imune (HAVARINASAB, et al., 2007; ZHANG, et al., 2011,
ZHANG, et al., 2013) e visual (FILLION, et al., 2013).

Ainda hoje, a exposicdo humana a Hg continua a ser uma questdo de saude
publica, particularmente em paises em desenvolvimento (PARK; ZHENG, 2012;
BURGER CHAKRABORTY, et al., 2013; CHEN, et al., 2013). Historicamente, ha
casos classicos de intoxicacdo por Hg. Tais casos, dentre outros, ocorreram no
Iraque e na cidade de Minamata, no Japao, na década de 50 com inUmeras vitimas.
No primeiro caso, houve contaminagdo em massa devido ao destino erréneo e
conseguente consumo pela populacdo de sementes de trigo tratadas com fungicidas
organomercuriais para plantio em 1956 e 1960 e novamente nos anos 70 (JALILI;
ABBASI, 1961; BAKIR, et al., 1973; AL-TIKRITI; AL-MUFTI, 1976). J4 no Japéo, a
intoxicacdo ocorreu pelo consumo de pescados da baia de Minamata, a qual foi
contaminada por descarte inadequado de efluentes industriais contendo Hg
(HARADA, 1995). Um vasto numero de habitantes da regido foram vitimas da
contaminagdo, muitos com deficiéncias fisicas permanentes. A condi¢cao
compreendia uma grande colecao de sintomas como disturbios sensoriais nas méaos
e pés, danos a visédo e audicao, fraqueza e, em casos extremos, delirio, convulsdes
severas, surtos de psicose, perda de consciéncia, paralisia, coma e morte. Além

disso, criancas expostas in utero comecaram a nascer com sérias complicacdes
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neurolégicas, visto o elevado potencial teratogénico do MeHg. A sindrome ficou
conhecida como Doencga de Minamata (KONDO, 2000).
A figura 1.2 ilustra uma foto de manifestantes protestando por seus familiares e

amigos mortos e/ou adoecidos no episodio de contaminacéo por Hg em Minamata.

Figura 1.2. Protesto pelos mortos na cidade de Minamata durante o julgamento da
indastria poluidora em  1972. Registro de SMITH, W.E. Fonte:
http://archives.evergreen.edu/webpages/curricular/2006-
2007/summerwork/images/Smith,%20%20W.E/index.html

No Brasil, ha relatos de casos de contaminacdo humana por Hg na enseada
dos Tainheiros, na Bahia, devido ao lancamento do metal por uma industria de cloro-
alcalis (SOARES, 1990) assim como inumeros casos de contaminagdo de Hg na
regido norte do pais, na famosa jazida de ouro conhecida mundialmente como Serra
Pelada (LEINO; LODENIUS, 1995; CORBETT, et al., 2007). Na regido Amazoénica, o
interesse em estudar a exposi¢do ao Hg e seus efeitos surgiu em meados dos anos
80, quando concentracbes elevadas de Hg foram encontradas no ambiente e
inicialmente associadas a atividade do garimpo de ouro (PFEIFFER, et al., 1989;
BRANCHES, et al.,, 1993; LACERDA, et al.,, 1994). No entanto, estudos mais

recentes (posteriores), concluiram que a exploragdo do ouro nesta regido pouco
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contribui para as altas concentracbes de Hg. Estes estudos propuseram que as
elevadas concentracbes de Hg eram resultado da erosdao pela queima e
desmatamento da floresta visto que o solo da regido é naturalmente rico neste metal
(MALM, et al., 1990; LECHLER, et al., 2000). Consequentemente, a contaminagao
de peixes pelo MeHg tem sido reconhecida como um grande problema de saude
publica para a populagéo ribeirinha, que tem o peixe como sua principal fonte de
proteinas (GROTTO, et al., 2010).

1.3. Timerosal

Outra forma de exposicdo ao Hg ocorre em decorréncia do uso do timerosal
(tiomersal, mertiolate, mercurocromo ou tiossalicilato de sddio de etilmercurio) —
antimicrobiano usado em produtos farmacéuticos ha mais de 80 anos (CLARKSON,
2002). O composto contém 49,6 % de Hg (m/m) e é frequentemente utilizado em
frascos multidose de vacinas na ordem de 0,003 % a 0,01 % (BALL, et al., 2001;
DOREA, 2011). No organismo, este composto de Hg ¢ dissociado em tiossalicilato
de sbdio e etilmercurio (EtHg) (TAN; PARKIN, 2000), composto cuja atividade
antibacteriana € atribuida (PICHICHERO, et al., 2002). Na figura 1.3 sdo mostradas

as estruturas moleculares do timerosal e seus componentes apos dissociacao.

Na*
‘o,\fo OY
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timerosal tiosalicilato de sodio EtHg

O

Figura 1.3. Representacao grafica das estruturas moleculares do timerosal (e apos
dissociacao a tiossalicilato de sodio e EtHQ).

Inicialmente, ap0s 0 composto ser sintetizado e patenteado por Kharasch e Lilly
em 1928, o timerosal foi usado como bactericida intravenoso e topico, ja que havia

um consenso de baixo potencial de toxicidade (GEIER, et al., 2007). Houve
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experimentos clinicos com humanos utilizando timerosal como, por exemplo, para
tratamento de meningite o qual conferiu grau de baixa toxicidade ao composto. No
entanto, alguns anos mais tarde, o experimento foi reavaliado e caracterizado como
enviesado jA que os sujeitos tratados e avaliados tinham, de fato, meningite, e,
portanto, ndo eram saudaveis (SMITHBURN, et al., 1930). Possivelmente, qualquer
lesdo neuroldgica, ou mesmo de outra natureza, ocorreu devido a meningite e ndo
ao timerosal. Além disso, o0 tempo de seguimento dos pacientes apdés a
administracdo intravenosa de timerosal foi curto o que impediria uma avaliacdo
fidedigna da intoxicagédo, j& que poderia haver manifestacéo tardia de outros efeitos.
Assim, alguns anos mais tarde, apos investigac6es mais rigidas, os efeitos toxicos
do timerosal comecaram a ser observados e relatados, mas sua aplicacdo como
bactericida de uso tépico (Merthiolate® e Mercurocromo®) e conservante em
produtos biologicos continuou (JAMIESON; POWELL, 1931) até o final do século
2000.

Mais recentemente, o timerosal surgiu como um possivel fator de risco para o
desenvolvimento de doencas neurocomportamentais. De acordo com CLEMENTS e
colaboradores, criangas que receberam a série completa de vacinas podem ter sido
potencialmente expostas a aproximadamente 200 pug de Hg durante os 3,5 primeiros
meses de vida (CLEMENTS, et al., 2000). Esta exposi¢do cumulativa excede o limite
definido pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana, estimado em 0,1 pg
de Hg/Kg de peso corporal/dia (USEPA, 1997). Tal concluséo gerou interesse para o
desenvolvimento de mais estudos e alguns deles apontaram que o desenvolvimento
de autismo e outras complicacdes neurolégicas em criangas estaria potencialmente
ligado a exposicdo ao EtHg por meio da vacinacdo (BERNARD, et al., 2001;
DELONG, 2011). Contudo, a maioria dos estudos nao suporta tal hipotese (HVIID, et
al., 2003; PARKER, et al., 2004; MONTANA, et al., 2010). Devido a grande
discussdo gerada em torno do timerosal, em julho de 1999, houve decreto de
retirada do composto de medicamentos e vacinas nos Estados Unidos da América, o
gue foi seguido pela grande maioria dos paises Europeus e outros considerados
desenvolvidos (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1999).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu o uso do
Merthiolate® e similares em 2001 alegando se tratar de uma substancia
organomercurial, com risco de toxicidade e sem controle de utilizagéo. A figura 1.4

mostra uma reportagem publicada no Jornal Folha de Sdo Paulo em 18 de abril de
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2001 acerca da proibicdo da producdo de mertiolate. A ANVISA determinou "a
proibicdo da utilizacdo de derivados de Hg em medicamentos fabricados no Brasil,
exceto vacinas e a proibicdo da comercializacao desse tipo de produto a partir do dia
18.04.2001; exigiu que os fabricantes de produtos a base de derivados de Hg
tivessem dois meses para retira-los do mercado” e ainda, esclareceu que "timerosal,
no Brasil, ndo sera usado como remédio, mas apenas como conservante de vacinas,
por recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), pois ndo existe ainda
substituto a altura para ser aplicado com este fim".

- -
Sio Paulo, quarta-feira, 18 de abril de 2001 FOLHA DE S.PALLO cutldlanﬂ
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Medida atinge todos os produtos a base de mercurio;
farmacias e laboratoérios tém 60 dias para recolher
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LISANDRA PARAGUASSU
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Produtos a base de mercurio usados para impar
ferimentos, como o mercurocromo ¢ o tiomersal
(principio ativo da marca Merthiolate), estao proibidos
de serem produzidos ou vendidos no pais a partir de

hoje.Uma resolucao da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria (Anvisa), que serd publicada hoje, suspende a
venda dos produtos no pais. As farmacias e os
laboratorios terao 60 dias para retirar os medicamentos
do mercado.

A mtencao da Anvisa ¢ diminuir a oferta de remédios
que contenham o mercurio, um metal pesado, na
formula. Em doses altas, o metal pode provocar
mtoxicac¢ao e outros problemas de saude.

Os anti-sépticos usados em machucados tém doses
muito pequenas de mercurio e, sozinhos, niao fazem
mal a satde. "O problema ¢ a soma de fontes do metal
a qual a pessoa esta sujeita’, afirmou o presidente da
Anvisa, Gonzalo Vecina. "Queremos diminuir ao
maximo as fontes possivels de mercurio’, disse.

O mercurocromo e o tiomersal nao sao mais usados
em hospitais desde 1991. Segundo Vecina, a medida
for adotada porque em atendimentos hospitalares
normalmente a superficie a ser impa ¢ grande, o que
exige dose maior de mercurocromo, podendo
aumentar a absorcao do metal.

A Anvisa nao sabe quantos produtos a base de
mercurio sio vendidos hoje porque nio é necessario o
registro na agéncia.

Nos guias de medicamento, aparecem pelo menos 15
produtos contendo mercuriais como tiomersal ou
timerosal.

"A suspensdo da venda ndo é uma noticia muito
preocupante”, afirmou o ministro da Saide, José Serra.
"Um ferimento doméstico pode ser melhor tratado

com agua e sabao." Segundo o ministro, também
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existem outros produtos que podem substituir com
vantagem a limpeza de ferimentos domésticos. Um
exemplo sio os anti-sépticos feitos com 1odo.

A decisao de proibir os medicamentos a base de
mercurio ocorre depois de o jornalista Boris Casoy
levantar, nos ultimos dias, o problema no "Jornal da

Record".

A resolucao da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria serd publicada hoje no "Didrio Oficial" da
Unido. As empresas que nio retirarem seus produtos
do mercado nos proximos 60 dias serao autuadas e
poderao ser multadas.

Os valores das multas variam de R$ 2.000 a R$ 50 mil,
dependendo do tipo de mfracao.

Uma portaria do Miistério da Saude, que for
publicada em 1998, ja tratava do uso de anti-sépticos e
esterilizantes. Segundo a medida, nao era
recomendada a utilizacao de formulas contendo
acetona, éter, cloroféormio e mercuriais organicos,
como tiomersal, com a finalidade de anti-séptico. A
portaria 2.616 do ministério também estabelece

normas para o controle de infeccoes hospitalares.

Outro lado
O laboratorno El Lilly, que produz o Merthiolate,
divulgou nota ontem a noite informando que cumprira
o "texto da resolucao”.
"Continuamos a assegurar a eficicia e a seguranca da
atual formula do Merthiolate e estaremos adequando a

mesma as novas exigéncias da Anvisa, como ja
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anteriormente sugerido pela propria El Lilly." Segundo
a nota do laboratério, o "Merthiolate continuara a
existir no mercado, com sua férmula modificada’”.
Nos EUA, os mercuriais foram retirados do mercado
pelo governo em 1998. Segundo a Lilly norte-
americana, a empresa ja tinha decidido em 1991, "por
questoes puramente mercadologicas, retirar o produto

daquele mercado’.

Colaborou Leila Suwwan, da Sucursal de Brasilia

Figura 1.4. Reportagem publicada no Jornal Folha de S&o Paulo em 18 de abril de
2001 sobre a  proibicao da  producao de mertiolate. Fonte:
http://www1.folha.uol.com.br/fsp/cotidian/ff1804200101.htm

A manutencao da utilizacdo do timerosal em vacinas tanto no Brasil quanto em
outros paises em desenvolvimento esta muito relacionada ao risco de contaminacao
bacteriana advinda de multiplas administracdes de vacina de um mesmo frasco
(frasco multidose). Portanto, a manutencdo do timerosal nas vacinas explica-se por
um fator primordialmente econémico. Nos EUA e paises da Europa as vacinas nao
mais sdo armazenadas em frascos multidose e, sim, em frascos de dose Unica, o
que aumenta o custo da producdo e armazenamento.

A figura 1.5 mostra uma charge que satiriza a questao do uso do timerosal nas
vacinas exatamente devido ao impasse gerado a respeito do risco-beneficio deste

composto quimico.
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Figura 1.5. Charge sobre o uso do timerosal nas vacinas. Autor desconhecido.
Fonte: http://www.informedchoice.info/MMR.html

No Brasil, 0 uso do conservante a base de Hg nas vacinas ndo € uniforme. A
Tabela 1.1 mostra o Calendéario Nacional de Vacinacao do Brasil. Supondo-se uma
concentragéo de 0,01 % em cada uma das vacinas (volume de 0,5 ml), uma crianga
até os 6 meses de idade estaria exposta a aproximadamente 650 ug de timerosal ou

ainda 325 ug de Hg.
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CALENDARIO NACIONAL DE VACINACAO

Stupo IGET[S Hepatlte B Ml Pneumo 10 | Rotavirus | Meningo C Eebie [plice aetea Dupla
alvo VOP amarela viral viral adulto

(1) Se nao tiver recebido o esquema completo na infancia. (2) Devera ser avaliado o beneficio/risco da vacinagao para individuos com 60 anos ou mais que receberao a vacina Febre Amarela pela primeira vez.
(3) Respeitar esquemas anteriores.
Fonte: Portaria GM/MS n° 1.498, de 19 de julho de 2013.

Tabela 1.1. Calendario Nacional de Vacinacéao, Brasil. Fonte:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/gif/svspni_calendario_26092013.gif
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Além das criangas, outras populacdes suscetiveis como gravidas e idosos
estdo expostos ao timerosal, pois quase todas as vacinas contra a gripe no mundo -
as quais vém sendo bastante incentivadas a estas populacdes especificas - contém
o composto (DOREA, 2011; CDC, 2013). Portanto, uma vez que o perfil toxicologico
do EtHg ainda nao foi totalmente elucidado e consideravel parcela da populagédo
mundial esta exposta, o risco inerente ao uso deste composto necessita ser melhor

avaliado.

