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Resumo 2

O mercirio (Hg) é empregado em diversas atividades humanas. A exposicio primaria a0 metal
poorre através da alimentago contaminada e da liberagio de merctrio pelo amélgama dentério. A
expasicio ocupacional ao vapor de merctirio, substfincia inodora e incolor, & hoje a via mais freqgilente
dg intoxicagdo. O Hg associa-se fortemente aos grupamentos suifidritas (SH) presentes nas proteinas da
membrana plasmatica, enzimas, substdncias de baixo peso molecular, come a cisteina e glutationa,
lambém pode Tormar ligagtes covalentes com 6 enxofre. Quando se liga ao0s eritrécitos, atua como um
agente oxidante,

O presente estudo teve o objetivo de avaliar o sistema antioxidativo eritrocitario através da
medida da atividade da Superdxido Dismutase, Catalase e Glicose-8-Fosfato-Desidrogenase e da
concentracdo da Glutationa Reduzida nos seguintes grupos de trabalbadores:

Grupo 1 (Expostos) - 18 trabalhadores, sendo 14 do sexo masculine e 2 do feminino, expostos ac
vapor de Hg por um periodo variavel de 0.5 a 8 anos (3.37 + 2.40) na faixa etéria de 18 a 48 anos
{32 4 8.86), e que apresentaram concentraco urinaria de Hgde 1.6 2 35 (10.73 + 9.88) ugfg creatinima.

Grupo 2 (Afastados) - 7 trabalhadores do sexo masculino(M) trabathadores com idade variando de
42 a 61 (46.42 + 8.81) anos afastados da exposigdo ocupacional hd pelo menos 6 meses e que ficaram
expostos ao metal por um periodo de 4 a 10 anos, apresentaram uma concentracéo urindria do metal
5.0-19.1 ug/g creatinima,

Grupo 3 (controte Normais) - constituidos de 8 técnicos e alunos (6 do sexo masculino e 2 do sexo
feminino} do Departamento de Hematologia e Farmacoiogia da FCM-UNICAMP, com idade variando de
22 a 45 anos, possuidores de proteses dentérias conténdo Hg , ndo expostos ocupacionalmente a0
metal. Nestes individuos ndo foi avaliada a concentragio urindria do Hg.

Em todos os grupos foi realizado hemograma completo e no G1 também levamos a efeito a
analise da presenga de corpos de Heinz.

Nossos resultados demonstram que a atividade da 8OD do G1 e G2 apresentou-se igual 4 do
grupo G3. Por outro lado, a atividade da Catalase do G1 estd aumentada sigmificativamente quando
comparada ao G2 e teve uma forte tendéncia de aumento quando comparada ao G3. J4 os niveis de
E8H estiveram reduzidos significativamente no grupo G1, mas normal no G2, quando comparados ao

Ga.



Rasumo

Assim 0s resultades apresentados neste trabalho indicam que niveis uningrios de merciitio dentro

do Limite de Tolerancia Bioldgica podem comprometer o sisterna antioxidante eritrocitario,
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Para que ocorresse o desenvolvimento da vida, o primeiro ser vivo teve que estar apto a conviver
com o meio que o cercava. Interrelacionava-se com inumeros elementos, como: Hidrogénio, Oxigénio,
Sodio, Cloro, Fosfato, Enxofre, Aménia e outros, associados em maior ou menor concentragao.
Enquanto alguns séo substancias constitucionais de diferentes sistemas fisiolégicos, outros séo toxicos.

O Mercurio(Hg) € um destes agentes nocivos. Metal pesado, presente naturalmente no meio
ambiente, € encontrando desde o magma até a atmosfera. Nas condicbes normais de pressao e
temperatura apresenta-se no estado liquido. Classificado na familia 6 A, possui massa relativa de 200.59
e tem distribuicdo energética P2. Na forma inorganica o mercurio existe em trés diferentes estados :
Metalico (Hg®), Mercurioso (Hg, ") e Mercurico (Hg"). Pode também complexar-se, formando compostos
organometalicos (WHO; 1980, 1991). E liberado naturalmente para a atmosfera na forma gasosa através
da crosta terrestre e pelos vulcoes, sendo esta descarga estimada em 2700-6000 T/ano (LINDEBERG e
cols, 1987). O vapor de mercurio é precipitado com as chuvas, absorvido e convertido a metilmercurio
pelos organismos aquaticos, contaminando assim a base da cadeia alimentar (BERNHARD e cols, 1982)

(Figura 1).

Fig. 1: Ciclo Natural do Mercurio

Hg++ <«—— Hg® — Hg++

\

Hg° Hg++

Hg°

HgS
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O contacto do homem com este metal teve seu incremento a partir do desenvolvimento do
processo de extracao da prata por amalgagéo desenvolvido por Bartolomeu de Medina em 1557 ‘oped®
(ATTA e cols, 1982).

Hoje, o Hg & empregado em indlstrias como as de cloro-soda, iampadas fluorescentes,
farmacéutica, cosmeéticos, cimento, tintas, ar refrigerado, inseticidas, empresas de mineragio de ouwro e
prata; prdteses dentarias e em diversas outras atividades humanas (WHOQ, 1976). Acrescentamos 80
rneio ambiente 3000 T/ano deste metal (PACYANA, 1987). Esta emissdo se faz por intermédio de sua
liberacdo na gueima de combustivel féssil, incinerago do lixo, pulverizagdo de agrotéxicos e outras
fontes,

A exposicao primaria ao Hg ocoive através da alimentagdo contaminada, principaimente peixes, e
peta liberagdo de mercdrio peio amélgama dentério. Aproximadamente 70% de uma obturacdo
sdontopediatrica é constituida de Hg e sua liberacio ocorre devido ao atrito ou por ago direta da saliva
(808, 1987). O merctirio, quando ingerido, sofre uma transformacéo para metilmerciric por intermaédio
de interacbes com compostos metilcobalaminicos (analogos da vitamina B12) provenientes do
metabolismo bacteriano da flora intestinal € entdo absorvido e distribuido por todo o organismo
(ROWLAND e cols, 1875; HEINTZE e cols, 1983).

