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RESUMO

Inimeros estudos ja foram realizados com o objetivo de investigar as modificacdes
decorrentes de intoxicacdo por mercurio nos diversos sistemas do corpo humano.
Com isso, temos cada vez mais assegurado que a exposi¢cdo ao mercurio, mesmo
em baixas concentragdes, é considerada um fator de risco a saude humana. O rim,
orgao de suma importancia na funcdo depuradora e na homeostase dos liquidos
corporeos, € um dos mais afetados nas intoxicacdes por esse metal, embora pouco
se saiba a respeito dos seus impactos diretos sobre a hemodinamica renal. Com
base nessas informagdes, nosso objetivo foi avaliar os efeitos da infusdo aguda de
cloreto de mercurio (HgClz) em tempos e concentracBes diferentes sobre o leito
vascular renal isolado, e os efeitos agudos da injecdo de HgCl2 sobre a funcao renal
de ratos. Para tanto, o rim esquerdo de ratos Wistar foi canulado pela artéria renal,
retirado e acondicionado em sistema de perfusédo para avaliagdo da reatividade do
leito vascular renal. Uma vez que o fluxo fora mantido constante por meio de bomba
peristaltica, as variagbes na pressdo de perfusdo indicavam mudancas na
resisténcia vascular (P = F x R). Foram feitas infusdes de solucdo nutriente de
Krebs-Henseleit (KH) somente ou contendo HgCl2 a 3, 30 ou 300 nM por 30 ou 90
minutos, sendo feitos o0s protocolos experimentais em seguida. O mercurio
aumentou a pressao de perfusdo média (PPM) a partir de 30 min somente com
HgCl2 300 nM tendo maior elevacdo aos 90 min. Diminuiu a resposta vasodilatadora
a acetilcolina e diminuiu a resposta vasoconstritora a fenilefrina de maneira tempo e
concentracdo-dependente. Aumentou a resposta pressorica em funcdo do aumento
do fluxo (relacdo fluxo-pressao) ap6s 30 e 90 min de perfusdo a 300 nM. A perfusao
por 90 min com HgCl2 cursou com depésitos de mercurio proporcional a
concentragdo utilizada, principalmente no cortex renal. Nos experimentos in vivo, a
injecdo com HgCl2 (0,0656 mg/kg) reduziu o fluxo sanguineo renal e aumentou a
resisténcia vascular renal, diminuiu a taxa de filtracdo glomerular; aumentou a
diurese e a fracdo excretada de 4gua. Estes resultados ajudam a esclarecer os
mecanismos pelos quais 0 mercuario exerce efeito tOxico sobre o sistema renal,

modificando sua vasculatura e, assim, a hemodinamica renal.

Palavras-chave: Mercurio; rim; hemodinamica renal; endotélio vascular; intoxicacao;

reatividade vascular.



ABSTRACT

Several studies have already been carried to investigate toxic effects of mercury
exposure in different systems of the body. There are sufficient evidences showing
that, even at low levels, mercury exposure is considered a risk factor for human
health. The kidney, an organ of unique importance for clearance and homeostasis of
the body fluids, is one of the most affected in mercury intoxication, although little is
known about its direct impacts on renal vasculature. Thus, we aimed to evaluate the
effects of mercury chloride (HgCl2) infused at different times and concentrations on
the isolated renal vascular bed in vitro, and the acute effects of HgClz intravenous
injection on the in vivo renal function of rats. For this, the left kidney of Wistar rats
was cannulated by the artery, removed and conditioned in a perfusion system to
evaluate vascular reactivity. Since the flow was kept constant by means of peristaltic
pump, changes in perfusion pressure indicated changes in vascular resistance (P = F
x R). Experimental protocols were done after infusions of nutrient Krebs-Henseleit
solution alone (as controls) or containing HgCl2 at 3, 30 or 300 nM for 30 or 90
minutes. Mercury continuously increased the perfusion pressure only with 300 nM
HgCl2 starting from 30 until 90 min; decreased vasodilatation to acetylcholine and
decreases vasoconstriction to phenylephrine in a time-and concentration-dependent
manner; and increased the perfusion pressure rising as a function of increased flows
(flow-pressure curves) after 30 and 90 min of perfusion at 300 nM. The 90 min
infusion with HgCl2 cursed with Hg deposits proportional to the concentration used,
mainly in the renal cortex. In the in vivo experiments, HgClz injection (0,0656 mg/kg)
reduced renal blood flow and increased renal vascular resistance, decreased
glomerular filtration rate, and increased diuresis and excreted water fraction. These
results help to clarify the mechanisms by which mercury exerts toxic effect on the

renal system, modifying its vasculature and then hemodynamics.

Keywords: Mercury; kidney; renal hemodynamics; vascular endothelium;

intoxication; vascular reactivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS HISTORICOS DO MERCURIO

O termo “metais pesados” compreende aqueles metais de alto/médio peso
molecular como cobre, cadmio, prata, arsénio, cromo, estanho, selénio, antimonio,
chumbo e mercurio, que séo toxicos em concentracdes relativamente baixas. O uso
de metais pesados como, por exemplo, 0 mercurio, esta ligado a historia dos seres
humanos ha mais de 2.500 anos, quando se utilizava o cindbrio (sulfeto de mercurio)
para desenhar nas paredes das cavernas e realizar pinturas faciais (HYLANDER et
al., 2003; CLARKSON et al., 2007; EKINO et al., 2007).

A palavra mercurio cujo simbolo € o Hg tem origem do latim “hydrargyrum”
(hydro — &gua, argyros — prata, prata liquida). Foi descoberto na Grécia antiga e
classificado como metal a partir do século XVIII, e reconhecido como elemento
quimico por Antoine Laurent Lavoisier, pai da quimica moderna (AZEVEDO, 2003).

1.2 ASPECTOS QUIMICOS E APLICACOES DO MERCURIO

O mercurio € um elemento quimico de nimero atémico 80 (80 prétons e 80
elétrons) e massa atdmica 200,59 u. E um dos seis elementos que se apresentam
liquidos a temperatura ambiente ou a temperaturas proximas; pertence ao grupo (ou
familia) 12 (anteriormente chamada 2B) e faz parte da classe dos metais de
transicdo (GOLDWATER, 1972). No que diz respeito a sua categorizacdo, 0
mercurio € classificado em trés principais formas quimicas: elementar, organico e
inorganico. Os organicos também chamados de organometalicos, sdo originados da
ligacdo covalente entre 0 mercurio e o carbono; enquanto os inorganicos, da juncao

do mercurio com cloro, enxofre ou oxigénio (HSDB, 2004).

O mercurio elementar (Hg®) se encontra na forma liquida e gasosa. Na forma
liquida, é pouco absorvido e representa pequeno risco a saude. Na forma de gas é
rapidamente absorvido através dos pulmdes por ser volatil, sendo que 80% do vapor
de mercurio inalado é retido no organismo (ATSDR, 1999; CLARKSON et al., 2007,

HOUSTON, 2007). Por possuir expansao volumétrica uniforme, alta tenséo
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superficial e ndo possuir aderéncia as superficies vitreas € utilizado em colunas de
esfigmomandémetro e termbémetros (AZEVEDO, 2016). Por possuir baixa resisténcia
elétrica e alta condutividade térmica € empregado em materiais eletroeletrénicos.
Devido ao seu alto poder de oxidagcdo € também utilizado em operacdes
eletroquimicas como na industria de cloro e soda. Devido a facilidade de formacéo
de amalgamas com outros metais, € utilizado na indulstria metallrgica, na
odontologia e no garimpo (MICARONI et al., 2000). E muito utilizado na inddstria de
producdo de cloro-soda, onde para cada tonelada fabricada, aproximadamente 250
g de mercurio é lancado no meio ambiente, totalizando dezenas de toneladas ao ano
em todo o mundo (FISHBEIN, 1971).

O mercurio organico é encontrado em compostos de mercurio que possuem
uma ligacdo covalente a um atomo de carbono. Trata-se de um grupo bastante
heterogéneo, cuja poténcia varia de um composto para outro. E originado da
biotransformacdo do mercario inorganico em  metilmercario (CHsHg"),
dimetilmercuario ((CHs)2Hg") ou cloreto de etilmercario (C2HsHgCI), sendo estas as
formas mais nocivas (JOHNSON, 2004). Sdo mais absorvidos através do trato
gastrointestinal do que os inorganicos, pois possuem maior solubilidade em lipidios e
exercem acao corrosiva menos intensa sobre a mucosa do intestino. Ja foram
usados em pesticidas, antissépticos, diuréticos, desinfetantes e fungicidas (WHO,
1990; FDA, 2001).

O mercurio inorganico pode ser encontrado na forma oxidada de ion
mercuroso (Hg2?* ou Hg'*) ou ion mercarico (Hg?*). Além desses, pode ser
encontrado em diferentes estados quando combinado com outros elementos
quimicos, dentre eles se destacam o cloreto de mercurio (HgCl2), que é altamente
toxico e corrosivo; o cloreto mercuroso (Hg2Cl2); o sulfeto de mercurio (HgS) que
possui coloracdo vermelha e devido a isso € utilizado como pigmento de tintas; e o
fulminato de mercuario (Hg(CNO)2) utilizado como detonador em explosivos (HSDB,
2004). Ja foi utilizado no tratamento da sifilis e também como antisséptico, purgante
e diurético, bem como em corantes na producao de tintas utilizadas na protecdo de

cascos de navios e na confec¢cdo de améalgama dentario (WHO, 1991).
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1.3 O MERCURIO COMO AGENTE TOXICO

1.3.1 Poluente ambiental

Segundo Alexandre (2006), o mercurio € considerado como um poluente
ambiental de alto risco a saude publica devido a sua elevada toxicidade e mobilidade
nos ecossistemas (Figura 1). Sua exposicdo pode ocorrer por meio de origens
naturais, como, por exemplo, liberacdo de gas da crosta terrestre, evaporacdo dos
oceanos e queima de combustivel féssil; e artificiais, como, por exemplo, produzido
por mineradoras, refinarias, industria de cosméticos, despolpamento de madeira,
amalgama dentério, hospitais, medicamentos, entre outros (WHO, 1990; VASSALO
et al., 1996; DAVIDSON et al., 2006; LINDBERG et al., 2007). O mercurio, uma vez
despejado no ambiente, ndo pode ser destruido e é altamente reativo do ponto de
vista quimico, o que explica a dificuldade de encontrd-lo em estado puro na
natureza. Quando lancado em rios, € absorvido pelos tecidos dos animais e
vegetais. Uma vez que os rios desaguam no mar, este poluente pode alcancar as
aguas salgadas e, em parte, depositar-se no leito oceanico. Além disso, este metal
contido nos tecidos dos organismos vivos que habitam os mares acaba também se
depositando nos sedimentos, representando um estoque permanente de
contaminacdo para a fauna e a flora aquética e, consequentemente, causando a
morte de espécies ou a bioacumulagdo, o que potencializa o efeito nocivo desta
substancia através das cadeias alimentares. O mercurio também se deposita no solo
ou em corpos d'agua de regides mais distantes, gracas a movimentacdo das massas
de ar. Assim, ele pode se acumular em todos 0s organismos que constituem a
cadeia alimentar do homem (MENDONGCA, 2010).
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EMISSAO DE Hg TRANSPORTE E
BIOACUMULACAO NOS
TRANSPORTE E DEPOSICAO ECOSSISTEMAS
ATMOSFERICO i@ ! E
N
» | . *.