1.4. Toxicocinética do mercurio

Compreender a cinética das diferentes formas do Hg € crucial para avaliar os
seus efeitos biologicos (DOREA, et al., 2013). Cerca de 80 % do vapor de Hg
inalado é transportado para os tecidos, enquanto que esta percentagem aumenta
para 95 % para o MeHg ingerido (CLARKSON; MAGOS, 2006). Quanto ao EtHg, no
entanto, pouco se sabe sobre as concentracées de Hg em tecidos humanos apds
exposicdo. Acredita-se que esta espécie quimica de Hg seja consideravelmente
absorvida, visto suas caracteristicas quimicas e da via rotineiramente utilizada, a
intramuscular (ZUIDEMA, et al., 1994; CLEMENTS, et al., 2000; CLARKSON, 2002).

Uma vez na corrente sanguinea, os mecanismos celulares intrinsecos de
transporte e metabolismo das diferentes formas de Hg s&o provavelmente os
responsaveis pela disparidade na distribuicdo sistémica, padrdes de efeito bioldgico
e de poténcia toéxica (ZALUPS; BRIDGES, 2012). Por exemplo, o Hgi deposita-se
principalmente nos rins, concentrando-se no cortex e na faixa periférica da medula
externa (ZALUPS, 1993). Por outro lado, devido a sua conjugacdo com o atomo de
enxofre da L-cisteina, o MeHg forma um complexo quimico muito semelhante ao
aminoacido L-metionina, que é normalmente transportado através da membrana
celular cerebral, o que resulta em acumulagdo de MeHg no cérebro (KERPER, et al.,
1992). Para o EtHg, recentemente, ZIMMERMANN e colaboradores revelaram que
a absorcdo de complexos cisteina-EtHg em células de glioma néao foi
estatisticamente diferente do complexo cisteina-MeHg o que indica que as duas
espécies de Hg tém potencialmente o0 mesmo mecanismo de transporte
considerando o tecido nervoso (ZIMMERMANN, et al., 2013).
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Apesar da toxicologia do MeHg ser relativamente bem conhecida, a do EtHg é
menos compreendida. Até pouco tempo atras, pensava-se que o EtHg teria
propriedades toxicolégicas semelhantes as do MeHg, devido a grande similaridade
entre as estruturas quimicas (BURBACHER, et al.,, 2005), conforme pode ser

observado na Figura 1.6.

|H H H
H—lc—Hg+ H—|C—|C— Hg
! &
CH,-Hg' X- CH, - CH,-Hg" X-
MeHg EtHg

Figura 1.6. Estrutura quimica do MeHg e EtHg.

Contudo, atualmente, sabe-se que algumas propriedades - como a cinética -
diferem entre estas formas organicas de Hg. Um dos estudos mais antigos
relacionados a cinética do EtHg foi realizado em macacos e demonstrou que grande
parte do Hg estava presente na forma inorganica e em termos de ordem de
magnitude esteve maior no tecido renal, figado e menor no cérebro e musculos
(BLAIR, et al.,, 1975). Dez anos depois, MAGOS e colaboradores estudaram as
diferencas entre EtHg e MeHg em ratos e constataram que 0s animais expostos ao
EtHg tiveram menor concentracdo de Hg tecidual, mas maior conteddo de Hgi no
tecido renal e menor de Hg organico no cérebro em comparacdo aos animais que
foram expostos ao MeHg (MAGOS, et al., 1985). Estes dados foram confirmados
posteriormente por ZAREBA e colaboradores cujo estudo demonstrou que, apés
administracdo intramuscular de timerosal, camundongos neonatos, passadas 24 a
72h da exposicdo, acumularam significativamente menos Hg organico no cérebro e
mais Hgi nos rins em comparagédo com 0s animais que receberam MeHg (ZAREBA,
et al., 2007). A hipotese a partir de tais resultados é a de que, ap0s a administragéo

de timerosal, o EtHg € metabolizado a Hgi que, em seguida, acumula-se nos rins
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(DOREA, et al., 2013). Outro estudo, com tratamento repetido por 4 vezes (no
nascimento e na 13 2 2 e 32 semana) foi realizado por BURBACHER e
colaboradores (BURBACHER, et al., 2005). As concentracdes de Hg total foram
significativamente menores no cérebro dos macacos bebés que receberam timerosal
pela via intramuscular em comparacao a outros recebendo MeHg por via oral, com
proporcdo de Hgi no tecido nervoso maior no grupo timerosal, o que corrobora os
estudos de BLAIR e colaboradores, ZAREBA e colaboradores e MAGOS e
colaboradores (BLAIR, et al., 1975; ZAREBA, et al., 2007; MAGOS, et al., 1985).
Além disso, a meia-vida bioldgica do Hg no sangue foi estatisticamente menor nos
macacos tratados com o timerosal (2,1 e 8,6 dias, inicial e final, respectivamente)
guando comparada a obtida para o MeHg (21,5 dias) evidenciando a diferenca na
eliminacao de tais formas de Hg (BURBACHER, et al.,, 2005). No entanto, até o
momento, nenhum estudo definiu, apos exposi¢do ao timerosal, a contribuicdo dos
principais 6érgdos em termos de percentagem da carga de Hg total no organismo,
retencdo da dose inicial assim como os valores de meia-vida teciduais do Hg.

Sabe-se que o Hg tem diferentes meias-vidas biolégicas de acordo com a
espécie quimica em questao, assim como a via de exposicao. Para o MeHg - ap6s
ingestdo, a absorcdo é grande, cerca de 95 % do Hg é encontrado no sangue
(WHO, 1990). A meia-vida, neste mesmo compartimento é relativamente longa, de
aproximadamente 50 dias, entretanto ha descricdo de variacbes de 35 a 100 dias
(SMITH, et al.,, 1994; OGA, 2008; YAGINUMA-SAKURAI, et al., 2012). O Hg
elementar ingerido tem uma absorcao quase nula (menos de 0,01 %) ao passo que
quando o mesmo € aspirado na forma de vapor, como ocorre, por exemplo, em
exposicao ocupacional ou ainda, por presenca de amalgamas dentarios, sua
absorcdo torna-se importante (aproximadamente 74 %) (CLARKSON; MAGOS,
2006). ApoOs exposicdo ao Hgi, as concentracbes de Hg no sangue diminuem
inicialmente com uma meia-vida rapida de aproximadamente 1 a 3 dias seguido por
uma meia-vida mais lenta de cerca de 1 a 3 semanas (BARREGARD, et al., 1992;
SANDBORGH-ERGLUND, et al.,, 1998). Entretanto, para o EtHg ou timerosal, os
dados sdo mais raros. No sangue, os valores de meia-vida sanguinea em humanos
apos exposicdo ao EtHg sdo estimados em cerca de 7 dias (MAGOS, 2003;
PICHICHERO, et al., 2009) mas também ha relato de periodos ainda menores, como
5,6 e 3,7 dias, respectivamente (PICHICHERO, et al., 2008; BARREGARD et al.,
2011)..
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Presumivelmente, o anion do acido tiossalicilico ligado ao EtHg na molécula de
timerosal ndo exerce nenhum efeito especial sobre a absor¢do do EtHg. Isto ja foi
sugerido em 1973, quando SUZUKI e colaboradores observaram as mesmas
disposicbes de Hg nos tecidos apos doses equivalentes de EtHg e timerosal
(SUZUKI, et al., 1973). Conforme relatado anteriormente, ha relatos na literatura
sugerindo que o EtHg forma Hgi mais rapidamente do que o MeHg, j& que
concentracfes mais elevadas de Hgi foram encontradas nos tecidos ap0s exposi¢ao
ao EtHg em comparacdo a MeHg. Da mesma forma, MATHESON e colaboradores
relataram que, ap0s exposicdo ao timerosal, a propor¢cdo de Hgi no sangue
representou cerca de 50 % do Hg total (MATHESON, et al.,1980), enquanto que
para o MeHg, a razdo se aproximou de 10 % (BAKIR, et al., 1973).

A dealquilagdo de Hg in vivo é considerada um processo de desintoxicagao,
pois é fator essencial a eliminacdo do Hg (MAGOS, et al., 1985; MAGOS, 2003;
BURBACHER, et al., 2005). Sugere-se que a biotransformacéo do Hg organico a Hgi
ocorra mediada pela microflora intestinal (ROWLAND, et al., 1980; ROWLAND, et
al., 1984), acdo de células fagociticas, tais como leucécitos polimorfonucleares,
mondcitos e macrofagos, ou ainda, por enzimas microssomais (SUDA, et al., 1991;
SUDA; TAKAHASHI, 1992; SUDA, et al., 1992). Desta forma, o Hgi encontrado nos
tecidos apds a exposicdo ao Hg organico pode ser devido a absorcdo de parte de
Hg demetilado pela microflora intestinal ou por microssomas hepaticos; a acédo da
NADPH-citocromo P450 redutase; ou ainda, devido a conversdo de MeHg ou EtHg a
Hgi por células fagociticas (SUDA, et al., 1991; SUDA; HIRAYAMA, 1992; SUDA, et
al., 1992).

Um dos mecanismos sugeridos para a conversdao do Hg organico em
inorganico é a acdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SUDA, et al., 1993;
SHAPIRO; CHAN, 2008), mais especificamente, do radical hidroxil (OH¢), uma das
ERO mais prejudiciais (SUDA, et al., 1991; SUDA; TAKAHASHI, 1992; HALLIWELL,;
CHIRICO, 1993). Ainda, sabe-se que a molécula de EtHg apresenta uma maior
susceptibilidade ao ataque do OHe+ o que poderia explicar a maior e mais rapida
conversdo a Hgi desta molécula em comparacdo a MeHg (SUDA, et al.,, 1991;
SUDA; TAKAHASHI, 1992). No entanto, tal conversdo foi pouco estudada.
Perguntas acerca de onde tal dealquilacdo ocorre, qual o tempo que a reagao
demanda e ainda que consequéncias sao ocasionadas por tal conversdo estéo

ainda sem resposta na literatura cientifica.
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Apds exposicdo ao Hgi, sugere-se que o Hg seja primariamente eliminado
pelas fezes - provavelmente o Hg ndo absorvido. Depois disso, a secrecéo da bile é
importante fonte de excrecdo até que a maior parte da carga corporal restante se
acumule nos rins, ponto o qual a principal via de excrecédo é a urinaria (NEWTON;
FRY, 1978). Consequentemente a urina vem sendo a matriz de escolha para
determinar a concentracdo de Hg e avaliar exposicdo ocupacional a Hgi
(BERGLUND, et al., 2005).

Ja 0 MeHg pode ser eliminado diretamente apds conjugacao a acidos biliares,
reabsorvido pela circulacado enterohepatica ou ainda convertido a Hgi (CLARKSON,;
MAGOS, 2006). A principal rota relatada para eliminacdo do MeHg séo as fezes,
com até 90 % da excrecdo total, de acordo com CLARKSON e MAGOS
(CLARKSON; MAGOS, 2006). No entanto, um estudo demonstrou que, em
individuos humanos considerados nao expostos a Hg, a quantidade de Hg excretada
nas fezes foi pouco maior que a encontrada na urina, com concentracao de MeHg
bastante semelhante nos dois compartimentos (ISHIHARA, 2000). Ainda, outro
estudo apontou uma razdo de Hgi 1:1 urina: fezes apds 24 horas da exposicao ao
MeHg (88ug de Hg por rato) (CIKRT; TICHY, 1974). Além disso, ainda n&o foram
definidas as propor¢des entre as espécies de Hg (MeHg e Hgi) na urina e fezes apos
exposicao ao MeHg.

Considerando o EtHg/timerosal, os achados de PICHICHERO e colaboradores
sobre as concentracfes de Hg total em amostras de fezes e urina indicam excrecéo
substancial por via fecal (PICHICHERO, et al., 2002). No entanto, diferentes tempos
de seguimento apds a exposicdo, assim como duracgdo, frequéncia, via de exposicao
e dose devem ser melhor estudados para efetivamente preencher esta lacuna a
respeito da eliminacdo do Hg, principalmente do Hg organico.

Grande parte - sendo a totalidade - dos estudos investigando a cinética do
timerosal reportados até hoje utilizaram como metodologia de determinacéo do Hg o
seu fracionamento. Com esta metodologia determina-se a concentracdo de Hgi e de
Hg total em uma amostra, obtendo-se a concentracdo de Hg organico por subtragéo.
Por conseguinte, este procedimento tem menor confiabilidade dos resultados em
comparacdo com uma metodologia mais precisa e exata para a determinacao das
espécies de Hg e ndo de suas fragcdes, como ocorre na analise de especiacao
guimica de Hg utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (da sigla em inglés

HPLC — High Performance Liquid Chromatography), hifenada a Espectrometria de
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Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (da sigla em inglés ICP-MS -
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), a qual determina as concentracdes
das espécies quimicas de Hg individualmente (KATSOYIANNIS; KATSOYIANNIS,
2006; DE SOUZA, et al., 2013).

1.5. Efeitos citotdéxicos do mercurio no tecido renal

Estudos in vitro sdo bastante Uteis, pois permitem predizer o potencial toxico de
um Xxenobiodtico através da avaliacdo de respostas tdxicas em micro-organismos
como bactérias e fungos, ou ainda, em culturas celulares (BEDNARCZUK, 2010).
Apesar dos resultados ndo serem passiveis de extrapolacdo direta para humanos,
ensaios in vitro permitem limitar o nimero de variaveis experimentais, tém execucao
mais simples e rapida que a de testes in vivo e sdo muitas vezes ideais para
determinacao de mecanismos de toxicidade (ROGERO, 2003).

Até a data, a maioria dos estudos de avaliacdo de citotoxicidade promovida
pelo EtHg/timerosal tem sido feita em células do tecido nervoso (BASKIN, et al.,
2003; HUMPHREY, et al., 2005; SHARPE, et al., 2012). Isto € consequéncia dos
intensos debates sobre a possivel associacdo da exposi¢cdo humana ao timerosal na
vacinas e o desenvolvimento de autismo e outras desordens neurocomportamentais
(BALL, et al., 2001; SHARPE, et al., 2012). Em contrapartida, o rim - um 6rgéo-alvo
da toxicidade do Hg foi raramente estudado quanto aos mecanismos de toxicidade e
morte celular considerando a exposicdo ao EtHg/timerosal (CARNEIRO, et al.,
2013).

Uma causa de acumulo de Hg - bem como de outros xenobiéticos - no tecido
renal esta provavelmente relacionada a sua funcdo fisiologica de excrecdo. O
grande fluxo sanguineo renal - cerca de 25 % da vazdo cardiaca - é outra
caracteristica importante que contribui para a retencdo de substancias neste tecido,
uma vez que o rim € repleto de sistemas de transporte essenciais (BERNDT, et al.,
1985). No rim, o Hg € majoritariamente acumulado no cortex e na faixa exterior da
medula externa, e 0s tdbulos proximais parecem ser o local predominante onde os

ions de Hg sdo capturados como complexos Hg-tidlicos (ZALUPS, 1993). Esse Hg
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ligado a glutationa (GSH) ou cisteina, por exemplo, é filtrado no glomérulo e
absorvido pelas células tubulares proximais, onde tende a se acumular.

