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palavras-chave

resumo

CCA, nefrotoxicidade, histologia, espectrometria de absorgcéo atémica por
atomizacéao electrotérmica (GFAAS), citometria de fluxo (FCM), necrose
tubular aguda (ATN).

O Croémio-Cobre-Arsenato (CCA) é um protector da madeira, contendo crémio,
cobre e arsénio. Apesar de em 2002, a agéncia de protecgdo ambiental (EPA)
ter limitado a utilizagdo da madeira tratada com CCA, a contaminagdo do
ambiente e o perigo para a salde publica permanece, devido a grande
durabilidade desta madeira.

O principal objectivo deste trabalho foi analisar a toxicidade aguda do CCA em
ratinhos. O desenvolvimento e optimizagdo de uma metodologia de
quantificacdo do arsénio e do crémio total nos rins de ratinhos foi também um
outro objectivo. Realizaram-se experiéncias para caracterizar os efeitos
causados pelo CCA e pelos compostos individuais (pentéxido de arsénio —
As,0Os) e (trioxido de cromio — CrO3) em varios 6rgaos de ratinhos. Os animais
foram divididos em dezasseis grupos, correspondendo a diferentes tempos de
exposi¢cao. Os grupos de tratamento receberam uma injeccao subcutanea (0,3
mL) de CCA, CrO; e As,Os. Aos animais controlo foi administrado o veiculo
(soro fisioldgico). Apds 14h, 24h, 48h e 96h procedeu-se ao abate dos animais
e a remocao dos rins, timo, figado, baco, testiculo e epididimo. Realizaram-se
andlises histolégicas e histoquimicas dos rins de animais provenientes de
todos os grupos. Procedeu-se a estudos de citometria de fluxo (FCM) para a
andlise do ciclo celular. Efectuou-se ainda um estudo preliminar para
determinagdo da actividade da catalase (CAT) e da glutationa — S -
transferase (GST) em amostras de rim. Por fim, realizou-se uma analise
quantitativa destes compostos por espectrometria de absor¢do atémica com
atomizacdo electrotérmica (GFAAS), apds a digestdo das amostras pela
tecnologia de microondas.

O estudo histolégico revelou necrose tubular aguda (ATN) nos animais
expostos ao CCA e ao CrO;. Contudo, ndo se observaram quaisquer lesdes
significativas nos outros 6rgaos. Por esta razao, o estudo foi direccionado para
o rim. A andlise por citometria de fluxo (FCM) evidenciou a existéncia de
diferencas significativas no ciclo celular dos grupos expostos ao As,Os e ao
CCA. Os ensaios bioquimicos revelaram uma tendéncia para a diminuicdo da
actividade das enzimas CAT e GST, embora sem diferencas estatisticas
significativas. A analise quantitativa demonstrou uma diminuicdo progressiva
da acumulacao de crémio e de arsénio nos rins. Por outro lado, observou-se
que a distribuicdo de crémio e de arsénio era diferente para os diferentes
grupos de tratamento.

Por fim, o presente trabalho permite concluir que a nefrotoxicidade provocada
pelo CCA nos ratinhos é muito mais acentuada do que a induzida pelo As,Os e
pelo CrOs, e alerta para o potencial téxico do CCA para a saude publica.
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Chromated copper arsenate (CCA) is a chemical wood preservative protecting
timber from natural deterioration, containing chromium, copper and arsenic.
Although on 2002, Environmental Protection Agency (EPA) had limited the use
of CCA-treated wood, the environment contamination and the hazard to the
public health will pursue due to the durability of this wood for 60 years.

The main aim of the present work was the assessment of the acute toxicity of
CCA, using mice as models. The development of a quantification methodology
for chromium and arsenic in mice kidneys was another goal. In these studies, it
was designed a set of experiments to investigate the effects caused by CCA,
and the individual effects induced by arsenic pentoxide (As,Os) and chromium
trioxide (CrO3) in thymus, liver, spleen, testis, epididymis and kidney. Sixteen
groups of five animals each were considered in these studies, corresponding to
different times of exposure. Treated groups received a single subcutaneous
injection (0,3mL) of CCA, CrOz and As,Os. In addition, control animals were
administrated with the vehicle only. Following 14h, 24h, 48h and 96h animals
were sacrificed, for organs removal. Afterwards, body and organs weights were
also recorded. Subsequently, histology and histochemistry analysis was done.
Furthermore, flow cytometry (FCM) approach was also considered for
determination of cell cycle. Additionally, a set of preliminary enzyme assays
was done to study the oxidative stress stimulated by these treatments. At last,
the quantification of these compounds was also performed in kidney samples
by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS), after the
digestion of the samples by microwave technology.

The histology results, as confirmed by histochemistry, revealed acute tubular
necrosis (ATN) induced by CCA and CrOs;. Moreover, while FCM analysis
revealed differences in cell cycle, enzyme assays showed a tendency to the
decrease of the activities of CAT and GST. Finally, quantitative assays
demonstrated a progressive decrease of the accumulation of CCA, arsenic and
chromium during de exposure time, although no changes were observed within
the other organs. For this reason, kidneys were carefully investigated.

These results indicated that CCA-induced nephrotoxicity was more prominent
than those caused by As,Os, and CrOs, which is an alert for its potential toxic
effects on human health.
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Capitulo I — Enquadramento do trabalho

I.1. Enquadramento do trabalho

A compreensdo dos mecanismos de ac¢do de compostos toéxicos, nomeadamente metais
pesados, na forma em que se encontram na natureza ou nos meios ocupacionais, torna-
se fundamental nos dias de hoje. Embora os efeitos de cada um destes agentes
isoladamente, e os respectivos mecanismos sejam bem conhecidos, e estejam bem
documentados na literatura, o0 mesmo nao acontece para as suas misturas. Uma das
principais linhas de investigacdo do laboratério de histologia, do Departamento de
Biologia da Universidade de Aveiro, compreende o estudo individual dos efeitos de
varios metais ¢ metalodides, no ratinho. Neste laboratorio, uma das orientagdes dos
trabalhos de investigacdo estd relacionada com a accdo da toxicidade do cromio e do

arsénio, em diferentes 6rgaos de ratinhos.

O trabalho que se apresenta nesta dissertacdo surgiu na sequéncia desses estudos, ¢ da
necessidade de se compreender o mecanismo de ac¢do de misturas destes dois
elementos. Assim, o estudo centrou-se na andlise do composto de Cromio-Cobre-
Arsenato (CCA), um protector quimico utilizado para o tratamento de madeira. Este
protector contém uma mistura de sais, ou Oxidos, dos elementos cromio, cobre e
arsénio, que protegem a madeira de danos causados por insectos, pelo sol e pela dgua.
Esta madeira tratada com CCA ¢ utilizada com diversos fins, nomeadamente na
constru¢do de parques de recreio infantil, docas, cercas, estaleiros, convés de navios,
aquacultura, e viticultura. Ao longo do tempo, ¢ em condi¢des de humidade especificas,
os compostos quimicos da mistura de CCA sao lixiviados, podendo ser potencialmente
perigosos para o ambiente e para a saude publica. Contudo, pouco se conhece sobre os

perigos ambientais e a toxicidade para os seres vivos desta mistura.

Em Portugal, o CCA foi usado até 2003, ano em que foi proibida a sua utilizagdo, com a
aprovacdo do decreto-lei 208/2003 que interditou a utilizagdo de compostos contendo
arsénio. No entanto, estd bem documentado que o CCA poderd apresentar efeitos
residuais e/ou retardados, podendo manter-se no meio ambiente e ocupacional até ~60
anos (Cocker et al., 2006; Jacobi et al., 2007). Por esta razao, e pela escassa informagao
existente na literatura sobre os efeitos desta mistura de compostos nos organismos
vivos, desenvolveu-se este trabalho. Pelos factos referidos, pareceu pertinente com esta

dissertacdo contribuir para uma melhor compreensdo da accdo de crémio hexavalente
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(Cr0Os), de arsénio pentavalente (As;Os) e da sua mistura no CCA, nos diferentes 6rgaos

de ratinhos.
I.2. Estrutura e apresentacao da dissertacao

Esta dissertacdo estd dividida em seis capitulos.
No primeiro apresenta-se o enquadramento e justificacdo do presente trabalho.

O segundo aborda os conceitos teoricos sobre o CCA e as metodologias analiticas mais
relevantes do trabalho, conferindo uma visdo geral de diferentes dados descritos na

literatura.

No terceiro descreve-se a metodologia desenvolvida, e estd dividido em nove secgdes.
Na primeira, apresentam-se os reagentes € as solucdes. Da segunda a quinta secgao,
descreve-se o tratamento efectuado com os animais, o protocolo de administracdo das
solucdes a estudar, as metodologias realizadas para a andlise quantitativa da solucdo de
CCA injectada aos ratinhos e os procedimentos relativos a andlise histologica e
histoquimica do rim, ao longo dos diferentes periodos de exposi¢do a que foram
expostos os animais. Na sexta e sétima sec¢do, descreve-se a técnica de citometria de
fluxo (FCM) para avaliagio do ciclo celular e do conteddo de 4cido
desoxidoribonucleico (DNA) no rim dos animais intoxicados, e, delineiam-se os
procedimentos preliminares do estudo bioquimico, nomeadamente para o doseamento
de proteinas, para a determinacdo da actividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa
— S — transferase (GST). Na ultima secc¢do, apresenta-se o método realizado para o
doseamento dos teores de cromio total e de arsénio total, por espectrometria de absor¢ao
atomica com atomizagao electrotérmica (GFAAS), e a metodologia efectuada para o

tratamento estatistico dos resultados obtidos.

O quarto, quinto e sexto capitulos apresentam os resultados e a discussdo de acordo com
a sequéncia descrita no capitulo da metodologia, as conclusdes gerais/perspectivas

futuras e as referéncias bibliograficas (respectivamente).
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I1.1. Introducao

A durabilidade dos produtos de madeira sem tratamento ¢ limitada a alguns anos. No
entanto, quando se adicionam alguns tipos de protectores quimicos o tempo de vida dos
produtos de madeira pode ser estendido de 10 a 60 anos, dependendo da quantidade e

do tipo de produto quimico adicionado (Shibata et al, 2007).

O Cromio-Cobre-Arsenato (CCA) ¢ um protector quimico da madeira. A madeira
tratada com este protector ¢ muitas vezes referida como madeira tratada a pressdo por
ser impermedvel a agua, e pela introdu¢do do CCA nos poros da madeira ocorrer a
elevadas pressoes (Kim et al., 2007). Este produto ¢ fornecido sob a forma de pasta ou
concentrados aquosos que sdo diluidos entre 1 a 10% (m/m) do total de sais (Cocker et
al., 2006). Como ja foi referido, o CCA ¢ constituido por uma mistura de compostos
contendo arsénio pentavalente (As,Os), cromio hexavalente (CrOs) e 6xido de cobre
(CuO) (Read, 2003). O cobre ¢ usado para o controlo de alguns fungos (Townsend et
al., 2004). O arsénio ¢ usado para o controlo de insectos e alguns fungos resistentes ao
cobre. A funcdo do cromio ¢ actuar como um agente fixador que liga os metais de cobre
e de arsénio a madeira. Existem trés formulas quimicas patenteadas do CCA, sendo a
mais usada o CCA tipo C, constituida por 47,5 % de CrOs, 18,5 % de CuO e 34% de
As,05 (AWPA, 2005). Um dos problemas da utilizagdao deste protector prende-se com a
libertagdo de alguns dos seus componentes, dado que sdo substancias tdxicas,
potencialmente perigosas para o meio ambiente, e para a saide publica (Nygren et al.,
1992). De facto, o potencial carcinogénio do arsénio ¢ do cromio estd demonstrado em
inimeros trabalhos, nomeadamente nos artigos de revisao de Chen e Shin (2002) e de
Kitchin (2001). Este problema adquiriu relevancia apds estudos realizados em parques

infantis, entre os quais se destacam os desenvolvidos por Solo-Gabriele e Hemond

(2005) e por Barraj e colaboradores (2007). Nestes trabalhos, os autores pretendiam
relacionar a probabilidade da libertagdo de arsénio com o desenvolvimento de varias

processos patoldgicos, nomeadamente neoplasias.

Tanto na industria de tratamento de madeira como em estudos laboratoriais, utilizam-se
diversas técnicas para a determinagdo da perda dos componentes deste protector. Para a
avaliacdo da toxicidade do CCA sao utilizadas diversas metodologias. Uma dessas

metodologias consiste na avaliacdo feita a partir do lixiviamento da madeira. Um dos
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objectivos de alguns métodos ¢ a medicdo da quantidade e da velocidade de
lixiviamento dos componentes destes protectores quando a madeira ¢ exposta a dgua,
permitindo assim a requerida avaliacdo em termos de impactos ambientais e de saude
humana (Jambeck et al., 2006; Townsend et al., 2004). Demonstrou-se que a quantidade
de lixiviamento de arsénio, cromio e cobre depende de varios factores, entre os quais se
destacam o tipo de madeira, o método de conservagdo, o pH da solucdo, a forga ionica, a
dimensdo da peca e o tempo de contacto com a mesma (Hingston et al., 2001). Pouco se
sabe sobre a accdo dos compostos resultantes do lixiviamento do CCA em modelos
animais. A literatura descreve a accao isolada de cada um dos seus componentes, mas
ndo do seu conjunto e, portanto, das suas provaveis interac¢cdes, nomeadamente um
possivel efeito potencializador ou neutralizador dos diversos compostos, quando em

actuacao conjunta (Fowler, 1992; Madden, 2000).