Figura 1: Processo de emissdo até a bioacumula¢do do mercurio nos ecossistemas. Fonte: Propria
(2018).

Acerca do ciclo do mercario no meio ambiente, tanto a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos EUA - EPA (1997) quanto Boening e colaboradores (2000), mostram
que, compreende desde a sua emissao por meio de processos naturais ou artificiais,
até a sua circulacado atmosférica por meio de seus vapores e pela precipitacdo que

ocorre com as chuvas, realizando o seu retorno as terras e aguas (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo global do mercurio (SOUZA, 2000).
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Por causa de sua alta toxicidade, a exposicdo ao mercurio tem trazido efeitos
maléficos a salde humana desde os tempos antigos, todavia as alteracGes
resultantes da exposi¢do dos seres humanos ao mercurio s6 atrairam a atencédo da
sociedade cientifica apds eventos tragicos que marcaram o mundo. Um exemplo
claro foi o acidente em Minamata na década de 1950, no Japéo, o qual causou a
contaminacdo das aguas e dos animais marinhos pelos dejetos de residuos
industriais (metilmercurio, a espécie mais toxica do mercurio) langcados na baia de
Minamata, tendo como consequéncia a morte de mais de mil pessoas,
principalmente aquelas que residiam proximo a baia (VASSALO et al., 1996;
ALEXANDRE, 2006). Neste ocorrido, foi diagnosticado o primeiro caso de lesédo do

sistema nervoso central causado por mercurio, além de enfermidades neuroldgicas

congénitas, denominadas “doenga de Minamata” ou “mal de Minamata”.

Figura 3: Baia de Minamata atualmente (SHIMBUN, 2006), e Rio Doce contaminado com metais

pesados (BRAGA, 2015) (esquerda e direita, respectivamente).

No Brasil, podemos citar, de acordo com Passos e Mergler (2008), que
especialmente na regido amazobnica, a intoxicagdo por mercurio iniciou-se por
intermédio da utilizacdo de métodos primitivos e perigosos ha atividade
descontrolada de mineracédo e extracdo de ouro. Esse tipo de atividade culminou
com o langamento de mercurio no meio ambiente, aumentando o nivel desse metal
nas aguas e nos solos. Sabe-se que aproximadamente mais de 650 mil pessoas
estdo ou ja estiveram envolvidas nos processos de garimpo na Amazonia, resultado
uma descarga anual de aproximadamente 90 a 120 toneladas de mercurio langados
no ecossistema local (NRIAGU et al., 1992).
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Entretanto, considerando a populacdo geral, a exposicdo ao mercurio se da
por trés principais fontes: consumo de peixes contaminados, uso e manipulacéo de
amalgamas dentarios e timerosal presente em vacinas (CLARKSON, 2007,
VASSALLO et al., 2011).

Com relacdo ao consumo de alimentos (principalmente peixes e frutos do
mar), como ja comentado, o mercurio pode-se bioacumular e sofrer biomagnificacao
nos organismos vivos. A bioacumulagcdo do mercurio € facilitada por sua
lipossolubilidade que torna mais facil o transporte através das membranas celulares,
e por sua capacidade de reagir e se ligar a componentes intracelulares (WHO, 1996;
UNEP, 2002). A biomagnificacdo nada mais é que o acumulo de mercurio por niveis
troficos sucessivos. Os processos de bioaculumacdo e biomagnificacdo tornam o
mercurio um importante fator de risco a saude humana (WHO, 1990; OLIVERO et
al., 1997; BOENING, 2000). Como o ser humano encontra-se no topo da cadeia
alimentar, tem sido consenso que uma das principais formas de exposi¢cdo humana
ao mercurio é através do consumo de peixes contaminados com metilmercurio

(MAGOS et al., 2006; MCKELVEY et al., 2007).

Ademais, embora em menor proporcéo, existe também a contaminacao por
intermédio de restauracdo dentaria com amalgama de mercurio. Profissionais de
odontologia, seus auxiliares e pacientes que usam amalgama de mercurio para
restaurar obturacfes dentarias estédo frequentemente expostos ao vapor de mercuirio
que é inalado e posteriormente absorvido (CLARKSON et al., 1997). Finalmente,
outra forma de exposicdo humana ao mercurio descrita para a populacdo em geral
ocorre por intermédio do timerosal que € utilizado como conservante de vacinas

devido a sua agéo bactericida proveniente do etilmercurio (VASSALLO et al., 2011).

1.3.2 Mecanismos de transporte e toxicidade

Devido a uma caracteristica lipossolivel, o mercurio € altamente difusivel
pelas membranas celulares, barreira hematoencefédlica e placentaria, indo de
encontro aos orgaos-alvo. Quando presente na corrente sanguinea, este elemento
sofre rdpida oxidagcdo nas hemécias e nos tecidos por intermédio das enzimas

catalase e peroxidase, transformando-se em ions mercuroso (Hg'*) e mercurico
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(Hg?*) o que reduz um pouco sua absorcédo através das membranas (ASANO et al.,
2000; CLARKSON et al.,, 2007). Os ions de mercurio inorganico tém baixa
lipofilicidade e consequentemente, pouca capacidade de ultrapassar as membranas
celulares (CLARKSON et al., 2007). Porém, os ions de mercurio inorganico oxidado
tém grande afinidade ao grupamento tiol (-SH) das diversas enzimas celulares e
dessa maneira pode interferir na atividade enzimatica, levando a disfuncéo e leséo
celular/tecidual, interrupcdo do metabolismo e morte celular (ASANO et al., 2000;
GILMAN et al., 2007). Além disso, podem ser ligados a outras biomoléculas sem
acdo enzimatica, mas que contenham grupamentos tiol, tais como glutationa,
cisteina, homocisteina, N-acetilcisteina ou albumina, e até mesmo ao selénio
(BRIDGES et al., 2017).

O mercurio organico (principalmente metilmercario) quando ingerido € quase
gue completamente absorvido e transportado pela corrente sanguinea (WHO, 1990).
E através dela, que em poucos dias se notam concentracdes toxicas no sistema
nervoso central devido sua facil transposicéo através da barreira hematoencefalica
(NORDBERG, 2014). Apo6s ser absorvido, o mercurio é distribuido primeiramente
para o sistema nervoso central e rins (BRODKIN et al., 2007). O metilmercurio entra
na célula em grande parte pela formacdo de um complexo com os aminoacidos L-
cisteina e homocisteina, sendo eliminado junto com o antioxidante glutationa
(BALLATORI et al., 1985). Uma vez dentro da célula, os conjugados de mercuario
podem levar a alteracdes na metilagdo e reparo do DNA, inflamacédo, lesao
mitocondrial e estresse oxidativo (BRIDGES et al., 2017).

Em relacdo aos possiveis mecanismos de toxicidade do mercario podemos
citar além da inativacdo de enzimas, também sua acéo sobre proteinas estruturais e

processos de transporte atraves da membrana celular (STOHS et al., 1995).

O mercurio é capaz de reduzir os niveis enzimaticos das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase, catalase, glutationa, glutationa redutase e
glutationa peroxidase, proporcionando uma menor protecao celular em relacdo ao
estresse oxidativo (RIBAROV et al., 1981; BENOV et al., 1990). Além disso, ele &
capaz de induzir a peroxidacdo lipidica, disfungdo mitocondrial e mudangas no
metabolismo do grupo heme (ZALUPS et al., 1994; MAHBOOB et al.,, 2001;
ROSALES et al., 2005; VIRTANEN et al., 2007; CUNHA, 2008).
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Também induz a despolarizacdo da membrana interna mitocondrial, tendo
como consequéncia o aumento na formacdo de peréxido de hidrogénio (H202)
(CUNHA, 2008). Estes acontecimentos estdo ligados a reducdo de glutationa
mediada pelo ion Hg*? e com a oxidagdo da NADPH, o que leva a uma condicédo de
estresse oxidativo caracterizado pelo aumento da sensibilidade da membrana
mitocondrial & peroxidacao lipidica (LUND et al., 1991, 1993).

1.4 EFEITOS TOXICOS DO MERCURIO SOBRE SISTEMAS ORGANICOS

Todas as formas de mercurio sado téxicas e o seu efeito tdxico esta
relacionado ao tempo de exposicao, a via de exposicdo e a forma fisico-quimica do
metal (ZALUPS, 2000). A maioria das informacfes encontradas na literatura sobre o
mercurio esta relacionada aos efeitos toxicos sobre os sistemas nervoso central,
renal e cardiovascular, no entanto o mercurio também exerce efeito sobre os
sistemas imunologico, respiratério, hepatico e reprodutor (PECANHA, 2009). A fim
de melhor compreender os aspectos relacionados ao nosso estudo, cabe destaque

aos seus efeitos sobre o sistema renal e cardiovascular.

1.4.1 Efeitos téxicos sobre o sistema renal

Devido ao seu grande fluxo sanguineo (25% do débito cardiaco) e intensa
atividade enzimatica na execucdo de suas funcdes, e por desempenhar importante
papel na excrecdo de xenobibticos e substancias téxicas, o rim é o 6rgao-alvo
preferencial da maioria destas substancias (PASSOW et al., 1961; ZALUPS, 1993;
VAN VLEET et al., 2003).