A maioria das evidéncias relatadas sobre a toxicidade renal vem de estudos de
MeHg e Hgi e indicam aumento da apoptose celular apos exposicdo. Mecanismos
para tal incluem mudangas no estado redox e fungdo mitocondrial; distribuigéo
intracelular alterada de célcio; aumento da expressdo de proteinas de estresse e
interacdo do Hg com o citoesqueleto celular (ZALUPS, 2000). Dependendo da
gravidade da lesdo induzida por Hg, necrose e fibrose também podem ocorrer
(SHARMA, et al., 2007; SLEEMAN, et al., 2010; GEWIN, et al., 2012). A palavra
apoptose tem origem grega e significa queda de folhas, devido ao aspecto das
células que morrem através deste caminho bem programado (KERR, et al., 1972).
Em contraste, a necrose é uma morte celular prematura e acidental, na qual varias
células nos arredores daquela atacada também sdo mortas em um estado de
comprometimento irreversivel de energia celular (PROSKURYAKOV, et al., 2003;
GOBE; HARMON, 2006). A definichio do modo de morte celular parece ser
orquestrada pela dose de exposicdo ao xenobidtico, a cronicidade do insulto e por
mecanismos enddgenos de sobrevivéncia celular ou ainda aqueles estimulados por
compostos protetores exdgenos (CASTOLDI, et al., 2000; LASH, et al., 2007).

Na figura 1.7 sdo mostradas as vias extrinseca (via do receptor de morte
mediado por ligante) ou intrinseca (via mitocondrial) do processo de apoptose em
mamiferos. Ambas as vias envolvem a ativacdo de caspases, que sdo consideradas
0s agentes efetores da apoptose numa cascata bioquimica complexa. A primeira via
envolve o acoplamento de ativadores de morte na membrana plasmatica externa,
tais como o ligante Fas e Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) com os seus
respectivos receptores que, por suas vezes, ativam as caspases, iniciando o
processo de morte celular (ZIEBELL, et al., 2011). Ja a via mitocondrial é
desencadeada por agentes citotoxicos que acabam exercendo influéncia sobre a
familia de proteinas Bcl-2 (CECCATELLI, et al., 2010). Funcionalmente, a interacédo
de tais proteinas - que podem pertencer a fac¢cdes opostas pré e anti-apoptose
(como a Bax e a Bcl-2, respectivamente) - € o fator determinante para uma célula
morrer ou viver (WILLIS, 2003). Ainda, dentre as causas da liberacdo do CitC no
citoplasma, podem ser citadas a diminuicdo do conteido de GSH e/ou aumento de
ERO e/ou de nitrogénio que podem danificar membranas celulares, como a
mitocondrial (GUO, et al., 1998; SMALL, et al., 2012a).
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Figura 1.7 Rotas extrinseca (via do receptor de morte mediado por ligante) e
intrinseca (mitocondrial) do processo de apoptose. A figura foi extraida do livro
ROBBINS BASIC PATHOLOGY e adaptada ao portugués (KUMAR, et al., 2007).

Utilizando diferentes abordagens, varios grupos sugerem que o timerosal induz
apoptose em diversas linhagens de células nao-renais (BASKIN, et al., 2003;
HUMPHREY, et al., 2005; KUO, et al., 2009; LI, et al., 2012). Até 0 momento, o Unico
estudo que avaliou um potencial mecanismo de nefrotoxicidade do timerosal no
tecido renal foi realizado por JAN e colaboradores que demonstraram que este
agente organomercurial induz aumento de calcio intracelular, em células renais
caninas (Madin Darby canine kidney) (JAN, et al., 2003). No entanto, nenhum outro
estudo foi realizado a fim de verificafr a toxicidade renal do timerosal/EtHg e seus
mecanismos (CARNEIRO, et al., 2013).
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2. OBJETIVO GERAL:

Este trabalho teve como objetivo avaliar a distribuicdo tecidual e meias-vidas
do Hg, seu metabolismo (conversdo) no sangue e fragBes (eritrocitos e plasma) e
nefrotoxicidade apos exposicdo ao timerosal utilizando modelos in vivo e in vitro,
contribuindo assim para o conhecimento e definicho do potencial téxico do

EtHg/timerosal.

2.1. Objetivos Especificos:

2.1.1. Estudo I: Estudo da distribuicdo e meias-vidas teciduais de Hg in

vivo ap6s exposicao a timerosal

Determinar e avaliar a distribuicdo das espécies quimicas de Hg formadas nos
tecidos de camundongos Swiss (cérebro, coracéo, rim, figado e sangue) ap6s 0,5; 1;
8; 16; 144; 720 e 1980 horas (h) da injecao intramuscular contendo 20 pg de Hg na
forma de timerosal. Também foi objetivo estimar as meias-vidas biolégicas do Hg

nos tecidos em estudo.

2.1.2. Estudo Il: Estudo da conversao do EtHg presente no timerosal em

sangue total e fracdes (plasma e eritrocitos) in vitro

Avaliar a conversdo do timerosal e EtHg em sangue total, plasma e eritrécitos.
O estudo Il foi realizado em trés experimentos diferentes com 0s seguintes objetivos
especificos: (i)-avaliar a conversdo do timerosal e EtHg em amostras de sangue
total, plasma e eritrocitos; (ii) e (iii)- elucidar um potencial mecanismo subjacente a

dealquilacdo do EtHg no sangue e fracdes.
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2.1.3. Estudo lll: Estudo dos mecanismos de citotoxicidade renal in vitro
do timerosal (desenvolvido no estagio de Doutoramento Sanduiche sob
orientacdo e supervisao da Prof. Dra. Glenda Gobe na The University of

Queensland, Australia)

Avaliar e determinar os mecanismos envolvidos na citotoxicidade de timerosal
em células de rim humano (células HK2). Didaticamente, este estudo foi dividido nos

seguintes objetivos especificos (métodos):

A. Avaliar a viabilidade celular em um estudo dose-resposta (ensaio do 3- (4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina - MTT);

B. Avaliar apoptose e a proliferacéo celular (microscopia 6tica);

C. Avaliar a expresséao da proteina Bax (Western blot);

D. Avaliar o estado de saude mitocondrial (medicdo de fluorescéncia e
microscopia confocal com imunofluorescéncia);

E. Avaliar o potencial fibrético do timerosal pela determinacdo da concentracao
de fibronectina no meio de cultura celular (ELISA) e expressdo de TGF-B1 nas

células (Western blot).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Estudo I: Estudo da distribuicdo e meias-vidas teciduais de Hg in

Vivo ap0s exposicdo a timerosal

3.1.1. Equipamentos, reagentes e solugdes

As andlises de especiacdo de Hg foram realizadas utilizando um cromatégrafo
liqguido de alta eficiéncia (HPLC, PerkinElmer L-200, Norwalk, CT, EUA) e um
espectrometro de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS,
PerkinElmer, Norwalk, CT, EUA) operando com argbnio de alta pureza (99,999 %,
Praxair — White Martins, Brasil) hifenados por um injetor de 6 saidas (Rheodyne
9725). O eluente do HPLC foi introduzido diretamente no nebulizador do ICP-MS
através de tubos conectores. A coluna de fase reversa utilizada foi uma C8 com
dimensdes de 3um, 33mm x 4,6 mm (Brownlee Columns, PerkinElmer, Norwalk, CT,
EUA). Ambos os equipamentos foram conectados em um computador Dell Pentium
4 com os softwares Elan® (versao 3.4) e Chromera® (versdo 2.1.0.1631) em uma
sala limpa classe 100. O sistema de introducdo de amostra utilizado no ICP-MS foi
composto de camara de nebulizacdo de quartzo tipo ciclénica e um nebulizador de
Meinhard® conectados por tubos tygon® a bomba peristaltica do ICP-MS. O ICP-MS
foi equipado com cone de amostragem e skimmer de platina (PerkinElmer, Norwalk,
EUA).

Um processador ultra-sénico (Vibracell VC 100) com ponteira de titanio (Sonics
& Materials Inc., Danburry, CT, EUA) e banho de ultra-som 1400 A (ORIGINAL,
Brasil) foram empregados na extracdo de Hg das amostras de sangue e tecidos.

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 M Q.cm) obtida pelo
sistema Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA, EUA) foi utilizada em todo o trabalho. Para
o tratamento dos animais, timerosal (aproximadamente 98 %, HPLC) foi utilizado
(Sigma-Aldrich, MO, EUA). Todos os reagentes usados foram de grau analitico.
Acido cloridrico a 37 % (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi duplamente destilado num
aparelno de sub-ebulicdo de quartzo (Kurner Analysentechnik, Rosenheim,
Alemanha). Os seguintes sais foram obtidos da Sigma-Aldrich para confecgédo das
solugdes padréo de Hg: cloreto de MeHg (CHsHQgCI), cloreto de EtHg (CH3CH2HQCI)



25
MATERIAIS E METODOS

e cloreto de Hg (HgCl2). Os padrbes de calibracdo para a analise de espécies de Hg
foram preparados diariamente nas concentragdes de 0, 5, 10 e 20 mg/l em extrator
de Hg. Acido férmico e 2-mercaptoetanol foram também adquiridos da Sigma-
Aldrich. A solucao de extracdo foi preparada diariamente e composta de 0,10 % v/v
de HCI + 0,05 % m/v L-cisteina + 0,10 % v/v de 2-mercaptoetanol.

Todas as solugbes e amostras foram condicionadas em frascos de polietileno
apos prévio tratamento para eliminacdo de contaminantes. Para tal, frascos de
plastico foram mergulhados em solucdo contendo 10 % v/v HNOs por 24 h, lavados
com agua Milli-Q e secos em capela de fluxo laminar classe 100. Todas as
operacoOes para preparo das solucdes foram realizadas em sala limpa classe 1000.

3.1.2. Delineamento experimental

Camundongos Swiss machos pesando aproximadamente 25g (quinta semana
de vida) provindos do Biotério Central da Universidade de S&o Paulo — Campus
Ribeirdo Preto - foram utilizados. Os animais foram submetidos a ciclos de 12h
claro/12h escuro em uma sala com temperatura controlada (22 - 25 °C) e livre
acesso a agua e comida. Os animais foram manuseados e tratados de acordo com
as orientacfes da Comissdo sobre Cuidados no Uso de Animais Experimentais da
Universidade de S&o Paulo. Além disso, o estudo tem aprovacéo do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto, conforme Parecer emitido em anexo (Anexo ).

A solucao de timerosal foi preparada em agua Milli-Q na concentracdo de 400
pg/ml. Os animais (n = 28) foram expostos a 20 pg de Hg sob a forma de timerosal -
0 que corresponde a uma dose de 0,8 mg Hg/kg - por uma injecdo no musculo
posterior da pata direita traseira (50 ul). A eutanasia e coleta dos tecidos dos
animais ocorreram apos 0,5 horas (h), 1 h, 8 h, 16 h, 144 h (6 dias (d)), 720 h (30 d)
e 1980 h (80 d) a partir da exposicdo (4 animais por tempo de estudo). Apds
confirmacédo da anestesia (feita por injecao intraperitoneal de pentobarbital de sodio
na dose de 150 mg/kg), o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca e armazenado
em tubo livre de metais em nitrogénio liqguido. Em seguida, cérebro, coracdo, rim e

figado também foram coletados em tubos criogénicos e armazenados em nitrogénio
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liquido. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até o dia
das andlises.

A andlise descritiva foi usada para mostrar alguns resultados deste estudo. As
concentracfes de espécies de Hg (ug/ml ou pg/g) foram transformadas em ug -
dividindo-se a concentracdo pela massa do respectivo 6rgdo (g) ou volume de
sangue (ml) - previamente determinados. Este balangco de massa foi realizado
devido ao fato das concentracbes de Hg em pg/ml ou pg/g néao refletirem a
guantidade real de Hg acumulado em tecidos, isto €, as concentracdes neste
formato sao influenciadas pela extensao dos tecidos. Por exemplo, para uma mesma
concentracdo de Hg em pg/g em um tecido maior e um menor, no segundo havera
maior contetdo de Hg em pg.

Além disso, em cada ponto de tempo, a quantidade total de Hg obtida - isto €, a
soma dos pg de Hg nos tecidos monitorados individualmente - foi considerada como
100 %. Isto foi feito a fim de melhor ilustrar a contribuicdo de cada um dos
orgaos/tecidos a carga total de Hg no organismo em cada um dos tempos em
analise. Aléem disso, as percentagens de Hgi e EtHg foram calculadas em cada
orgao/tecido em cada ponto de tempo em estudo.

A percentagem de Hg - considerando a dose inicial de 20 ug como 100% - foi
também estimada para cada 6rgao/tecido em cada ponto de tempo. Isto foi feito para
visualizar o quanto de Hg ficou retido em cada tecido ao longo do tempo em relacéo

a dose inicial.

3.1.3. Preparo das amostras e método

Para o sangue (n=4), uma aliquota de 250 pl foi adicionada de 2,75 ml de
solugéao de extragdo. A mistura foi sonicada durante 15 minutos (min) no banho de
ultra-som e a solucao resultante foi centrifugada a 3000 rpm (1077 g) durante 10
minutos e filtrada usando filtros de 0,20 um de Nylon® (Millipore, Bedford, MA, EUA).
Apos, as amostras (100 pl) foram diretamente injetadas no sistema de HPLC-ICP-
MS e analisadas quanto as concentragfes das espécies de Hg. Para os diferentes
tecidos em estudo (n=4), a preparagdo inicial envolveu a liofilizag&o,

homogeneizacdo e pesagem (de 30 a 100 mg) das amostras. As amostras foram
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adicionados 5 ml de solugdo extratora e a mistura foi sonicada utilizando-se ponteira
ultra-sdnica programada em 80 % de amplitude, 50W de poténcia e 20 kHz de
frequéncia. Apos, a mistura resultante seguiu 0 mesmo caminho das amostras de
sangue: banho de ultra-som (15 min), centrifugacdo (3000 rpm por 10 min), filtragem
(0,20 pm) e injecdo no equipamento (100 pl).

Todas as separacdes foram realizadas a temperatura ambiente, sob condi¢cfes
isocraticas. Na tabela 3.1 estdo demonstrados os parametros operacionais do ICP-
MS, HPLC e geracao de vapor frio utilizados na analise de especiacdo quimica de
Hg. A fase mével foi composta de 3 % v/v metanol + 97 % v/v (0,5 % viv 2-
mercaptoetanol + 0,05 % v/v de acido férmico). O fluxo usado foi de 1,2 mil/min.
Materiais de referéncia padrdo de sangue bovino e soro humano contendo
elementos toxicos (obtidos respectivamente do National Institute of Standards and
Technology -NIST, Gaithersburg, MD e Institut National de Santé Publique, Quebec,
Canadd) ou ainda um padrdo de espécies de Hg conhecido (10 ppb) foram
analisados a cada 3 corridas de amostras a fim de garantir a reprodutibilidade e
condicbes adequadas dos equipamentos de acordo com o recomendado por DE
SOUZA e colaboradores (DE SOUZA, et al., 2013). Os cromatogramas resultantes
foram avaliados utilizando o software Chromera®. As condigbes experimentais
Otimas para o método foram estabelecidas de acordo com DE SOUZA e
colaboradores (DE SOUZA, et al., 2013).
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Tabela 3.1 Parametros de operacéo do ICP-MS, HPLC e geracao de vapor frio

ICP-MS

Poténcia de radiofrequéncia
Camara de spray
Nebulizador
Vazéo do gas (Ar)
Vazao do gés de nebulizacao

1200 W
Ciclonica
Concentric Meinhard
Plasma - 15 I/min; auxiliar 1,2 I/min
0.8 I/min

Interface Cones de platina
Cone de amostragem 1,1 mm
Skimmer 0,9 mm
Isétopo monitorado Hg 292
Modo de operacéo do DRC Padrao
HPLC
Modo de transicao Isocratico

Fase movel

3 % v/v metanol + 97 % v/v
(0,5 % v/v 2-mercaptoetanol +

0,05 % v/v acido férmico)

Vazéo da fase moével 1,2 ml/min
Volume de injegéo 100 pl
Coluna cromatogréfica Cs, 3um, 33 x 4,6 mm
Quantificacao Area do pico
Tempo de equilibrio 1 min
Tempo de corrida 8,5 min
Tempo de lavagem 1 min
Geracao de vapor frio
NaBH4 em 0,08 % m/v NaOH 0,06 % m/v
Vazao de NaBHa4 0,65 ml/min
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3.1.4. Anédlise estatistica

As médias das concentracdes das espécies de Hg obtidas nos érgéos/tecidos
foram comparadas considerando somente o tempo imediatamente anterior através
do teste t.