A escassa informagdo existente sobre os efeitos desta mistura de compostos nos
organismos vivos, e o facto das madeiras tratadas com estes produtos apresentarem uma
grande durabilidade (~ 60 anos), tornando previsivel que a exposicdo ao CCA se
mantenha activa (Jacobi et al., 2007; Zartarian et al., 2006), justificam os estudos que

conduziram a elaboragdo da presente dissertagao.
I1.2. Consideracoes legislativas

A falta de estudos concludentes sobre os efeitos toxicos do CCA originou polémica nos
EUA, entre as associagdes de produtores de madeira e as agéncias encarregues de
controlar a toxicidade desta substancia. Finalmente, foi definitivamente consignada na
lei a proibicdo do uso de compostos de arsénio em 2004, e portanto do CCA. Na
legislacdo portuguesa esta proibi¢do esta consignada no decreto-lei 208/ 2003. A partir
desta data, em Portugal, deixou legalmente de se poder utilizar a substancia. Como ja
foi referido, devido a grande durabilidade dos produtos de madeira e a variabilidade na
quantidade CCA adicionado a madeira, ¢ importante continuar a analisar o efeito desta

mistura de compostos no ambiente e na satide publica.

I1.3. Fontes de exposicao, transporte e bio-monitorizaciao
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A exposicao ao CCA pode ocorrer durante o manuseamento da madeira tratada com
este protector e pode estar associada ao equipamento contaminado com este produto
(Cocker et al., 2006). A absorcdo cutanea e a ingestdo sdo as principais vias de

intoxicagao.

Por outro lado, um dos perigos da utilizacao da madeira tratada com o CCA encontra-se
na sua utilizagdo doméstica, nomeadamente quando usada como lenha para lareira. A
combustdo desta madeira leva a libertagdo de arsénio que pode atingir os niveis toxicos,

podendo mesmo ser letal para quem o inspira (Cocker et al., 2006).

Viérios estudos, em criangas, analisaram a libertagdo do arsénio para a pele e o risco de
intoxicacdo por ingestdo, nomeadamente através da saliva (Hamula et al., 2004; Shalat

et al., 2006; Shibata et al., 2007; Solo-Gabriele, 2005;).

A exposi¢dao indirecta ao CCA presente na madeira por eliminacdo para o meio
ambiente foi igualmente estudada, dado que os seus componentes, nomeadamente o
arsénio, podem ser lixividados por contacto directo da madeira com aguas das chuvas, o

que pode ter impacto no solo e nas aguas subterraneas (Shibata et al., 2007).

A exposicdo a madeira tratada com CCA pode ocorrer em aterros, se esta ndo estiver
bem identificada, se ndo tiver sido removida para reciclagem ou para locais de
tratamento de residuos perigosos, como esta regulamentado pela EPA. Nestas situagdes,
pode constituir uma fonte de contaminagdo, tanto para o meio ambiente como para
pessoas e animais (Jacobi et al., 2007). Existem também outras formas de despejo desta
madeira, nomeadamente a sua incineragdo que requer equipamento proprio para impedir

ou limitar a poluicao da atmosfera (Moghaddam and Mulligan, 2007).

Em termos de satide ocupacional, estdo publicados trabalhos que visam a monitorizagdo
biologica do CCA (Cocker et al., 2006). Este tipo de estudo pode ser usado para

analisar a exposi¢ao dos seres humanos por diversas vias (pele, inalagdo ou ingestao).

Em 2004, na conferéncia organizada pela Instituicdo Governamental de Satde e Higiene
Americana (ACGIH) e pela Deutshe Forschungsgemeinschaft (DFG) estabeleceu-se que
a bio-monitorizacao do arsénio, deveria ser baseada na sua forma inorganica e nos seus
metabolitos metilados presentes na urina, sendo analisados por Espectrometria de

absor¢ao atomica acoplada com gerador de hidretos (GHAAS) (Cocker et al., 2006).
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O entendimento do lixiviamento do CCA ¢ importante, na medida em que permite
perceber em que valéncia é que os elementos de arsénio e de crémio se encontram
disponiveis no ambiente ou afectando a satide publica. Nao ¢ claro se os metais sdo
lixiviados como elementos individuais, como o cromio ou arsenatos de crémio, ou
como complexos inorganicos ou ainda complexos organometalicos ligados a extractos
de madeira soluveis em agua (Hingston et al., 2001). Varios estudos, mostraram que o
cromio em espécies diferentes de madeira tratada com CCA se encontrava no estado
trivalente ¢ no estado hexavalente, ¢ o arsénio se encontrava todo no seu estado

pentavalente (para revisao ver Katz e Salem, 2005).

Estudos efectuados envolvendo elevadas doses de CCA indicaram interacgdes entre o
cobre, o cromio e o arsénio, tais como variagdes em termos de toxicidade e de
toxicinética (USCPSC, 2003). A Tabela 1 indica a toxicidade aguda, oral e cutanea,

efectuados em modelos animais (Read, 2003).

Tabela 1 — Valores das doses de toxicidade para as formulas de CCA.

Tipo Valor (mg kg™”) Modelo
LDs, orais agudos <150-<400
Animais
LDs cutineos agudos 200-1188
LDs, 1-2 Humanos*

LDs, orais agudos
0,4-130 Animais**

LDs cutaneos agudos

* Sdo classificados como corrosivos, baseando-se no seu pH <2, e sensiveis a pele.

** Sem evidéncia de danos para a satde. Ensaios de curta duragéo.

A exposi¢do a madeira tratada com CCA ¢ uma combinagdo da exposi¢do ao cromio, ao
cobre e ao arsénio. Os seus efeitos podem diferir do comportamento de cada um dos

componentes isolados (Read, 2003).
I1.4. Modelos para o estudo da toxicidade

Mason e Edwards (1989) estudaram a toxicidade aguda de Na,Cr,O;, Na,HAsO4 e
CuSO4 em ratos. Deste trabalho, concluiram que a co-administragdo de um ou dois
compostos provocava um aumento significativo na toxicidade aguda, podendo o CCA
ser um agente perigoso e actuar com uma toxicidade superior a dos seus constituintes

individuais.
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Existem varios estudos in vivo efectuados por Weis e colaboradores, destacando-se os a
seguir enumerados: 1) Estudos de toxicidade dos lixiviados de madeira tratada com
CCA em organismos estuarinos (Weis et al, 1991); 2.) Estudos de toxicidade de
materiais de constru¢do em ambiente marinho (Weis et al., 1992); 3.) Histopatologia e
bioacumulagdo em ostras vivendo em madeira preservada com CCA (Weis et al., 1993);

4.) Efeitos da madeira tratada com CCA num ambiente marinho (Weis et al., 1995).

Gordon e colaboradores (2002) realizaram um estudo in vitro sobre a bio-
disponibilidade dos metais pesados em p6 de madeira tratada com CCA. Estes autores
estudaram a bio-disponibilidade do cromio, cobre e arsénio in vitro através da analise da
citotoxicidade em células incubadas com pd de madeira tratado com CCA. O estudo
demonstrou que o pé de madeira tratado com CCA quando comparado com o po de
madeira controlo, era mais citotoxico. Sob as condi¢gdes experimentais destes autores, 0s
metais ligados as fibras de madeira tornavam-se bio-disponiveis. Esta bio-
disponibilidade ocorria independentemente do processo de fixagdo dos metais a madeira
ser completo. Uma outra conclusdo que sugeriram foi que o p6 de madeira tratada com
CCA presente no local de trabalho, poderia representar um maior perigo do que o p6 de

madeira usado num periodo de tempo mais longo.

Outros trabalhos referidos no artigo de revisdo de Katz e Salem (2005) descreveram a
ocorréncia de neoplasias do aparelho respiratorio, em animais expostos a combinagao de
cromato ¢ po de madeira. Esta observagdo sugeriu que o cromato podia ser uma causa
importante do aparecimento de neoplasias da cavidade nasal, observadas em operarios

que trabalham na industria da madeira.

IL.5. Exposicao Humana

A hipdtese da madeira tratada com o CCA ter efeitos toxicos no Homem foi levantada
apos diversas observagdes que Carolyn Cox sumariou no seu artigo de revisao em 1991.
De seguida, sdo referidos alguns dos factos assinalados por esta autora. Em 1968, uma
Industria que produzia CCA, registou o aparecimento de operarios doentes depois de
trabalharem no tratamento de madeira (Cox, 1991). Em 1987, um empregado do
Departamento de Agronomia, nos Estados Unidos, adoeceu, apresentando hemorragias
internas e vomitos, apos ter trabalhado na construcao de mesas de picnic, numa loja mal
ventilada. Em 1990, nos EUA um empregado de uma empresa reconhecida na industria

madeireira, apresentou sintomas de lesdes do sistema nervoso, apds ter participado em
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trabalhos de construcao e instalagdo de pontes, efectuados usando madeira tratada com
CCA (Cox, 1991). Na Suica, um estudo da exposicdo ocupacional ao crémio, cobre e
arsénio analisou a exposicao a que estavam sujeitos trabalhadores em contacto com o p6
de madeira O grau de exposi¢do foi avaliado pela deteccao de Cr(VI) nos sujeitos
expostos. Neste estudo, também verificaram que a concentragao média de arsénio a
volta das varias maquinas era bastante elevado, ndo tendo detectado cromio nesta
localizagdo. Constataram, além disso, que ndo se apurava qualquer aumento da
concentracdo de arsénio na urina dos operarios. Consideraram também que era
importante a pesquisa, ¢ doseamento deste elemento, no ambiente dos locais de trabalho

para a avalia¢do da saude dos mesmos (Cox, 1991).

Um outro estudo, realizado no Havai, demonstrou que os operarios que trabalhavam
com madeira tratada com CCA apresentavam niveis de arsénio na urina 1,4 vezes
superiores aos dos detectados nos operarios trabalhando com madeira controlo (Cox,
1991). Na Nigéria, um outro estudo demonstrou que os operarios que trabalhavam com
madeira tratada com CCA tinham niveis de arsénio no cabelo 1,6 vezes superiores aos
detectados em individuos controlo. Por fim, um estudo ndo ocupacional relata um caso
de uma familia que comegou a apresentar problemas de satde apds utilizar, para

aquecimento da casa, lenha de madeira tratada com CCA (Cox, 1991).
I1.6. Objectivos e justificacao do trabalho

Estudos preliminares sobre a toxicidade do CCA em diversos 6rgdos do ratinho,
nomeadamente no timo, figado, baco, testiculo e bago nao revelaram lesoes. Contudo o
rim evidenciou alteragdes patologicas, apos a intoxicagdo experimental com o mesmo.

Dos resultados anteriores, concluiu-se que seria oportuno realizar este trabalho.

O objectivo deste trabalho consistiu em estudar a toxicidade aguda do CCA no rim de
ratinhos machos ICR (CDI1), e a sua comparagdo com a nefrotoxicidade provocada
pelas mesmas quantidades dos seus compostos individuais: As;Os e CrO;. A avaliagao
dos efeitos toxicos envolveu véarios estudos: 1.) Estudos histologicos e histoquimicos
com o objectivo de perceber a interac¢do destes compostos ao nivel celular. 2.) Estudos
por citometria de fluxo (FCM) com o intuito de entender a relagdo destes elementos
com o ciclo celular. 3.) Estudos bioquimicos — catalase (CAT) e a glutationa — S —

transferase (GST) — para a percepcao da relacdo entre o arsénio € o cromio com o
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desequilibrio entre a producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e a sua
desintoxicacdo através de sistemas biologicos que as removam, ou reparem os danos por

elas causados.

O desenvolvimento e optimizagdo de uma metodologia de quantificacao do arsénio e do
crémio total nos rins de ratinhos foram também um outro objectivo. Esta metodologia
envolveu a digestao assistida por microondas e a andlise por Espectrometria de absor¢ao
atdmica com atomizagao electrotérmica (GFAAS). Esta metodologia teve por objectivo

determinar a acumulagao e a distribui¢ao do cromio e do arsénio no rim.
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II1.1. Reagentes e Solucoes

II1.1.1. Reagentes

Os reagentes dicromato potasico (K,Cr,O7) e pentoxido de arsénio (As;Os), acido
tricloroacético, peroxido de hidrogénio (H,0;), 4cido nitrico supra puro (HNO3) 65%,
nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NOs),.6H,0) e nitrato de palddio em HNO;
15% (Pd (NO3),) foram adquiridos a Merck. O iodeto de propidio (PI), pepsina, Rnase,
albumina sérica bovina (BSA), 4cido 2-tiobarbitirico (TBA), triton X-100,
hidrogenofosfato de potassio (K,;HPO,), dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,),
forma reduzida da glutationa (GSH) e I-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) foram
adquiridos a Sigma. O reagente de Bradford biorad® concentrado, foi obtido na Biorad.
Os reagentes hidrogenofosfato de sodio desidratado (NaH,PO,), hidrogenofosfato de
sodio dodecohidratado (Na,HPO4.12H,0), trioxido de crémio (CrO;) e pentdxido de
arsénio (Asy0Os) (1000mg/L), foram adquiridos a Riedel-da Haen.