Tanto as formas organicas quanto inorganicas de mercurio se acumulam
imediatamente no tecido renal conseguinte a entrada no organismo. Assim, ainda
gue o rim seja o principal local de acumulacgéo e toxicidade de formas inorganicas de
mercurio, a exposicado ao mercurio organico também pode causar prejuizos graves.
(FISHBEIN, 1971; HONG et al., 2012; EKAWANTI et al., 2015). Ao longo do néfron,
0 tdbulo proximal € o principal local de captacdo e acumulacdo de espécies
mercuriais (ZALUPS, 2000).
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O mercurio inorganico acumula-se rapidamente no tecido renal, com até 50%
de uma dose néo toxica dentro de poucas horas apos a exposicado (ZALUPS, 1993).
A maioria dos ions mercurico se acumulam nas células epiteliais do tubulo proximal
embora alguns poucos efeitos possam ser notados pelo acumulo nos demais
segmentos tubulares (ZALUPS, 2000). Os ions mercurico parecem ser transportados
no tubulo renal através de mecanismos de transporte presentes nas membranas
luminal e basolateral, ou seja, a partir do ultrafiltrado e do fluxo através dos capilares
peritubulares (ZALUPS et al., 1995b; ZALUPS et al., 1997). Estudos em tdabulos
perfundidos isolados é descrito a participacdo predominante de transportadores de
aminoéacidos (principalmente, transportador de cisteina) na absorcdo luminal de
conjugados de mercurio com grupo tiol em cisteinas (Cys-Hg-Cys) tanto por co-
transporte com soédio, quanto por transportadores independentes de sddio
(CANNON et al., 2000, 2001), e transportadores aniénicos organicos (OAT 1 e 3) na
absorcdo basolateral (KOJIMA et al., 2002; MOTOHASHI et al., 2002). Além disso,
evidéncias indicam que 40-60% do ion mercurico que se acumula no tabulo proximal
parece ser via membrana basolateral a partir do sangue e, consequentemente
intersticio do cortex renal (ZALUPS et al., 1995a, 1995b, 1997, 1998).

A nefrotoxicidade do mercurio se manifesta principalmente por faléncia renal
aguda em seres humanos e animais experimentais, caracterizada por necrose
tubular, principalmente dos tabulos proximais (CLARKSON, 1997; ZALLUPS, 2000)
sendo as lesdes renais dose-dependentes (HOUSER et al, 1992; BOHETS et al.,
1995; BURTON et al.,, 1995). Estudos demonstram que a exposicdo crbnica ao
mercurio elementar (Hg®) em humanos provoca glomerulonefrite, disfungdo tubular e
sindrome nefrética (BECKER et al.,, 1962; TUBBS et al., 1982; BERNARD et al.,
1989; KOBAL et al., 2000). Em relacéo aos impactos clinicos, em 2007, Hodgson et
al., observaram que existe uma relacdo positiva entre a exposi¢do a ambientes com
mercurio e o maior risco de morte por doenca renal. Enquanto a exposicao a baixas
doses de mercurio pode resultar em pequenas mudancas da funcdo renal que sao,
eventualmente, compensadas, a exposi¢cao a doses mais altas provoca maior dano a
funcéo renal frequentemente levando a insuficiéncia renal, podendo levar a morte
(ZALUPS et al., 1994; REMUZZI et al., 1998; HODGSON et al., 2007). O aumento

da excrecédo de proteinas e o aumento da atividade de algumas enzimas na urina
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podem ser indicativos de tubulopatia na disfuncéo renal em individuos expostos ao
mercurio elementar (Hg®°) (BARREGARD et al., 1988; KOBAL et al., 2000).

Historicamente os diuréticos mercuriais foram utlizados devido a sua
capacidade de interferir — reduzir — na atividade de enzimas a proteinas
transportadoras ao longo dos tubulos renais e assim aumentar a excrecao de solutos
e agua. Entretanto, estudos clinicos relataram evidéncias de lesdo renal apos
exposicdo aguda e crbnica a varias espécies de mercurio, sendo a forma mais grave
induzida ap6s a exposicdo aos fons mercuricos (Hg?*) (POLLACK et al. 2015; HA et
al. 2016;). Varios autores indicam que essa doenca renal afeta inicialmente o tabulo
proximal, sugerindo que esta secdo do néfron é a parte mais sensivel aos efeitos
toxicos do mercurio (ZALUPS et al., 1987, 2000, 2014; BRIDGES et al. 2013). J4 a
exposicdo a doses moderadas ou altas (4 mg/kg) de HgCl2 resulta em necrose
celular ndo s6 nos tdbulos proximais, mas também na alca de Henle e nos
segmentos distais do néfron (McDOWELL et al. 1976; ZALME et al. 1976; ZALUPS
et al., 2014). Nessas condicfes, a lesdo tem inicio rapido, sendo detectado edema
mitocondrial e nucleos picnéticos em apenas 3h (RODIN et al., 1962; GRITZKA et
al., 1968), até evoluir com ruptura da membrana plasmatica, perda de vilosidades e
complexos juncionais no epitélio tubular entre 12 e 24h apds exposicdao ao HgCl2
(RODIN et al., 1962; GRITZKA et al., 1968; McDOWELL et al., 1976; ZALME et al.,
1976). Embora a maior parte das informacdes da literatura reforcam a precoce
susceptibilidade tubular a exposicdo ao mercurio, existem alguns estudos que
indicam também alteracBes no fluxo plasmatico renal e filtracdo glomerular ja apds
1h de intoxicacdo aguda com HgCl2 (5 mg/kg) em ratos (GIRARDI et al., 1989;
GIRARDI et al., 1991, 1995).

1.4.2 Efeitos t6xicos sobre o sistema cardiovascular

E bem conhecido que individuos expostos ao mercirio apresentam um maior
risco de desenvolver doencgas cardiovasculares (HUSSAIN et al., 1997; SU et al.,
1979; SALONEN et al.,1995). No ano de 1975, Wojciechowski et al. foram uns dos
primeiros a associarem exposicdo ao mercurio a alteracdes cardiovasculares, vindo
a mostrar que animais evoluiam com bradicardia, trombose em artérias de pequeno

e médio calibre, necrose nos musculos papilares e no endotélio perivalvular, além de
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apresentar proliferacdo endotelial, processo inflamatério e fibrose na aorta
ascendente apos inalar vapor de mercurio. Estudos na década de 90 observaram
gue coracOes de ratos expostos de forma aguda a altas concentragbes de HgCl2
(0,5, 1, 2 e 10 uM) apresentavam arritmias, alteragcdo na condugéo atrioventricular,
reducdo da pressao sistolica e do desenvolvimento de forca (MASSARONI et al.,
1992; VASSALLO et al., 1999). Além disso, quando eram expostos a altas
concentracbes de HgCl2 apresentavam aumento da pressdo de perfusao
coronariana, sugerindo aumento da resisténcia vascular (da CUNHA et al., 2000).
Além disso, também foi observado que a exposicdo aguda a altas doses de HgCl
promovia vasoconstricdo no leito vascular caudal de ratos (da CUNHA et al., 2000),

reforcando seus efeitos sobre o controle do tdnus vascular.

De fato, ja nos anos de 1987 e 1992 Wakita e Carmignani et al.,
respectivamente, haviam observado que a exposicdo crbnica ao mercurio
aumentava a resisténcia vascular, podendo provocar hipertensao arterial. Por outro
lado, em 1999 Rossoni et al., observaram que a exposicdo aguda a altas doses (10
puM) de HgClz promovia aumento da resisténcia vascular pulmonar e redugédo da

presséao arterial de ratos.

Os mecanismos pelos quais o mercurio exerce efeito toxico sobre o sistema
cardiovascular esta intimamente relacionado ao aumento do estresse oxidativo. Foi
observado que a exposicdo ao mercurio aumenta a producdo de radicais livres em
modelos animais (JANSSON et al., 1993; MAGOS, 1997; CLARKSON, 1997) e isto
pode ocorrer devido a participacdo do mercurio na reacdo de Fenton por promover a
formacdo de radicais livres (VALKO et al., 2006) e a reducdo da atividade de
enzimas antioxidantes. A reducéo da atividade de enzimas antioxidantes aumenta a
ocorréncia de peroxidacdo lipidica e o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (GANTHER, 1980; MAGOS et al., 2006; VALKO et al., 2006;
VIRTANEN et al., 2006).

Nesse sentido, o endotélio vascular parece ser o principal alvo desse
desequilibrio redox promovido pelo mercurio (WIGGERS et al., 2008; PECANHA et
al., 2010; GIUBERTI, 2010). Dentre essas alteragOes, exercem papel importante o
aumento de radicais livres e producéo local de angiotensina Il (VASSALLO et al.,
2011). De fato, a disfuncéo endotelial € um fator crucial presente na fisiopatologia de

diversas doencas cardiovasculares tais como a hipertensdo, aterosclerose, infarto



26

agudo do miocardio e doenca arterial coronariana (SALONEN et al.,, 2000;
HOUSTON et al., 2007; VASSALLO et al., 2011). Atualmente, a literatura indica que
a exposicdo ao HgCl;, agudamente ou cronicamente, e mesmo em baixas
concentragfes, causa disfuncdo endotelial, secundaria ao aumento de estresse
oxidativo, do sistema renina-angiotensina local e de prostandides vasoconstritores
(da CUNHA et al., 2000; WIGGERS et al., 2008; PECANHA et al, 2010; FURIERI et
al., 2011,; VASSALLO et al., 2011), prejudicando assim o controle do tdnus vascular.

1.5 CONTROLE DO TONUS VASCULAR

O controle do fluxo sanguineo através da regulacdo do tdnus do musculo liso
vascular (MLV) se da por acdo do sistema nervoso e por horménios circulantes, mas
também localmente por mecanismos intrinsecos, autdcrinos e paracrinos,

destacando-se o endotélio vascular.

1.5.1 Papel do endotélio vascular

O endotélio vascular € uma camada de células finas que reveste a superficie
luminal de todos os vasos sanguineos. Sabe-se que sua funcdo ndo é de simples
barreira passiva entre 0os elementos do sangue circulante e o intersticio. O endotélio
intacto pode ser considerado um érgdo endocrino, que responde a varios estimulos,
produzindo e secretando localmente compostos metabolicamente ativos, que atuam
nas células vizinhas, tendo a capacidade de modular a motricidade vascular, a
coagulacdo sanguinea, a inflamacdo, o crescimento e a proliferacdo vascular
(FURCHGOTT et al., 1980, 1984, 1989; CARDOSO et al., 1994; AIRES et al., 2008).

O endotélio controla o tbnus da musculatura lisa vascular basicamente por
mediar vasodilatacdo ou vasoconstricdo. E capaz de produzir tanto substancias
vasodilatadoras [6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGlz2) e fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF)] (MONCADA et al., 1977; FURCHGOTT et al., 1980,
1989; VANHOUTTE et al., 1999), como também substancias vasoconstritoras
[endotelina-1, angiotensina Il (angio 1l), prostandides derivados do &acido
araquidonico como prostaglandinas Hz, F2a (PGH2 e PGF2q) e tromboxano Az (TXA2),

além de espécies reativas do oxigénio como o anion superoxido (027)]
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(FURCHGOTT, 1984; YANAGISAWA et al.,, 1988; FURCHGOTT et al.,, 1989a,
1989b; VANHOUTTE et al., 1999).