As meias-vidas teciduais do Hg foram estimadas usando o software de
modelagem farmacocinética SAAM Il (Instituto SAAM, WA, EUA). No rim, o modelo
monocompartimental ndo forneceu um ajuste satisfatério dos dados de
concentracbes médias de Hg por tempo. Os dados de concentracdo do Hg foram log
transformados e as meias-vidas para o declinio mono/bi-exponencial das
concentracfes de Hg foram estimadas por formulas padrédo (FOSS, 1969; GIBALDI,
1982; BONATE, 2006; WOLFSEGGER, 2006).

A significancia estatistica foi estipulada em 5%. Os procedimentos estatisticos
e preparacdo das figuras foram realizados utilizando o software GraphPad Prism
versao 5 (GraphPad Software, Inc. CA, EUA).

3.2. Estudo II: Estudo da conversao do EtHg presente no timerosal em

sangue total e fracdes (plasma e eritrocitos) in vitro

3.2.1. Equipamentos, reagentes e solugdes

Os equipamentos, reagentes e solucdes utilizados foram os mesmos descritos
no item 3.1.1 (Estudo ).

3.2.2. Delineamento experimental

Conforme anteriormente relatado, este estudo foi subdivido em 3 etapas, que
tiveram a coleta das amostras (sangue total e separacdo de plasma e eritrocitos)

feita no dia do experimento e sempre de forma idéntica. Assim, amostras de sangue



30
MATERIAIS E METODOS

humano (30 ml) foram coletadas da veia mediana cubital em tubos metal-free
contendo heparina. Apés a homogeneizacéo, 15 ml de sangue foram centrifugados a
3000 rpm (1077 g) durante 10 minutos, para obtencdo de plasma e eritrOcitos.
Depois de coletar o plasma e remover o anel leucocitario, os eritrocitos foram
lavados trés vezes em solugéo tamponada de fosfato salino isotdnico (PBS) frio de
acordo com o procedimento descrito por (HARISA, et al., 2012). Todas as solucdes
utilizadas neste estudo foram preparadas diariamente.

Na primeira etapa, aliguotas de sangue total, plasma e eritrécitos foram
mantidas em banho-maria a 37 °C. Em seguida, a estas aliquotas, solucdes de
timerosal ou de EtHg foram adicionados, resultando numa concentracao final de Hg
de 3 mg/l. Sangue, plasma e eritrocitos também foram avaliados sem a adi¢do de Hg
(amostras controle). Vinte e quatro horas apés a incubacdo com timerosal/EtHg, as
amostras foram analisadas para a determinacdo de espécies de Hg (n=4). Como
ndo houve diferenca estatistica nas concentracdes das espécies de Hg formadas
entre 0s compostos, no segundo e terceiro experimento, decidiu-se por usar apenas
EtHg.

As segunda e terceira etapas do experimento foram realizadas da mesma
maneira que o da primeira etapa com o adicional de avaliar um mecanismo
potencialmente envolvido na conversédo de EtHg em Hgi. Assim, na segunda etapa,
aliquotas de sangue total, plasma e eritrécitos foram mantidas em banho-maria a 37
°C. Em seguida, a estas aliquotas, foram adicionadas solucdes de EtHg e cloreto
férrico (FeCls), resultando em concentracdes finais de 3 mg/l de Hg e 400 mg/dl de
ferro (Fe). Vinte e quatro horas apds a incubacdo com e EtHg e EtHg+Fe, as
amostras foram analisadas para a determinacao de espécies de Hg (n=4).

Na terceira etapa, a analise foi realizada em amostras de plasma. Aliquotas de
plasma humano foram mantidas em banho-maria a 37 °C, apés coleta e
centrifugacdo. Em seguida, as amostras foram alocadas em trés grupos de
tratamento (concentracao final): (a) - etHg (3 mg/l); (b) - etHg (3 mg/l) + perdxido de
hidrogénio (H202) (10 mM); (c) - etHg (3 mg/l) + H202 (10 mM) + dimetil sulféxido
(DMSO) (100 mM). Vinte e quatro horas mais tarde, as amostras de plasma foram
analisadas para determinagéo das espécies de Hg (n=4).

O fundamento para o estudo das etapas 2 e 3 é que o principal mecanismo
sugerido para a biotransformacdo de Hg organico é mediado pela acdo de espécies

reativas de oxigénio, especificamente, o OHe (SUDA, et al., 1991), formado atraves
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da reacdo de Fenton e Haber -Weiss, demonstrada na Figura 3.1. O Fe é o cofator
desta reagdo e o H202, um substrato para a formagcdo de OHe (HALLIWELL,;
CHIRICO, 1993). Além disso, 0 DMSO é um potente scavenger de OH+« (BRUCK, et
al., 1999).

O + Fe** —— 0O, + Fe?*

H,O, + Fe?* ——— Fe**+ OH™ + OH"

Figura 3.1 Etapas da reacao de Fenton e Haber-Weiss.

3.2.3. Preparo das amostras e método

Vinte e quatro horas apos a adi¢do de EtHg ou EtHg +Fe ou EtHg +H20:2 ou
EtHg+H202+DMSO, as amostras de plasma foram mantidas em banho-maria a
37°C. No preparo de amostras para andlise, a aliquotas de 250 pl de amostra foram
adicionados 2,75 ml de solucéo de extracdo. A mistura permaneceu durante 15 min
no banho de ultra-som e a solugao resultante foi centrifugada (3000 rpm por 10 min)
e filtrada usando filtros de 0,20 mM de Nylon ® (Millipore, Bedford, MA, EUA). Em
seguida, as amostras (100 ul) foram diretamente injetadas no sistema de HPLC-ICP-
MS e analisadas quanto as concentracfes das espécies de Hg. O método utilizado
para a especiacado quimica de Hg foi o mesmo descrito no item 3.1.3. Os parametros
de operacdo do ICP-MS, HPLC e geracdo de vapor frio para este estudo sao os

mesmos descritos na tabela 3.1 (Estudo ).
3.2.4. Analise estatistica
As concentracdes médias das espécies de Hg obtidas em sangue total, plasma

e eritrocitos foram comparadas em relacdo ao composto utilizado (EtHg ou

timerosal) no primeiro experimento, utilizando ANOVA uma via seguida pelo teste de
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Tukey, quando necessério. Similarmente, nas segunda e terceira experiéncias, a
influéncia de Fe/H202/ H202+DMSO sob a conversao do EtHg foi testada utilizando a
mesma combinacédo de testes estatisticos.

A significancia estatistica foi estipulada em 5%. Os procedimentos estatisticos
e preparacdo das figuras foram realizados utilizando o software GraphPad Prism
versao 5 (GraphPad Software, Inc. CA, EUA).

3.3. Estudo lll: Estudo dos mecanismos de citotoxicidade in vitro do
timerosal (desenvolvido no estdgio de Doutoramento Sanduiche)

Primeiramente, deve-se pontuar que este estudo foi desenvolvido durante o estagio
de Doutoramento Sanduiche sob orientagéo e supervisao da Prof. Dra. Glenda Gobe
no Centre of Kidney Disease Research (CKDR) na The University of Queensland
(UQ) - Australia.

3.3.1. Equipamentos, reagentes e solugdes

Um leitor de microplaca foi utilizado para o ensaio de viabilidade celular (Multiskan
Go micro plate reader, Thermo Scientific, VIC, Australia). Para a estimativa de
células em apoptose assim como em proliferacdo, utilizou-se um microscopio 6ético
Nikon Eclipse 50i (Nikon Instruments Inc., NY, EUA). A avaliacdo da fluorescéncia
das estruturas celulares foi realizada utilizando-se um microscopio confocal de
fluorescéncia Olympus FluoView 1200 (Olympus, PA, EUA). Para a mensuracao da
fluorescéncia do corante JC-1 foi utilizado um leitor de placa de fluorescéncia
Synergy MxMonochromator-Based Multi-Mode (BioTek, VT, EUA). Para a
determinacdo de fibronectina, utilizou-se o leitor de ELISA IEMS Reader MF

(LabSystems, Helsinki, Finland).

3-[4,5 - dimetiltiazol - 2 - il ] -2 , brometo de 5 - difeniltetrazdlio (MTT) , solucéo de
Ponceau S e timerosal foram adquiridos da Sigma-Aldrich (MO, EUA).
Dimetilsulfoxido (DMSO) foi adquirido da Ajax Finechem (NSW, Australia). Os
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seguintes meio de cultura e suplementos foram adquiridos da Gibco (Invitrogen, CA,
EUA): 1:1 meio DMEM:F12, soro bovino fetal, Penstrep e tripsina-EDTA. Inibidores
de protease foram adquiridos da Roche Diagnostics Corporation (IN, EUA). Frascos
e placas de cultura foram adquiridos da Becton - Dickinson Labware (NJ, EUA). Os
seguintes anticorpos primarios e secundarios foram obtidos da Santa Cruz
Biotechnology (CA, EUA): Bax (sc - 6236), TGF-B1 (sc - 146) e IgG de carneiro anti-

coelho (sc -2004). As fontes de outros materiais sdo mencionadas ao longo do texto.

3.3.2. Cultura de células e delineamento experimental

A linhagem celular epitelial tubulo-proximal imortalizada de rim humano HK2 foi
obtida da American Type Culture Collection (ATCC) (MA, EUA). As células foram
cultivadas em meio DMEM/F12 contendo 10 % de soro bovino fetal, penicilina (50
U/ml) e estreptomicina (50 mg/ml) em uma atmosfera umidificada de 95 % ar e 5 %
COz2 a 37°C.

3.3.3. Avaliagéo de citotoxicidade e potenciais mecanismos

3.3.3.1. Viabilidade celular

A viabilidade celular em resposta ao tratamento foi avaliada utilizando o ensaio
do MTT. Células HK2 (5 x 10* células/ml) foram semeadas em placas de 96 pocos.
No decorrer de 24 h, as células foram tratadas com timerosal em diferentes
concentracdes: 0 uM; 0,125 uM, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 pM. O volume da cultura
foi de 100 pl. Vinte e quatro ou 48 h depois, o meio de cultura foi removido e as
células foram incubadas com 100 ul de meio de cultura fresco isento de timerosal,
contendo 0,25 mg/ml de MTT a 36,5°C durante 90 min. O meio de cultura foi
removido e os cristais roxos formados foram dissolvidos em 100 pl de DMSO. A
absorbéancia foi lida a 570 nm com uma corre¢édo de fundo de 690 nm em um micro

leitor de placas Multiskan Go (Thermo Scientific, VIC, Austrélia).
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3.3.3.2. Avaliacao da proliferagcédo celular e apoptose

Células HK2 foram semeadas em placas de 24 pocos contendo lamelas de
vidro circulares (5 x 10* células/ml). Apés, houve tratamento com o timerosal nas
seguintes concentracdes: 0 uM; 0,125 uM, 0,25 uM, 0,5 pM, 1 pM. O volume de
cultura foi de 1 ml. Vinte e quatro horas mais tarde, o0 meio de cultura foi removido e
as células foram lavadas duas vezes com PBS. As células foram entdo fixadas em
paraformaldeido a 4 % a temperatura ambiente. Ao término de 30 min, o
paraformaldeido foi retirado e as células foram lavadas novamente com PBS (trés
vezes) e embebidas em 0,2 % de Triton X - 100 (feito em PBS) durante 10 min para
permeabilizacdo das membranas celulares. Apos lavagem em PBS, as células foram
incubadas em hematoxilina de Mayer (Sigma - Aldrich) durante 5 min e lavadas em
agua de torneira por 2 min. As lamelas foram submetidas a desidratacdes em série
de etanol (70 % e 95 %). Para a coloracdo com eosina, as lamelas foram cobertas
com a solucéo alcodlica do corante (Sigma - Aldrich) durante 5 min. As lamelas
contendo as células foram em seguida lavadas em série com etanol a 70 %, 95 % e
100 %. Apés, as lamelas circulares foram imersas em xileno fresco e montadas em
laminas usando meio de montagem DEPEX (Searle Diagnostics, OH, USA) para
posterior analise de microscopia de luz e fotografia utilizando um microscépio Nikon
Eclipse 50i (Nikon Instruments Inc., NY, EUA) com ampliagdo de 200x. Células
apoptoéticas e em proliferacdo que ficaram dentro do reticulado de 100 quadrados
foram contadas em 5 pontos diferentes de cada uma das 3 lamelas por grupo de
tratamento. Células foram consideradas apoptoticas ao exibir certas caracteristicas
morfologicas distintas como hipercromasia, nucleo encolhido/condensado, blebbing
da membrana com integridade mantida e corpos apoptoticos de acordo com alguns
autores (GOBE; HARMON, 2006; KERR, et al., 1972; KERR, et al., 1995). Ja as
células em proliferacdo foram identificadas por placa de mitose e citocinese. O
namero de células apoptoticas e em proliferacéo foi expresso como percentagem do
total de células por campo contado em cinco campos aleatorios em cada lamela (n =

3/controle ou grupo exposto).
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3.3.3.3. Western blot

Células HK2 foram cultivadas a cerca de 90 % de confluéncia em placas de
petri de 100x20mm e tratadas com timerosal nas seguintes concentragdes: 0 puM,
0,25 puM, 0,5 uM, 1 pM. O volume da cultura foi de 10 ml. Vinte e quatro horas mais
tarde, o meio de cultura foi removido e o extrato proté€ico foi coletado por lise celular
utilizando-se 100 pl de tampéao de ensaio de radio imuno-precipitacdo (RIPA buffer)
composto por 50 mM Tris - ClI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 25 mM NaF, EDTA 0,5 mM,
SDS 0,1 % (w/v), IGEPAL CA - 630 1 % (todos da Sigma- Aldrich) de acordo com
protocolo de (Pat et al., 2003). O lisado celular foi centrifugado a 3000 rpm a 4 °C
durante 15 min em centrifuga Sigma 113 (SIGMA Laborzentrifugen GmbH,
Alemanha). O sobrenadante foi recolhido e o teor de proteina foi mensurado
utilizando-se o ensaio do acido bicinconinico (BCA) (Pierce, IL, EUA). Os lisados
foram divididos em aliquotas e armazenados a -80°C até andlise. Cinquenta ug de
extrato protéico foram resolvidos em gel de Tris - HCl a 10 % (Biorad, CA, EUA) e
transferidos para uma membrana de difluoreto de polivinila (PVDF) (Biorad, CA,
EUA). A transferéncia e carregamento homogéneo das proteinas foram confirmados
por coloracdo das membranas com solucdo Ponceau S. O imunoblotting foi realizado
contra as proteinas (diluicdes) Bax (1: 500) e TGF-p1 (1:500) durante 24 h a 4 °C.
Procedimentos padrao do protocolo de Western blot foram seguidos, e as proteinas
foram coradas em filme fotografico utilizando-se o reagente SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce, IL, EUA). As bandas protéicas puderam ser
vistas no filme fotografico apds a imersdo do mesmo nos reagentes utilizados para a
revelacdo em sala escura. Apos lavagens seriadas com tampédo de lavagem e de
blogueio para evitar ligacao inespecifica, todas as membranas foram testadas para a
proteina GAPDH (1:1000). Os anticorpos secundarios conjugados com HRP foram
usados na concentracdo de 1:1000.