A exposicio ocupacional ao vapor de mercurio, substncia inodora e incolor, é hoje a via mais
freqliente de intoxicag8o. Val aos puimbes, passa pelos alvéolos, liga-se aos eritréeitos e toma a
corrente circuiatéria. A maior parte do merctirio absorvido circula na sua forma elementar, depositando-
se nos orgdos e tecidos apds sofrer ionizagio (HURSH e cols, 1988). Aproximadamente 80% do Hg
inalado fica refido no organismo (HURSH e cols, 1976h). Possul uma vida média estimada de 58 dias,
embora este tempo varie de acordo com o orgao de deposico (CLARKSON e cois, 1988), E excretado
principaimente pelas fezes e urina (WHO, 1876).

O Hg associa-se forlemente a0s grupamentos sulfidrila (S8H) presentes nas proteinas, membrana
piasmatica, enzimas, substancias de baixo peso molecular como a cisteina e o glutation; também pode
formar ligagbes covalentes com o enxofre (VALLE e ULMER., 1972).

Os orgdos alvos para a agao deletéria deste metal s80 o cérebro e 05 rins. As manifestaces
clinicas caracteristicas da intoxicagdo mercurial sdo: tremor bilateral dos dedos, pélpebras e ldbios,

agitagho, fadiga e eretismo caracterizado por um comportamento anormal e perda de memdria
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{ENVIRONMENTAL HEALTH CRITERIA, 1976). A presenca de N-aceti-b-glicosaminidase na urina &
indicador de dano renal (MEYER e cols, 1984); as lesbes renais sdo progressivas e detém-se
principaimente a nivel de tibulo proximal (SCHREINER e NAHER, 19685; MOLIN e cols, 1991).

Alguns trabalhos experimentais demonstraram a presenca de reacGes linfoproliferativas
(HULTMAN e JOHANSON, 1881), hipergamagicbulemia (NEWCOMBE e cols, 1982) e de
autoanticorpos  antindcieo (WEENING e cols, 1981), evidenciando uma inducdo do merciro a
autoimunidade. “In vitro®, também se observou que a exposicdo a baixas concentragles deste metal
reduz a aderéncia, quimiotaxia e potencializa a formagéo de peréxido de hidrogénio por parte de células
polimorfonucieares (CONTRING e cols, 1988).

Os padries de exposico a0 mercario, aceitos pela Organizagdo Mundial de Saide, correspondern
a uma excrecAo urindria inferior a 50 pg Ho/g ™' de creatinina, entretanto, trabalho recente demonstra que
individuos com concentragde urinaria inferior ao nivel de tolerdncia biolSgica adotado pela OMS,
apresentam afteragfes funcionais na migragio de neutrdfilos e na producdo de derivados stives do
oxigénio (PERLINGEIRQ e QUEIROZ, 1995).

A neutratizag8o do oxigénio e seus derivados ativos € essencial para a manutengio da vida, tal
gual conhecemos. Diferentes doengas, como: autismo, mongolismo, esquizofrenia, psicose maniaco-
depressiva, porfiria aguda intermitente, B-talassemia, saturnismo, metemoglobinemia induzida por
poluentes e farmacos, infeceBes bacterianas, esclerose maltipla, etc, estde relacionadas a oxidacfo de
difarentes sistermnas (LESS! e cols, 1888),

0 Hg age sobre o eritrocito como um agente oxidativo. Esta célula, devido A exposicdo ao
oxigénio e seus derivados ativos, possul um grande arsenal bioguimico antioxidativo, composto de:
Catalase (CAT), Glutationa (GSH)} e Superdxido Dismutase (SOD). Este sistema visa reduzir os efeitos

degenerativos induzidos pelo H,0,, OH e O (DIGUISEPP! ¢ FRIDOVICH, 1984) (Figura 2),
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Fig. 2: Sistema Antioxidadativo Eritrocitario
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A catalase & uma metaloproteing complexa, constituida de quatro sub-unidades idénticas,
presente em praticamente todas as células dos mamiferos e em alguns géneros bacterianos anaerébicos
e aerobicos (MCLEQD, 1923; THEORELL, 1851, GREGORY e FRIDOVICH, 1973). Pode ser encontrada
nos peroxissomos (micro-corpos) do figado e dos rins ou em grandes agregados, como os
microperoxissomos (CHANGE e WILLIANS, 1956; DEDUVE e BAUDHUIM, 1886; NOVIKOFFE,.e cols,
1973). E também encontrada nos eritréciios. Na hemicia, ests iocaﬁzada no citosol e incorporads A
membrana (ALLEN e cols, 1977). Tem peso molecular de 240.000 d. e seu sitio ativo & localizado no
grupamento protoporfirinico (Fe™) (CHANGE e cols, 1979). E a dnica enzima capaz de apresentar
atividade bioquimica duai:

catalase

Catalitica- HaQp + H:0, —p 2H,0 + O

Peroxidativa- Ha0z + AH2-S22%, 240+ A
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As vias predominam dependendo da concentragio de H.0, no meio (CHANGE e cols, 1979).

A especificidade da catatase para peroxidos demonstra-se maior para o peréxido de Hidrogénio,
Metit e Etil-hidroperdxido, entretanto néo transforma o T-butilperéxido.

Individuos com deficiéncia da catalase {acatalasémicos ou hipocatalasémicos) apresentam uma
maior formagdo de metemoglobina, lipoperoxidacio da membrana ceiular, deformidade e alteracio de
permeabilidade da hemacia (JAIN, 1988),

A degradacd do T-butiiperdxido ¢ realizada pelo sistema das glutationas. Este complexo
enzimatico € formado pela Glutationa Oxidada {GSSG), pelas enzimas Glutationa Redutase (GR),
Glutationa Peroxidase (GPx) e pelo produto da reducdo da GSS8G, a Glutationa Redurida {GSH), que
mantém umna reiacio 2:1 com a fonie geradora,

A glutationa (GSH) eritrocitdria possui um papel de maior relevancia que a catalase no que
confere 3 degradagio do H.0, (FLOHE & BRAND, 1968). A G8H é um tripeptideo formado por cisteina,
giicina ¢ glutamato e sua atividade quimica expressa-se através do grupamento suffidrila (SH)

{FIGURA 1).