Assim, na alteracdo de sua funcdo endotelial, denominada disfuncao
endotelial, podem ocorrer inUmeros eventos incluindo a reducdo da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio devido a diminuicdo da producdo e/ou
biodisponibilidade dos seus fatores (MATURANA et al., 2007).

1.5.2 Espécies reativas do oxigénio e funcao vascular

As células vasculares podem produzir espécies reativas do oxigénio (EROS)
que sdo moléculas derivadas do metabolismo do oxigénio, altamente reativas e que
participam da ativacdo e inativacdo de muitas vias de sinalizacdo. Em condicdes
normais sdo encontradas em baixos niveis no interior celular e sdo geradas e
destruidas por sistemas enddgenos e estimulos ambientais. O adequado equilibrio
entre a geracdo e a inativagcdo das EROs € necessario porgue elas modulam a
funcdo vascular, seja por acdo direta causada pelo estresse oxidativo, ou por ativar
vias de sinalizacao intracelular que provocam a proliferacdo celular, remodelamento
vascular, desenvolvimento de processo inflamatério e alteracdo no ténus vascular
(SZASZz, 2007). Casos clinicos onde ocorre aumento da producdo de EROSs,
reducdo da atividade do sistema antioxidante e aumento do estresse oxidativo estao
associados ao desenvolvimento de doencas como cancer, artrites, doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares (GRIENDLING et al., 2003; VALKO et al.,
2006).

O nosso organismo utiliza o Oz e reacgdes de oxidagéo para o fornecimento de
energia e para a defesa contra invasores. A maioria do Oz utilizado no metabolismo
aerdbico é reduzido diretamente a H20 pelo complexo citocromo oxidase, que evita
a formacdo de produtos intermediarios. No entanto, uma série de intermediarios
oxigenados reativos é formado através de uma outra via que envolve a producéo do
radical livre Oz (&nion superoxido) pela reducdo de um elétron do oxigénio
molecular. O O2" pode agir como um agente oxidante, sendo reduzido a H20:2
(peroxido de hidrogénio), ou como agente redutor, doando o seu elétron extra ao
oxido nitrico (NO) para formar ONOO- (peroxinitrito) (CARDOSO et al., 1994).
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Em condicBes fisiologicas, a quantidade de enzima superdxido dismutase
(SOD) assegura que a primeira reacdo ocorra preferencialmente. Contudo, em
condicdes de estresse oxidativo, quando as células sdo expostas a niveis
excessivos de espécies oxigenadas reativas, quantidades significativas de Oz~
reagem com o NO para formar ONOO". Nesse caso, haverd uma diminuicdo da
biodisponibilidade de NO endotelial, diminuindo o seu efeito vasorrelaxante, somado
ao proprio efeito vasoconstritor do O2", além das consequéncias deletérias do
ONOO" (CARDOSO et al., 1994). De fato, em estudos utilizando modelos cronicos
de exposicdo ao mercurio, tem sido demonstrado que a disfuncdo endotelial
presente esta fortemente associada a menor biodisponibilidade de NO e aumento da
geracdo de O2" em diferentes tipos de vasos (WIGGERS, et al., 2008; FURIERI et
al., 2011; AZEVEDO et al., 2016).

1.6 CIRCULACAO RENAL

Os rins sdo Orgaos altamente vascularizados, e mesmo correspondendo a
menos de 0,5% do peso corporal, recebem um fluxo sanguineo préximo de 25% do
débito cardiaco. Quando avaliados pelo peso do tecido, o fluxo sanguineo renal é
quatro vezes maior que o do figado e oito vezes maior que o coronariano. O fluxo
sanguineo renal se divide em cortical, mais rapido e correspondente a 90% do fluxo
renal total, e medular, que se distribui pela medula renal e &€ mais lento,
correspondendo a 10% do fluxo total. A circulacdo renal inicia-se pela artéria renal
gue tem origem na aorta abdominal superior, e se divide em ramos dorsal e ventral,
que por sua vez ddo origem as artérias interlobares. Estas, se dirigem da medula ao
cortex e, ao atingir o limite entre essas zonas, se dispdem em ramos num sentido
transversal, formando as artérias arqueadas. Partindo destas em direcdo ao coértex
renal, distribuem-se as artérias interlobulares, as quais sdo a origem das arteriolas
aferentes dos glomérulos que vao originar os capilares glomerulares, formando
posteriormente as arteriolas eferentes, que vao se dividir nos capilares peritubulares
e dar inicio a circulagdo venosa, que acompanha a circulagdo arterial, por ordem
inversa e sem ter correspondéncia com as arteriolas aferentes. Esta, inicia-se pelas
veias interlobulares, prosseguindo para as veias arqueadas, depois para as veias

interlobares e termina na veia renal (AIRES et al., 2008). Cabe ressaltar que dentre
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todos os vasos citados, 0os mais importantes e responsaveis pela resisténcia
vascular renal sdo as artérias arqueadas, interlobulares e as arteriolas aferente e

eferente.

Em relagéo aos fatores que modulam a vasomotricidade renal podemos citar
a regulacédo local (fatores intrinsecos) e distal (fatores extrinsecos). Dando énfase a
regulacdo local, o fluxo sanguineo é influenciado por alguns fatores locais, como, por
exemplo, presséo de perfusdo, tensdo de cisalhamento e endotélio vascular (sintese
de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras) (AIRES et al., 2008). O endotélio
desempenha importante papel na sintese de 6xido nitrico, que por sua vez tem a
finalidade de diminuir a resisténcia vascular renal. Existe um nivel basal de liberacdo
de Oxido nitrico que atua evitando a vasoconstricdo excessiva no rim. A utilizacao,
por exemplo, de farmacos que inibem a formag&o do 6xido nitrico, gera um aumento
da resisténcia vascular renal, diminuindo, consequentemente, a taxa de filtracédo
glomerular e a excrecdo urinaria de sodio, aumentando a pressdo arterial. A
modulacgéo diferencial do tdbnus vascular nas arteriolas aferente e eferente levam a
mudancas paralelas ou dissociadas do fluxo sanguineo renal, resisténcia vascular
renal e filtracdo glomerular. Sendo assim, eventos fisioldgicos, patolégicos ou
toxicolégicos podem diferencialmente modificar a funcdo renal por meio de
modificacdes na hemodindmica renal. A figura 4 representa bem os efeitos das
alteracbes no tdnus das arteriolas aferentes e eferentes (vasoconstricdo e
vasodilatacdo), bem como as modificacbes (aumento ou reducdo) na taxa de
filtracdo glomerular (TFG), no fluxo plasmaético renal (FPR), na pressao hidrostatica
no capilar glomerular (Pcc), na fracao de filtracdo (FF) e na resisténcia (BERN et al.,
2009).



30

Fo

Resisténcia ‘:-V;' aferente glomérulo eferente Fracdo de filtragdo (FF)
Aumenta :‘ vasoconstrigao v Poc N3o muda
s VTFG W FRR
Aumenta , 4 Poc vasoconstricdo Aumenta
B N TFG \ FPR
Reduz ¥Poc  vasodilatagio Reduz
C V TFG N FPR
Reduz ‘ vasodilatacdo 4 Poc N3o muda
IS N TFG N FPR

Figura 4: Efeitos das alteragbes no tbnus das arteriolas aferentes e eferentes na TFG, FPR, Pac, FF
e resisténcia. A constricdo isolada da arteriola aferente reduz a Psc € consequentemente reduz a TFG
e o FPR proporcionalmente, aumentando a resisténcia e ndo modificando a FF (A). A constricao
isolada da arteriola eferente aumenta a Pecc € consequentemente aumenta a TFG e reduz o FPR,
aumentando a resisténcia e a FF (B). A vasodilatagdo somente da arteriola eferente reduz a Pcc e
consequentemente reduz a TFG e aumenta o FPR, reduzindo a resisténcia e a FF (C). A
vasodilatag8o da arteriola aferente aumenta a Pec e consequentemente aumenta a TFG e o FPR
proporcionalmente, reduzindo a resisténcia e ndo modificando a FF (D). TFG: taxa de filtracéo
glomerular; FPR: fluxo plasmaético renal; Pcc: pressao hidrostética no capilar glomerular; FF: fracdo de
filtracdo. Modificada de Berne et al., 2009.

1.7. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO ESTUDO

Sabendo que o mercurio é toxico tanto para o sistema renal quanto para o
cardiovascular e que, mesmo em doses baixas e de forma aguda, causa alteragbes
na reatividade de vasos sistémicos (aorta, artéria mesentérica, cerebral e coronaria),
e que a manutencdo da hemodinamica renal é imprescindivel ndo s6 para
depuracédo do plasma como também para homeostase do sistema cardiovascular,
nosso estudo pretendeu investigar as possiveis alteracdes no leito vascular renal de
ratos causadas pela infusdo aguda de HgCl2 em concentracdes e tempos diferentes,
avaliando se as alteracdes de funcéo renal poderiam ser associadas a alteracdes na

funcdo da vasculatura renal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos agudos do HgCl2 sobre a vasculatura renal de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da infusdo aguda de HgCl: em diferentes tempos de
exposicao e diferentes concentracdes sobre a reatividade do leito vascular renal

isolado.

Determinar o teor de mercurio acumulado no rim isolado e perfundido

agudamente com HgCl.

Avaliar os efeitos da injecdo de HgCl2 sobre a hemodinamica renal e fungéo

renal de ratos anestesiados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 80 (setenta) ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) (58
para experimentos in vitro, 12 para in vivo, 10 ndo aproveitados), com
aproximadamente trés meses de idade, pesando entre 200 e 250 g, disponibilizados
pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCS — UFES). Tais animais foram mantidos em gaiolas coletivas, sob
condi¢cBes controladas de temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 h, tendo livre
acesso a agua tratada e racdo especial para roedores. Todos os procedimentos
experimentais e 0 uso e cuidado com esses animais foram realizados de acordo com
as normas para pesquisa biomédica que determinam os cuidados para o uso do
animal de laboratério em ensaios experimentais, de acordo com a “Diretriz Brasileira
para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos”
estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal
(CONCEA). Todos os protocolos foram analisados e aprovados pela CEUA-UFES
com projeto sob n® 051/2011.