O software Scion Imagem Alpha 4.0.3.2 (Scion Corporation, MD, EUA) foi
usado para a obtencdo da densitometria, sendo que os immunoblots de GAPDH
foram utilizados para normalizar as respectivas densitometrias de Bax e TGF-B1. Os
resultados foram expressos como alteracdo em relagdo ao valor das células
controle, designado como igual a 1. Tal alteragéo foi calculada dividindo-se o valor

da densitometria arbitraria do grupo de tratamento pelo valor arbitrario do respectivo
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grupo ndo tratado. Para cada proteina analisada foram realizados trés experimentos
independentes.

3.3.3.4. Avaliagdo da funcao mitocondrial

3.3.3.4.1. MitoTracker Red CMXRos e imunofluorescéncia da proteina

Bax

Células HK2 foram semeadas em placas de 24 pocos contendo lamelas de
vidro circulares (6 x 103 células/ml) e apés 24 h, tratadas com timerosal a 0 uM, 0,25
UM, 0,5 pM, 1 pM. O volume da cultura foi de 1 ml. Vinte e quatro horas mais tarde,
as ceélulas foram lavadas duas vezes em meio isento de soro e coradas com
MitoTracker Red CMXRos 100 nM (Invitrogen Austrdlia, VIC, Austrélia) por 30 min.
As células foram entéo fixadas em metanol arrefecido com gelo durante 15 min a -20
°C e lavadas trés vezes com PBS. Apés, houve permeabilizacdo com Triton - X100
0,2 % (em PBS) durante 10 min e lavagem (6 vezes) com PBS. Para evitar a ligagao
nao especifica, as células foram bloqueadas com uma solugéo 1:1 soro fetal bovino:
albumina de soro bovino durante 30 min e, em seguida, lavadas em PBS. Apoés,
houve incubacdo das células com anticorpo primario Bax (1:200) durante 2h a
temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas em PBS. O passo seguinte foi
a adicdo do anticorpo secundario Pierce Alexa - Fluor (1:100) (Molecular Probes Inc.,
OR, EUA). Apos 60 min as células foram lavadas em PBS e expostas ao corante
nuclear DAPI (300 nM) (Molecular Probes Inc.). As lamelas circulares foram
montadas em laminas utilizando meio de montagem Vectashield aquoso
(Vectashield, Vecta Laboratories, CA, EUA). As células foram visualizadas e
fotografadas em microscépio confocal de fluorescéncia FluoView 1200 (Olympus,

PA, EUA) em aumento de 63x em objetiva de imersao.
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3.3.3.4.2. Avaliacéo fluorimétrica

@) corante 5, 5 , 0, 6'-tetracloro-1, 1 y 3, 3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanineiodide (JC-1) € um fluoréforo que seletivamente
se acumula na membrana mitocondrial e modifica sua coloracdo de verde a
vermelho de acordo com o potencial elétrico de tais organelas. Em células saudaveis
as mitocdndrias possuem potencial transmembrana (AWm) alto e JC-1
espontaneamente forma complexos - J-agregados - que fluorescem vermelho. Por
outro lado, em células com mitocondrias avariadas (baixo AY¥m), o corante
permanece na forma monomérica, que tem fluorescéncia verde (PERELMAN, et al.,
2012).

Para este ensaio, células HK2 foram semeadas em placas de 96 pocos (75 x
102 células/ml) e 24 h depois, tratadas com timerosal a 0 uM, 0,25 pM, 0,5 uM, 1 uM.
O volume da cultura foi de 100 pl. Vinte e quatro horas mais tarde, as células foram
lavadas e incubadas durante 30 min em 100 pl de meio de cultura isento de soro
contendo JC-1 (3 pM). Apds incubagdo durante 30 min, as células foram lavadas
duas vezes em PBS e as placas envoltas em papel de aluminio e imediatamente
levadas ao leitor de fluorescéncia para andlise (Synergy MxMonochromator, BioTek,
VT, EUA). Foram utilizados os seguintes comprimentos de onda (excitacéo-
emissao): JC-1 vermelho (525-590 nm) e JC-1 verde (490-530 nm). Apds, foi feita
normalizacdo do valor de fluorescéncia pela concentracdo de proteinas em cada

poco (mensurada posteriormente pelo ensaio do BCA).

3.3.3.5. Determinacéao de fibronectina

Células HK2 foram cultivadas numa placa de 24 pocos durante 24 h (1 x 10°
células/ml) e tratadas com timerosal (0 uM, 0,25 uM, 0,5 puM, 1 uM) durante 24 h. O
volume da cultura foi de 1 ml. Os meios de cultura foram recolhidos para as
determinacdes de fibronectina utilizando o ensaio imunoenzimatico ELISA, como
previamente descrito por (CHRISTIANSEN, et al.,, 1988). O tampé&o de lavagem
utilizado foi PBS contendo 0,05 % de Tween 20 (pH 7,4). O tampé&o de revestimento
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foi de carbonato/bicarbonato (0,05 mol/l) (pH 9,7). Cada um dos 96 pocos da placa
de microtitulagdo de fundo chato (NalgeNunc Internacional, NY, EUA) foi revestido
com 100 pul de fibronectina de coelho anti- humana (Dako, Glostrup, Dinamarca)
diluida para uma concentracdo de 10 mg/ml em tampao de revestimento durante 24
h a 4°C. As placas foram entdo lavadas quatro vezes com tampéao de lavagem. As
amostras adequadamente diluidas foram entdo adicionadas a placa de ensaio,
juntamente com padrbes de concentracdo de fibronectina. As placas foram
incubadas durante 1 h a temperatura ambiente e depois lavadas trés vezes com
tampdo de lavagem. Em seguida, 100 pl do anticorpo secundario de fibronectina
conjugado com peroxidase (Dako) diluido a 1:3000 em PBS contendo 0,05 % de
Tween- 20 foram adicionados a cada poco de placa. Apés 1 h de incubacdo a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas e incubadas com o substrato
ortofenilenodiamina (OPD) de acordo com as instru¢gdes do fabricante (Dako). A
reacdo de coloracdo foi terminada com a adicdo de 100 pl de H2SO4 (0,5 mol/l) e
determinou-se a absorbancia a 492 nm (leitor de IEMS MF, LabSystems, Finlandia).
Uma curva padrao foi construida e as concentracdes foram determinadas a partir da
equacao de tal curva (6 - 200 ng/ml). Os resultados foram obtidos a partir de quatro
amostras independentes analisadas em duplicata por grupo de tratamento. Foi
realizado ensaio BCA para determinagcdo da concentracdo de proteina, mas nao
houve diferenca estatistica entre 0os grupos. O experimento teve ainda controles
internos contendo apenas meio de cultura (meios de cultura com ou sem timerosal
nas diferentes concentracdes em estudo - sem células) que passaram pelos
mesmos procedimentos e técnicas que as células. Nao foi observada diferenca

significativa entre as concentracfes de fibronectina entre estes grupos.

3.3.4. Analise estatistica

As comparacdes entre os grupos foram realizadas por meio de analise de
variancia de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey, quando apropriado. As
analises foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism versao 5 (CA, EUA).
Um P<0,05 foi considerado significativo. Os resultados foram expressos como média
+ DP.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo I: Estudo da distribuicdo e meias-vidas teciduais de Hg in

Vivo ap0s exposicdo a timerosal

4.1.1. Hg distribuicéo nos tecidos de ratos expostos ao timerosal

Um cromatograma tipico obtido por uma solugédo estoque contendo 10 ug/l de
cada uma das espécies de Hg (expresso como Hg, m/z= 202) pode ser observado
na Figura 4.1. Este cromatograma € um exemplo dos cromatogramas obtidos nas

analises de especiacdo de Hg realizadas nos estudos | e Il.
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Figura 4.1 Cromatograma tipico obtido por uma solucéo estoque de espécies de Hg
a 10 pg/l (expresso como Hg, m/z= 202)

A Tabela 4.1 mostra as quantidades de Hg (EtHg e Hgi) em pg acumuladas nos
orgados e sangue de camundongos em diferentes momentos apds a exposicdo ao
timerosal. Em cada compartimento, as quantidades de Hg foram expressas em ug,
dividindo-se a concentracao encontrada (ug/ml or ug/g), pelo volume total de sangue
no corpo do animal (camundongos de 25g) ou a massa meédia obtida do respectivo
orgdo (em gramas) - anteriormente determinadas em 3 animais do grupo controle

com 25¢g. Este balanco de massa foi realizado devido ao fato de as concentracdes
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de Hg (como as pg/ml or pug/g) néo refletirem diretamente a quantidade absoluta de
Hg acumulado nos tecidos, ou seja, para uma concentracdo de Hg similar em pg/g,
um tecido com menor massa conteria mais Hg.

A quantidade total de Hg medido 0,5 h apds a exposicéo ao timerosal (soma do
Hg determinado em 6érgdos e sangue) foi de 17,3 + 0,8 pg (Tabela 4.1). A
quantidade restante de Hg (considerando a dose administrada de 20 ug) esti
provavelmente distribuida em outros 6rgdos nao abordados neste estudo ou foi
excretada. Mesmo assim, € razoavel considerar a soma de Hg determinada no
sangue, cérebro, coracao, figado e rim como 100 % do Hg total no organismo, uma
vez que o valor encontrado € proximo de 20 pg e possivelmente a contribuicdo de
outros 0rgaos € menos relevante. Assim, a contribuicdo de cada 6rgéo e do sangue

para a carga total de Hg é também representada em percentagem na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Hg (ug) determinado nos Orgdos e sangue de camundongos em
diferentes tempos apo6s a administracdo de timerosal e as respectivas porcentagens
de cada espécie quimica, porcentagem de Hg em cada érgao/sangue considerando
a soma de Hg como 100% e a razao de Hg total 6rgdo/sangue em cada tempo de

estudo

Tempo 3 % de Hg Razé&o Hg

pés- Orgao/ Média de Hg Hgi  EtHg considerando a total
exposica Sangue total (ng) + DP (%) (%) teici)c;?)i igr:g 283% [6rgdo] /
° em cada tempo [sangue]

coracéo 0,11+0,02 100 0 0,65 0,1

figado 3,2620,31 53 47 18,8 2,5

0sh Rim 12,44+3,34 60 40 71,9 9,4

cérebro 0,17+0,04 52 48 0,97 0,1

sangue 1,33+0,32 46 54 7,66 1,0

Total 17,31+0,8

coracéo 0,43+0,05 94 6 2,35 0,4

figado 3,6620,44 48 52 20 3,1

i rim 12,95+1,91 65 35 70,8 10,9

cérebro 0,07+0,01 56 44 0,39 0,1

sangue 1,19+0,10 71 29 6,48 10

total 18,30+2,44
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coragéo 0,26+0,02 95 5 1,46 0,7
figado 3,460,33 42 58 19,33 9,4
rim 13,76+1,48 67 33 76,9 37,4
8h cérebro 0,04+0,001 53 47 0,2 0,1
sangue 0,37+0,02 75 25 2,06 1,0
total 17,89+0,37
coragéo 0,24+0,02 87 13 1,42 0,5
figado 4,27+0,76 43 57 24,9 8,4
rim 12,10+0,82 80 20 70,4 23,9
ton cérebro 0,06+0,0001 55 45 0,32 01
sangue 0,51+0,19 83 27 2,95 1,0
total 17,17+0,36
coragéo 0,04+0,01 77 23 0,88 0,5
figado 1,19+0,26 67 33 24,7 14,0
144 h rim 3,5£1,29 92 8 72,5 41,2
(6 dias) cérebro 0,01+0,0001 100 0 0,21 0,1
sangue 0,09+0,03 100 0 1,76 1,0
total 4,83+0,26
coragéo 0,01+0,001 100 0 1,90 0,2
figado 0,19+0,03 83 17 54 4,7
720 h rim 0,10+0,02 94 6 27,9 2,4
(30 dias)  cérebro 0,02+0,001 100 0 4,63 0,4
sangue 0,04+0,02 100 0 11,6 1,0
total 0,36+0,01
coracao ND - - - -
figado ND - . - -
1980 h rim 0,02 100 0 100 -
(80 dias)  Cérebro ND - - - -
sangue ND i . - -
Total 0,02

ND: ndo detectado. DP: desvio padréo.

Aparentemente, ndo existe excre¢ao de Hg de 0,5 h a 16 h da exposi¢cdo ao

timerosal, uma vez que a soma dos ug de Hg obtidos nos 6rgdos monitorados
ligeiramente se altera (variou de 17,31 + 0,8 ug (0,5 h) para 17,17 + 0,36 pg (16h)).