NH2

HOOC — CH — CHZ — CH2 — CONH

EH—CH2 —CH — CONH — CH2 — CO0OH

Fig. 3: ESTRUTURA da GLUTATIONA REDUZIDA

Possui uma vida média de 2 a 15 dias, diferindo intra-espécies (KURATA e cols, 1993)
A sintese de giutationa ocorre no interior das hemdcias, tanto jovens quanio maduras,

necessitando, parg isso, aidém de seus aminodcidos constitucionais, também das enzimas &glutamil
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cisteina sintetase e glutationa sintetase. A principal funcio da glutations eritrocitaria é manter os grupos
SH reativos na forma reduzida, grupamento este presente na hemoglobina e em vérias outras proteinas
gue tambeém possuem neles seus sitios ativos, A glutationa, uma vez oxidada, torna-se toxica, formando

pontes dissulfeto entre as duas moléculas e perde a capacidade de deixar o eritrécito (FIGURA 2).

NH2
HOOGC — CH - CH2 - CH2 — CONH

CH2 - CH ~ CONM - CHZ -~ COOH

CH2 - CH — CONH - CH2 - COOH

NH2

HOOE - CH - CH2 —~ CH2 - CONH

Fig. 4: ESTRUTURA da GLUTATIONA OXIDADA

A reversdo para a forma reduzida ocomre através da enzima glutationa redutase, a qual é a
catalisadora da reducdo da glutationa oxidada. Para a acdo adeguada da giutationa redutase, ela
necessita de de Nicotinamida Adenina Dinucleotidee Fosfate (NADPH), glutationa reduzida e flavina

adenina dinucleotideo (FAD). O NADPH € reduzido na via das pentoses pela glicose-8-fosfato
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desidrogenase (G-6-PD). Ja o FAD ¢ produto da riboflavina & atua como grupo prostético da glutationa
redutase.

Individuos com deficiéncia de G-6-PD, Glutationa redutase, com hemoglobinopatias, deficiéncia
nutricional de Riboflavina ou cirose hepdtica, apresentam uma redugdo nos niveis de GSH. Estes
podem vir a apresentar quadros de anemia hemolitica, pancitopenia, trombocitopenia e leucopenia
induzidas por drogas (BARRAVIERA e MACHADO, 1989; BARRAVIERA & cols, 1989); deplegdo na
producdo de anticorpos, atividade de células T-citotéxicas (UHLIG & WENDEL, 1982} e quimiotaxia de
células potimorfonucieares (PERLINGEIRO e QUEIROZ, 1995).

A glutaticna pode oxidar-se facilmente por meio de diferentes agentes como ferricianeto de
poidssio, agua oxigenada, oxigénio na forma molecular e por agentes tidis.

A neulrafizac@o do oxigénio na forma O, é realizada pela enzima Superdxido Dismutase {SOD). A
$0D ¢ enconfrada em todos 08 organismos aerdbicos e em alguns anaerdbicos (FRIDOVICH, 1961,
1974). A partir da descrigio desta enzima o3 hiologistas passaram a reconhecer a toxicidade do oxigénio
& seus derivados ativos (McCORD e FRIDOVICH, 1969). Esta enzima pode ser encontrada associada ao
Cobre-Zinco (Cu-Zn-SOD), a0 Mangéanes (Mn-SOD) e ac Ferro (Fe-SOD). Cu-Zn-SOD ¢ a enzima
caracteristica de organismos sucariotos; a associada ao Fe ocorre em seres procariontes (MCCORD e
cols, 1977) como bactérias (YOST, 1973) e a Mn -800D ¢é observada em pré e eucariontes (STEINMAN,
1982). A SCD eritrocitaria esta associada ao Cu (eritrocupreina), tipo enzimatico tambsm presente no
cérebro, figado & no espago intermembranal das mitocdndrias (CHANGE e cols, 1979),

A Cu-dn-SOD apresenta-se como um dimere, possui peso molecular de 31.000 - 233.000
(CALLOW, 1923) & seu sitio ativo esta relacionado ao Cu (STEINMAM, 1982). Esta forma enzimstica &
sensivel ao cianeto enquanio que a mitocondrial & insensivel ¢ estd ligada a0 manganés (FRIDOVICH |
1982). A retirada da porg@o metélica leva a uma inibigio enzimaética irreversivel

A dismutagdo do anion superoxido (O;), leva a formacdo de O, e M0,

SOD - Cu™ + 0, = 80D - Cu* + O,

SOD - Cu'? + 0y + 2H' = SOD - Cu™ + H,0,.
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Os derivados ativos do oxigénio aiteram a hemogiobina, transformando-a em metemoglobing; esta
forma nao consegue carrear o oxigénic e precipita-se, formando os corpos de Heinz. Estes sdo
observados como pequenos grumos citoplasmaticos. A reversdo da forma fémica (Fe'd) para a forma
farvasa (Fe’zj ¢ essendcial para que a hemoglobina volte a transportar 0 O, (WILLIAMS e cols, 19786).

Assim conforme exposto, 0 mercirio é um elemento cada vez mais presente no nosso ambiente e

representa mais um agente estressante para as células vermethas,



II. OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho foram os de avaliar ¢ sistema antioxidativo eritrocitério de individuos
expostos a concentragbes aceitaveis, pelas normas intemacionais, de vapor de Hg, através da medida
da concentragdo da Glutationa Reduzida (GSH), ¢ da atividade da CATALASE, Super6xido Dismutase
{SOD) e Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G-8-PD}.



ITI. CASUISTICA E METODOS
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CASUISTICA

Tés grupos de trabalhadores foram estudados neste trabaiho.

Q grupo exposto (G1)oi constivido de 14 trabalhadores (12 M, 2 F) com idade média de 32 85 4
§.86 (18-48) anos expostos por wm perfodo de 3.37 + 2.40 (0.5-8) anos e com niveis urindrio de Mercrio
medio de 10.7 + 9.88 (1.6-35.0), concentracBes estas inferiores ao Limite de Toleréncia Biolbgica. Estes
sdo funcionarios de uma fabrica onde ¢ efetuado o reaproveitamento do mercrio metalico fiberado nos
afiuentes liquidos de industrias de tioro-soda . Este processo se da através da adigio de sulfeto no
tratamento da dgua e com isto o Hg precipita-se sob a forma de suifeto de mercdrio, Esta agua é filtrada
em tefra diatomita por processo de pressao, através da qual é purificada e liberada nos leifos d'agua.
Nesta inddstria, a terra contendo sulfeto de mercirio & processada por meios fisico-quimicos, que retém
o mercirio metalico purn,

Apos a obtengdo da histéria ocupacional completa, cada trabalhador foi submetido & um exame
medico geral, incluindo sintomatologia referente & possivel intoxicagdo peio metal, assim como dados
sobre a incidéncia de infecpdes (Anexo).