3.2 EFEITOS AGUDOS DO HgCl2 NO RIM ISOLADO E PERFUNDIDO

3.2.1 Procedimentos cirurgicos pararetirada do rim

No presente estudo os ratos tiveram seus rins esquerdos isolados e
perfundidos, numa cuba para érgéos isolados, para analise da reatividade vascular
renal. Utilizamos a técnica de perfusdo de leitos vasculares descrita por Franca et al.
(1997) e modificada por dos Santos et al. (2006). Para tanto, com o animal
anestesiado com xilazina 2% (10 mg/kg) e quetamina 10% (90 mg/kg) e
heparinizado (500 UI) por via intraperitoneal, foi realizada laparotomia mediana por
meio de uma incisdo xifo-pubica para adequada visualizacéo e isolamento da aorta e
orgaos retroperitoneais esquerdos. Apds oclusdo da aorta proximal e distal a origem
da artéria renal para cessar o sangramento e auxiliar na insercdo de uma céanula,

uma canula PE50 preenchida com solucdo nutridora foi colocada dentro da artéria
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renal esquerda e fixada. Prontamente, o rim foi cuidadosamente separado, retirado e
colocado em banho com temperatura controlada, onde era perfundido via canula
com solucéo nutridora de Krebs-Henseleit (KH), cuja composi¢cdo em mM (milimolar)
€ NaHCOs 27; NaCl 119; NaH2PO4 1; MgSOas 1,2; KCI 5; CaCl2 1,25; Glicose 11;
EDTA 0,03. Esta solugdo era mantida a temperatura constante de 36 + 0,5 °C,
mantendo o pH estadvel em 7,4 pelo borbulhamento constante de mistura
carbogénica (95% 02 e 5% COz2). O fluxo foi mantido constante em 5,5 mL/min por
meio de uma bomba peristaltica (Milan, Colombo, Parana, Brasil). A pressdo de
perfusdo do leito renal era instantaneamente captada por um transdutor de pressao
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa
Barbara, CA, USA), que ficava situado entre a bomba peristéltica e a canula.
Considerando a relacdo P = F x R (P: presséo, F: fluxo e R: resisténcia), e sendo o
fluxo constante, as variacdes de presséo de perfuséo indicam variacdes paralelas da
resisténcia vascular. Para efeito de coleta e analise dos dados, em cada preparagao
do leito renal isolado era adquirida a pressao de perfusdo média (PPM) ao longo das

diferentes condicGes experimentais testadas.

3.2.2 Protocolos experimentais in vitro

Devido a inexisténcia de estudos prévios que realizassem analises funcionais
seriadas no leito vascular renal isolado e perfundido, o que demandaria longo
periodo de experimento, realizamos um estudo preliminar com rins isolados e
perfundidos repetindo-se protocolos seguidos apdés 30 e 60 minutos de perfusédo
com solucdo nutriente KH. De acordo com esse estudo, chegamos a conclusdo de
gue nao seria possivel fazer os protocolos propostos no mesmo rim de maneira
seriada (antes e ap0s a exposicdo ao mercurio), visto que o tempo de experimento
poderia influenciar o resultado. Por exemplo, como podemos observar na figura 5 A,
a resposta vasoconstritora a fenilefrina (FE) reduz de maneira significativa apés 30
minutos da primeira curva dose-resposta, € 0 mesmo acontece apos 30 minutos da
segunda curva dose-resposta. Desta forma, a melhor alternativa foi fazer os
diferentes grupos experimentais (tempos de exposi¢céo e concentracdo do HgCl2) em
séries separadas de amostras. Cabe mencionar que antes de iniciarmos o0s

protocolos experimentais no leito renal isolado, apés a devida estabilizacdo da
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preparacao (aproximadamente 30 a 45 minutos), era feito um teste de relaxamento a
acetilcolina (ACh) para que pudéssemos confirmar a integridade endotelial do 6rgao
perfundido pés-cirurgia, e assim avaliar os efeitos da perfusdo com HgCl2 sobre o
leito vascular renal funcionalmente integro. Ademais, vale também mencionar que a
analise do efeito da perfusdo com HgCl. sobre a vasodilatagdo endotélio-
dependente teve que ser comparada com o0 seu devido grupo controle (perfuséao
com solugdo KH somente) pareados pelo tempo de experimento, visto que nesses
protocolos de padronizacao evidenciamos certa influéncia do tempo de experimento

também sobre a vasodilatacdo (Figura 5 B).
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Figura 5: Efeito do tempo de experimento sobre (A) curva dose-resposta a fenilefrina (FE) e (B)
resposta dilatadora dependente do endotélio induzida pela acetilcolina (ACh). O namero de animais

usados esta indicado entre parénteses. Em A, APPM: variagdo da pressao de perfusdo média. Log
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FE: logaritmo da dose de fenilefrina (em mg). ANOVA duas vias seguida de teste de Bonferroni.
*P<0,05 vs. 12 curva. Em B, os resultados estédo expressos como porcentagem de relaxamento a ACh
em relagdo a pré-contracdo com FE. ANOVA uma via seguida de post-hoc de Bonferroni *P<0,05 vs.

1° teste.

3.2.3 Parametros de reatividade vascular analisados

Apb6s montagem do rim na preparacdo, 0 mesmo era aleatoriamente alocado
para o grupo controle (Ct) ou mercurio (Hg). Para andlise do tempo de exposicao,
foram realizados 30 ou 90 minutos de perfusdo com solucdo KH adicionada ou néao
de HgCl.. Para analise da concentracdo de HgClz, foram utilizadas solucdo KH
adicionadas de HgClz a 3, 30 ou 300 nmol/L. Essas concentrac¢des (3, 30 e 300 nM)
sdo encontradas em individuos ndo intoxicados, individuos expostos
ocupacionalmente e individuos gravemente intoxicados, respectivamente
(WIGGERS et al., 2008; AZEVEDO, 2016).

Resumidamente, os protocolos experimentais seguiram a seguinte ordem:
1) Etapa de estabilizagcdo e analise de viabilidade:
¢ Estabilizac&do por 30-45 minutos com infuséo de solucdo de KH;

e Injecéo in bolus de FE 0,3 pg/100 pL, para sensibilizar a preparacao e avaliar a
viabilidade da constri¢cdo (até o retorno da PPM a basal);

e Pré-contracdo pela perfusdo de KH contendo FE (10° M) seguida de
relaxamento pela adicdo de ACh (2x10® M) na solucdo de perfusdo para
analisar a vasodilatacdo endotélio-dependente e testar a viabilidade do
endotélio (s6é foram incluidos os que obtiveram relaxamento maior que 70%)

(até o maximo de relaxamento obtido);
2) Protocolos experimentais de reatividade vascular:

e Perfusdo com KH normal ou adicionada de HgCl2 (3, 30 ou 300 nM) por 30 ou

90 minutos;

e Nova pré-contracdo pela perfusdo de KH contendo FE seguida da adicdo de
ACh para analisar o efeito do HgCl> sobre a vasodilatacdo endotélio-
dependente;

e Construcdo de curva Fluxo vs. Pressdo por meio de mudancas no fluxo

promovido pela bomba peristaltica para 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mL/min, com duracao



36

de 2 minutos para cada fluxo;

e Construcao de curva de vasoconstricdo a FE dose-resposta (0,01; 0,03; 0,1;
0,3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg, por injecdes in bolus de 100 pL), aguardando o

devido retorno a situacéo basal apos cada dose.
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Figura 6: Registro da pressdo de perfusdo renal com indicacdo dos protocolos experimentais
realizados. Da esquerda para a direita: injecdo in bolus de fenilefrina (FE) para sensibilizar a
preparacdo, pré-contracdo com FE seguida de relaxamento com acetilcolina (ACh), intervalo de
perfusdo (30 ou 90 minutos) com Krebs-Henseleit (KH) somente ou contendo cloreto de mercurio
(HgCl2), pré-contracdo com FE seguida de relaxamento com ACh, curva fluxo x presséo (FxP), e

curva dose-resposta a FE.

3.2.4 Teor de mercurio depositado no rim isolado e perfundido

Analisamos o teor de mercurio depositado em cortex e medula isolados de
rins perfundidos nos protocolos acima descritos, utlizando a técnica de
espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Logo apos
cada procedimento de perfuséo renal, os rins eram colocados em placas de Petri e
manipulados com cuidadosamente, com material exclusivo para este fim e
devidamente limpos para evitar contaminacdo das amostras por qualquer outro
material que contivesse mercurio. O rim era dividido em cortex e medula, que eram
congelados a -20°C. Para este protocolo, utilizamos somente as amostras
submetidas ao maior tempo de perfusdao (90 minutos) com HgCl2 nas trés
concentracdes utilizadas (3, 30 e 300 nM). A ICP-MS é um tipo de espectrometria de
massa capaz de detectar metais e diversos ndo metais em concentracdes
baixissimas (GINE et al., 1998).

As amostras de rins foram secas em estufa analdgica de esterilizacdo e
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secagem durante aproximadamente 72 h a cerca de 60°C e depois foram
maceradas. Uma decomposicdo acida assistida por micro-ondas (GO Multiwave
Anton-Paar, Austria) foi realizada com as amostras utilizando 0,1 g de amostra, 1 mL
de HNOs 65% w/w PA (Merck Millipore, EUA), 1 mL H202 30% v/v PA (Proquimios,
Rio de Janeiro, BRA) e 6 mL de agua ultrapura (resistividade <18,2 MQ, PURELAB
Ultra, ELGA, UK). ApGs o arrefecimento, a solucéo foi diluida para 15 mL. Antes da
andlise, a solucdo ficou ainda mais diluida (5:10). Iridio (5 pg/L) e ouro (1 mg/L)
foram utilizados como padré&o interno e para evitar efeito memoria, respectivamente.
A amostra em branco foi preparada nas mesmas condicbfes que as amostras

experimentais.

As analises foram realizadas com um espectrdbmetro de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, Nexlon 300-D, Perkin Elmer, Alemanha). O
sistema de introducdo de amostras foi composto por camara de nebulizacdo
ciclénica e um nebulizador Meinhard®. A relagdo massa/carga (m/z) monitorada foi
de Hg?%2.