O material de referéncia certificado (MRC) correspondeu ao bife de figado, com a
referéncia NCSZC 71001, aprovado pelo Centro Nacional de Anélise para o Ferro e

para o Ago (Beijing, China) e adquirido a LGC Standards (Barcelona).

Para as analises quantitativas das amostras de rins de ratinhos utilizou-se agua de
qualidade ultra-pura (resistividade de 18,2 MQ), produzida por purificagdo de agua

desionizada, num sistema da marca Milipore.
II1.1.2. Solucoées

Preparaciao da solucio de Cromio-Cobre-Arsenato (CCA), pentoxido
de arsénio (As,0s) e trioxido de cromio (CrQO;)

Na preparacgao da solu¢do de CCA a injectar aos animais, usou-se uma amostra (obtida
numa fabrica local) igual a que era utilizada na industria madeireira, antes da proibicao.
Designou-se esta amostra por solu¢do de CCA mae. Esta solu¢do mae correspondeu ao
CCA do tipo C, constituida por 47,5 % de CrOs, 18,5 % de CuO e 34% de As;0Os.
Diluiu-se duzentas vezes esta solugdo mae, e ajustou-se o pH até 7. Procedeu-se a

centrifugacdo da suspensdo a 6000 rpm, durante 5 minutos. Por fim, considerou-se o
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sobrenadante como a solugdo de CCA a injectar nos animais. De seguida, prepararam-se
separadamente duas solugdes, uma de As,;Os, e outra de CrO;, contendo as mesmas

quantidades de As(V) e Cr(VI) existentes nesta solugdo de CCA.
II1.2. Animais

Usaram-se ratinhos machos ICR (CD1), com cerca de 2 meses de idade, pesando entre
27 e 40 g. Os animais foram divididos em dezasseis grupos de 5, e mantidos durante 3
semanas, em gaiolas apropriadas, a temperatura ambiente (20 = 2 °C), humidade relativa
de 40-60% e um periodo de luz de 12 horas. A todos foram fornecidas 4dgua e ragdo
apropriada ad libitum. A legislacdo nacional para a protec¢ao dos animais foi garantida
em todos os procedimentos experimentais (regra 1006/92-23/10/92, baseada em

86/609/EC-24/11/92).

II1. 3. Protocolo de administracao do CCA, As,05 e CrO;

Todos os animais foram injectados por via subcutanea. Os animais controlo foram
injectados com soro fisiologico. Os intoxicados com CCA, As,;0Os e CrO; foram abatidos
apos 14, 24, 48 e 96 horas, como se indica na Tabela 2. Os grupos 1 — 4 foram
injectados com soro fisioldgico, os grupos 5 — 8 com As;Os (7,21 mg/kg de arsénio), os
grupos 9 — 12 com CrO; (10,42 mg/kg de crémio) e os grupos 13 — 16 com CCA
(7,21mg/kg de arsénio e 10,42 mg/kg de cromio), durante o periodo de tempo indicados

na mesma tabela.

Apds o periodo experimental, todos os animais foram abatidos por estiramento com secgéo da

medula cervical.

Tabela 2 — Procedimento experimental da administracdo subcutanea de CCA, As,Os e CrO; ao longo do

tempo. Inj. — Injecgdo subcutinea. X — Sacrificio.

Tempo Oh 14h 24h 48h 96h
Grupo
1,5,9e13 Inj. X
2,6,10 ¢ 14 Inj. x
3,7,11e15 Inj. X
4,8,12¢16 In;. X
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De cada animal foram colhidos e pesados os timos, figados, bagos, testiculos,
epididimos e rins para a realizacao das técnicas de histologia e histoquimica, citometria

de fluxo (FCM), bioquimica e andlises quantitativas.

I11.4. Analise da solucao de CCA

O procedimento experimental relativo a determina¢do da quantidade de crémio total e
de arsénio total na solucao de CCA foi efectuado por espectrometria de plasma (ICP), e
confirmado por espectrometria de absor¢cdo atomica (AAS), e por espectrometria de

massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

A determinagdo da especiagcdo do cromio na solugdo de CCA foi efectuada de acordo
com o método de referéncia (AWWA, 1992). Resumidamente, o principio deste método
baseia-se na determina¢ao da quantidade de Cr(VI) presente numa solugdo. A reaccao
colorimétrica entre a quantidade de Cr(VI) com a difenilcarbazida produzird uma
solucdo de cor vinosa, sendo monitorizada no espectrofotometro UV-Visivel (Jenway;

6100 Spetrophotometer) a 540 nm.

No presente trabalho, relacionou-se a concentragdo de Cr(VI) existente na amostra de
solugdo de CCA com os valores das absorvancias obtidos para cinco solugdes padrao de
crémio hexavalente de concentracdes 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 1 mg/L. A quantificacdo do
Cr(VI) na solugdo de CCA foi efectuada por interpolagdo a partir da equagao da recta de

calibragao.
I11.5 Estudos Histologicos e Histoquimicos do rim

Para o estudo histoldgico e histoquimico colheram-se os timos, os figados, os bacos, os
testiculos, os epididimos e os rins de cada animal. Estes 6rgaos foram fixados em Bouin
durante 24 horas, desidratados e incluidos em parafina. Efectuaram-se cortes no
microtomo (Leitz 1512). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) e
observados num microscopio Nikon AFX-Dx com sistema fotografico FD-35DX. As
preparacgdes foram fotografadas para uma andlise semi-quantitativa. Em 80 preparagdes
foram analisadas duzentas seccdes de tubulos renais, para a determinag¢do da

percentagem de tibulos normais e dos varios tipos de lesdes observadas.

II1.5.1. Identificacao de polissacarideos
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Para a identificacdo histoquimica dos polissacarideos, o processamento dos rins e dos
restantes o0rgaos, fez-se como no caso da coloragdo com H&E. No entanto, realizou-se o
método do Acido Peridédico — Schift (PAS), tal como ¢é descrito por Kiernan (1990).
Apos a montagem e secagem das laminas, procedeu-se a sua observacao ao
microscopio. Identificaram-se e comprovaram-se as lesdes obtidas nas 80 laminas, com
o auxilio do microscopio Optico acima mencionado. Tiraram-se as fotografias relevantes

para o trabalho.

I11.5.2. Identificacao de Proteinas

Neste trabalho a identificagdo da alteracdo do conteido de proteinas no rim e nos
restantes orgaos, foi determinada seguindo o método de indocianina brilhante 6B
(IB6B) descrito por Kiernan (1990). A montagem, observacdo e andlise semi-
quantitativa das lesdes foi efectuada, de acordo com a metodologia ja descrita

anteriormente.
I11.6. Estudos de Citometria de fluxo (FCM)

Neste trabalho avaliou-se o conteudo de DNA e os niveis de ploidia de amostras de rins
parafinadas, de acordo com a metodologia desenvolvida por Oliveira e colaboradores
(2006). Resumidamente, realizou-se a fixacdo em formol dos rins ¢ inclusdo em
parafina. Posteriormente, efectuaram-se cortes de 40 um de espessura, no micrétomo,
utilizando-se laminas metalicas descartaveis. Apos a desparafinacdo e re-hidratacao,
seguiu-se a incubacdo das amostras com pepsina em PBS, a temperatura de 37°C,
durante 1 hora. Seguidamente, procedeu-se a centrifugacdo (16000 G) das amostras
durante 10 minutos. Apos a rejeigdo do sobrenadante, efectuaram-se duas lavagens com
1 mL de PBS. As amostras foram filtradas (em filtro nylon de 50 um de poro) e retirou-
se um volume de 500 pL ao qual se adicionou 50 pL. de Rnase e deixou-se incubar a
37°C, durante 10 minutos. Apds este periodo, adicionaram-se 25 pL de iodeto de
propideo (IP) e incubaram-se a 4°C, durante 10 minutos. Em simultaneo, preparou-se
uma solucao padrao de eritrocitos de galinha (CRBC). Depois adicionaram-se 50 pL de
Rnase e deixaram-se a incubar a 37°C durante 10 minutos. Apds este periodo,
adicionaram-se 25 uL de iodeto de propideo (IP) e incubaram-se a 4°C, durante 10

minutos.
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Antes de se efectuar a andlise, verificou-se a linearidade da fluorescéncia do padrao
(Coulter Electronics, Hialeah, FL, USA) e ajustou-se a amplifica¢do, de maneira a que o
pico correspondente ao pico diploide se encontrasse posicionado no canal 200, tendo-se
mantido constante este ajuste. Por fim, analisou-se a intensidade relativa de
fluorescéncia dos nucleos corados com o IP no citometro de fluxo (Coulter Electronics,
Hialeah, FL, USA). O citémetro de fluxo usado continha um laser de argon arrefecido
com ar, com 15 mW e opera a 488 nm. Este mesmo equipamento apresentava, para

além de sensores de dispersao frontal e lateral, quatro sensores de fluorescéncia.

Os resultados foram obtidos sob a forma de dois graficos: intensidade linear da luz

fluorescente, e dispersao da luz frontal versus dispersao da luz lateral.

I11.7. Estudos Bioquimicos

Neste trabalho, determinou-se a actividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e
glutationa — S — transferase (GST) nos rins de todos os grupos de animais expostos. Os
outros 6rgdos mantiveram-se preservados a -80°C, para analises posteriores. A recolha
dos rins e dos restantes orgdos, foi realizada a temperatura de 4°C. Os periodos de

tempo analisados foram os animais expostos durante 14h e 96h.

II1.7.1. Amostragem

Procedeu-se a recolha dos rins e sua homogeneizagdo num homogeneizador (Yellow
line DI 18 basic) num volume de 5 mL de tampao fosfato (50 mM, pH=7,0), com Triton
X-100 0,1% [NaH,PO4 65mM com 250 puL de Triton X-100; Na,HPO4, 50 mM com
500 pL de Triton X-100; propor¢do aproximada de 1:1,5 (v/v), pH=7,0]. De seguida,
retiraram-se aliquotas de 600 pL para o doseamento de proteinas pelo método de
Bradford (Bradford, 1976). Numa centrifuga (Hettich Zentrifugen; Miko22R)
préviamente refrigerada a -4°C, centrifugaram-se os homogeneizados a 13000 r.p.m.,
durante 10 minutos. Seguidamente, pipetaram-se os sobrenadantes para crio-tubos de 3
mL. Do mesmo sobrenadante, retiraram-se aliquotas de 20 pL para novos eppendorffs,e
diluiram-se com um volume de 1980 pL de tampao fosfato 50 mM, pH 7,0. Deste
passo, obtiveram-se homogeneizados diluidos (com um factor de diluicao 1 para 100
vezes), e conservaram-se a -80°C para posterior analise da actividade da catalase (CAT).
Por fim, e ainda do mesmo sobrenadante, retiraram-se aliquotas de 200 pL para novos

eppendorffs, e diluiram-se com um volume de 1800 pL de tampao fosfato 0,1 mol/L, pH
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6,5. Obtiveram-se homogeneizados diluidos com um factor de diluicdo de 1 para 10
vezes, e conservaram-se a -80°C para posterior analise da actividade da glutationa — S —

transferase (GST). O sobrenadante restante foi conservado a -80°C.

II1.7.2. Doseamento de Proteinas:

I11.7.2.1. Recta de Calibracao

Recorreu-se a0 método de Bradford para a quantificacdo da proteina. Este método
baseia-se no facto da Absorvancia maxima de uma solugao acida de Coomassie Blue G-
250 (Reagente de Bradford) passar de 465 nm para 595 nm apo6s a sua ligacdo a proteina
total, originando um complexo corado e estavel (Bradford, 1976). A relagdo entre as
concentragdes do Reagente de Bradford com as absorvancias adquiridas, foi obtida
através de um grafico contendo a informagdo do valor de absorvancia versus

concentracao.

Preparou-se uma solugdo de trabalho da proteina BSA, na concentracdo de 1 mg/mL.
De seguida, numa microplaca (96 well WIA/RIA plate, 3590), prepararam-se solugdes
padrao da proteina BSA (0,2; 0,5; 0,8 mg/mL), tendo-se efectuado quatro réplicas. Por

fim, procedeu-se ao preenchimento da micro-placa.

A ordem de adicdo foi a seguinte: proteina e reagente de Bradford, tendo sido usado

para este ultimo uma micropipeta multicanais da marca High Tech (MT300).

ApoOs agitacdo durante 15 minutos, efectuou-se a leitura das absorvancias a 595 nm,

num leitor de micro-placas (Labsystems; Multiskan Ex).

Os resultados da quantidade de proteinas foram obtidos por interpolagdo da recta de

calibragdo, tendo sido expressos em mg/mL.

I11.7. 2. 2. Amostras

Apos a descongelagao das amostras efectuou-se um estudo de determinagao do factor de

diluicao optimo para a determinacao do teor proteico.
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O preenchimento da micro-placa foi efectuado de igual modo para todas as amostras:
Primeiro pipetou-se um volume de 10 pL da respectiva amostra (quatro réplicas). No
final, adicionou-se com a micropipeta multicanais 250 puL de reagente de Bradford.

Os restantes procedimentos foram efectuados tal como acima descrito.

II1.7.3. Catalase (CAT)

A catalase (CAT) tem as fungdes de decomposicdo de H,O, e de oxidagdo de dadores
de hidrogénio, com consumo de perdxido. Neste trabalho, a actividade da catalase
(CAT) foi determinada analisando a decomposi¢ao do peroxido de hidrogénio a 240

nm, seguindo o método descrito por Aebi (1984).