O grupo de individuos afastados ((32) é constituido de 7 trabathadores com idade média de 46 +
8.61 (42 - 81) e expostos peio periodo de 4 a 10 anos, acahando-se afastados da exposicdo ocupacionai
pelo menos a 6 meses por prescricdo medica, por apresentarem niveis urinarios acima do Limite de
Tolerancia Biolégica (LTB) e/fou quadro sintomatolégico compativel com intoxicagio por este metal.

J& 0 grupo controle foi formado por 8 individuos sadios, ndo expostos ocupacionalmente ao metal,
com idade variando de 21-45 anos, portadores de préteses dentdria contendo amalgama de mercario,
colegas do Departamento de Hematologia e Farmacoicgia da Fac. Ciénoias Médicas-UNICAMP, os
guais tammbém preencheram o referido guestiondrio.

Todos individuos consentirarm espontaneamente na realizagio dos exames, apos amplo

esciarecimento sobre 08 procedimentos a serem empregados,
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MATERIAL
REAGENTE PROCEDENCIA N¥CATALOGO
FOSFATO de POTASSIO BIBASICO MERCK {5099}
KHPO, . 3 H20
FOSFATO de POTASSIO MONOBASICO MERCK (4873)
KH,PO,
TITRIPLEX (EDTA) MERCK (21562)
B-MERCAPTOETANOL MERCK (805740)
PERHIDROL (H:0,) 30% MERCK (7210)
CELULOSE TYPE 50 SIGMA (S - 5504)
a~-CELULOSE SIGMA {C - 8002)
CLORETO de SODIONaCL PA MERCK (6404)
PAPEL DE FILTRO 1 WHATMAN
NITROBLUETETRAZOLUM (NBT) SIGMA (5514)
RIBOFLAVINA SIGMA (R 4500)
B-NADP NICOTINAMIDA ADENINA SIGMA (N 0505)
DINUCLEOTIDEO FOSFATO
CLORETO de NAGNESIO MgCL» MERCK (21561)
0-G-8-P GLICOSE -8- FOSFATASE SIGMA (G 7250)
CIANETOde SODIO ECIBRA
ACIDO C{TRICO MERCK (244)
DTNB (5-5'DITHIOBIS(2-NITROBENZOIC ACID) SIGMA (8130)
CLOROFORMIO MERCK (21506)
ETANCL ABSOLUTO MERCK (986)

ACIDO CLORIDRICC FUMEGANTE (HCH MERCK (314)
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METODOS

Determinacdo dos niveis de mercirio na urina,

A avaliagdo do Hg urindrio foi efetuada através da seguinte metodologia.

Utifizou-se um espectrofotémetro de absorcdo atdmica (equipamento Varian AA{TS com {dmpada
de catodo deo de mercirio de absorcéo).

A amostra de urina foi mineralizada por processo de digestio, sob refluxo, com uma mistura de
acidos sulfdrico, persulfato de potassio e, permanganato de potéssio em um recipiente de vidro. Este
acondicionador possui um reservatdrio de condensagdio, no qual o material condensado pode ser
devolvido ao frasco de digestdo ou, aliernativamente, ser eliminado do recipiente (RICHARDSON,
1978}

A concentragdo do metal foi determinada especirofotometricamente, usando hidrato bérico de
sédic como agente redutor, com sensibilidade de 0.1pg/ (SHARMA e DAVIS, 1974).

Paralelamente, foi realizada a dosagem de creatinina urindria, com o objetivo de exprimir a
concentragdo de Hg por grama de creatinina. Esta coregéo permite ajustar os niveis de efiminacdo de
Hg™ ac voiume de agua urinario, A concentragdo de creatinina urindria foi medida pelo métedo de Jaffé

“opud” (TCDD.e cols, 1989).

HEMATIMETRIA
A dosagem de hemoglobina e a contagem de glébulos vermeihos foram obtidas através do
contador eletrdnico Coulter modelo SSr, pertencente ao Laboratério de Hematologia do Departamento de

Pat&logia do Hospital das Clinicas-Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas HC-

FOM UNICAMP.
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ENZIMAS E PRODUTO

CATALASE (BEUTLER, 1975)
PRINCIPIC
A catalase cataliza a reacdo de neutralizagiio da 4gua oxigenada de acordo com a reacéo:
2H,0, S22, 0,0 4 O,
A razdo da decomposicdo do perdxide de hidrogénio pela catalase 6 medida

gspectrometricamente a 230 nm, onde o H,0, absorve 3 iuz.

SOLUCOES

O Tampao Fostato € preparado a partir de duas solucdes estoque: sol, A - KHPOy . 3 H0
(22.823 ¢/100 mi) e sol. B, KH,PO, (6.804 g/50 mi), Toma-se 67.6 mi da sol A e adiciona-se
aproximadamente 30.0 ml da sol. B.; os 2.4 mi restantes sdo utilizados para acertar o pH em 7.0.
Realiza-se uma soluglo de Tris-HCH 1 M, EDTA 5 mM, pH 8.0. A soluglo estabilizante consiste de 5.0 w
de p-mercaptoetanot diluido em 1.0 ml de EDTA D.27 M e gqsp 100 ml de H,0 destilada. A solugiio de

HD, deve ser preparada quando de sua utilizagdo, na diluicdo 1/100.

TECNICA

1.0 mi do sangue coletado por venopuntura com Acido Citrco Citrato Destroxe ACD (1/5 de
sangue) & passada por uma coluna (celuiose microcristalina tipo 50 - a-celulose m/m suspensa em
solucao NaCl 0,8%) de 2.0 ml de altura, coluna esta empacotada em seringa de 5.0 mi a qual tem em
sug base, um circuio de papel de filtro n°t (WHATMAN). Esta coluna & lavada com 5.0 mi de salina
0.9% e as hemacias sdo coletadas em tubo conico. Esias sdo lavadas e centrifugadas a A500 rpm/15
min.por 3 vezes. Desta "papa de hemacias”, é produzido um hemolisado 1:20, tomando-se 20 ul das
hemacias, adicionando 380 ul da soiucac estabilizante; apss homogeneizacdo a mistura & congelada a -

2000,
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Preparagao do perdxido 10mM,

A Densidade Optica D.O.1 § obtida em 230 nm, através da leitura de 0.8 mi de fosfato 1/10,
utilfizando-se agua como branco.