3.3 EFEITOS AGUDOS DA INJECAO DE HgCl2 NA HEMODINAMICA E FUNGAO
RENAL DE RATOS ANESTESIADOS

3.3.1 Procedimentos cirdrgicos

Todos o0s experimentos relativos aos protocolos in vivo foram feitos no
laboratorio de Pesquisa Basica em Doencas Renais - USP. Para andlise in vivo dos
parametros de funcdo renal, primeiramente os animais foram anestesiados com
tiopental sédico 50 mg/Kg (Cristalia, Sado Paulo, Brasil). Posteriormente, a traqueia
foi canulada com cateter PE-240 sendo mantida ventilagdo esponténea; a veia
jugular foi canulada com cateter PE-50 para a infusdo de inulina, solugéo salina
(NaCl 0,9%) pura ou contendo HgCl2 na concentracdo de 0,3 mM (desta solugéo, foi
injetado 250 pL no animal com 300 g), proximo de 0,0656 mg/kg (Sigma); a artéria
carotida foi canulada com cateter PE-50 para analise da pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) (Biopack System Inc., Santa Barbara — CA), e
para a coleta de amostras de sangue; e a bexiga foi canulada com cateter PE-240,
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apos uma incisdo abdominal, para a coleta de amostras de urina. Por ultimo, foi feita
uma incisdo mediana abdominal, o pediculo renal esquerdo foi dissecado e a artéria
renal isolada, assim, cuidadosamente, uma sonda de fluxo ultrassénico foi acoplada

na artéria renal.

3.3.2 Protocolos experimentais

Apoés o procedimento cirdrgico, uma dose Unica de inulina (100 mg/kg diluida
em 1 mL de solucéo salina a 0,9%) foi administrada pela veia jugular. Em seguida,
uma infusédo constante de inulina foi mantida (10 mg/kg em solucéo salina a 0,9%) a
0,04 mL/min do inicio ao fim do experimento. Ap6és 30 minutos de espera, foi
injetado via veia jugular 250 pL de solucéo salina ou HgCl2 a 0,3 mM, e 0s animais
ficaram em observacdo por mais 90 minutos. Nesse periodo, em intervalos de 30
minutos, foi aferida a PAM e a FC, bem como a coleta de amostras de urina. Foram
coletadas trés amostras de urina a cada 30 minutos e amostras de sangue no inicio
e no fim do experimento. Por ultimo, para avaliar o fluxo sanguineo renal (FSR) foi
acoplada a sonda de fluxo ultrassénico na artéria renal para mensuracao do fluxo
sanguineo renal em mL/min (T110; Transonic Systems, Bethesda, MD, EUA).

Apo6s a finalizacdo dos experimentos, os animais foram sacrificados pela
injecdo endovenosa de excesso do anestésico (pentobarbital sédico). Os mesmos
foram descartados conforme as orientacdes da cartilha de descarte de residuos do
sistema FMUSP-HC.

3.3.3 Parametros funcionais analisados

As concentra¢gdes de inulina no sangue e na urina foram determinadas pelo
método colorimétrico da antrona. O clearance de inulina foi calculado conforme a
férmula abaixo, sendo posteriormente corrigido por 100 g de peso corpdéreo do
respectivo animal. O clearance de inulina foi calculado em cada um dos periodos em
que as amostras de urina foram coletadas, utilizando-se as concentra¢des de inulina
urinaria nesses periodos e a concentracdo media plasmatica de inulina (média das
amostras de sangue coletadas no inicio e no fim do experimento). Como a inulina é
totalmente filtrada e praticamente ndo € secretada nem absorvida ao longo do tabulo

renal, o clearance de inulina é experimentalmente utilizado como estimativa da taxa
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de filtracdo glomerular. A formula abaixo foi utilizada para calculo do clearance de
inulina (Clinuina), a partir da concentragédo de inulina na urina e plasma, e do fluxo

urinério (Vu):
Clinutina = [inulina]u X Vu / [inulina]p

Considerando a relacdo P = F x R, a resisténcia vascular renal (RVR) foi
calculada dividindo a PAM pelo FSR, e o resultado foi expresso em mmHg/mL/min.
A fracdo de excrecdo de agua foi calculada pelo volume urinério (mL/min) divido pelo
clearance de inulina, corrigido por 100 gramas de peso.

3.4 DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS

Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma)
Acido perclorico (Sigma)

Acido sulfarico (Sigma)

Antrona (Merck)

Bicarbonato de sédio (Merck)

Carbogénio (95 % de O2 e 5 % de CO2) (White Martins)
Cloreto de célcio dihidratado (Merck)

Cloreto de magnésio (Merck)

Cloreto de mercurio (Sigma)

Cloreto de potassio (Merck)

Cloreto de sédio (Merck)

Fosfato monossaodico (VETEC)

Glicose (VETEC)

Heparina sédica (Cristalia)

Inulina (Sigma)

L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)

Quetamina (Vetnil)

Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)

vV VV VYV V V V V V V V V VYV V V V VYV V V VY

Xilazina (Ceva)
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Todas as solucbes foram preparadas com agua deionizada, e mantidas no
congelador a —20°C (farmacos), a 4°C na geladeira (solucbes de Krebs e EDTA) e
temperatura ambiente (anestésicos). A solu¢do contendo mercurio que sobrara dos
experimentos foi quelada com EDTA e descartada conforme as regras da ANVISA

para materiais toXicos.

3.5 ANALISE ESTATISTICA E REPRESENTACAO DOS DADOS

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
GraphPad Prism (San Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes sempre que P<0,05. Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). As respostas vasoconstritoras do leito
vascular renal foram expressas com variacdo na pressao de perfusdo média (APPM)
em relacdo a pressdo basal, e as respostas vasodilatadoras, como percentual de
relaxamento a pré-contracdo (% relaxamento). Todos os dados foram previamente
submetidos ao teste para avaliacdo da distribuicdo normal D'Agostino & Pearson. A
analise estatistica inferencial dos resultados foi realizada por teste t de Student
pareado ou ndo-pareado dependendo do contexto, ou por analise de variancia
(ANOVA) duas vias quando adequado. Para localizar as diferengcas na ANOVA, foi
feito teste de Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1 PRESSAO DE PERFUSAO MEDIA DO LEITO VASCULAR RENAL ISOLADO

Com a finalidade de mostrar se o tempo de exposicdo ao HgCl. afetaria a
pressao de perfusdo média (PPM) no leito renal de ratos, analisamos nos grupos Ct
e Hg os tempos 30 e 90 minutos de exposi¢cdo ao HgClz, nas concentracdes 3, 30 e
300 nM, e percebemos que o tempo decorrido no experimento ndo modifica
significantemente a PPM nos rins perfundidos somente com KH. O mesmo ocorreu
para as preparagdes perfundidas com KH adicionada de HgCl2z, exceto para aquele
grupo Hg 300 nM, evidenciando-se um pequeno aumento na PPM aos 30 minutos, e

um expressivo aumento na PPM aos 90 minutos.
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Figura 7: Analise do delta da pressao de perfusdo média (APPM) do grupo controle (Ct) e mercurio
(Hg), acompanhado ponto a ponto em intervalos de tempo na concentracdo de 3 nM (90 minutos, A),
30 nM (90 minutos, B) e 300 nM (90 minutos, C). ANOVA duas vias seguida de post-hoc de
Bonferroni. *P<0,05 vs. Ct. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.

4.2 RESPOSTA VASODILATADORA DO LEITO VASCULAR RENAL ISOLADO

Para avaliar se a exposicdo aguda ao HgCl. foi capaz de alterar o
relaxamento dependente do endotélio (estimulado por ACh), foram realizadas pré-
contragées com FE na solucdo KH (concentracgéo final 10-® M) seguidas de perfuséo
com ACh (concentracdo final de 2x10® M) avaliando-se o percentual de

relaxamento.

Os leitos renais perfundidos com HgClz por 30 e 90 minutos tiveram um

significante prejuizo na vasodilatacdo endotélio-dependente quando comparados



42

aos rins perfundidos somente com KH pelos mesmos periodos, exceto na
concentragdo de 3 nM HgClz. Nas preparacdes expostas a 30 nM de HgClz nos
tempos 30 e 90 minutos houve uma reducédo do relaxamento a ACh de 77% e 67%
(Figura 8 B e C, respectivamente). Quando analisamos o efeito do HgCl2 a 300 nM
perfundido por 30 minutos (figura 8 D) percebemos uma maior diminuicdo do
relaxamento a ACh (90% de perda da capacidade relaxante), e nas preparacdes
perfundidas por 90 minutos, houve uma redugcédo quase que total da vasodilatacao
induzida pela ACh (97%) (figura 8 E).
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Figura 8: Resposta dilatadora dependente do endotélio induzida pela acetilcolina (ACh) no leito
vascular renal de ratos nos grupos controle (Ct) e mercario (Hg) na concentracdo de 3 nM (90
minutos, A), 30 nM (30 e 90 minutos, B e C, respectivamente) e 300 nM (30 e 90 minutos, D e E,
respectivamente). Os resultados estdo expressos em relagdo a porcentagem de relaxamento a ACh
em relagdo a pré-contracéo com FE. Teste t de Student para comparacao de médias. *P<0,05 vs. Ct.

O numero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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4.3 RELACAO ENTRE FLUXO E PRESSAO NO LEITO VASCULAR RENAL
ISOLADO

Com a intencdo de avaliar os efeitos da exposicdo aguda do HgCl2 sobre a
resposta do leito vascular renal de ratos a estimulos fisicos tais como o estresse de
cisalhamento (shear stress), realizamos aumentos de fluxo na bomba peristéltica,
2,5; 5; 7,5 e 10 mL/min, com duracdo de 2 minutos cada, analisando o aumento
equivalente na PPM. Para esse protocolo, foi possivel executar duas curvas fluxo-
pressdo no mesmo leito renal, uma antes e outra apds a perfusdo do HgClz para
cada uma das concentracdes e tempos de exposicdo. Para cada aumento de fluxo

na bomba peristaltica houve aumento na PPM do leito renal.

A Figura 9 A, B e C mostra que na concentracao de 3 e 30 nM de HgCl2, nao
houve diferengca em nenhum dos tempos de perfusdo avaliados. O mesmo foi notado
apos perfusédo por 30 minutos na maior concentracdo de HgCl2 300 nM (figura 9 D).
No entanto, nos leitos renais perfundidos com HgCl2 a 300 nM por 90 minutos,

houve um aumento significativo na relagao entre fluxo e pressao (figura 9 E).
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Figura 9: Curva fluxo x pressao no leito vascular renal de ratos nos grupos controle (Ct) e mercurio
(Hg) em intervalos de tempo na concentra¢do de 3nM (90 minutos, A), 30 nM (30 e 90 minutos, B e
C, respectivamente) e 300 nM (30 e 90 minutos, D e E, respectivamente). ANOVA duas vias seguida

de teste de Bonferroni. *P<0,05 vs. Ct. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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4.4 RESPOSTA VASOCONSTRITORA DO LEITO VASCULAR RENAL ISOLADO

A resposta a fenilefrina esta demonstrada na figura 10. Nao houve diferenca
significativa no tempo 90 minutos na concentragdo 3 nM e nem no tempo 30 minutos
com 30 nM HgClz. Porém ha uma reducao da resposta apos 90 minutos com HgCl2
30 nM. Posteriormente, comparamos os grupos Ct e Hg 300 nM nos dois intervalos
de tempo de exposicdo. A perfusdo por 30 minutos com HgCl. foi capaz de
prejudicar principalmente a resposta maxima atingida (efeitos mais significantes nas
tltimas doses). Finalmente, a perfusdo por 90 minutos com HgClz deprimiu de

maneira ainda mais intensa a resposta contratil do leito vascular renal.
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Figura 10: Resposta contrétil induzida por fenilefrina (FE) no leito vascular renal nos grupos controle
(Ct) e mercurio (Hg) em intervalos de tempo na concentracao de 3 nM (90 minutos, A), 30 nM (30 e
90 minutos, B e C, respectivamente) e 300 nM (30 e 90 minutos, D e E, respectivamente). Os
resultados estdo expressos em relacdo ao delta da contracao da pressao de perfusdo média (APPM).