Programou-se o espectrofotometro (Jenway; 6505 UV/Vis. Spectrophotometer) na
fun¢do cinética, para a absor¢ao no comprimento de onda de 240 nm, com leituras de 5
em 5 segundos, durante 30 segundos. Apds o descongelamento das amostras,
previamente homogeneizadas e diluidas, realizou-se a andlise cinética, adicionando o
peroxido de hidrogénio 30 mM para iniciar a reac¢ao. O procedimento foi efectuado
numa cuvette de quartzo (volume 1,5 mL). Ap6s a mistura reaccional, registou-se a

diminui¢do da absorvancia a 240 nm, durante 30 segundos.

Os resultados foram calculados recorrendo ao valor do coeficiente de extingdo molar
(g), no comprimento de onda a 240 de 0,00394 + 0,0002 litros mmol ~ 1mm'l, tendo sido

apresentados em unidades (U) por mg de proteina.
I11.7.4. Glutationa — S — transferase (GST)

Neste trabalho, a actividade desta enzima foi determinada de acordo o método descrito

por Habig e colaboradores (1974).

A glutationa — S — transferase (GST) catalisa a reaccdo de conjugagdo da glutationa
reduzida (GSH) via grupos do tipo sulfidril, com os centros electrofilicos de véarios
substratos, nomeadamente do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Esta
actividade ¢ importante na destoxificagdo de compostos endogenos (ex. lipidos

peroxidados) e no metabolismo de xenobioticos.
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Neste trabalho monitorizou-se, o aumento da absorvancia resultante da formacao do

conjugado, o tioéter dinitrofenilo, no comprimento de onda de 340 nm.

Resumidamente, programou-se o leitor de placas (Labsystems; Multiskan Ex) na funcao
cinética, para a absor¢cao no comprimento de onda de 340 nm e com leituras de 10 em
10 segundos durante 5 minutos, a 30°C. De seguida, e apos o descongelamento das
amostras homogeneizadas e previamente diluidas, efectuou-se o preenchimento da
micro-placa (96 well WIA/RIA plate, 3590). Preencheram-se quatro micro-placas
correspondendo aos tratamentos de controlo, CrOs, As;Os e CCA nos diferentes tempos
de exposi¢do (14 e 96 horas) a que cada grupo de ratinhos foi submetido. Efectuaram-se

quatro réplicas por amostra.

Deve notar-se que a solugdo reaccdo foi a ltima a ser adicionada com o auxilio de uma

micropipeta multicanais, tendo-se iniciado a contagem do tempo a partir dessa altura.

Por fim, registou-se o aumento da Absorvancia a 340 nm, procedendo-se a repetidas

leituras de 10 em 10 segundos, até perfazer 5 minutos (leitura continua).

Os resultados foram apresentados em nmole de conjugado/minuto/miligrama de

proteina (coeficiente de extin¢do molar usado: 9,6 mmol'L'ecm™).
II1.8. Estudos Quantitativos

I11.8.1. Digestao Assistida por Microondas

Durante o tempo de descongelamento das amostras de rim de ratinho, efectuou-se a
pesagem dos vasos de digestdo. Apds o descongelamento, massau-se cada rim e

colocou-se dentro de um vaso.

De seguida, desligaram-se as sondas do Microondas (Marx-X “1500 W Accelerated
Reaction System”, CEM, Mathews, NC, USA) e, efectuou-se a secagem dos rins a 25,
30% e 35% de poténcia durante 10 minutos. No final do programa de secagem,
pesaram-se os vasos contendo as amostras, € repetiu-se este passo até se obter uma

diferenga de massa inferior a 0,01 g, considerando-se a amostra seca.

Apobs a secagem das amostras, seleccionou-se o vaso controlo, contendo a amostra de

rim com maior massa.
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De seguida, adicionaram-se 10,0 mL de acido nitrico a cada um dos vasos, e fecharam-
se os mesmos cuidadosamente. No vaso controlo, conectaram-se as sondas de
temperatura e de pressdo. Colocaram-se os vasos no carrossel do microondas. De
seguida, no microondas, ligaram-se as sondas e estabeleceu-se o programa de digestao,
de acordo com a Tabela 3 e optimizado a partir da referéncia proveniente do protocolo

de amostras de rim de rato (Morais e Pereira., 2000; Pereira et al., 1999).

Tabela 3 — Programa de digestdo, onde se destacam os varios parametros optimizados.

Poténcia Tempo de Vaso Controlo
Estagio . o Rampa Pressao Temperatura T.e mpo
Mixima % (minutos) (Psi) °C) (minutos)
1 600 50 5 150 50 10
2 600 70 10 200 100 10
3 600 90 10 200 175 15

No final do programa de digestdo, esperou-se que a temperatura do microondas
atingisse 35°C para se retirarem e abrirem os vasos. Por fim, as solugdes foram
transferidas para frascos de 15 mL (novos e previamente lavados com &cido nitrico),
devidamente identificados e conservados no congelador a -80°C até a sua andlise por

espectrometria de absor¢ao atobmica com atomizacao electrotérmica (GFAAS).

I11.8.2. Analise por espectrometria de absorciao atbmica com

atomizacio electrotérmica (GFAAS)

I11.8.2.1.0ptimizac¢io do Programa de temperatura

Neste trabalho optimizou-se o programa de temperatura, tanto para a analise do cromio
como para a do arsénio no rim, bem como na matriz do material de referéncia

certificado (MRC) (Pereira ef al., 1997).

As temperaturas para a secagem, pirdlise e atomizag¢do desta matriz, sugeridas pela
documentacao do aparelho foram: 100 e 120°C (secagem), 1500°C e 1100°C (pirolise),
2450°C e 2400°C (atomizagdo) para o cromio e para o arsénio, respectivamente. A
seleccdo da temperatura de pirdlise e de atomizacdo Optima teve como parametros de
avaliagdo o maximo de absorvancia observado para o elemento que se pretendeu

analisar, e os menores valores obtidos em relagao ao ruido de fundo.
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Assim, pipetaram-se 15 pL da amostra conjuntamente com 5 pL da solucao de
modificador Mg(NOs), para a cdmara de grafite. As temperaturas de pirdlise testadas
foram as seguintes: 950°C, 1000°C, 1050°C, 1100°C para o crémio, e 1100°C, 1250°C,
1300°C, 1400°C para o arsénio.

ApoOs a optimizagdo da temperatura de pirolise, efectuou-se a optimizacdo da
temperatura de atomizagdo. As temperaturas testadas foram 2450°C, 2350°C, 2400°C
para o cromio e 2300°C, 2400°C, 2500°C para o arsénio. Os programas aplicados para a
determinagdo de crémio e do arsénio acumulados nos rins de ratinhos, sdo apresentados

seguidamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Programa de temperatura optimizado para a quantificagdo do crémio e do arsénio.

. . Temperatura (°C) Tempo (s)
Estigio Cromio Arsénio Rampa (s) Crémio Arsénio
1 90 90 5 32,8 34
2 105 105 3 25 25
3 110 110 2 12,5 17,5
4 1000 1300 250 13,6 14,8
5 2450 2400 1200 6,2 49

I11.8.2.2. Analise

Para a quantificagdo do crémio nas amostras de rim dos animais submetidos ao
tratamento de CCA e de CrOj, recorreu-se ao Método de Calibracdo, utilizando seis
solugdes padrao. Pipetaram-se 20 pL. da amostra biologica de concentragdo de cromio
desconhecida (ou da solugdo padrao Mae, 50 pg/L), conjuntamente com 5 pL da

solucao de modificador Mg(NOs3)s.

Para a determinag@o de crémio nas amostras controlo, recorreu-se ao Método de Adicao
Padrao pela Curva de Calibragdo com cinco adi¢des de solu¢do padrao. Pipetaram-se 15
puL da amostra bioldgica de concentracdo de crémio desconhecida (ou da solugdo
padrao Mae, 20 ug/L) conjuntamente com 10 uL da solu¢do de modificador Mg(NOs),

directamente para a camara de grafite.

Para a quantificagdo do arsénio nas amostras de tratamento com CCA e As,Os recorreu-
se ao M¢étodo de Calibragdo, utilizando seis solugdes padrdo. Pipetaram-se 20 puL da
amostra bioldgica de concentracdo de arsénio desconhecida (ou da solug¢ao padrao Mae,
100 pg/L) conjuntamente com 5 puL da solugdo de modificador Pd(NO;), para a cdmara
de grafite.
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Para a determinacao de arsénio nas amostras controlo, recorreu-se ao Método de Adigao
Padrdo pela Curva de Calibracdo com seis adi¢des de solucdo padrdo. Pipetaram-se 20
pnL da amostra bioldgica de concentracdo de arsénio desconhecida (ou da solucdo
padrao Mae, 25 ng/L), conjuntamente com 10 pL da solugdo de modificador Pd(NOs),

para a camara de grafite.

A determinagdao de cromio e de arsénio nas amostras de material de referéncia
certificado (MRC) foi efectuada pelo Método de Adicao Padrao, com trés adigdes de
solucdes padrao. O valor da solucao padrao mae utilizada para o crémio foi de 20 pg/L,

e para o arsénio foi de 25 pg/L. Todas as medi¢des foram efectuadas em triplicado.

A érea do pico de absorvancia foi registada para cada amostra ou solu¢do padrdo
analisada, e foi a partir desta que foram obtidos os valores da média da absorvancia e do

desvio padrao.

A concentracdo de cromio ou de arsénio por massa de rim, foi calculada a partir da
concentragdo de cromio ou de arsénio presente em cada amostra, em fun¢do da amostra
seca obtida durante o procedimento da digestdo assistida por Microondas, sendo

expressa em pg/kg.

II1.9. Analise Estatistica

Os resultados apresentam-se sob a forma de médias + erros padrao, para o nimero de
animais que sera referido para cada determinag¢do. A andlise estatistica foi realizada
através de ANOVA (SigmaStat for Windows Version 3.1., SPSS Inc., USA) e

estabeleceu-se como nivel de significado estatistico p <0,05.
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IV. Resultados e Discussao

IV.1. Analise da solu¢ao de CCA

No presente trabalho, efectuaram-se experiéncias preliminares com diferentes doses de
CCA, durante os tempos de exposi¢ao de 14h a 96h. Optou-se pela dose de CCA diluida
de 1 para 200 vezes, por esta corresponder a menor quantidade em que se observou uma

taxa de sobrevivéncia de 100% em todos os grupos estudados.

A andlise da solu¢ao de CCA (diluida 200 vezes) com o intuito do doseamento de
cromio total e de arsénio total realizada por ICP-MS, ICP e AAS revelou os seguintes
valores: 1034 mg/L de cromio, 721 mg/L de arsénio e 3 mg/L. uM de cobre (Matos et
al., 2005).

A recta de calibracio obtida para a andlise da especiagdo do crémio por

espectrofotometria UV — Visivel encontra-se na Figura 1.
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Figura 1 — Recta de Calibracao obtida a partir das solugdes padrdo de Cr(VI). A expressdo que relaciona

a absorvancia com a concentracdo ¢ Abs = 0,565 C + 0,008. R’= 0, 999.

Obtiveram-se 850 mg/L Cr(VI) e 190 mg/L Cr(Ill), garantindo que o cromio presente

nesta solugdo de CCA se encontrava maioritariamente na forma hexavalente.
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Os estudos acima referidos permitiram concluir que seria pertinente estudar a accdo de
cromio hexavalente (10 mg/kg) e de arsénio pentavalente (7 mg/kg) per si, e comparar a

sua ac¢do com a mistura de CCA.

Os resultados obtidos apenas revelaram toxicidade destes compostos para os tibulos

renais, nao tendo sido perceptiveis quaisquer lesdes para os restantes 6rgaos.

Kim e Na (1991) indicaram que o dicromato de sodio (20 mg/kg) produzia lesdes nos
tubulos renais. Por sua vez, Gumbleton e Nicholls (1988) sugeriram nefrotoxicidade a
partir de 10 mg/kg de dicromato de potassio. Outros estudos demonstraram
nefrotoxicidade apds a administracao de cromio hexavalente em roedores, para valores
compreendidos entre 7 mg/kg a 30 mg/kg (Barrera et al., 2003; Na et al., 1992; Wang et
al., 2006;).

Tsukamoto e colaboradores (1983) descreveram nefrotoxicidade para as quantidades de
7,33 e 15 mg/kg de arsenato de sodio, em caes. Mittal e Flora (2006) observaram
nefrotoxicidade para a quantidade de 100 mg/L, administrada oralmente. Das Neves

(2003) descreveu nefrotoxicidade para 10 mg/kg arsenito de sodio, em ratos.