Adiciona-se entdo 0.1 mi da H,0; 30 volumes diluida 1/100, obtendo-se assim a D.O.2.

Considerando o coeficiente de extingo molar do Peréxido a 230nm (0.071) e a diluicdo 1410 do
H,C: . A concentragdo do per6xido é acertada pelas seguintes operacdes:

a D.OZ-D.OCA=AD O x141= X mM.
X mM é a concentragio de perdxido na soiugdo 1% H,0,.

By X mM H,G; x Vd = 10 mM HyOp x 1000 il
Wed = 16000 = X

Vd = o volume do peréxido a ser diluide em gsp 1.0 mii para obter-se a concentracdo de 10 mM.

Do hemolisado, 0.1m! séo diluidos em 9.8 ml de H,0 destilada (hemolisado 1/2000) ¢ desta
solucdo refira-se uma aliquota de 1.0 ml e adiciona-se 20 ul de etanol puro, produzindo-se assim uma
solucdo gue contém a enzima que sera ensaiada.

Em duas cubetas limpas, adiciona-se 50 ul de Tris a 900 ui de H,0, 10 mM e a 30 i de H,O dest.
incuba-se a 37°C por 10 min. Adiciona-se 20 ul do hemolisado 1:2000 3s cubetas e imediatamente toma-

se a leitura espectrometricamente a 230 nm, minuto a minuto, enquanto hé linearidade na reacéo.

calcula-se a media das diferengas das diversas D.Q., até o quarto minuto.
0 céleuio da quantificacdo enzimatica (Ul/gHb) seguiu a equagio:

A={ADO./T)x 107 {diluighes) + Hb x Vol hemol. x 0,071 {coeficiente de extingio molar do peréxido a

230 nm).

A = uynidades ativas da enzima por grama de hemogiobina.
& 0.0, = Média aritimética da D.O.

T = Tempo considerado, para leitura da densidade 6plica.
Hi: = congentracio de hemogiobina no hemuolisado 1:20.
ol hemol. = vol hemolisado 1/2000.
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SUPEROXIDO DISMUTASE (WINTERBOURN & cois, 1975)
PRINCIPIO
A 80D catalisa a redugdo do anion superoxido (O;) de acordo com a seguinte reacdo,
20, + 20 2P 024 1,0,
Baseia-se na capacidade da Superdxido dismutase em inibir a redugdo do Nitrobluetetrazolium

(NBT} ocasionada pela fotorreducao da riboflvina e O,

MATERIAL

Nitroblustetrazolium - 1.5 mM (12.3 mg/10 mi).

Riboflavina - (.12 mM (4.5 mg/100mi).

Tampéo Fosfato (M/15 pH 7.8) € produzido a partir da mistura das seguintes dilvicdes:

3« K:HFPO, 34,0 (15.20012 g/1000 mi)

b- KH.PO, (0.80636 g/100 ml);
Tampéo - 815 mi (a) + 80 ml (b}, acertar 0 pH em 7.8 com o restante de ().

EDTA C.1 M contendo NaCN 1.5 mg/10 ml.

TECNICA

Cegrca de 5.0 mi de sangue € coletado e depositado em recipiente contendo Heparina (10 Ufmb,
tavado com salina NaCl 0.9% e centrifugado a 3500 rpm/10 min., os leucdcitos sdo aspirados com pipeta
Pasteur, Este procedimento é repetido até que visuaimente ndo se note a presenca de gidhulos brancos.
G hemolisado ¢ preparado a partir de 500 ul de hemacias que séo diluidas em 1,5 volume de Agua
gelada e vigorosamente agitado. A concentragdo de hemoglobina é determinada no hemolisado, e
ajustada para 10 g/dl.

A SOD & extraida adicionando-se, em um tubo cbnico, 3.5 ml de 4gua gelada a 0.5 mi do
hemotisade & a 1.0 mi de Etanol. Apos homogeneizacio, acrescenta-se 0.6 mi de cloroférmio ao exirato,
o qual apresentard uma coloragdo achocolatada devido A agitagdo brusca. Apds centrifugacdo a fase
superior que contém a enzima é transferida para um tubo de ensaio mantido em banho de gelo.

Procede-se a reagdo a temperatura ambiente, pipetando-se em 7 tubos de ensaio 10, 20, 40, 60, 80, 200
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& 300 pl do extrato e adiciona-se, a cada um dos tubos, uma solugdo contendo 200 w de EDTA/NSCN;
100 pi de NBT 1.5 mM e 50 ul de Riboflavina 0.12mM. Completa-se o volume para 3.0 mi com fosfato
pH 8.0. Os controles “brancos” s8o obtidos pela adiglo apenas da Soluclo na auséncia do extrato,

Com ¢ objetivo de promover a reducdo do NBT, as amostras sio levadas & uma Huminacao
uniforme, feita por ldmpada fluorescente, em uma caixa adaptada que visa impedir a entrada de fuz
proveniente do meio extemno. A exposicio é feita por 12 min.

Procede-se entd0 & leitura a 560 nm e a concentragiio da SOD é obtida com a formula

A= Hb/l max. onde
A = goncentragdo da enzima na amostra.

Hb = concentracfio de hemoglobina final no extrato (10).

 max = percentual de inibicdo maxima da reducio do NBT.
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GLUTATIONA REDUZIDA (BEUTLER, 1975)
PRINC{PIO

Praticamente todos os compostos ndo protéicos sulfidrilicos das celulas vermelhas permanecem
estaveis devido & presenca da GSH. O 5,5-Dithiobis(2-acido nitrobenz6ico} (DTNB) & um composto
dissulfidico que pode ser reduzido por compostos sulfidrilicos, vindo originar uma substincia

amarelada. A densidade 6ptica desta substéncia & medida por espectrofotometria a 412 nm.

MATERIAL

Soluclo Precipitante - 1.67 g 4cido metafosforico glacial/ 100 m.