ANOVA duas vias seguida de teste de Bonferroni. *P<0,05 vs. Ct. O nimero de animais usados esta

indicado entre parénteses.
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4.5 DETERMINACAO DE MERCURIO NO RIM PERFUNDIDO COM HgCl2

Com a intencédo de detectar o teor de mercurio no paréngquima renal apds 0s
rins serem isolados e perfundidos por 90 min. em trés concentracdes diferentes (3,
30 e 300 nM HgCl2) comparamos os grupos Ct e Hg 3, 30 e 300 nM em relagéo ao
cortex e medula renal. Percebemos que ha uma significativa diferenca em relacao
ao deposito de mercuario nos grupos Ct e Hg 3, 30 e 300 nM, principalmente no
cortex renal, e que essa diferenca cresce ao passo que se aumenta a concentracao
de mercurio (depésito dose-dependente). O grupo Hg 300 nM deposita mais
mercurio que o grupo Hg 30 nM, que deposita mais mercurio que o grupo Hg 3 nM.

O teor de mercurio depositado € relativamente maior no coértex renal do que na

medula renal.
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Figura 11: Teor de mercurio depositado na medula renal (A e B) e no cortex renal (C e D) apds
perfusdo com cloreto de merclrio em trés concentracgdes diferentes (3, 30 e 300 nM HgClz). ANOVA 1
via seguida de teste de Bonferroni. *P<0,05 vs. Ct, #P<0,05 vs. Hg 3nM, e *P<0,05 vs. Hg 30 nM.
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4.6 ANALISE DA FUNCAO RENAL NO ANIMAL IN VIVO

Com a finalidade de avaliar os efeitos agudos da exposi¢cdo ao HgClz sobre a
funcéo renal do animal in vivo, comparamos animais expostos ou ndo ao mercurio
por 90 minutos e verificamos a pressdo arterial média (PAM), o fluxo sanguineo
renal (FSR), a resisténcia vascular renal (RVR), a taxa de filtracdo glomerular (TFG),
o volume urinéario (VU) e a fracdo de excrecao de agua (FEH20) entre estes animais.
Percebemos que ndo houve diferenga na PAM entre os grupos Ct e Hg ao fim do
experimento (Figura 12 A). Entretanto, houve uma queda no FSR dos animais do
grupo Hg (Figura 12 B), e quando analisamos a RVR (razdo da PAM pela FSR) ha

um aumento desta nos animais do grupo Hg (Figura 12 C).
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Figura 12: Efeitos agudos do cloreto de mercurio (HgCl2) na presséo arterial média (PAM) (A), no
fluxo sanguineo renal (FSR) (B) e na resisténcia vascular renal (RVR) (C). Teste t de Student *P<0,05

vs. Ct. O nimero de animais usados esté indicado entre parénteses.

E perceptivel também nos animais expostos ao merctrio uma diminuicdo da
TFG e um aumento do VU, bem como, uma maior FEH20 na urina (figura 13 A, B e

C, respectivamente).
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Figura 13: Efeitos agudos do cloreto de mercario (HgClz2) na taxa de filtracdo glomerular (TFG)
estimada pelo clearance de inulina (A), no volume urinario (VU) (B) e na fracdo de excre¢do de agua
(FEH20) expressa como % da filtragcdo (C). O numero de animais usados esta indicado entre
parénteses. ANOVA 2 vias seguida de teste de Bonferroni. *P<0,05 vs. Ct, #P<0,05 vs. 12 coleta

(tempo 0).



48

5. DISCUSSAO

Os resultados mostram que a exposicdo de forma aguda ao HgClz, nos
experimentos in vivo e in vitro, altera a vasculatura renal. Essa alteracdo foi
simultdnea a diminuicdo da filtracdo glomerular e a um aumento da diurese. No
grupo 300 nM 90 minutos, houve aumento da resisténcia vascular renal que, nos
experimentos in vitro estava associado a disfuncdo endotelial e exacerbacdo da

resposta pressorica aos altos fluxos.

Neste estudo avaliamos in vivo os impactos da injecao aguda de HgCl2 sobre
a funcéo renal de ratos, e os efeitos da infusdo aguda com HgClz na reatividade do
leito vascular renal isolado. Sabe-se que os efeitos toxicos de varias substancias,
incluindo metais pesados, dependem da sua concentracdo e do tempo de
exposi¢cdo, da forma fisica e quimica do elemento, da via de administracdo e/ou
absorcéo e do padrdao de metabolizacdo e/ou excrecdo (ZALUPS, 2000). Em outras
palavras, o mercurio possui seu carater toxico dependente da interacdo com o
organismo através da absorcdo, pelo transporte, distribuicdo, transformacéo,
acumulacdo e/ou excrecédo pelo organismo. Apesar de se acumular em diferentes
orgdos e sistemas, a eliminagdo de mercuario inorganico é feita principalmente
através dos rins, e 0s mesmos apresentam grande fluxo sanguineo (25% do débito
cardiaco) e intensa atividade enzimatica (PASSOW et al., 1961; ZALUPS 1993; VAN
VLEET; SCHNELLMANN, 2003). Dessa maneira, € natural imaginar que o metal
exerca efeitos téxicos particularmente neste sitio (ZALUPS et al., 1995a, 1995b,
2000).

Analisando primeiramente a PPM do leito vascular renal isolado, percebe-se
gue ambos, concentracdo e tempo de exposicdo ao mercurio, influenciam no seu
aumento, havendo significante aumento da PPM nos rins perfundidos com HgCl2
tanto concentragéo- quanto tempo-dependente. Considerando que neste protocolo a
vazdo é constante (fluxo constante), o aumento da PPM esta relacionado ao
aumento na resisténcia vascular do leito renal, seja por estimular uma
vasoconstricdo, seja por inibir alguma modulacdo vasodilatadora. De fato, como

mostrado por Machado et al. 2007, o mercurio administrado agudamente em doses
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baixas (680 ng/kg) provoca aumento da pressao arterial de ratos, o que pode

acontecer em decorréncia nao so6 de efeitos cardiacos, mas também vasculares.

Sugerindo uma possivel reducdo na acdo moduladora do endotélio sobre o
tbnus vascular do leito renal, houve um significante prejuizo no relaxamento
dependente do endotélio via ACh, ja apés 30 minutos com a infusdo a 30 nM HgCl2
e diminuindo conforme aumentou-se o tempo e a concentracdo do HgClz. Assim,
poderiamos supor que a exposicdo ao HgCI2 poderia lesionar o endotélio, inibindo a
liberacdo de vasodilatadores endoteliais para o musculo liso vascular, ou ainda

reduzindo a biodisponibilidade desses vasodilatadores.

Sabe-se que o endotélio utiliza trés vias (NO, PGlz2, EDHF) para induzir o
relaxamento no MLV, e que essas vias podem vir a ser recrutadas ou
superreguladas a fim de manter a homeostase vascular em situacées de danos em
outras vias. A importancia relativa desses trés fatores vasodilatadores derivados do
endotélio, bem como sua interagéo, varia conforme o sitio na vasculatura e também
na dependéncia do estado patolégico envolvido, visto que é frequente a identificacéo
da intensidade de uma ou mais vias para compensacao ao prejuizo de outras
(BATLOUNI et al., 2001; CERQUEIRA; BONETTI, 2002; AIRES et al., 2008).

Ja é conhecido que o NO exerce importante papel na funcéo vascular, como a
modulacado da resisténcia vascular pela sua habilidade em relaxar a musculatura lisa
(CERQUEIRA; BONETTI, 2002). A liberacdo de NO pelo endotélio é essencial para
o relaxamento endotelial mediado por estimulos quimicos, como a ACh, bem como
por estimulos fisicos, tais como o arraste ou cisalhamento do sangue sobre a
superficie da célula endotelial (RANJAN et al., 1995; SMALT et al., 1997; LEMOS et
al., 2009).

Para ampliar a investigacdo dos impactos do mercurio sobre a vasomoc¢ao do
leito renal, foi realizada a andlise da curva fluxo x pressdo, e percebeu-se que
somente no maior tempo de exposi¢cdo e sob maior concentragcdo, houve mudancga
no comportamento da PPM em resposta ao aumento do fluxo. Sabe-se que frente a
estimulos fisicos, como no caso do estresse de cisalhamento (shear stress) causado
pelo aumento de fluxo, a liberacdo de NO pelo endotélio é essencial para a
homeostase circulatoria. Avaliando a relacdo P = F x R e considerando um tubo

rigido e imoével, quando aumentamos o fluxo, € natural que a pressdo aumente.
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Entretanto nos vasos sanguineos temos ndo sO a distensibilidade natural de sua
parede (complacéncia vascular), mas também as modificacbes no tdnus do MLV.
Assim, se por um lado o MLV se contrai no vaso submetido a aumento do fluxo
(resposta miogénica), 0 que aumentaria ainda mais a P frente ao aumento de F,
devido a liberacdo endotelial de NO por meio do shear stress em fluxos altos, esse

aumento de P é negativamente modulado (AIRES et al., 2008).