Mason e Edwards (1989) observaram nefrotoxicidade mais acentuada para a mistura de
dicromato de sdédio (5 e 35 mg/kg) e arsenato de sodio (25 ¢ 90 mg/kg) quando

comparada com a accdo dos mesmos compostos per si.
IV.2. Estudos Histologicos e Histoquimicos no rim

Durante as experiéncias a taxa de sobrevivéncia dos animais foi de 100%. Apos a
administracao de CCA (periodos de exposi¢ao de 14h e 96h), e a administracao de CrOs
(exposi¢do de 96h), observou-se uma progressiva inactividade dos animais, quando
comparados com os dos respectivos grupos controlos. Os animais dos restantes grupos

manifestaram um comportamento normal.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o cromio hexavalente e o arsénio
pentavalente (administrados sob as formas de CrOs, As;Os e de CCA) induziram lesdes
nos tubulos renais. Estas lesdes foram caracterizadas pela presenca de cilindros hialinos
e granulares, e a degenerescéncia das células epiteliais ao longo de toda a extensdo dos

tubulos renais, como se observa pela Figura 2.
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Figura 2 — Cortes histologicos e histoquimicos do rim. (a-b) H&E. (c-d) PAS. (e-f) IB6B. * — Cilindro
hialino. »Cilindro granular. > — Descamagdo do epitélio em tiibulos renais; G — Glomérulo

de malpighi; T — Tubulos renais;
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Nas Figuras 3 e 4 podem observar-se a estrutura da zona cortical e da zona medular
(respectivamente), correspondente aos grupos expostos € ao controlo, apds 14h de
exposicdo. A Figura 5 demonstra a gravidade das lesdes observadas ao longo do tempo

de exposi¢do aos compostos.

Figura 3 — Alteragdes histologicas na regido cortical do rim. Coloragdes PAS. (a) Controlo. (b) As,Os

(¢) CrO; (d) CCA. G - Glomérulo de malpighi. T — Tubulo renal. B — bordadura em escova. * —

Cilindro hialino. = — Descamagio do epitélio.
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i

Figura 4 — Alteracdes histologicas na regido medular do rim. Coloragdoes PAS. (a) Controlo. (b) As,Os

(¢) CrOs (d) CCA. T - Tubulo renal * — Cilindro hialino.

Figura 5 — Alteragdes histologicas na regido cortical (a) e medular (b) do rim. Coloragdes PAS. G —

Glomérulo de malpighi. T — Ttbulo renal. * — Cilindro hialino. = — Descamagdo do epitélio.
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Efectuou-se uma anélise semi-quantitativa das lesdes observadas. Nas Figuras 6 — 7
estdo representadas as percentagens de tibulos normais, de cilindros hialinos, de
cilindros granulares e de descamacdo do epitélio observadas para cada grupo de

tratamento e para cada tempo de exposi¢ao, nas regioes do cortex e medula.
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Figura 6 — Percentagem de tubulos renais normais observada na regido do cortex (a) e medula (b) para os
grupos de tratamento. As barras correspondem aos erros padrao médios obtidos em cada um dos grupos
(n=5). Os asteriscos corresponde as diferencas significativas observadas entre os grupos € os grupos

controlo respectivos (p <0,005).
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Figura 7 — Percentagem de lesdes observadas ao longo de todos os tubulos renais. (a,b) Percentagem de

cilindros hialinos no coértex e na medula, respectivamente. (¢,d) Percentagem de cilindros granulares no

cortex e na medula, respectivamente. (e, f) Percentagem de descamagdo do epitélio no cortex e na

medula, respectivamente. As barras correspondem aos erros padrdo médios obtidos em cada um dos

grupos (n=5). O asterisco corresponde as diferencas significativas observadas entre os grupos € os grupos

controlo respectivos (p <0,005).
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Como ¢ possivel observar pelas Figuras 6 e 7, a percentagem de tibulos normais
decresceu, apresentando diferencas significativas para todos os periodos de exposigdo
de CCA e para o CrOs. Esta diminuicdo correspondeu ao aumento significativo da
percentagem de cilindros hialinos e granulares, e da descamagdo do epitélio para os
mesmos grupos. Os restantes apresentaram maioritariamente tibulos renais normais

(Matos et al., 2007).

O rim, pelo seu papel na bio-transformagdo e eliminagdo de multiplos compostos,
constitui um 6rgao alvo de uma grande variedade de metais e metaloides (Ruegg, 1997;

Madden et al., 2000).

Os dados da literatura apontam para o nefréonio como alvo da sua ac¢do, em particular
os tibulos proximais (Ruegg, 1997). Estes representam o primeiro segmento do rim que
recebe e processa o filtrado glomerular. O tecido epitelial que reveste os tubulos
proximais apresenta a bordadura em escova, responsavel pela elevada actividade de
reabsorcdo (Madden et al., 2000). Esta capacidade deve-se a varios processos de
transporte activos, muitas vezes acoplados com o gradiente de so6dio (Ruegg, 1997). No
caso dos metais, além da reabsor¢do, pode haver acumulagdo nesta por¢ao do nefronio.

(Oliveira et al., 2006).

Os resultados histopatoldgicos do presente trabalho, concordam com o acima descrito,
pois demonstraram que o crémio hexavalente e o arsénio pentavalente (administrados
sob as formas de CrOs;, As;Os ¢ de CCA) produziam lesdes no tubo contornado

proximal.

Outros trabalhos referem igualmente lesdes renais ap6s a exposicdo ao crémio
hexavalente, estando em concorddncia com o presente estudo, pois indicam que a
exposicdo ao cromio hexavalente causa varios efeitos na fungdo renal na espécie
humana e em animais (Hayes, 1982). Entre os efeitos descritos destacam-se, no rato,
grandes alteragdes (das células tubulares ou do organismo em geral) metabdlicas apos o
periodo de tratamento (Kim e Na, 1991), surgindo as alteracdes histoldgicas mais tarde,

sendo especificas do tubo proximal (Na et al., 1992).

Por outro lado, Modi e colaboradores (2005) descrevem que apds a ingestdo do arsénio,
as suas formas soluveis sdo absorvidas pelo aparelho digestivo. De seguida passam para

a circulacdo que o distribui por diversos 6rgdos e tecidos. Apds a metabolizacdo do
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4

arsénio, este ¢ eliminado pela urina (Hughes ef al, 2003). Existem evidéncias da
toxicidade renal do arsénio em modelos animais, usando doses elevadas (Liu et al.,
2000). Bisnas e colaboradores (1998) consideram os rins como alvos principais para as
manifestagdes toxico-patologicas do arsénio, como indicam os registos de alteragdes

bioquimicas.

Os resultados histopatologicos evidenciam necrose tubular aguda (ATN,) para todos os
grupos administrados com CCA, e para o grupo de animais administrado com CrOj;, no
periodo de exposicdo de 96h confirmando os resultados de Mason e colaboradores

(1989).

A ATN ¢ uma lesdo renal resultante da accdo de multiplos agentes tdxicos sobre o
nefronio (Thadhani et al., 1996). Esta lesdo caracteriza-se pela diminui¢do repentina da
velocidade de filtragdo glomerular (GFR), pela acumulacao de residuos azotados e pela
incapacidade do rim em manter o sddio, os electrolitos, os acidos e outros componentes

essenciais para a sua homeostasia (Esson and Schrier, 2002).

Nos tibulos renais, a ATN manifesta-se por diversas lesdes e tem como consequéncia a
obstrugado tubular (Schrier et al., 2004). De acordo com Schrier e colaboradores (2004),
na obstrugdo tubular, as principais lesoes sao perda da bordadura em escova, em células
tubulares proximais ndo viaveis e viaveis, e diminuicdo da reabsor¢do de s6dio no
tubulo proximal. Numa primeira fase, a bordadura em escova e os detritos celulares
podem, no seu conjunto, obstruir o lumen dos tabulos proximais do nefronio. Numa
fase posterior formam-se cilindros, granulares e hialinos, nos tubulos distais, e ductos
colectores (Schrier et al.,, 2004). Os cilindros granulares sdo constituidos por detritos
celulares e contetdo proteico (Oliveira et al., 2006). Os hialinos sdo formados por
proteinas, lipidos e detritos celulares (Oliveira et al., 2006). Uribe-Uribe e Herrera
(2006) reconheceram que a formagao de cilindros hialinos nos tabulos distais € nos
ductos colectores, se devia a acidificagdo e ao aumento da concentragdo osmotica que
ocorria na ansa de henle, conduzindo a uma elevada concentragdo e acidez da urina

neste segmento do nefronio.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo em concordancia com o acima descrito,
tendo-se comprovado a natureza glicoproteica dos cilindros granulares e hialinos,

através das técnicas histoquimicas.
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Os efeitos nefrotdxicos por nés observados, no caso do cromio hexavalente, sdao
idénticos aos descritos na literatura nomeadamente o de Fatima e colaboradores (2005)
e o realizado nosso laboratorio por Oliveira e colaboradores (2006) Oliveira e
colaboradores (2006) demonstraram degenerescéncia de células epiteliais tubulares e a
formacao de cilindros, em rins de ratinhos submetidos ao tratamento subcutaneco com
K,CrOg4. Pedraza-Chaverri e colaboradores (2006) demonstraram que o cromato afecta
selectivamente a seccdo contornada dos tubulos proximais e induz ATN nos tibulos
renais. Barrera e colaboradores (2003) referem, na espécie humana, que existem
bastantes registos indicando que a exposi¢ao aguda ao crémio hexavalente promove a
ATN nos tabulos renais e a lipoperoxidacdo. A ocorréncia de ATN apds administra¢do
de Cr(VI) em animais, foi descrita por Wedeen e Qian (1991) e por Gumbeleton e

Nicholls (1988).

Os resultados obtidos no presente trabalho, para o arsénio pentavalente, estdo de acordo
com os referidos por outros autores. De facto, existem dados na literatura associando o
ATN com os efeitos provocados pelo arsénio. Liu e colaboradores (2000) demonstraram
o desenvolvimento de ATN e de outras lesdes, apos a exposi¢ao de hamsters ao As(III)
e As(V). Tsukamoto e colaboradores (1983), no cdo, observaram ATN apos a

administracdo de arsenato de sddio (7,33 mg/kg e 15 mg/kg).
IV.3. Variacao de Massa

A observacdo macroscopica do rim revelou uma coloracdo mais palida nos grupos de

animais expostos ao CCA e ao CrO;.

A Figura 8 mostra que todos os grupos de animais a que foi administrado CCA
apresentaram um aumento do massa do rim e, consequentemente um aumento da razao
entre 0 massa do rim e o massa corporal dos animais, quando comparados com 0s
respectivos grupos controlo. O grupo a que foi administrado CrOs, durante o periodo de
exposicdo de 96h, também exibiu este aumento de massa comparativamente ao
respectivo controlo. Os restantes grupos ndao exibiram diferencas significativas neste
parametro, embora no grupos a que foi administrado As,Os também se tenha observado
um ligeiro aumento da razao massa corporal e massa do rim nas primeiras 14h, tendo

sido semelhante nos restantes periodos de exposigao.
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Figura 8 — Raz@o entre a massa corporal e a massa dos rins dos ratinhos de diferentes grupos de
tratamento. As barras correspondem aos valores de erro padrao médio obtidos em cada um dos grupos
(n=5). * Corresponde as diferencas significativas observadas entre esse grupo e o grupo controlo (p

<0,005).

As diferencas significativas observadas no aumento do massa do rim e,
consequentemente da razdo entre o massa do rim/ massa corporal, dos grupos de
ratinhos sujeitos a administracdo de CCA e de CrO; (periodo de exposi¢do 96h), pode
revelar que a causa deste aumento pode ser a acumulacao do crémio nos tubulos renais,
bem como a presenca de cilindros hialinos, granulares e dos detritos celulares nos
mesmos, tal como descrito por Oliveira e colaboradores (2006), em ratinhos expostos a
dicromato de potassio. No entanto, a observacdo do aumento desta razdo nos grupos
tratados com As;Os para os periodos de exposi¢ao de 14h e 48h pode indiciar uma
accdo do arsénio na mistura de CCA para os mesmos periodos de exposicao, uma vez
que nos grupos de animais a que foi administrado CrOs; ndo se observou este aumento.
Para o periodo de 14h, pode ter-se observado uma acumulacao inicial do arsénio no rim,
devido ao primeiro impacto gerado com a sua presenca, o qual pode ter contribuido para
o desequilibrio da homeostasia do rim. Em consequéncia, o processo de

biotransformag¢do e desintoxicacdo podem ndo terem tido capacidade de resposta
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durante o periodo de tempo em questdo. Por outro lado, sabe-se que o arsénio
inorganico ¢ destoxificado e excretado pela urina em 48h (Hindmarch, 2000). Este facto
pode explicar o ligeiro aumento da razdo massa corporal e massa do rim observado ao
fim de 48h nos grupos de animais a que foi administrado As;Os. No entanto, as
evidéncias da presenca de cilindros e de detritos celulares no interior do limen dos
tubulos renais, nos grupos de animais tratados com CCA, sdo factos suficientemente

plausiveis para a justificacdo deste aumento significativo.

Os nossos resultados sao compativeis com os resultados apresentados por Mason e
Edwards (1989) onde o CCA apresentou efeitos nefrotoxicos mais acentuados do que o
os compostos in situ testados, uma vez que em todos os grupos de exposi¢cao ao CCA se
observam diferencas significativas no massa do rim. Por outro lado, os nossos
resultados indiciam que os efeitos toxicos do CCA podem assemelhar-se mais aos
efeitos observados para os grupos tratados com CrO; do que para os grupos expostos ao
AsyOs devido as lesdes observadas. Esta semelhanga também ¢ sustentada pela cor
palida observada para os rins de animais expostos ao CCA e com CrOs no periodo de
exposicao de 96h, contrastando com a dos rins de animais controlo e dos restantes

grupos de tratamento.
IV.4. Estudos de citometria de fluxo (FCM)

O efeito especifico do CCA, CrO; e As;Os no ciclo celular durante os periodos de
exposicdo de 14h, 24h, 48h e 96h, foi registado em histogramas de dispersdo de luz e de
intensidade de fluorescéncia representados nas Figuras 9 e 10. Como esperado, os
histogramas obtidos revelaram trés areas de distribuicao de frequéncia, correspondendo

as trés subfases da interfase do ciclo celular, Go/Gi, Fase S e Fase G,(Figura 9).