Além disso, durante este mesmo periodo, ndo houve mudanga significativa na
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contribuicdo do sangue e 6rgdos considerando a porcentagem de cada um para a
carga corporal total de Hg, em cada momento individualmente (Tabela 4.1). O rim foi
0 O0rgdo com maior contribuicdo para a carga corporal de Hg (cerca de 70-75 %)
seguido pelo figado (20-24%). Uma possivel causa do acumulo de Hg no tecido
renal a ser apontada é a suscetibilidade inerente da funcgéo fisiolégica de filtracao e
elevado fluxo de sangue, como anteriormente comentado (BERNDT, et al., 1985).
ApOs meia hora da exposicdo ao timerosal, a quantidade de Hg no sangue
correspondeu a aproximadamente 7,6% da carga total de Hg no corpo do animal
(6,6%, considerando 20ug). Este dado corrobora os resultados obtidos no sangue de
criangcas apos receberem vacinas contendo 12,5 pg de Hg como timerosal (4,2 -
5,1% da dose) (STAJICH, et al., 2000; ASCHNER; CECCATELLI, 2010). Por outro
lado, o cérebro foi responsavel por menos de 1 % da carga total de Hg corporal,
sendo o tecido com menos Hg acumulado apds exposicdo ao timerosal e com maior
perda da Hg acumulado em percentagem (Tabela 4.1). A propor¢cao de Hg entre
cérebro e sangue foi inferior a 1 (variando de 0,1 a 0,4 - Tabela 4.1). Esta taxa esta
em concordancia com outros estudos (HARRY, et al., 2004; ZAREBA, et al., 2007,
ORCT, et al., 2006; BLANUSA, et al., 2012; RODRIGUES, et al., 2010). Além disso,
entre 0,5 h e 16 h apds exposicado ao timerosal, 0 Hg encontrado no tecido cerebral
se apresentou nas formas de Hgi e EtHg (cerca de 50/50), o que indica que, apesar
de possuir tamanho molecular maior em comparacdo ao MeHg, o EtHg atravessa a
barreira hematoencefalica. De fato, recentemente, a captacéo intracelular de MeHg e
de EtHg na forma de complexos com cisteina em células de glioma foi demonstrada
ser mediada, pelo menos em parte, pelo sistema de transporte do aminoacido neutro
do tipo L (ZIMMERMANN, et al., 2013). No entanto, apés 6 d da exposicdo, o EtHg
nao foi mais determinado neste tecido (Tabela 4.1). No que diz respeito ao contetudo
de Hgi no cérebro, duas hipéteses principais podem ser lancadas: (i) - o EtHg
atravessa a barreira hematoencefalica e, uma vez no interior do cérebro é convertido
a Hgi, como observado para o MeHg (VAHTER, et al., 1995) ou; (ii) - h& captacdo
direta de Hgi a partir do sangue, uma vez que estudos tém relatado Hgi no cérebro
apos a exposicdo ao Hgi (ARVIDSON, 1992; PAMPHLETT; WALEY, 1996;
PAMPHLETT; JEW, 2013). Ambos o0s mecanismos podem estar ocorrendo
simultaneamente. Além disso, apesar das baixas concentracbes de Hg no cérebro
dos camundongos apos exposi¢cdo ao timerosal e o predominio de Hgi, o risco toxico

nao pode ser excluido, uma vez que os tecidos respondem de forma diferente a Hg.
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Como comparacao, um estudo reportou maior atividade no teste de campo aberto
associada a concentracdes cerebrais de Hg de 0,4 pg/g observadas apds 3
semanas da exposicdo ao Hgi por uma injecdo intraventricular (YASUTAKE, et al.,
2010). Tal concentracdo é proxima da encontrada no presente estudo (cerca de 0,2
pug/g em 0,5 h e 0,1 pug/g em 1h - Figura 4.2). Nesse sentido, tal como sugerido ha
décadas atras, qualquer concentracdo de Hg no cérebro, seja Hg orgéanico, seja Hg
inorganico, deve ser vista como potencialmente perigosa (BLAIR, et al.,1975).

Também € interessante observar que das 16 h aos 6 d da exposicdo ao
timerosal houve uma queda consideravel na carga corporal total de Hg em pg (de
17,2 yg para 4,83 ug). Ao mesmo tempo, a quantidade de Hg no rim caiu de 12,1 pg
para 3,5 pg, demonstrando que a contribuicdo do rim para a reducdo da carga
corporal total de Hg € importante, de 69 % (8,5 ug). Isso pode significar que uma
parte significativa de Hg foi excretada pela urina. Por outro lado, no mesmo periodo,
a carga de Hg no figado, responséavel por menos de 25 % da carga de Hg total no
animal sugere que possivelmente o sistema hepatico - biliar ndo seja a principal via
de excrecdo do EtHg. No presente estudo ndo se determinou as concentracdes de
Hg na urina ou nas fezes dos animais; no entanto, € razoavel acreditar que parte
significativa do Hg excretado tenha sido eliminada via urina, uma vez que a maior
parte do Hg encontrado no rim estava na forma inorgénica. Este achado é contréario
as observacbes de PICHICHERO, et al. (2002). Segundo esses autores, as
concentracbes de Hg determinadas em amostras de fezes e urina coletadas de
criangas que receberam vacinas contendo timerosal indicaram excrec¢ao substancial
de Hg por via fecal. No entanto, em seu estudo, PICHICHERO, et al. (2002)
coletaram amostra de urina somente uma vez ap0s a vacinagao e as concentracoes
de Hg na urina néo tiveram correcao de diluicao.

Aos 80 d da exposicdo, o Hg ainda foi determinado nos rins, mas ndo em
outros compartimentos. E importante ressaltar que concentracdes elevadas de Hg
nos rins também foram observadas em um episédio de intoxicacdo por EtHg no
Iraque (HILMY, et al., 1976). SUZUKI, et al. (1973) relataram concentracdes de Hg
total e Hgi nos tecidos de um menino de 13 anos, que morreu cinco dias apos ter
recebido uma infuséo de plasma contendo alta quantidade de timerosal (284-540 mg
Hg). ConcentragBes substanciais de Hg foram encontradas no rim deste individuo.

A nefropatia tem sido reconhecida como o principal efeito da exposicdo crbénica

ao Hgi, induzida principalmente por apoptose e necrose (GEWIN, et al., 2012;
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SHARMA, et al., 2007). Embora tenha sido fortemente sugerido que o timerosal seja
decomposto rapidamente a Hgi apés a injecdo de timerosal no organismo, pouco se
sabe acerca dos efeitos toxicos das concentracdes de ambos EtHg e Hgi no rim.
Considerando-se a toxicidade mediada pelo Hgi nos rins, a literatura mostra que,
mesmo em exposicdo considerada baixa (e cerca de quatro vezes superior a
concentragédo de Hg que se administrou no presente estudo), ratos exibiram taxa de
filtracdo glomerular diminuida (ZALUPS, 1997). Além disso, ha evidéncia de
insuficiéncia renal, entre outras lesdes de 6rgdos em um paciente que ingeriu 83
mg/kg de timerosal (PFAB, et al., 1996). No entanto, existe pouca informag&o sobre
os efeitos toxicos nos rins apds a administracdo de vacinas contendo timerosal. Até
hoje, muito pouco se sabe sobre 0s mecanismos e interacdes moleculares
subjacentes a toxicidade do EtHg/timerosal no rim (CARNEIRO, et al., 2013). Devido
ao sistema imaturo/compromisso da funcdo renal, recém-nascidos e pacientes
renais, respectivamente, podem estar sob grande risco de toxicidade ap6s exposi¢ao
ao timerosal na vacinacdo e merece mais atencao e estudos.

A Tabela 4.1 também mostra as percentagens de EtHg ou Hgi em cada
compartimento analisado, apds exposi¢do ao timerosal. E evidente neste quadro
uma notavel mudanca na propor¢cdo entre as espécies quimicas de Hg no sangue
entre 0,5 e 1 h apds a exposi¢cado ao timerosal, o que indica uma rapida dealquilacéo
de EtHg neste fluido e/ou transferéncia de EtHg aos tecidos. No entanto, ndo houve
alteracdes significativas na quantidade de EtHg nos 0Orgados, considerando este
mesmo intervalo de tempo, o que sugere que o EtHg é rapidamente convertido a Hgi
Nno sangue uma vez na corrente sanguinea. Além disso, ao longo do tempo, a fracao
de Hgi aumenta em todos os compartimentos, o que confirma a conversao de EtHg a
Hgi como um processo bastante dinamico.

Uma comparacdo entre as concentracoes de Hg encontradas no sangue e
tecidos apos exposicéo ao timerosal em diferentes condi¢cdes experimentais e doses
relativamente semelhantes de exposi¢cédo pode ser feita observando-se a Tabela 4.2.
Em geral, as concentracbes de Hg no sangue e tecidos do presente estudo estao
dentro das variacdes de concentragcao relatadas em outros estudos com diferentes
espécies de animais, com a excecdo do estudo desenvolvido por HARRY, et al.

(2004), que usou uma dose consideravelmente maior.
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Tabela 4.2. Comparacao das concentracdes de Hg no sangue e 0rgaos apos exposicao ao timerosal em estudos experimentais

Delineamento Tempo Hg em Concentracdo de Hg aproximada em mg/l ou ug/g
Espécie animal experimentale Via pés questao sanaue cérebro Coracio fiado fim Referéncia
dose exposicao* 9 ¢ 9
Camundongo
adulto CD-1 70mg Hakg 24h Total 22,5 2,6 . . 97 HARRY, etal,
(1,75 mg Hg) 2004
(macho)
Camundongo Hgi/fracdo
neonatal ICR 1,4 mg Hg/kg organica i ZAREBA, et al.,
(ambos 0s (35 g Hg) IM 24h 0,8 0,04/0,2 0,9/2,3 0,7/12,5 2007
géneros)
Camundongo 0.8 ma Ha/k 8h Hgi/EtHg 0,2/0,06 0,04/0,04 2,25/0,12 1,24/4,08 21,15/10,12 Presente
adulto Swiss 20 o )g IM 16h 0,3/0,06 0,07/0,05  21/0,32  1,04/2,83 21,33/5,6 octudo
(macho) Hg 19 6d 0,08/ND 0,03ND  0,33/0,09  0,72/0,35 10,7/0,9
Rato em 0,81 pmol Total
amamentacao Hg/kg (17 ug SC 72h 0,85 0,108 - 1,37 2 OR(;‘(I)’,Ogt al,
Wistar (macho) Hg), 3x
Rato em 0,81 pmol 24h Total 1,2 0,08 15 1,7 BLANUSA, et
amamentacdo  Hgkg (17pg  SC 6d 0.5 0.08 - 1.2 21 al., 2012
Wistar (macho) Hg), 3x ' ' ' ' "

Rato adulto 0,5 mg Ha/kg sangue: 12h/120h (Total) RODRIGUES,
Wistar (macho) (100 pg Hg) Oral orgaos: 5d (Hgi/EtHg) 0.4/0.05 0,16/0,035 0,84/ND 3,0/0,5 9.5/0,38 et al,, 2010
Macaco adulto 6 meses Hgi/fracdo BLAIR. et al

(ambos os 207 ug Hg IN de organica 0,012/0,004  0,012/0,020 - 0,073/0,007 0,41/0,05 19’75 "

géneros) exposicdo
Macaco infantil
35 ug Hg, i i i i BURBACHER,

(@mbosos i ididos emax M 7d Total 0,006 et al., 2005

géneros)

* Tempos em comum reportados entre os estudos (outros estudos apresentaram outros tempos de avaliagéo).
ND, ndo detectado; IM, intramuscular; SC, subcutaneo; IN, Intranasal.
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4.1.2. Meias-vidas biol6égicas em sangue e tecidos de camundongos

Até 0 momento, este € 0 primeiro estudo a estimar as meias-vidas de Hg apés
exposicdo a baixa dose de timerosal no sangue, cérebro, rim, figado e coracdo de
camundongos.

A Figura 4.2 mostra as concentracdes meédias de Hgi e EtHg + DP obtidas no
sangue e 6rgaos (coracao, cérebro, rim e figado) ap6s 0,5 h; 1 h; 8 h; 16 h; 6 d; 30 d
e 80 d da injecéo intramuscular de 20 ug de Hg como timerosal. Estes dados foram
utilizados para estimar as meias- vidas biol6gicas em sangue e tecidos discutidos ao

longo do texto.
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Figura 4.2. Concentracdes médias de Hgi (circulos) e EtHg (tridangulos) + DP obtidas
em sangue, coracao, cérebro, rim e figado de camundongos expostos a 20 ug de Hg
na forma de timerosal (n = 4).

A Tabela 4.3 apresenta as meias-vidas (T12) derivadas da andlise de um ou de
dois compartimentos apos transformacao logaritmica das concentracfes obtidas (ver
material e métodos para detalhes). As meias-vidas do Hg no sangue, cérebro,
coracao e figado foram melhor descritas por modelo de um compartimento,
enquanto que a do rim, por um modelo de dois compartimentos, com uma fase inicial

rapida (T120) seguida de uma fase mais lenta de eliminagéo (T2 ).
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Tabela 4.3. Meias-vidas estimadas para o sangue e orgaos derivadas de anélises
usando modelos de um ou dois compartimentos apés transformacdo log das
concentracdes de Hg obtidas nos camundongos expostos a timerosal

Sangue/érgao T12 (dias)
Sangue 8,8
Coracao 7,8
Figado 7,7
Cérebro 10,7
T1za (dias) T12 B (dias)
Rim 2,71 45,2

A meia-vida de Hg no sangue foi estimada em aproximadamente 8,8 d. Este
valor € muito préximo ao relatado para os seres humanos e espécies de outros
animais expostos a timerosal (Tabela 4.4) e muito menor a observada apés a
exposicao ao MeHg (SKERFVING, 1974; YAGINUMA-SAKURAI, et al., 2012).

Tabela 4.4. Meia-vida de Hg no sangue estimadas apds exposi¢cdo ao timerosal em
diferentes espécies animais

Espécie animal T12 no sangue (dias) Referéncia

Camundongo 8,8 Presente estudo

Macacos nicial: 2.1 BURBACHER, et al., 2005
Terminal: 8,6

Humanos

Adultos 5,6 BARREGARD, et al., 2011

Recém-nascidos 7 PICHICHERO, et al., 2002

Recém-nascidos 6,3 PICHICHERO, et al., 2009

BURBACHER, et al. (2005) relataram uma meia-vida terminal de 8,62 d no
sangue de macacos bebés apos injecdo IM de timerosal enquanto que
BARREGARD, et al. (2011) e PICHICHERO, et al, (2002; 2009) relataram tempos de
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56 d, 7 d e 6,3 d, para adultos e recém-nascidos humanos. Assim, apesar da
possibilidade das interacdes bioldgicas de Hg serem diferentes entre as diferentes
espécies de mamiferos (EPA, 1997), os resultados de meia-vida no sangue foram
muito proximos e apontam fortemente para semelhancas. Esta consisténcia salienta
a contribuicdo do presente trabalho para o estabelecimento de um perfil toxicoldgico
do timerosal. Além disso, uma vez que a eliminacdo de Hg do sangue apos a
exposicdo ao timerosal é muito mais rapida do que apods exposicdo ao MeHg
(BURBACHER, et al., 2005), claramente, o segundo nao € uma referéncia adequada
para a avaliacdo dos riscos téxicos do EtHg. Dadas as baixas concentracdes de Hg
em sangue e meias-vidas bioldgicas mais curtas, o potencial de toxicidade do EtHg é
menor que o oferecido pelo MeHg.

No coracdo e no figado, as meias-vidas foram estimadas em 7,8 d e 7,7 d,
respectivamente, enquanto que no cérebro foi de 10,7 d, tempo mais curto que os 26
d relatados como meia-vida do Hg no cérebro apos exposi¢cdo ao MeHg (Tabela 4.3)
(MAGOS; BUTLER, 1976). Em contrapartida, a meia-vida renal inicial foi de cerca de
2,7 d e a terminal, de 45,2 d (Tabela 4.3), outro indicativo de que o rim é o 6rgédo
onde o Hg reside por mais tempo apds a exposicdo ao timerosal. Como
comparacao, em coelhos expostos ao MeHg, a meia-vida de Hg total no figado e nos
rins (ap6s administracdo de 0,125 mol Hg/kg, duas vezes por semana durante 9
semanas por injecéo intravenosa) foi estimada em 28 d (PETERSSON, et al., 1991).
Este tempo é de cerca de quatro vezes mais longo do que a meia-vida de Hg no
figado, mas menor do que a meia-vida do Hg observada no rim, ambas obtidas no
presente estudo. A meia-vida do Hg no tecido renal ap6s exposi¢do ao timerosal é
mais proxima dos 58 d (variando de 35 a 90 d) estimados ap0s exposi¢cdo ao vapor
de Hg (CLARKSON; MAGOS, 2006).
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4.1.3. Retencéo da dose inicial de Hg para cada tecido ao longo do tempo

apoés a exposicao ao timerosal

A Figura 4.3 apresenta uma representacdo esquematica da distribuicdo de Hg
apos exposicdo ao timerosal, onde o tamanho dos 6rgdos representa uma
aproximacdo da percentagem da dose inicial (20 pg de Hg na forma de timerosal)
retida em cada 6rgdo/sangue ao longo do curso do tempo. Para produzir a figura foi
utilizada a quantidade de Hg total em pg em cada tecido, em cada ponto de tempo,
calculando-se assim a percentagem desta fracdo em relagdo a dose inicial de 20 g
Hg como 100 %.
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Figura 4.3 Representacdo esquematica da distribuicdo do Hg apds exposicéo ao timerosal. O tamanho dos 6rgaos representa uma

aproximacéao da percentagem da dose inicial retido em cada um dos 6rgaos/tecidos ao longo do tempo.