TECNICA

0 sangue ¢ coletado ¢ armazenado em um frasco contendo EDTA (1 gota/mi) a 4°C; deste,
produz-se um hemolisado adicionando-se 0.4 ml de sangue a 3.8 m! de dgua destilada gelada. Umna
porcho de 3.0 mi do hemolisado & acrescida de 4.5 mi de uma Sulugao precipitante, homogeneizada e
filtrada em papet de filtro (WHATMAN) durante & min. O filtrado é recothido e 2.5 mi do filtrado sdo
adicionados a 10 ml de Na,HPO, 0.3 M; desta solugdo, 10 mi sdo separados (aliquota A) e 1&-s¢ a
D.C.dos 2.5 mi restantes a 412 nm (DO1). Para se estabelecer o zero aspectrofotometricamente,
produz-s¢ uma mistura a partir de 3.0 mi da solugo precipitante diluida 2:5, acrescida de 12.0 mi de
Fosfato de Sodio 0.3 M. Retira-se desta 10.0 mi (aliquota B) e com os 2.5 mi restantes, encontramos o
ponto zero. As aliquotas A e B sdo entdo acrescidas de 1.0 mi de DTNB, e procede-se 2 leitura {(DO2).

avaliamos o hematberito para expressarmos a concentragdo de GSH percentualmente.

A concentragado do produto é entdo calculada a partir da seguinte equacio:

DO2 = DO1 X (31040/HT)= mg%

501 = Densidade éptica da amosira antes da adicio do DTNE.

DOZ = Densidade dtica da amostra apos a adigdo do DTNB.

31040 = Coeficiente de extingdo moiar do DTNB reduzido peia GSH (136800) muitiplicado pelas diluighes.
HT = Hematserito.
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G-6-PD (BEUTLER, 1975)
PRINCIPIO
A glicose-8-fosfato  desidrogenase catalisa a oxidagdo da glucose-6-fosfato para 8-

fesfogluconolactona, a qual rapida e espontaneamente se hidrolisa para 6-fosfogluconato.

Glucose-6-P + NADP* °%™° 5 bGA + NADPH + H'

A reducéo do NADP para NADPH ¢ medida por espectrofotémetro a 340 nm.

MATERIAL
Solugdo precipitante - 7 mM de p-mercaptoetanol e 2,7 mM de EDTA sédica pH 7.0.

TECNICA
Apos lavar as hemdcias 3 vezes em soluglo safina, prepara-se o hemolisado adicionando-se as

hernacias a uma solucéo estabilizadora 1:20. O material € homogeneizado e a hemélise obtida por
congelamento e descongelamento.

Fara a quantificaco 580 necessarios 2 tubos contendo, cada um, 580 pl de dgua desionizada; 100
uf de NADP 2mM: 100 i de tampéo Tris-HCI 1.0 M pH B.0 e 100 ul de MgCl, 0.1 M. Adiciona-se 20 ui de
hemolisado em cada tubo e incuba-se a 37°C por 10 min.. Em seguida acrescenta-se 100 pl de G-6-P
#mM no tubo padrdo e 100 ui de agua desionizada no “branco”. Lé-se a densidade optica a 37°C durante
10 min., em cubetas com percurso oplico de 1.0 ¢m, a A= 340nm, em espectrofotdmetro Beckman,
modeio 28,

0 cafculo dos resultados obedeceu a seguinde equacéo:

(A D.O.Jmin) x 10°
8.22(Hb) x {vol. enzima)

ATIVIDADE (UL)yg Hb =

4 D.OJmin.= diferenca da densidade optica por min. obtida com a leitura dos primeiros 5 min,, apos
estabilizacio da solugioc.

6.22 = coeficiente de extingieo mM do NADPH

+b = hemoglobina do hemoiisado em g/dl.

vol. enzima = volume de hemolisade colocado nos tubos padrio e “branco”.
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CORPUSCULOQ DE HEINZ E RETICULOCITOS (DACIE e LEWIS, 1975).
Duas ou tres gotas de Azul cresil brilhante sdo aspiradas por pipeta Pauster 10 x 75 mm, sdo
adicionadas a dois a quatro volumes de sangue coletado em EDTA homogeneizado e incubado a 37°C

por 15-20 min. As hemacias 5o levernente ressuspensas, colocadas sob [aminas de microscopia dptica
& examinadas atraves de objetiva de imers&o.Os reticulécitos sdo observados como filamentos azulados
& expressos em % alravés da seguinte operagio;

N° de reticuldcitos contados em 10 campos

N° tot de células nos 10 campos

Os corpusculos de Heinz 580 vistds como pequenos grumos densos.

SRR N2y
BEBLIOTYRCA CERTRAL
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ANALISE ESTATISTICA (programas TRUE EPISTAT copyrigh 1991 Epistat Service @ MICROSTAT
copyrigh 1984 Ecosoft. inc.)

Para a comparago dos diversoes grupos foi utilizado o métode de Mann-Whitney.

As varidveis foram medidas no grupg nomal, afastado e expostos.

Para as correlagles dos niveis de mercirio e tempo de exposicio com os niveis de glutationa e

atividade da catalase e SOD fol utilizado o coeficiente de Pearson.



IV. RESULTADOS
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1 - HEMATIMETRIA
Ciuanto 2 hematimetria verificamos nio ter havido diferenca significativas entre os 3 grupos estudados.

Também nio houve diferenca significativa no nimero de reticulécitos e ndo observamos presenga de

corplscuios de Heinz,

Os resuitados estéo expostos nas tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela1. Dados hematologicos dos individuos do grupo controle participantes do

estudo

individuo  leucécitos  hemdcias Hb Ht  VCM HCM  MCHC

SEX0 (x10°L) 1070 @A) % o) g )
D.CF.U.M 8.7 474 140 419 88 298 335
D.F.{M) 7.0 5.44 159 452 83 293 353
S.C.P.M) 6.3 4.82 15.0 439 91 311 342
T.M.R.(M) 8.3 5.00 154 430 85 304 357
T.O.(M) 9.7 4.60 141 420 91 307 337
V.D.H.(M) 7.5 4.60 140 407 88 303 343
Média 7.75 4.88 14.73 4278 87.78 30.20 34.40
0P 1.57 0.31 0.81 1680 320 067 087
£p 0.64 0.12 033 080 1.30 030 035
Mediana 7.25 478 1455 425 880 303 343
S.D.P.{F)* 4.4 8.50 128 404 862 197 316
M.V.(F) 6.5 4.20 129 372 88 307 348

x|ndividuo portader de w-talassemia.