A Figura 9.b. representa a intensidade de fluorescéncia do ADN corado com iodeto de
propideo. A Figura 10 mostra a sequéncia de histogramas de ADN obtidos para os

diferentes tratamentos e periodos de exposicao.
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Figura 9 — (a) Histograma de DNA mostrando a variacdo da intensidade de fluorescéncia (PI) e o nimero

de eventos observados. (b) Distribui¢ao dos nucleos em termos de dispersao de luz.
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Figura 10 — Sequéncia de histogramas de DNA obtidos para os diferentes tratamentos nos periodos de

exposi¢ao (a) 14h, (b) 24h, (¢) 48h e (d) 96h.

Na Figura 11 esta representada a variacao (em percentagem) do numero de de nucleos

de células de rins, para as fases Go/Gy, S e G;.
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Figura 11 — Sequéncia da analise do ciclo celular para os diferentes tratamentos nos periodos de

exposi¢ao (a) 14h, (b) 24h, (c) 48h ¢ (d) 96h.

Os resultados deste ensaio sugeriram que os diferentes tratamentos (CCA, As;Os e

CrOs) promoveram desfasamentos na transi¢do entre as varias etapas da interfase, G, S

e G, do ciclo celular. Estes resultados estao de acordo com os indicados por Chen e Shin

(2002), para a ac¢do de metais e metaldides, descrita num seu artigo de revisdo em que

sustentam que muitos metais e metaloides podem afectar a expressdo e a funcdo de

proteinas reguladoras do ciclo celular, nomeadamente as proteinas relevantes para os
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pontos de controle do ciclo celular. Estas proteinas sdo as responsaveis pela
manuten¢do, estabilidade e integridade das células em resposta a um stress ambiental ou

ocupacional.

Nos dados obtidos por FCM (figura 11. a - b), observou-se uma tendéncia de todos os
grupos de tratamento da acumulacao dos nucleos na fase Gj, nos periodos de exposi¢ao
de 14h e 24h. O desfasamento dos nucleos, face ao controlo, apenas foi significativo
para o grupo de tratamento de As,Os exposto durante 24h. Estes resultados estdo em
concordancia com os estudos efectuados em fibroblastos, normais e transformados, que
revelaram uma grande toxicidade do NaAsO; para a concentracdo de 10 mM e onde
ocorreram alteragdes no ciclo celular (fase G;) (Waalkes et al., 2000). Estes autores
sugeriram que o efeito téxico do arsénio se deveu a inactivacdo do gene supressor
tumoral, p53, que € um regulador chave do ciclo celular. Esta proteina p53 modula uma

outra proteina (p21) que ¢ reguladora da transi¢ao da fase G| para a S no ciclo celular.

Por outro lado, Chen e Shin (2002) verificaram que o arsénio trivalente ¢ um inibidor
das fosfatases. Estas enzimas sdo necessdrias para a progressao do ciclo da fase G; para
a fase S, e da fase G, (Chen e Shin, 2002). Assim, a inibicao da actividade de fosfatases

pode retardar a transi¢ao do ciclo celular nesta fase G; (Chen e Shin, 2002).

O aumento do nimero de ntcleos na fase G; observado para os grupos de tratamento do
trabalho desta dissertacdo, esta em concordancia com as descri¢des acima referidas. No
entanto, seria necessario efectuar novas experiéncias, de modo a compreender de que
forma ¢ que arsénio, cromio ou CCA promovem alteragdes na activacao de proteinas

intervenientes no ciclo celular (e.g. proteina supressora de tumor, p53).

Por outro lado, observou-se ainda que os grupos de tratamentos de As,Os ¢ CCA
mostraram uma diminui¢cdo do nimero de ntcleos com diferencas significativas, apos a
exposicao de 14 horas, na fase S (figura 11. a). No entanto, as percentagens de nucleos
atingiram os valores das do controlo, ap6s 24h (figura 11. b). Estes resultados estdo em
concordancia com a acumulacdo dos nucleos na fase G;, que uma vez retidos fazem com

que a percentagem de nucleos em fase S diminua significativamente.

O facto dos valores das percentagens de nucleos terem retomado os valores das
percentagens do grupo controlo pode ser compativel a nivel celular tendo atingido

valores proximos do controlo. No entanto, apesar do ciclo celular aparentar ter
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regressado ao normal, seria necessario realizar outras experiéncias que apresentassem

resultados relativos aos dados ao nivel celular.

Apds 48h e 96h (figuras 11. ¢ — d), observou-se uma tendéncia de diminui¢cdo da
percentagem dos nucleos de todos os grupos de tratamento, na fase G;, com particular
atencao para o grupo submetido ao CCA. Em relacdo a este grupo ocorreu ainda
acumulagdo dos nucleos nas fases S e G,. Estes resultados assemelham-se aos estudos
realizados noutras linhas celulares, nomeadamente células de mieloma (Park et al.,
2000), fibroblastos (Yih et al., 1997) e linfocitos (Ramirez et al., 1997). Nestes
trabalhos demonstra-se que o arsénio trivalente induziu alteracdes na transicdo das
células (acumulacdo G;). Waalkes e colaboradores (2000) descreveram alteragdes no
curso normal do ciclo celular apo6s tratamento com arsénio. Por sua vez, Yih e
colaboradores (1997) demonstraram que o fuso mitdtico se desorganizava em
fibroblastos normais ap6s o tratamento com arsenito de sodio. Este facto estava
associado ao atraso na passagem das células da fase G, para a M. Outros estudos
realizados por Chen e Shi (2002) confirmam a acumulacdo das células na fase G,, em
linhas de células epiteliais de bronquios provocado pelo arsénio trivalente. Estes autores
demonstraram que o arsénio trivalente promovia um aumento da percentagem retida na
fase G, e uma diminui¢do de nucleos na fase G;. Este aumento revelou-se dependente
da dose. Este estudo revelou ainda, que os efeitos de concentragdes elevadas de cromio
hexavalente traduziram-se na acumulagdo das células na fase S, o mesmo nao se

verificando para as doses baixas.

Em suma, os resultados apresentados indicam que o efeito do CCA no ciclo celular se

traduz numa accao diferente da ac¢do observada para o As;Os e o CrOs.
IV.5. Estudos Bioquimicos

IV.5.1. Actividade da Catalase

A actividade enzimatica da catalase (CAT) apresentou uma tendéncia para diminuir
apoés a exposicdo ao CCA, ao CrO; e ao As;Os Pela Figura 12 observou-se esta
propensao (embora nao significativa), tendo-se observado também uma diferenga muito
grande na actividade desta enzima para os grupos a que foi administrada a solugdo

salina nos diferentes periodos de tempo.
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Figura 12 — Tendéncia observada para a actividade da catalase (CAT) nos diferentes grupos de
tratamentos expostos durante o periodo de tempo de 14h. As barras correspondem aos erros padrio

observados (n=5).

A catalase ¢ uma hemoproteina cuja maior funcdo ¢ destoxificar o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio quando ocorre stress oxidativo (Ashan et al., 2003). Esta

enzima ¢ capaz de metabolizar os agentes oxidantes.

Neste trabalho, o resultado relativo a actividade da catalase estudada nos rins dos grupos
controlo apresentou uma diferenca inesperada. Esta pode ser explicada por algum factor
que tenha provocado stress aos animais, € por esta razdo promoveu um aumento da
biossintese e, consequentemente da actividade desta enzima. No entanto, existe a
possibilidade de que na aplicagdo da metodologia para a medi¢do da enzima, tenha
havido algum pormenor técnico que possa ter interferido com a actividade da mesma.
Assim, a analise dos resultados fica condicionada, sendo realizada em consideragao de
que os valores obtidos para os animais controlo no periodo de tempo de 14h seriam os
esperados, uma vez que o tratamento das amostras foi efectuado logo apos a recolha dos
rins. Por outro lado, como a actividade da catalase estudada nos rins de diferentes
grupos experimentais revelou uma tendéncia para diminuir nos grupos expostos quando
comparados com os controlo, em ambos os periodos de exposi¢ao, consideramos que

seria interessante analisa-los.
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Os resultados obtidos para o grupo de tratamento de As;Os estdo em concordancia com
das Neves ¢ colaboradores (2003). Estes autores administraram subcutancamente a
quantidade de arsenito de sodio de 10 mg/kg de massa de ratinho e observaram que,
apos 2 horas, a actividade desta enzima no figado, se mantinha semelhante a actividade
do mesma enzima nos animais controlo. Por outro lado, Lee ¢ Ho (1995) demonstraram
uma diminui¢do da actividade da catalase apds o tratamento com arsenito de sodio, em
culturas de células de fibroblastos humanos. O estudo realizado por Maiti e Chatter-jee
(2000) corrobora com esta diminui¢ao de actividade da catalase em figado de ratos,
apods a exposi¢ao ao longo de 1 hora, a arsenito de sodio (15 mg/Kg). Um outro trabalho
efectuado por Ramos e colaboradores (1995) confirma estes resultados em figado, rim e
coracdo de ratos, apds a exposi¢do a arsenito de sodio (15mg/Kg e 18 mg/Kg), durante o

periodo de tempo de 1 hora.

Os resultados obtidos para o grupo de tratamento de CrO; estdo em concordancia com
Pedraza-Chaverri e colaboradores (2006). Estes autores administraram subcutaneamente
dicromato de potassio na quantidade de 15 mg/kg a ratos, e observaram uma diminui¢ao
das actividades de varios enzimas, nomeadamente da catalase. Outros estudos,
realizados por Wang e colaboradores (2006), demonstraram que a administragdo oral de
cromio hexavalente nas quantidades de 9, 17 e 35 mg/kg de massa corporal de ratos ndo
promovia qualquer alteragdo na actividade da catalase no rim. Estes autores
compararam os seus resultados com resultados de outros estudos efectuados com as
mesmas doses mas com administragao subcutanea, e concluiram que o facto de nao
observarem os mesmos resultados se devia ao facto de que a maioria do crémio
hexavalente se reduzia a sua forma trivalente até este atingir o rim. Sabe-se que a
nefrotoxicidade do crémio hexavalente esta dependente da forma quimica do cromio

que atinge o rim.

Os resultados do presente estudo indicam que o CCA apresenta um comportamento

distinto na ac¢ao da actividade desta enzima.

IV.5.2. Actividade da GST

Para todos os grupos verificou-se uma tendéncia para a diminuicao da actividade da
enzima GST apds 14h e 96h. No entanto, s6 o grupo tratado com CCA no periodo de
exposicdo de 96h exibiu diferencas significativas. Por outro lado, mais uma vez na

actividade desta enzima, observou-se uma grande diferenca dos valores de actividades
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desta enzima entre os periodos de 14h e 96h, em todos os grupos de tratamento, tendo
sido novamente relevante os valores obtidos para os grupos a que foi administrado soro
fisiologico. Na Figura 13 estdo representadas as actividades da GST para os diferentes

grupos de tratamento.
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Em condi¢des normais a glutationa existe na sua forma reduzida (GSH). No entanto,
apos um desequilibrio resultante da exposi¢do a agentes oxidantes gerados durante o
fluxo da cadeia respiratdria, das reacgdes de transporte de electrdes pelos citocromos
P450, do metabolismo de xenobidticos (ex. cromio e arsénio), da interac¢ao
ligando/receptor, da exposi¢do a oxidantes ambientais observa-se uma variagao da razao
da presenca de glutationa oxidada e reduzida, o que resulta no stress oxidativo (Packer,
2002). A glutationa apresenta varias fun¢des nomeadamente no metabolismo do
peroxido de hidrogénio, na desactivagdo de ROS, e no de xenobidticos como cofactor
de glutationa — S — transferase. A GST tem uma importante fun¢ao na destoxicagdo de
xenobioticos uma vez que cataliza a formagdo de complexos entre a glutationa e

espécies electrofilicas.

Neste trabalho, o resultado relativo a actividade da GST, estudada nos rins dos grupos
controlo e dos restantes grupos de tratamento apresentou uma grande e inesperada,

diferenca entre os dois periodos de exposicdo. Novamente as explicagdes sugeridas em
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cima (no caso da catalase) sdo as que nos parecem mais plausiveis. Mais uma vez, a
analise dos resultados fica condicionada. No entanto, como se observou que a actividade
da GST estudada nos diferentes grupos experimentais exibia uma tendéncia para
diminuir nos grupos tratados com As;Os, CrO; e CCA (embora apenas com diferencas
significativas para o grupo do CCA), optou-se por discutir esta propensao em ambos os

periodos de exposigao.

Os resultados obtidos para o grupo de tratamento de As;Os estdo em concordancia com
os estudos in vitro (GST isolada de cavalos) realizados com arsénio trivalente e arsénio
pentavalente por Chouchane e Snow (2001). Por outro lado, Maiti e Chatterjee (2001)
provaram que a administragdo de As(IIl) a ratos conduziu a uma redugdo significativa

na actividade desta enzima em figado de ratos, ap6s 1 hora de exposi¢ao.