Considerando que nossos resultados mostram que h4 uma exacerbacédo da
resposta da PPM ao aumento de F do grupo Hg 300 nM 90 minutos em relacao ao
seu grupo Ct (90 minutos), isso poderia indicar que, também no recrutamento de
uma resposta endotelial por meio shear stress, haveria uma diminuicdo da
modulacdo causada pelo mercurio. Com isso, podemos especular que o endotélio
nao estaria conseguindo responder ao shear stress e nem liberar o NO para manter
a pressdo. Todavia, outra explicacdo nao deve ser excluida: que frente ao aumento
no fluxo, haveria uma exacerbacao da resposta miogénica nas pequenas artérias e
arteriolas renais causada pelo mercario nessa concentracdo mais alta (300 nM). A
resposta miogénica € um mecanismo intrinseco do MLV que responde, produzindo
contracdo, sempre que ha um aumento na tensdo da parede do vaso, como por
exemplo, num subito aumento de fluxo. Dessa maneira, ndo podemos descartar que
0 mercurio poderia estar exacerbando esse mecanismo. Como ja mencionado, a
resposta pressorica frente ao fluxo num leito vascular depende n&o s6 da
elasticidade do vaso, mas também do tdbnus miogénico e da liberacdo de Oxido
nitrico dependente do fluxo. Como estes trés parametros podem influenciar a
resposta miogénica, ndo se pode afirmar que ela esta aumentada no grupo

mercurio.

Em outros leitos vasculares, o mercurio causa disfuncdo endotelial com
diminuicao da biodisponibilidade do NO, sendo este devido ao aumento do estresse
oxidativo e producdo de radicais livres derivados do oxigénio (anion superoxido,
radical hidroxila, peroxinitrito, entre outros) (WIGGERS et al., 2008; FURIERI et al.,
2011). Esses autores evidenciam um fator comum como consequéncia da disfuncéo

endotelial: 0 aumento da resposta vasoconstritora.

Igualmente, como nossos resultados mostraram redugdo da vasodilatacao
endotélio-dependente, aumento da PPM ao longo do tempo de perfusdo na mais alta

concentracdo de HgCI2, e maior aumento de PPM frente aos aumentos de fluxo,
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seria de se esperar uma hiperreatividade vascular a FE como consequéncia da
disfuncéo endotelial no leito vascular renal. Todavia, a resposta vasocontratil ndo foi

aumentada pelo mercurio, mas, pelo contrério, foi diminuida.

Embora ndo tenhamos exatamente uma explicacao definitiva para a resposta
vasocontratil diminuida no leito vascular renal a Fenilefrina decorrente da exposicao

ao mercurio, poderiamos tracar algumas especulacées:

e O mercurio pode reduzir a disponibilidade de NO como tipicamente descrito
por aumentar o estresse oxidativo. Porém se forem gerados metabdlitos
vasodilatadores, como H202 (LUND et al., 1993), estes se oporiam a resposta

vasoconstritora da FE;

e O mercurio estaria agindo sobre a via ativada pelo receptor alfa adrenérgico

na musculatura lisa vascular, reduzindo a resposta a FE;

e O mercurio prejudicaria ndo s6é a funcdo endotelial, mas também a
capacidade do musculo liso em contrair e relaxar. Particularmente,
considerando que a curva de FE era o ultimo protocolo a ser realizado, pode
ser que esse tempo adicional de exposicao (aproximadamente 30-40 minutos)

tenha sido prejudicial.

Posteriormente aos protocolos de perfusdo do 6rgao isolado, separamos
amostras de rins para detectar o teor de mercurio no parénquima renal pela técnica
de ICP-MS. Analisando os resultados é perceptivel que h4 um maior depdsito de
mercurio no cortex do que na medula renal, e que este € maior nas concentracdes
maiores. Na verdade, era esperada essa maior detec¢do de mercurio no coértex do
gue na medula renal, visto que a regiao cortical do rim possui um fluxo sanguineo
renal maior (90% do FSR), além dos glomérulos e tubulos proximais. Nesse sentido,
sabe-se que dentro do rim, o tdbulo proximal € o principal local de captacdo e
acumulacao de espécies mercuriais (ZALUPS, 2000), e que neste sitio ha transporte
de ions de mercurio predominantemente através de transportadores especificos de
aminoacidos ou de anibnicos organicos (OAT 1 e 3) (KOJIMA et al., 2002;
MOTOHASHI et al., 2002).

Seguindo esta linha de raciocinio, também se poderia supor que ha uma

maior participacdo da regido cortical do rim em relacdo aos efeitos agudos do



52

mercurio, tendo em vista que nesta regido ha uma maior presenca de artérias
arqueadas, interlobulares e glomérulos, consequentemente, maior numero de
arteriolas aferentes e eferentes. Estes vasos, particularmente as arteriolas possuem
grande participacao no controle da regulagéao da resisténcia vascular renal, visto que
sao locais de maior resisténcia ao fluxo sanguineo. Sabendo disso, acreditamos que
no aumento da PPM nos rins perfundidos com mercario no maior tempo e
concentracéo, teve a participagdo direta da constricdo dos vasos de resisténcia,

aumentando a resisténcia deste sistema avaliado in vitro.

ApoOs essas analises in vitro, foram realizados os protocolos in vivo de analise
dos efeitos do mercurio, com a finalidade de avaliar se o maior tempo e
concentracdo de mercurio exposto no rim de forma aguda, iria ocasionar alteracées

na hemodinamica e fungéo renal do animal.

Primeiramente, ndo houve significante diferenca na PAM entre os animais Ct
e Hg. Apesar disso, 0s animais expostos ao mercurio tiveram uma diminuicdo no
FSR, reflexo de um aumento na RVR, provavelmente por consequéncia de uma
acdo vasoconstritora nos vasos de resisténcia. Esse fato estd em concordancia com
as analises in vitro com o aumento da PPM no rim isolado quando se mantem o
fluxo constante (isto €, houve aumento na resisténcia). Como mostrado por Girardi
em 1989, a intoxicacdo aguda com mercurio pode de fato trazer alteracdes no fluxo
plasmético renal ap6és uma hora de exposicdo. Neste estudo foi observado
diminuicdo no fluxo renal em animais tratados com alta dose (5 mg/kg) de HgCl-.
Outra justificativa que reforca o aumento da RVR é o efeito in vitro do mercurio,
inibindo a modulacéo da funcdo endotelial, ora por reduzir a resposta vasodilatadora

a ACh, ora por modificar a resposta do leito vascular ao aumento do shear stress.

Além da diminuicdo no FSR e aumento na RVR, em consequéncia, 0S
animais que receberam a injecao de HgClz tiveram diminuicdo na TFG,
provavelmente por causa de uma acgdo vasoconstritora maior na arteriola aferente
do que na eferente, pois se houvesse maior vasoconstricdo na arteriola eferente a
TFG aumentaria devido ao aumento da pressao hidrostatica do capilar glomerular.
Vérios estudos epidemioldgicos relataram evidéncias de lesdo renal ap0s exposicéo
aguda e cronica a varias formas de mercurio (POLLACK et al., 2015; HA et al.,

2016). A exposicdo a doses moderadas ou altas de HgClz resulta em necrose celular
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ao longo da parte reta, convoluta e distal do néfron (McDOWELL et al., 1976;
ZALME et al.,, 1976; ZALUPS et al.,, 2014). Além disso, a exposicdo a espécies
mercuriais também pode resultar em alteragbes nos glomérulos, causando
glomerulonefrite, e também lesdes tubulointersticiais e fibrose (LI et al., 2010;
ZALUPS et al.,, 2014). Sendo assim, € de se esperar que ap0s a exposicdo ao
mercurio, haja uma diminuicdo na TFG (McDOWELL et al. 1976; VANHOLDER et al.
1982). Nao obstante, de acordo com nossos resultados, as reducdes na TFG
causada pelo mercurio poderiam ser decorrentes das alteracdes estruturais
patolégicas no glomérulo, mas também devido a alteracdes na hemodinamica do

capilar glomerular.

Os animais expostos ao mercurio também apresentaram um aumento no
débito urinario (producdo de urina) e maior fracdo de excrecdo de agua,
possivelmente devido a uma menor reabsor¢cao de agua nas porc¢ées tubulares. Isso
pode estar relacionado ao fato de o mercurio possuir efeitos diuréticos, ja ha muitas
décadas estudados. Esse efeito diurético do mercurio, além de diminuir a
reabsorcdo de agua nas partes proximais do néfron, também poderia interferir na
bomba de sédio da membrana basolateral e transportadores de ions na membrana
luminal do segmento espesso da alca de Helne, o que levaria a dispersdo da
hiperosmolaridade da medula renal e reducéo do gradiente para reabsorcao de agua
nos tabulos coletores. Em dltima andlise, outro possivel sitio de acdo seria agindo
sobre as aquaporinas-2 nos tubulos coletores, inibindo sua incorporacao, ativacdo

ou abertura.

Sabe-se que o0s diuréticos mercuriais sdo compostos contendo ions de
mercurio organico capazes de serem filtrados nos tubulos renais e liberar ions
mercurico livres (Hg?*). Promovem diurese, consequéncia direta da liberagdo do ion
Hg?* livre na urina &cida, e neste caso uma maior quantidade de ions sédio (Na*) é
liberado para a regido distal do néfron, podendo aumentar a excre¢cdo de potassio
(K*) e hidrogénio (H*); inibem o transporte ativo de cloreto (ClI"), especialmente no
ramo ascendente da alca de Henle; assim, a reabsorcdo € diminuida e mais Na* e
Cl- sdo excretados (Cray, 2014). Enquanto essa menor reabsor¢cdo de solutos
aumenta a osmolaridade do filtrado, ao mesmo tempo altera 0 mecanismo de
contracorrente e, consequentemente, a hipertonicidade da medula renal, o que

reduz ainda mais o gradiente osmoético para reabsorcdo de agua. De fato, um estudo
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desenvolvido por Griggs e Johns em 1948, mostrou que individuos com insuficiéncia
cardiaca e dieta hipossodica, a administracdo de um diurético mercurial
(Mercuhydrin) eleva a concentracdo de Na* na urina em 2,5 vezes, ClI- em 3,5 vezes,
além de reduzir em 40% a concentracao urinaria de K*, em 24 h apds administracao
do composto mercurial. Dale et al., em 1954, também mostraram que outro diurético
mercurial (Mersalyl) inibe a reabsorcdo de sodio, cloreto e agua no tubulo distal em

humanos.

6. CONCLUSAO

Nossos dados indicam que a exposi¢cédo de forma aguda ao HgClz, tanto nos
animais quanto na preparagéo de rim isolado e perfundido, altera a hemodinamica
renal. Essa alteracdo na hemodinamica foi concomitante a diminuicdo da filtracdo
glomerular e a um aumento da diurese. Em relacdo aos efeitos hemodinamicos,
podemos sugerir que no grupo 300 nM 90 minutos, houve aumento da resisténcia
vascular renal que, nos experimentos in vitro estava associado a disfuncéo
endotelial e exacerbacdo da resposta pressoérica aos altos fluxos. Com isso,
poderiamos sugerir que a faléncia renal aguda induzida pela intoxicacdo com HgCl2
deve ser, pelo menos em parte, devido aos seus efeitos sobre a motricidade da

vasculatura renal.
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