52
RESULTADOS E DISCUSSAO

No sangue, as concentracbes de Hg nédo excederam 7 % da dose inicial. Os
valores maximos e minimos foram observados as 0,5 h e 30 d, respectivamente
(6,63 e 0,21 %). No coracdo o Hg acumulado atingiu o valor de 2,15% da dose inicial
de Hg 1h apds a exposicdo e diminuiu ao longo seguimento até que o percentual
minimo de 0,03% da dose inicial Hg foi observado.

No cérebro houve variagdo de 0,82% apos 0,5 h da exposicao para 0,08%
apos 30 d decorridos da exposicdo ao timerosal. JA no figado, apos 16 h, as
concentracdes de Hg alcancaram 21,3% da dose inicial, caindo para 0,96% em 30 d.
Com efeito, a percentagem de dose inicial no rim variou (do maior ao menor e nao
do menor ao maior) de 69 % apds 8 h para cerca 0,11 % aos 80 d da exposi¢éo, o

gue corresponde a cerca de 14 ug e 22 ng de Hg, respectivamente.

4.2. Estudo II: Estudo da conversao do EtHg presente no timerosal em

sangue total e fracdes (plasma e eritrocitos) in vitro

Com o aumento do tamanho da molécula, a ligacdo entre o Hg e o radical
organico torna-se menos estavel, o que resulta em mais facil degradacdo do EtHg
em Hgi em comparacdo ao MeHg. Por exemplo, os comprimentos de ligacdo entre
Hg e carbono no MeHg e EtHg foram estimados por KAUPP e MALKINA em 2,115 e
2,150 A, respectivamente (KAUPP; MALKINA, 1998). Além disso, em experiéncias
preliminares, foi observado que o EtHg é estavel a temperatura ambiente em
amostras de plasma, mas convertido a Hgi nas células vermelhas do sangue (dados
nao publicados). O presente estudo in vitro foi entdo realizado para avaliar a
converséao do timerosal e EtHg em sangue total, plasma e eritrécitos e também para
tentar elucidar o mecanismo de dealquilagdo de EtHg no sangue, utilizando
amostras de sangue humano.

A Figura 4.4 mostra as concentracdes de espécies de Hg medidas (média +
DP) apos a adicao de solucao de EtHg ou timerosal (3 mg/l) em amostras humanas
de sangue total, plasma ou células vermelhas incubadas por 24 h. Ndo houve
diferenca entre as concentragfes das espécies de Hg formadas apés a adicédo de

timerosal ou EtHg, considerando o0 sangue total, plasma ou eritrécitos
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individualmente. Isto indica que o anion tiossalicilato nao interfere na dealquilagéo de
EtHg presente na molécula de timerosal (Figura 4.4 - A).
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Figura 4.4. Média £ DP das concentra¢cbes de Hg (Hgi e EtHg) obtidas apo6s 24 h da
adicdo de Hg (EtHg ou timerosal (tim) (3mg/l)) em sangue total, plasma ou células
vermelhas ao longo da primeira (A), segunda (B) e terceira (C) experiéncias do
estudo in vitro. ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey foram utilizadas. *
concentragéo de EtHg e Hgi estatisticamente inferior e superior, respectivamente, do
gque as obtidas em plasma e eritrécitos;, # concentracdbes de EtHg e Hgi
estatisticamente inferior e superior, respectivamente, do que as obtidos no plasma;
** concentracdes de EtHg e Hgi estatisticamente superior e inferior, respectivamente,
do que as obtidas em eritrécitos sem Fe, e em ambos 0s grupos sanguineos ; ##
concentracfes de EtHg e Hgi estatisticamente inferior e superior, respectivamente,
do que as obtidas em plasma sem Fe, P < 0,05. *** concentracOes de Hgi e EtHg
estatisticamente superior e inferior, respectivamente, do que as obtidas nas
amostras de plasma + EtHg e amostras plasma + EtHg + H202 + DMSO , P <0,05.

Por outro lado, apdés o tempo de incubacédo, as concentracbes de EtHg no
sangue total foram menores do que as encontradas tanto em eritrécitos quanto
plasma para ambos os compostos. Além disso, no sangue total, o EtHg é convertido
de forma mais intensa quando comparado as células vermelhas do sangue e ndo
houve dealquilagdo no plasma (Figura 4.4 - A). Esta auséncia de dealquilagéo indica
que a particdo do EtHg entre as células vermelhas e o plasma determina, pelo
menos em parte, a extensdo da conversao do EtHg a Hgi e pode contribuir para a
manuteng¢ao do Hg como EtHg in vivo.
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Existem algumas evidéncias de que a dealquilagdo de organomercuriais €
desencadeada por espécies reativas de oxigénio e de organismos microbianos; no
entanto, 0S mecanismos subjacentes a conversdo sdo ainda desconhecidos
(QVARNSTROM, et al.,, 2003; SUDA, et al., 1991; SUDA, et al., 1992). As
experiéncias B e C foram realizadas a fim de evidenciar um potencial mecanismo
associado a conversao do EtHg a Hgi no sangue.

Sabe-se que o Fe é um cofator da reacdo de Fenton Haber - Weiss e que o
plasma tem uma concentracdo muito menor de Fe em relacdo ao sangue total e os
glébulos vermelhos. A Figura 4.4 (B) mostra que a incubacéo de FeCls em conjunto
com EtHg resultou em concentragéo significativamente mais elevada de Hgi e mais
baixa de EtHg em amostras de plasma, quando comparado com plasma sem adi¢cao
de Fe. Consequentemente, maior conversdo ocorreu no plasma, possivelmente pela
acdo do radical OHe formado em maior quantidade em meio com Fe. Além disso,
apo6s a incubagdo com Fe, foi observado um aumento na conversdo do EtHg a Hgi
em eritrocitos (Figura 4.4 -B) e as concentracfes das espécies de Hg foram
estatisticamente iguais em comparacao as obtidas em sangue total (tanto com Fe ou
sem). Sabe-se que os eritrcitos possuem concentracées de Fe muito semelhantes
ao sangue total (FAIRBANKS, 1994; HELMER; EMERSON, 1934). Com base
nessas informacgdes, seria de se esperar uma taxa de conversdo de EtHg a Hagi
semelhante entre sangue total e eritrécitos. No entanto, nas células vermelhas do
sangue, uma conversdo um pouco inferior foi observada em comparacdo com
sangue total (Figura 4.4 - A e B). Isto sugere o envolvimento de outros mecanismos
na dealquilacdo de EtHg além da agdo oxidante do OH « como previamente relatado
por SUDA e TAKAHASHI e SUDA et al. (SUDA; TAKAHASHI, 1992; SUDA, et al.,
1991). Potencialmente, outras células, moléculas e enzimas contidas no sangue total
podem estar envolvidas neste processo. Por exemplo, leucécitos polimorfonucleares
de sangue humano e da cavidade peritoneal de ratos, coelhos e porquinhos da
india, além de macréfagos e eosindéfilos de cobaias e mondécitos humanos ja foram
relatados participarem da conversdo de Hg organico a Hgi (SUDA; HIRAYAMA,
1992; SUDA, et al., 1992).

A fim de confirmar que a converséo de EtHg a Hgi ocorre através da formacao
de OH -, uma terceira etapa deste experimento foi realizada, consistindo de adicéo
de H202 e DMSO. A incubagé&o do plasma com o H202 aumentou estatisticamente a

conversdo de EtHg a Hgi como demonstrado na Figura 4.4 (C). O H202 é formado
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no segundo passo da reacdo de Fenton e Haber-Weiss e serve como um substrato
para formagcdo de OH ¢ (HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Mais tarde, o H202 foi
adicionado em conjunto com DMSO, que atua como um scavenger de OH ¢ e, nesta
condicdo, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica em termos de
concentracbes de Hgi formadas em comparacdo ao plasma que teve somente
adicdo de EtHg (Figura 4.4 - C). Tais resultados indicam fortemente que um dos
mecanismos subjacentes a conversdo de EtHg a Hgi nos organismos vivos é
mediado por OHe. Outras explicacdes plausiveis para a ndo conversdo de EtHg no
plasma incluem a auséncia de células e hemoglobina e menor teor de proteinas e
outros compostos que tornam o plasma um ambiente menos oxidante. Esta condic&o
pode também contribuir para a maior conversao de EtHg no plasma. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para confirmar esta hipotese.

Com base na auséncia de conversdo do EtHg no plasma e levando em
consideracdo que compostos no plasma estdo mais livres/disponiveis para interagir
com os tecidos, sugere-se que o EtHg encontrado nos tecidos foi transportado pelo
plasma e ndo pelas células vermelhas do sangue. Além disso, uma vez no plasma, o
EtHg pode ser "sequestrado” por células vermelhas do sangue e convertido a Hgi ou
ainda, ser retido nos tecidos. O EtHg pode ser também convertido por reacdes
oxidativas/enzimas especificas dentro de células de outros tecidos - algo ainda ndo
investigado - ou ser devolvido para o plasma/glébulos vermelhos. Portanto, o
coeficiente de particdo do EtHg entre as células vermelhas do sangue e o plasma
regula o transporte desta espécie de Hg dentro do organismo o que, por
conseguinte, é largamente influenciado pela taxa de conversdo de EtHg nas células
vermelhas do sangue. Esta conversdo pode também ter um impacto sobre os efeitos

téxicos do Hg, apds a administracdo de vacinas contendo timerosal.
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4.3, Estudo Ill: Estudo dos mecanismos de citotoxicidade renal in vitro

do timerosal (desenvolvido no estagio de Doutoramento Sanduiche)

4.3.1. Timerosal acima de 0,5 uM diminuiu a viabilidade celular

No decorrer de 24 h de exposicdo ao timerosal, a viabilidade celular foi

estatisticamente menor de 0,5 a 2 uM (P < 0,001; Figura 4.5). O mesmo padrao foi

observado para o tratamento mais prolongado, 48 h.
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Figura 4.5 Timerosal nas concentracoes de 0,5, 1; e 2 pM diminuiu
significativamente a viabilidade celular apés 24 h e 48 h do tratamento em
comparagdo ao controle. Os resultados sdo expressos como média + DP das
absorbancias resultantes utilizadas no ensaio MTT (n = 6). ANOVA uma via seguido
pelo teste de Tukey. *** P <0,001 vs. controle (0 uM); ns: nao significativo.

A concentracao de timerosal varia entre 0,003 % a 0,01 % nas vacinas (BALL,
et al., 2001). Tais concentracdes correspondem a aproximadamente 150 uM e 500
MM de timerosal (cerca de 75 e 250 uM de Hg), respectivamente. Se uma vacina
para a gripe (0,5 ml) contendo 0,01 % de timerosal € dada a um adulto de 60 kg
(volume de sangue de cerca de 4,7 I), a concentragdo de timerosal na corrente
sanguinea seria de cerca de 10,6 pg/l de timerosal, ou aproximadamente 5,3 ug/l de
Hg. A concentracdo de timerosal de 10,63 pg/l € equivalente a 0,0511 uM,
concentracdo proxima da menor testada neste estudo e que ndo teve efeito

significativo sobre a viabilidade celular em relagdo ao controle. No entanto, devido
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ao grande potencial de acumulo do Hg no rim, acredita-se justificar o teste com
doses mais elevadas de timerosal in vitro. Por exemplo, baseando-se no estudo | (in
vivo) obteve-se concentracdes médias de Hg total variando de 13 a 3,5 pg/g de Hg
(de 05 a 16 h a 6 d, respectivamente) no rim, o que corresponde a
aproximadamente 64 e 17 uM de Hg, respectivamente (ou ainda, aproximadamente
34 e 128 uM de timerosal). Se considerarmos somente a média da fragdo de EtHg
no tecido renal até as 16 h (aproximadamente 35 %) tem-se uma concentracdo de
22 pM (ou 44 pM de timerosal). Ainda assim, no estudo Il utilizaram-se
concentracbes menores para teste, escolhidas a partir do teste de viabilidade celular
e que compreendem uma faixa de concentracdo onde o efeito téxico foi e nao foi

observado.

4.3.2. Timerosal reduziu a mitose e promoveu apoptose

Todas as concentragdes testadas de timerosal reduziram a proliferagéo celular
de forma significativa em comparagdo com o controle (Figura 4.6). Estudos
anteriores tém demonstrado que a exposicéo aguda ao MeHg induz parada do ciclo
celular de precursores neuronais no hipocampo do rato (BURKE, et al., 2006;
FALLUEL-MOREL, et al., 2007; FALLUEL-MOREL, et al., 2012). Além disso, existem
alguns relatos antigos de toxicidade do Hgi no ciclo celular de células renais
(CUPPAGE, et al., 1969; CUPPAGE, et al., 1972; STADNICKA, 1978). Em contraste,
até o momento, ndo ha relatos do potencial antiproliferativo do timerosal.

A apoptose é uma forma de morte celular necessaria para a homeostase
celular e a sua desregulacdo estd envolvida na patogénese de muitas doencas
(GOBE; HARMON, 2006). Na Figura 4.6 uma resposta dose-dependente para a
frequéncia de observacdo de células em apoptose apos tratamento com timerosal
pode ser observada. Mesmo na dose mais baixa testada neste ensaio (0,125 uM),

uma diferenga significativa foi detectada em relagdo ao controle.
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Figura 4.6 Topo: aumento e diminuicdo do percentual de apoptose e mitose,
respectivamente, apds tratamento com concentracdes crescentes de timerosal
durante 24 h. Os dados sdo apresentados como média + DP de 15 campos (5 por
lamela circular (n = 3)). ANOVA uma via seguida do teste de Tukey. *** P <0,001 vs.
controle (0 upM). Parte inferior: microscopia de células HK2 coradas com
hematoxilina e eosina. Em (a) pode-se vislumbrar uma célula - exposta a timerosal
0,5 uM - prejudicada com caracteristicas morfolégicas peculiares do processo de
apoptose, como nucleo com fragmentos e em condensacdo. Em (b) demonstra-se
uma célula saudavel do grupo controle (aumento de 200 Xx).

Diferentes estudos desenvolvidos em varias linhagens de células n&o-renais
tém demonstrado que o timerosal induz apoptose (LI, et al., 2012; KUO, et al., 2009;
HUMPHREY, et al., 2005; BASKIN, et al., 2003). O Hgi e o MeHg tém sido descritos
como agentes apoptéticos em tecido renal a partir da observacao de caracteristicas

morfolégicas peculiares, reducédo da atividade de arginase Il, clivagem de proteinas
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pré-apoptéticas, interagdo com canais de calcio ativados por voltagem, queda do
potencial transmembrana mitocondrial, ativacdo de caspases e externalizagcdo de
fosfatidilserina (DUNCAN-ACHANZAR, et al., 1996; GUO, et al., 1998; CARRANZA-
ROSALES, et al., 2005; LEE, et al.,, 2006; TARABOVA, et al., 2006; SUTTON;
TCHOUNWOU, 2007; KANDA, et al., 2008). No entanto, em relagdo a marcadores
apoptoticos apds exposicdo ao EtHg ou timerosal, no tecido renal ndo foram
encontradas evidéncias na literatura. Os possiveis mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da apoptose presentemente observada por meio da microscopia

serdo discutidos ao longo do texto.