No presente trabalho, os resultados obtidos para o grupo exposto ao CrO; estdo em
concordancia com a diminuicao dos niveis de actividade de glutationa descritos para
hepatocitos isolados (Ueno et al., 1989). Debetto e colaboradores (1988) estudaram a
fun¢do da glutationa na redugdo citoplasmatica do cromio hexavalente em timocitos, e
sugeriram que a glutationa pode estar envolvida na redugdo do crémio hexavalente a
crémio trivalente em timdcitos de ratos. Standeven e Wetterhan (1991) sugeriram que a
glutationa desempenhava uma fun¢do protectora na nefrotoxicidade do crémio
hexavalente, porque a sua deplec¢do (por um agente especifico) ndo afectava a captacao
do crémio hexavalente em ratos tratados com este metal, mas resultava no aumento do

massa relativo do rim e no aumento do azoto na ureia sanguinea.

Estes resultados indicam, mais uma vez, que o CCA apresenta um comportamento
distinto na ac¢do da actividade da GST, quando comparado com a ac¢do isolada do

arsénio pentavalente e do cromio hexavalente.

IV.5.3. Mecanismo de formacao de espécies reactivas ao oxigénio
envolvidos na alteraciao das actividades da Catalase (CAT) e da

Glutationa-S-transferase (GST)?

Uma das razdes para a inducao destes efeitos toxicos nas actividades da catalase e da
glutationa-s-transferase pelo arsénio e pelo cromio estd relacionada com o stress

oxidativo.
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A formacao de ROS, mediada por metais ¢ metaldides, causa varias modificagdes ao
nivel do ADN, da peroxidag¢ao lipidica, da homeostasia do célcio e dos grupos sulfidrilo
(Valko et al., 2005). Por outro lado, as diferengas observadas na toxicidade dos metais
devem-se a varios factores (solubilidade, absorcao, transporte e reactividade quimica)

(Soths et al., 1995).

O cromio esta sujeito a reacgdes redox, onde ocorrem mecanismos envolvendo a
geracdo dos radicais superoxido e hidroxilo, os quais estdo associados a mitocondria,
aos microssomas e aos peroxissomas (Valko et al., 2005; Pedraza-Chaverri et al., 2005).
Por outro lado, Barrera e colaboradores (2003) indicam que os estados de oxidagao
intermédios envolvidos na redu¢do do crémio [Cr(V), Cr(IV) e Cr(Ill)] podem ser mais
toxicos uma vez que estdo relacionados com a producgdo de ROS, gerados em condigdes

fisiologicas.

O arsénio ¢ um exemplo de um metaloide mediando a formacao de ROS, através da sua
ligagdo directa aos grupos do tiolicos. Estd envolvido na formagdo de peroxido de
hidrogénio, superdxido, hidroxilo, e dos radicais dietil arsénico e dimetil arsénico,
(Kitchin and Ahmad, 2003; Valko et al., 2005). Foram ja descritos varios mecanismos
de formacao de ROS pelo arsénio, nomeadamente nas mitocondrias, a formacao de
espécies de arsénio intermedidrias e a formacao de espécies de arsénio metiladas (Shi et

al., 2004).

Em suma, os resultados obtidos indiciaram que o CCA reduziu a actividade destas
enzimas (CAT e GST), sendo mais potente do que os outros compostos estudados,
sugerindo que talvez a mistura de CCA contenha algum componente que potencie a sua
toxicidade ou que talvez a mistura do CCA seja mais toxica do que os componentes

individuais tal como Mason e Edwards (1989) concluiram.

No entanto, sdo necessarias novas experiéncias para se confirmarem as explicacdes

sugeridas relativas aos resultados descritos nesta dissertagao.

IV.6. Estudos Quantitativos

IV.6.1.Material de Referéncia Certificado (MRC)

A digestao das amostras de rim e do MRC produziram uma solucdo de cor amarelada

(Matos et al., 2006; Morais e Pereira, 2000; Pereira et al., 1999). Para a andlise do

43



Capitulo IV — Resultados e Discussdo

arsénio e do cromio recorreu-se ao Método de Adicao Padrao, por GFAAS. No Método
de Adicao Padrdo, efectuam-se adi¢cdes de solucdes padrao (com uma quantidade de
analito conhecida) a amostra. Os valores de absorvancia das amostras tratadas com
aliquotas destas solugdes, ¢ sem as aliquotas, sdo medidos e comparados com a
concentracdo do elemento adicionado. Este calculo efectua-se através da constru¢ao da
recta de calibracdo, obtida pela adicdo dos padrdoes a amostra, efectuando-se a
extrapolag¢@o para o valor da absorvancia zero, sendo desta forma determinado o valor

da concentragao do elemento que se pretendia quantificar na amostra (Beauty, 1988).

A analise foi efectuada através da construgdo de rectas de calibracdo contendo as
amostras com adi¢des dos respectivos elementos a analisar. No caso do arsénio,
recorreram-se as concentragdes de 2,5; 5, e 7,5 pg/L; para o cromio usaram-se
concentragdes 1,33; 4,0; 8,0; 12,0; 16,0 e 20,0 pg/L. Os parametros de duas rectas
obtidas para a quantificagdo do cromio e do arsénio no MRC, estdo representados na

Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros de duas das rectas obtidas pelo método de adi¢do padrdo para o doseamento de

arsénio e cromio total no material de referéncia certificado (MRC).

Amost | Elem N° de Gama de Calibracao E - R?
ra ento Padrdes (ng/L) quagao
MRC |_As 3 25275 Abs =1,5x10°+6,5x10°x C | 0,9855
Cr 6 1,33 a220,0 Abs =1,3x107°+7,6x10” x C 0,9997

A quantidade total de cromio e de arsénio total obtida pelo Método de Calibragdo das
amostras encontrou-se no intervalo dos valores certificados: 0,109 + 0,013 mg/kg e 0,59

+ 0,11 mg/kg, respectivamente.
IV. 6.2. Optimizac¢ao das condicées para a analise por GFAAS

IV. 6.2. 1. Método da Recta de Calibracao

As amostras que apresentaram uma gama de dilui¢ao entre 1 para 40 vezes, e a 1 para
100 vezes, foram analisadas pelo Método de Recta de Calibragdo (Pereira et al., 1997).
No Meétodo de Calibragdo, representa-se graficamente o sinal analitico (resposta
instrumental) em fun¢do da concentracdo (as vezes, da massa), a recta de calibragdo.
Esta ¢ obtida através da preparacdo de um conjunto de solugdes padrao contendo uma

concentracdo conhecida do elemento que se pretende analisar. Estas solugdes padrao sao
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preparadas sob as mesmas condi¢des que a amostra que contém o elemento em
quantidades desconhecidas. E a partir da interpolagio desta recta de calibracio que se
determina a linearidade da resposta instrumental, bem como a concentracdo do elemento
que se pretende analisar nas amostras (Beauty, 1988).

Para a quantificagdo do crémio nos rins tratados com CCA, e a partir das solugdes
padrdo de concentragdes 5,00,10,00, 15,00, 20,00, 25,00 e 30,00 pg/L, obteve-se a recta

de calibracdo representada na Figura 14.
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Abs=1,79x102x C + 1,21 x 1072
R?=0,999
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0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
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Figura 14 — Recta de calibragdo obtida com as solugdes padrdo de Cromio, usada para a quantificagdo do
Cromio total nas amostras tratadas com CCA. A expressdo que relaciona a absorvancia com a

concentracdo é Abs=1,79x102x C + 1,21 x 102 R*= 0, 999.

Para a quantificagdo do cromio e do arsénio nos rins tratados com CCA recorreu-se ao
mesmo Método de Calibracdo, utilizando solug¢des padrao de concentracdes 5,00; 10,00;
15,00; 20,00; 25,00 e 30,00 pg/L e 0,71; 1,429; 2,857; 17,143 e 34,28, respectivamente.
Na Tabela 6 estdo resumidos os dados relevantes para a determinacdo da quantidade

total destes elementos nos rins dos ratinhos.

Tabela 6 — Parametros das rectas obtidas pelo método da curva de calibracdo para o doseamento de

arsénio e cromio total nos rins.

Amostra Elemento N° de Gama de Calibracao Equacio R’
Padroes (ng/L)
CrO; Cr 6 5a30 Abs=2,2 x 107xC +2,4x107 0,999
As,05 As 6 0,714 a 34,28 Abs=5,1 x 10°xC+ 8,6 x 107 0,999
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IV. 6.2. 2. Método da Adicao Padrao

Numa primeira fase, as amostras que apresentaram uma gama de dilui¢do entre 10x a

20x%, ou sem diluicdo, foram analisadas pelo Método de Adi¢ao Padrao.

A andlise foi efectuada através da construgdo de uma recta de calibragao (Figura 15)

para cada amostra.
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R?=0,999
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Figura 15 — Recta do Método de Adigdo Padrdo de uma amostra para o doseamento de Arsénio. A

expressdo que relaciona a absorvancia com a concentragio é Abs = 2,25x10~ x C +2,04x107. R’= 0, 999.

Na Tabela 7 estdo resumidos os dados relevantes para o processo de validagdo da

metodologia do doseamento do arsénio.

Tabela 7 — Parametros importantes no doseamento de arsénio total nos rins.

Amostra | Elemento N° de Gama de Equacio R’
Padroes Calibracao (ug/L)
As,05 As 3 2,5a7,5 Abs=1,9 x 107+2,5 x 10°xC 0,998
3 2,5a7,5 Abs=1,5x 10°+2,0 x 10°xC 0,990
3 2,5a7,5 Abs= 1,2 x 10°+2,2 x 10°xC 0,996
3 2,5a7,5 Abs=1,9 x 107+2,2 x 10°xC 0,999

Nestas quatro amostras diferentes, observou-se que o declive das rectas de calibracao

era constante, indicando que o efeito de matriz era 0 mesmo nas varias amostras. Esta

influéncia no sinal analitico, podia resultar dos teores elevados de acido nitrico no

digerido e/ou de restos de material organico ainda presentes no digerido. Para avaliar

46




Capitulo IV — Resultados e Discussdo

qual dos dois factores era o predominante, recorreu-se ao Método de curva de

Calibracao por Adi¢cdo Padrao usando uma matriz de 4cido nitrico puro.

IV. 6.2. 3. Método da Curva de Calibracao pela Adicao Padrao

Numa segunda fase, as amostras que apresentaram uma gama de dilui¢do entre 1 para
10 vezes, e de 1 para 20 vezes, ou sem dilui¢do, foram também analisadas pelo Método
da Curva de Calibragao pela Adicdo Padrao. No Método de Calibragao por Adigao
Padrdo, o principio ¢ o mesmo do Método de Adi¢do Padrdo, com a diferenga que se
efectua a simulacdo de matriz. Assim, em vez de se usar a amostra contendo os padrdes
de concentragdo conhecida, utiliza-se apenas uma solugdo de HNO; contendo os
padrdes de concentracdo conhecida.

A analise foi efectuada através da construcao de rectas de calibrag¢dao, sendo o branco
realizado com o 4cido nitrico supra puro. Para a quantificagdo do crémio nos rins
controlo, e a partir das solu¢des padrao de concentragdes 1,33; 4,00; 8,00; 12,00; 16,00

e 20,00 pg/L, obteve-se a recta de calibragdo representada na Figura 16.
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Figura 16 — Recta de calibracdo de Adicdo de solugdes Padrdo as amostras obtida com as solugdes
padrio de cromio, usada para a quantificagdo do créomio total nas amostras tratadas com CrOs;. A

expressao que relaciona a absorvancia com a concentragdo ¢ Abs = 2,5 x103 x C + 2,8x10'2. R’= 0, 999.

Para a quantificagdo do arsénio, nos rins tratados com As,0Os, recorreu-se a0 mesmo
M¢étodo de Calibragao por Adicao Padrao, utilizando solugdes padrao de concentragdes
1,25; 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5 pg/L. Para a quantificagdo do arsénio, nos rins controlo,
recorreu-se ao mesmo Método de Calibracdo por Adicdo Padrdo, utilizando solugdes

padrao de concentragdes 0,71; 1,429; 2,857; 17,143 e 34,28. Na Tabela 8 estdo
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resumidos os dados relevantes para a determinacao da quantidade total destes elementos

nos rins dos ratinhos.

Tabela 8 — Parametros importantes no doseamento de arsénio total nos rins.

Amostra Elemento N° de Gama de Equacio R’
Padroes Calibracao
(ng/L)
Controlo As 6 0,71 — 34,3 Abs=1,9 x 10°+2,5x 10°xC 0,998
As,05 6 0,71 —34,3 Abs=1,5x 107+ 2,0 x 10°xC 0,990

Pela equacdo das rectas apresentadas, quer na Figura 15 quer na Tabela 8, observou-se
que o declive se manteve constante, e semelhante ao declive obtido nas rectas obtidas
para o Método de Adi¢do Padrdo. Concluiu-se assim, que o efeito de matriz era devido
aos teores elevados de acido nitrico no digerido, e que o Método da Curva de Calibragao
pela Adicao Padrao usando padrdes preparados em acido nitrico era aplicavel para a
determinagdo de baixas concentragdes de arsénio nos rins. Simultaneamente, verificou-
se que a metodologia de digestdo aplicada aos rins, era apropriada pois ndo havia

nenhuma influéncia de possiveis restos de material organico mal digerido.
IV. 6.3. Acumulac¢iao do cromio e de arsénio no rim

O doseamento do cromio total nos digeridos de rim esta sintetizado na Figura 17. Os
valores estdo expressos em pg g de massa seca. Pela Figura 17 observou-se que todos
os grupos de animais sujeitos aos diferentes tratamentos (e aos diferentes tempos de
exposic¢do), apresentaram valores de concentracdo de cromio por massa de massa seca,
significativamente diferentes dos valores exibidos pelo grupo controlo.