Tabela 2:

Dados hematoldgicos dos individuos afastados da exposicdo mercurial

Individuo  idade tempo tempo CONC. Mgl  leucdcifos hemacias Hb Ht VCM  HCM  MCHC

sexo {anos) exposigho  afastade  (MO/Q Creat) {(x10%L) (10" gfdh) (%) 3 (o) (%)
{anos) {anos)

ACS W) 47 4 1.0 19.1 8.8 5.25 17.8 52.3 100 33.8 34.0
AMI (M) 81 10 1.0 7.5 11.3 5.28 158 458 a7 30.1 34.7
CEA. (M 35 10 0.7 16 78 5.14 15.5 45.5 89 30.2 34.1
M.B.C.{(M) 54 10 05 50 8.3 4 50 15.5 433 85 34.4 358
R.C. (W) 42 10 20 16.7 6.0 515 15.3 48.2 80 296 330
SPA (M) 42 10 1.0 01 8.4 5.34 14.0 43.4 89 261 32.7
W.A.C.(M) 44 5 1.3 -} 7.8 5.36 15.2 456 85 28.3 333
Média 46.42 8,42 1.1 10.00 8.82 4.59 15.1 446 85 3.10 337
Dp 8.61 268 0.5 6.77 1.33 0.35 1.8 43 8.5 30 14
EP 3.25 1.02 0.2 276 0.5 0.13 0.7 16 34 1.13 .5
Mediana  44.00 10.00 1.00 8.80 8.30 514 15.3 455 87 301 34.0




Tabela 3:  Dados hematoldgicos dos individuos expostos ocupacionalmente ao mercurio com indices de concentraggo

urindria do metal inferiores ao LTB {50ug/g creatinina).

INDIVIDUOS ~ (DADE tempo exposicBo CONC. HglU leucocitos hemacias Hb Ht VM HCM  MCHC reticuldeito

Sexo (anos) (anos) (ng/gcreat)  (x10%) (x10"11) {grdah (%) % (pg) (%) (%)
TALV.(M) 36 8 3.4 105 464 140 40 87 300 348 0.7
C.D.M) 23 3 12.7 10.1 3.37 149 428 80 315 350 0.6
C.8.(M) 48 4 2.4 5.8 5.60 183 465 83 290 349 1.3
E.R.C.(M) 41 4 3.0 8.2 538 16.9 477 89 314 354 )
F.R.S.0W 33 7 35.0 56 5.18 156 472 91 303 331 06
G.F.8.0M 25 2 23.0 7.2 5.21 1486 424 89 0.0 344 0.7
JC.P.(W) 27 2 10.0 6.7 5.51 166 482 87 301 344 )
JMLM.(W) 46 5 9.0 7.1 5.24 161 471 90 308 343 )
P.D.S.(W) 38 0.8 8.3 9.0 5.02 154 465 93 307 332 )
S.B.(M) 38 1 42 5.2 4.09 14.7 428 105 B0 344 0.8
V.0.8.(M) 29 3 24.0 8.7 4.98 14.0 405 80 277 348 0.2
V.G.0.(M) 18 0.5 7.8 7.0 5.11 171 466 91 334 366 06
Média 33.50 3.35 11.90 7.34 4.94 15.51 448 8058  30.90 34.59 0.70
DP .31 238 10.20 1.65 0.63 108 29 8.05 211 082 0.31

EP 2.68 0.68 2.94 0.47 0.18 0.85 08 1.74 174  0.28 0.11
Mediana 34.50 3.00 8.85 5.45 5.13 1550 465 895 305  34.34 0.85
M.E B.(F) 33 8 16 5.2 3.80 133 392 93 316 339 03

M.S.S8.(R 25 1 5.9 4.5 3.61 ) o) - ) - )



Resultados o)

2 - CATALASE

A tabela (4) e o figura (5) demonstram que os niveis desta enzima nos grupos afastados e expostos ndo
diferiram significativamente do grupe controfe normal p= 0.4285 e p = 0.0546 respectivamente (Mann
Whiiney). Entretanto, quando comparados os grupo afastados com expopostos observamos uma
diferenca significativa p = 0.0161 (Mann Whitney).

Tabela4: Medida da CATALASE intraeritrocitaria de individuos afastados, normais

& exposios ao vapor de mercurio.

CATALASE (Ulig Hb)
AFASTADOS NORMAIS EXPOSTOS
310897 388855 274914
180272 221815 257480
170664 174535 246862
162061 180841 231985
148630 144456 230506
137842 138640 223880
133955 132613 217479
127151 129310 202429
127151 125586 186567
114045 112614 172302
114045 891034 148931
102385 87578 139622
1016582 131348
96469 120425
119094
90228
Madia 145511 159056 *187197
opP 54824 80088 56611
EPR 14852 23379 14152
Mediana 130553 136127 154498

* Significativamente diferente (p < 0.02 Mann-Whitney) quando comparado ao grupo afastados
Todos os voluntarios expostos apresentam concentragio mercurial uringria inferior ao LTB,

LTB: (50 mg/q creatinina).
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Fig. 5: Concentracdo da Catalase eritrocitaria

ESTATISTICA {Mann Whitney) - Afastados x Cont. {(P=0.4285)
Expostos x Cont. (P=0.0546)
*Expostos x Afastados (P=0.01 &1)

{Coeficients de Pearson),
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¥ AFASTADCS
o NORMAIS

v EXPOSTOS

Nao houve correlacio enire a Cataise com o tempo de exposicio e a Conc Hg urinaria

{r = 0.2887 e r = 0.3753) respectivamenta.
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3 - SUPEROXIDO DISMUTASE
A tabela (5) e o figura (8) demonstram que 0s niveis desta enzima nos grupos afastados e expostos ndo

diferenciaM significativamente dos controles normais e to pouco quando comparados entre si

p=0.2180, p = 0.1576 e p = 0.1977 respectivamente (Mann Whitney).