4.3.3. Timerosal altera a transicdo de permeabilidade mitocondrial e

aumenta a expressao de Bax

A transicdo de permeabilidade mitocondrial € um passo importante na inducéo
da apoptose celular (GOBE; CRANE, 2010). Mesmo que néo totalmente elucidados,
0s mecanismos envolvidos na disfuncéo mitocondrial incluem aumento da producao
de ROS, consumo de GSH celular e instabilidades na homeostase do calcio
intracelular (BELYAEVA, et al., 2011; PAL; GHOSH, 2012; SMALL, et al., 2012b).

Na Figura 4.7 podem ser observadas as médias + DP das medicGes
fluorimétricas a partir da aplicacdo do corante JC-1 nas células HK2 expostas por 24
h ao timerosal. Visivelmente, a razdo da absor¢cdo vermelha para verde diminui
estatisticamente a medida que se aumenta a concentracdo de timerosal em
exposicao. Assim, demonstra-se que o timerosal ocasiona a despolarizacdo do
potencial de membrana mitocondrial, uma etapa importante no desencadeamento do
processo de apoptose.

A propriedade perturbadora do EtHg contido no timerosal a fun¢gdo mitocondrial
ja foi examinada em linhagens de células neuronais e imunes (MAKANI, et al., 2002;
HUMPHREY, et al., 2005; YEL, et al., 2005; MIGDAL, et al., 2010; ZIEMINSKA, et
al., 2010). Presentemente, acredita-se que esta seja a primeira reportagem dos

efeitos do timerosal na transicao de permeabilidade mitocondrial no rim.
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Figura 4.7 Topo: avaliacdo fluorimétrica da fungdo mitocondrial usando JC-1 e
densitometria da expressao protéica obtida por Western blot para a Bax em células
HK2 expostas a timerosal por 24 h. As bandas apresentadas sdo exemplos
representativos dos immunoblots para Bax e respectivo controle de GAPDH. As
barras dos gréaficos representam média £ DP de 6 e 3 amostras independentes para
JC-1 e Bax, respectivamente. ANOVA uma via seguida pelo teste de Tukey. ** P <
0,01; *** P < 0,001 vs. grupo controle; ns: ndo significativo. Inferior: células HK2
foram coradas para mitocondrias com MitoTracker Red CMXRos (fluorescéncia
vermelha), para Bax com anti- Bax seguido por Alexa Fluor 488- anticorpo conjugado
(fluorescéncia verde) e para os nucleos com coloracdo DAPI. As células de ambos
os grupos foram fotografados com parametros de exposicéo idénticos.
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A proteina Bax da familia Bcl-2 € uma molécula pré-apoptética (VAN
CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002). Depois do tratamento com 0,5 uM de
timerosal, as células HK2 expressaram uma quantidade estatisticamente maior de
Bax em comparacdo com os controles (Figura 4.7), indicando que, ap0s exposi¢ao
ao timerosal, mais células estdo programadas para morrer, 0 que possivelmente
ocorre pela via intrinseca (mitocondrial) em conformidade com o resultado
previamente reportado acerca do dano ao potencial de membrana mitocondrial.
Embora a diferenca estatistica para a expressdao da Bax tenha sido observada
apenas para a concentracdo de 0,5 pM de timerosal, uma tendéncia de aumento é
observada entre 0,25 uM e 0,5 uM. Nao houve diferenca significativa considerando a
dose mais elevada de timerosal em teste (1 puM) provavelmente devido a morte
celular mais precoce nesta concentracdo, o que pode ter impedido a andlise de
expressao protéica.

Na figura 4.7 também sdo exibidas imagens de células HK2 controle e
expostas a 0,5 uM timerosal obtidas por microscopia confocal. Uma clara diferenca
entre as células ndo tratadas e tratadas pode ser observada. No painel de cima,
quatro células HK2 saudaveis do grupo controle podem ser vislumbradas com a
coloracdo mitocondrial vermelho brilhante a volta do nucleo e de alguns pontos
verdes distribuido no citoplasma. J& no painel inferior, trés células danificadas
expostas a 0,5 pM timerosal aparecem com substancialmente menos corante de
fluorescéncia vermelha (MitoTracker Red CMXRos) e verde citoplasmético mais
intenso, que corresponde a fragmentacdo de mitocéndrias e fluorescéncia da Bax,
respectivamente. Isto evidencia a quebra do potencial de membrana mitocondrial e

maior manifestacdo de Bax.

4.3.4. Timerosal como potencial agente fibrético no tecido renal:

expressdo aumentada de TGF-B1 e aumento da secrecéo de fibronectina

Doencas renais estao frequentemente associadas com mudancgas nos padroes
de expresséao e distribuicdo dos componentes da matriz extracelular (BAELDE; DE
HEER, 2013). Por exemplo, a expressao, degradacdo e organizacéo alteradas de

fibronectina séo caracteristicas de fibrose (WILLIAMS, et al., 2008). O papel pro-
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fibrético do TGF-B1 € devido em grande parte a sua participacdo na conducdo da
transicdo epitelial a mesenquimal, onde as células epiteliais sdo convertidas em
fibroblastos que produzem matriz extracelular em excesso, resultando em fibrose
(BURNS; THOMAS, 2010). Uma proteina que é secretada por estimulo do TGF-p1 é
a fibronectina, que esta ativamente envolvida em vias de sinalizagdo celulares e
extracelulares que levam a fibrose (WIGHT; POTTER-PERIGO, 2011; TANG, et al.,
2013).

O Hg, especialmente o Hgi, é conhecido por produzir numerosas lesdes
glomerulares (MILLER, et al., 2013). Embora ja relatado na literatura, o potencial
fibrético do Hg no tecido renal ndo foi estudado em profundidade (ETO, et al., 1997;
SONNE, et al., 2007; SLEEMAN, et al., 2010). Por exemplo, na insuficiéncia renal
aguda induzida por tratamento com cloreto de Hg em ratos, notaveis depdsitos de
fibronectina nos rins foram encontrados (SABALL, et al., 2001). Quanto ao timerosal,
que contém uma das menos estudadas espécies de Hg - o EtHg - até o presente
nao havia nenhum estudo.

No presente estudo, o tratamento com timerosal aumentou a expressao
protéica de TGF-B1 em células HK2 assim como a secregao de fibronectina no meio
(Figura 4.8).
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Figura 4.8 Timerosal aumenta a expressao TGF-B1 e secrecao de fibronectina em
células HK2. Western blot e densitometria para o TGF-B1 foram realizadas utilizando
a proteina extraida das células HK2, ao passo que a fibronectina foi determinada no
meio de cultura. Para o resultado de Western blot, as barras representam a média +
DP de trés experimentos independentes. Ja para a fibronectina, as barras séo
representativas da média £ DP de 4 repeticdes em duplicata. As fotos sdo exemplos
representativos de immunoblots obtidos por Western blot para esta proteina e seu
respectivo controle GAPDH. ANOVA uma via seguida pelo teste de Tukey, * P
<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 vs. grupo controle; ns: ndo significativo.

Este resultado indica que o timerosal estimula células renais a alterarem o0s
seus padrdes de producdo de componentes da matriz extracelular pelo aumento da
expressdo de TGF-B1, o qual possivelmente estimula o aumento da secregao de
fibronectina. Embora para o TGF-f1 haja uma relagdo de dose-resposta clara, para
a fibronectina houve diferenca estatistica apenas entre o grupo controle e 0,5 uM. A
morte celular, na dose mais elevada de timerosal pode ter evitado a secrecdo de
fibronectina no meio de cultura e, por conseguinte, na comunicacao celular. Logo,
sugere-se que o timerosal tem um efeito pré-fibrético sobre células renais o que
pode ter consequéncias sérias em populacbes expostas, ainda mais quando
considerando pacientes renais e criangas, o que demanda mais estudos neste

tecido.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
5.1. Estudo I: Estudo da distribuicdo e meias-vidas teciduais de Hg in

Vivo ap0s exposicdo a timerosal

O presente estudo contribui para a avaliacao do perfil toxicolégico do timerosal.
Os resultados indicam que o transporte de EtHg do muasculo para os tecidos e a sua
conversdo em Hgi ocorrem rapidamente - observada na meia hora seguinte a
injecdo intramuscular do timerosal. O presente trabalho também fornece meias-vidas
biolégicas em outros tecidos que ndo o sangue, ap0s exposicdo a uma baixa dose
de timerosal pela primeira vez na literatura.

Embora alguns tecidos tenham acumulado quantidades significativas de Hg
apos exposicao ao timerosal, o tempo de eliminacdo do EtHg do corpo do animal é
mais curto que o observado para o MeHg. Uma vez que o EtHg é rapidamente
metabolizado a Hgi, a cinética desta ultima espécie quimica pode determinar a
eliminacdo de Hg apos exposicdo ao timerosal. Apesar da menor contribuicdo do
cérebro para a carga corporal de Hg, a neurotoxicidade potencial de timerosal deve
ser monitorada de forma continua, uma vez que qualquer concentracdo de Hg no
cérebro - quer organico, quer inorganico - deve ser visto como potencialmente
perigosa. Além disso, a persisténcia e maior acumulo de ambas as espécies de Hg
nos rins com a maior meia-vida registrada, demonstram que este tecido é alvo
potencial para os efeitos toxicos apos a exposicdo ao timerosal. Neste sentido,
estudos futuros devem ser realizados para avaliar a potencial nefrotoxicidade do
timerosal. A vigilancia continua sobre a seguranca do uso de timerosal em vacinas é
amplamente necessaria, tal qual sdo as avaliacdes imparciais e de bom-senso de

novas evidéncias sobre sua toxicidade.
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5.2. Estudo Il: Estudo da conversao do EtHg presente no timerosal em
sangue total e fracdes (plasma e eritrécitos) in vitro

O processo de dealquilagdo ocorre em glébulos vermelhos, mas ndo no
plasma, com o OH< como o potencial efetor. Ainda, sugere-se, pela primeira vez,
que o coeficiente de particdo do EtHg entre as células vermelhas sanguineas e
plasma potencialmente define a quantidade de EtHg que atinge os tecidos apos a
exposicdo ao timerosal. A adicdo de Fe as células vermelhas do sangue e ao plasma
aumentou a conversao, provavelmente devido a producdo aumentada de OH-. Esta
foi provavelmente a mesma razdo das concentracfes aumentadas de Hgi ap6s a
adicdo de H202 em plasma com EtHg. Além disso, quando foi adicionado DMSO em
conjunto com H202, houve reducado significativa da conversdo. Outros tecidos e
potenciais mecanismos do metabolismo do Hg organico merecem ser testados a fim

de elucidar a biotransformacéo de espécies organicas de Hg como o EtHg/timerosal.

5.3. Estudo Ill: Estudo dos mecanismos de citotoxicidade renal in vitro
do timerosal (desenvolvido no estagio de Doutoramento Sanduiche)

O estudo aprofundado dos efeitos téxicos e dos mecanismos de morte celular
apos a exposicdo ao timerosal no rim € relevante. Até onde se tem noticia, este € o
primeiro estudo sobre os mecanismos de morte celular por tras da citotoxicidade
promovida pelo timerosal no rim. O timerosal provou ser um agente antiproliferativo,
pré-apoptético e pro-fibrotico em células de rim humano. O estudo de outras vias e
interacbes moleculares envolvidas nestes processos € necessario para elucidacao
do potencial de morte celular exercido pelo EtHg. Além disso, a avaliacdo in vivo dos
mecanismos de toxicidade do timerosal no rim observadas in vitro € altamente

relevante para estudos futuros.
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ANEXO IV- Material complementar (as figuras usadas para elaboracdo da Figura

4.3 foram retiradas dos seguintes sites em 19/09/2013)

Cérebro: http://www.google.com.au/imgres?start=931&client=firefox-
a&channel=fflo&hl=pt-
PT&biw=1440&bih=797&tbs=ic:gray,itp:lineart&tbm=isch&tbnid=3n3GG35nCSRuJM:
&imgrefurl=http://www.chaosscience.org.uk/experiments/brainmodel&docid=JrlliJrAy
PMQAM&itg=1&imgurl=http://www.chaosscience.org.uk/sites/default/files/exptimages
/logos/brain.png%253F1323956812&w=398&h=400&ei=nApJUoq2PMOolQWImYFo
&zoom=1&ved=1t:3588,r:41,s:900,i:127&iact=rc&page=31&tbnh=178&tbnw=177&nd

Sp=21&tx=144&ty=86

Coracao: http://www.google.com.au/imgres?start=919&client=firefox-
a&sa=X&channel=fflo&hl=pt-
PT&biw=14408&bih=797&tbs=itp:lineart&tbm=isch&tbnid=SDJtP7ld6bh06M:&imgrefur
|=http://caritasregiondemurcia.org/ke-heart-diagram-to-
label.phtml&docid=3XWd6H_XKS4XZM&imgurl=http://Irt.ednet.ns.ca/PD/ict_projects/
body_systems/sheets/heart.jpg&w=656&h=864&ei=9WRJU06KFMellAWiw4FQ&z00
m=1&ved=1t:3588,r:47,s:900,i:145&iact=rc&page=28&tbnh=180&tbnw=137&ndsp=2

9&tx=107&ty=114

Figado: http://www.google.com.au/imgres?client=firefox-
a&sa=X&channel=fflb&hl=pt-
PT&tbas=0&biw=1440&bih=797&tbs=ic:gray,itp:lineart&tbm=isch&tbnid=51fuCMH6U

7GaFM:&imgrefurl=http://fineartamerica.com/featured/anatomy-liver-
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granger.html&docid=dOTk7gmkjgoWpM&imgurl=http://images.fineartamerica.com/im
ages-medium-large/anatomy-liver-

granger.jpg&w=778&h=900&ei=5glJUVOXE0TIKQW 754C4Cwé&zoom=1&ved=1t:358
8,r:91,s:0,i:359&iact=rc&page=4&tbnh=159&tbnw=130&start=85&ndsp=14&tx=102&t

y=64

Rim: http://www.google.com.au/imgres?um=1&client=firefox-
a&sa=X&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=fflb&hl=pt-
PT&tbas=0&biw=1440&bih=797&tbs=isz:I&tbm=isch&tbnid=hHqu_VthR9A3NM:&img
refurl=http://www.odontomagazine.com.br/2011/03/10/hospital-do-servidor-orienta-
publico-sobre-doencas-
renais/&docid=nLkB7xgUqocuxM&imgurl=http://www.odontomagazine.com.br/wp-
content/uploads/2011/03/rim-
1024.jpg&w=1024&h=845&ei=4gBJUVTRLYPukQWKj4EW&zoom=1&ved=1t:3588,r:2
6,s:0,i:173&iact=rc&page=2&tbnh=164&tbnw=199&start=16&ndsp=26&tx=107&ty=6
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