Constatou-se também que as concentragdes de cromio mais elevadas se observaram
durante os periodos de tempo de 14h e 24h, tanto para os grupos tratados com CCA
como para os grupos tratados com Cr(VI), sendo as quantidades deste elemento
inferiores para a exposi¢cdo de 96h de ambos os grupos. Desta forma, verificou-se que
em ambos os grupos de animais (CrO; e CCA) existiu uma tendéncia do decréscimo da
acumulagdo do crémio no rim, ao longo destes quatro periodos de tempo testados.
Percebeu-se também que os valores da concentracdo de cromio nos animais controlo se
mantiveram baixos e constantes. Por outro lado, comparando os valores das
concentragdes de cromio acumulado nos rins dos grupos tratados com CrO; com os

grupos tratados com CCA, constatou-se que os valores de cromio acumulados nos
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grupos de CrO; sdo muito superiores aos valores de crémio obtidos para os rins dos

grupos tratados com CCA.
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Figura 17 — Quantidade de crémio total acumulado nos rins de ratinhos apds a administragdo das
respectivas solugdes. As barras verticais correspondem aos valores médios de erros padrao (n=15). Os
asteriscos correspondem as diferencas significativas entre os grupos de tratamento com 0s grupos

controlo respectivos (p <0,005).

O doseamento do arsénio total nos rins estd sintetizado na Figura 18. Os valores estao
expressos em pg g de massa seca. Pela Figura 18 observou-se que nos animais dos
grupos controlo a concentragdo de arsénio apresentava valores muito pequenos, nao
tendo sido detectada. Todos os outros grupos de animais sujeitos aos diferentes
tratamentos, apresentaram valores de concentragdo de arsénio por massa de massa seco
elevados. Constatou-se também, que as concentracdes de arsénio, tal como aconteceu no
crémio, se apresentaram mais elevadas durante os periodos de tempo de 14h e 24h,
tanto para os grupos tratados com CCA como para os grupos tratados com arsénio
pentavalente, sendo as quantidades de arsénio inferiores para a exposi¢ao de 48h e 96h
de ambos os grupos. Desta forma, verificou-se que em ambos os grupos de animais
(As;05 e CCA) existiu uma tendéncia do decréscimo da acumulagdo do arsénio no rim,
ao longo destes quatro periodos de tempo testados. Percebeu-se também que os valores

da concentracao de arsénio nos animais controlo se mantiveram baixos e constantes. Por

49




Capitulo IV — Resultados e Discussao

outro lado, comparando os valores das concentracdes de arsénio acumulado nos rins dos
grupos tratados com As;Os com os grupos tratados com CCA, constatou-se que 0s
valores de arsénio acumulados nos grupos de CCA sdo muito superiores aos valores de

arsénio obtidos para os rins dos grupos tratados com As,Os.
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Figura 18 — Quantidade de arsénio total acumulado nos rins de ratinhos. As barras verticais

correspondem aos valores médios de erros padrao (n=15).

Os dados relativos a acumulagdo do crémio sdo consistentes com os revelados por
Pedraza-Chaverri e colaboradores (2005) onde, através de dados farmaco-cinéticos,
estes autores demonstram que o cromio ¢ rapidamente distribuido pelos diferentes
orgdos, inclusive no rim. Por outro lado, o retardamento da excre¢do do créomio pode
estar relacionado com o facto deste se encontrar localizado em vacuolos das células dos

tabulos proximais (Berry ef al., 1978).

Os dados obtidos no presente trabalho relativos a acumulagdo do arsénio, sdo
consistentes com a biotransformagdo e a toxico-cinética deste elemento (Klassen e
Watkins, 2001). O tempo de meia vida biolégico do arsénio inorganico num organismo
¢ aproximadamente de 10h e cerca de 80% de compostos arsenicais sdo excretados ao

fim de 72h (Klassen e Watkins, 2001).

Um outro resultado relevante destas andlises quantitativas ¢ revelado na distribui¢do do

arsénio e do crémio. Estes resultados quantitativos indiciam que as distribui¢cdes do
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CCA no rim sao diferentes da distribuigdo dos compostos isolados de arsénio
pentavalente e do cromio hexavalente. Este facto sugere que as alteracdes observadas na
histologia, na citometria e na bioquimica estdo em concordancia com estes dados

analiticos.

As lesdes morfoldgicas induzidas pelo CCA no rim e a acumulagdao dos respectivos
elementos estdo relacionadas com os mecanismos celulares de transporte do cromio e do

arsénio.

Na nefrotoxicidade do arsénio o seu estado de oxidagdo e a sua forma quimica sdo
caracteristicas fundamentais para a compreensdo dos mecanismos de lesdo celular.
Devido as semelhancas tanto ao nivel das caracteristicas estruturais como das suas
propriedades fisico-quimicas, ha dados que provam a partilha do mesmo sistema de
transporte entre o arsénio pentavalente e o fosfato inorganico (Kenney e Kaplan, 1988;
Delnomdedieu et al., 1994). Huang e Lee (1996) observaram que este facto tinha efeitos
drasticos na toxicidade do arsénio. Estes autores provaram que a toxicidade do As(III)
era cerca de 40 vezes maior do que o As(V) em células de carcinoma. No entanto,
demonstraram efeitos semelhantes quando o crescimento das células ocorria em meio
desprovido de fosfato. Huang e Lee (1996) concluiram que a toxicidade do arsenato se
devia a captagdo do arsénio, e da sua regulacdo pelas bombas de fosfato. No entanto o
trabalho destes investigadores ndo refere a reducdo do As(V) a As(IIl) no interior da
célula. Por esta razdo, apenas se pdde concluir, que a relacao dose-resposta e os efeitos
biologicos induzidos pela forma pentavalente do arsénio esta dependente da

concentracgdo extra-celular de fosfato devido a sua semelhanga estrutural (Carter, 2003).

A nefrotoxicidade induzida pelo cromio hexavalente também esté relacionada com a sua
captacao para o interior das células. Na célula, o cromio hexavalente existe sob a forma
de oxianido de cromato (CrO,4>). O cromato entra na célula através de um transportador
ndo especifico (sistema permease) que transporta outros anides de configuracio
tetraédrica, nomeadamente o anido sulfato (SO,*) e o anido fosfato (PO4Y), e é
reabsorvido no tubulo proximal do rim onde a sua bio-transformacao ocorre (Arslan et
al., 1987; Debetto et al., 1988; De Flora et al., 1989). Devido ao seu forte poder
oxidante, ap6s a sua entrada na célula, o cromio hexavalente sofre redugdo pela
interaccdo com os componentes citoplasmaticos, dando origem a complexos de

coordenacdo com diferentes moléculas bioldgicas (podendo encontrar-se com diferentes
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valéncias) e interferindo assim com as suas fungdes (Debetto et al., 1988). Este facto
pode explicar a acumulacdo do cromato nos tibulos proximais, bem como o

desencadeamento de todo o processo que conduziu ao aparecimento de ATN.

Alguns dados da literatura indicam que a combinacao de metais pode alterar o efeito
patologico de cada um deles, quando administrados isoladamente, embora se
desconhega qual o mecanismo das células renais que estd envolvido neste fendémeno
(Madden and Fowler, 2000). Por exemplo, a exposicdo da mistura chumbo (Pb) +
cadmio (Cd) +arsénio (As) em roedores mostrou padrdes de toxicidade caracteristicos, e
diferentes de qualquer um destes metais isoladamente (Fowler, 1992). Outros trabalhos
demonstraram, igualmente, que a exposi¢do de misturas de metais conduzem a efeitos
bioquimicos e morfologicos diferentes ao dos metais actuando individualmente

(Madden and Fowler 2000).

O presente trabalho, veio confirmar dados existentes na bibliografia e introduzir alguns
novos elementos para a compreensdo da ac¢do toéxica do CCA sobre o rim. S3o, no
entanto, necessarios mais estudos para um melhor conhecimento do mecanismo de
tocixidade do CCA, nao sé a nivel renal, como também de outros 6rgdos para uma

compreensdo mais completa do efeito toxico desta substancia e dos seus constituintes.
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V.1. Conclusoes

Como anteriormente ja foi escrito, o presente trabalho, veio confirmar dados existentes
na bibliografia e introduzir alguns novos elementos para a compreensao da acc¢ao toxica

do CCA sobre o rim.

Os resultados desta dissertacdo, obtidos através das andlises biologicas e analiticas,
permitiram concluir que os compostos As;Os, CrO; e CCA sao nefrotéxicos, sendo o
CCA o agente mais toxico, apontando para um possivel efeito sinérgico dos compostos

individuais na mistura, tal como Mason e Edwards (1989) também sugeriram.

A nivel histopatologico detectaram-se diferencas significativas entre os efeitos
provocados pelo CCA e os causados pelo CrOs;, quando comparados com os efeitos
provocados pelo As,Os e com os animais do grupo controlo. Por outro lado, ao nivel
subcelular, concluiu-se que o efeito do CCA no ciclo celular se assemelhava ao
provocado pelo As;Os. Ambos afectaram significativamente o ciclo celular, tendo
condicionado a progressao do mesmo em diferentes fases e ao fim de diferentes
periodos de tempo. Relativamente aos ensaios bioquimicos, demonstrou-se uma reducao
da actividade da CAT e da GST para todos os grupos estudados. O CCA revelou uma
maior diminuicao da actividade destas enzimas. No entanto, estes ensaios bioquimicos
terdo de ser repetidos devido aos valores discrepantes obtidos para as actividades das

enzimas nos diferentes periodos de tempos, nos animais controlo.

Os resultados obtidos através da analise biologica acima referidos foram concordantes
com a analise quantitativa efectuada por GFAAS. A analise quantitativa revelou uma
distribuicao e acumulagdo do crémio e do arsénio total no rim, diferente para os grupos
de CCA, As;0s e do CrO;, A razao para esta diferenca de distribuicdo ndo ficou
clarificada, levantando outras questdes conduzindo a uma nova abertura para uma série

de outras experiéncias.

Desta forma o comportamento ao nivel da histologia, ciclo celular e bioquimica do
As;0s5 e do CrOs; revelou caracteristicas diferentes da mistura CCA. A metodologia

utilizada foi eficaz para o esclarecimento do mecanismo de ac¢ao do CCA.

No entanto, muitas outras questdes ficaram ainda por responder: Que espécies quimicas

de arsénio pentavalente e de cromio hexavalente existem na solu¢do de CCA a que os
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animais foram expostos? Sera que a composi¢do do CCA diluido contém outros
elementos para além do Cr(VI) e As(V)? Qual a razdo da ac¢do toxica do CCA ser tdo
diferente ao nivel celular e subcelular quando comparada com a ac¢ao de As,Os e CrO;
per si? Desta forma, o presente trabalho representa apenas um inicio no processo de
compreensdo da accdo toxica desta mistura utilizada para a protec¢do da madeira, o

CCA.

V.2. Perspectivas Futuras

Apesar da proibi¢ao da utilizacdo do CCA, este composto continua a ser um perigo para
o ambiente e para a saude publica, como consequéncia da sua durabilidade. Por esta
razdo, ¢ apesar dos estudos desenvolvidos, ainda muito trabalho ha para fazer,
nomeadamente estudos ocupacionais e ambientais, para o completo esclarecimento do
mecanismo toxico deste produto. Por esta razdo, justifica-se uma continua¢do dos

estudos agora realizados.

Futuramente, sera imprescindivel conhecer os efeitos destes compostos a nivel celular e
sub-celular em outros 6rgaos, nomeadamente no figado, o principal 6rgao interveniente
nos processos de desintoxicagdo. O desenvolvimento do estudo de parametros do ciclo
celular (apoptose, proteinas P53, P21 e ciclinas dependentes de quinases) serd também
outro dos pontos a explorar, para a melhor percepcao do mecanismo de acgdo destes

compostos.

Um outro estudo interessante serd a investigagdo da existéncia, ou ndo, de um processo
de regeneragao do rim, ap0ds a intoxicacao com estes agentes.

Uma outra possibilidade de continuacdo do trabalho consiste no estudo de todo o
processo bioquimico inerente ao stress oxidativo. Seria interessante efectuar um
conjunto de andlises das actividades enzimaticas e da peroxida¢do lipidica observadas,

nao s6 ao nivel do rim, mas também hepaticas.

Um outro caminho interessante consiste no esclarecimento dos mecanismos toxicos do
CCA, através de estudos do genoma, com o intuito de perceber de que forma ¢ que esta
mistura interfere com o DNA e na activacdo da expressdo de determinados genes
responsaveis pela indugcdo da formagdo de proteinas, nomeadamente enzimas,

importantes para a sua biotransformacao.
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