Tabela 5: Medida da Superdxido Dismutase intraeritrocitaria de individuos

afastados, normais e expostos ao vapor de mercirio

SOD (Ulig Hb)

AFASTADOS NORMAIS EXPOSTOS
4545.0 4168.0 5050.0
4166.0 3806.0 4580.0
4166.0 3642.0 4208.0
3785.0 3443.0 3991.0
33330 3206.0 3975.0
3062.0 32810 36823.0
27110.0 325.0 3643.0
2710.0 3600.0 2250.0
2621.0 26840 2173.0
2631.0 2500.0 1724.0
1851.0 2380.0 1562.0
16120
Media 32354 3078.0 3377
DR 835.9 700.0 1216.9
EP 252.0 202.0 368.9
Mediana 3062.0 3203.0 3623.0

Todos os voluntarios expostos apresentam concentracdo mercurial uringria inferior ao LTB.

LTB: (50 mg/g creatinina).
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Fig.6: Concentragio da Superdxido Dismutase

ESTATISTICA (Mann Whitney) - Afastados x Cont. (P=0.2160)
Expostos x Cont. (P=0.1576)
Expostos x Afastados (P=0.1977)
(Coeﬁciehte de Pearson),
Nao houve correlacio entre a SOD com o tempo de exposicd0 e a Con¢ Hg urindria

{r=0.252 e r = 0.3083) respectivamente.
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4 - GLUTATIONA REDUZIDA

Be gcordo com a tabela (8) e figura (7), podemos observar que o nivel deste elemento no gripn
afastados ndo diferiu do grupo controle normal p = 0,258 ( Mann-Whitney }. J4 os niveis apresentados
pelos individuos expostos esteve significativamente diminuida quando ctomparada sos grupos controle

normais e afastados, p = 0.007 e p = 0.002 ( Mann-Whitney ) respectivamente.

Tabela 6  Medida da Glutationa Reduzida intraeritrocitaria de individuos afastados,
Normais e exposios ao vapor de mercdrio

GSH (myg)
AFASTADQS NORMAIS EXPOSTOS
87.00 76.87 83.00
80.50 70.10 59.75
64,70 63.00 52.50
58.20 82.35 44.25
55.38 59.78 41.77
54.42 58.90 39.32
54,38 57.00 39.18
44.00 52.95 36.91
44,00 52.50 30.26
40.35 48.40 25.70
44 .53 24.20
41.70 23.91
3818 23.88
Média 60.28 55,12 #* %38.81
D.P. 14.8 122 13.4
EP 49 3.8 3.7
Mediana 55,38 54 .97 39.18

* ®3ignificativamente diferente (P< 0.01Mann-Whitney} guando comparado aos grupos
normais e afastados.

Todos os voluntarios expostos apresentam concentra¢do mercurial urindria inferior ao LTE.
LTB: {80 mg/g creatinina).
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Fig. 7: Concentragéio da GSH

ESTATISTICA (Mann Whitney) - Afastados x Cont. (P=0.258)
Expostos x Cont. (P=0.007)
Expostos x Afastados (P=0.002)

{Goeficiente de Pearson},
Nao houve correlaclo entre a GSH com 0 tempo de exposicdo e a Cone Hg uringria

{r = 0.1799 e r = 0.5041) respectivamente.
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5- QUANTIFICAGAO DA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE ERITROCITARIA
Na tabela (7), observamos néo haver alteragies significativas nos niveis dests enzima em nenhum dos
voluntarips. Concentrago normal obtida em nosso laboratério n= 50 (123 +27 U.lg Hb).

Tabela7: Concentragdo da Glicose-6-Fosfato Desidrogenase eritrocitaria de

individuos expostos ao Hg

INDIVIDUO  IDADE  tempo exposicao conc.Hg urina G6PD

$EX0 (anos) (anos) (1:g/g creat) (Ul/gHb)
ALV, (M) 36 8 34 +9 36
cCo.D. (M 23 3 12.7 10.6
C.8. (M) 48 4 2.4 146
ER.C. (M 41 4 3 13.1
F.RS. (M) 33 7 35 10.4
G.F.8. (M) 25 2 23 12.0
JCP. (M) 27 2 10 10.8
M.E.B. (F} 33 6 16 10.2
P.D.S. (M) 38 0.8 8.3 9.58
S.B. (W) 38 1 4.2 12.0
V.0.8. (M) 29 3 24 11.14
Média 33.72 3.70 11.59 11.24
DP 7.47 2.39 11.07 1.57
EP 2.25 0.72 3.3¢ 9.47
Mediana 3340 3.00 8.30 10.8

» individuo poriador de vaniante A",

Todos 0s voluntarios expostos apresentam concentragio mercurial urindria inferior ao LTB.

LTB: (50 mg/g creatinina).

Coeficiente de Pearson - Ndo houve correlagdio entre a concentracdo da G-56-PD com o tempo
de Exposicdo e com a concentragio do metal naurina r= 0.125er = 0,3017) respectivamente,



Tabela8  Concentragio de GSH, Cataiase, SOD e G-6-PD eritrocitaria de individuos expostos ao vapor de mercirio.

INDIVIDUO  IDADE tempo exposigio conc.Hg urina GSH CATALASE sQh G6PD
{anos) {anos) {(110/g creat.) {mg%) {IU/gtib) {UiigHnb) {LUigHb)
ALV, 36 8 3.4 44.25 246862 3975 8.36
CbhD 23 3 12.7 3918 230596 ) 10.6
C.8. 48 4 2.4 39.32 119085 3991 14.6
ER.C. 41 4 3.0 25.70 149932 1562 10.4
F.R.8. 33 7 35.0 23.88 274914 4590 13.1
G.F.8. 25 2 23.0 36.91 172302 4208 12.0
JOP 27 2 10.0 24.20 90229 3823 10.8
. M.LM, 45 5 9.0 63.00 283158 {) -}
M.E.B. 33 6 16 59.75 120426 2173 10.2
M.8s. 25 1 589 41.77 131346 1724 {}
P.Ds. ag 0.8 8.3 30.26 223880 5050 9.5
8.B. s 1 42 52.50 217480 3643 120
V.G.O. 18 0.5 7.8 -) 130622 ) )
V.08 29 3 24.0 233 186587 2250 111
Média 32.85 3.37 10.7 38.81 187197 33117 11.24
bP 8.86 2.40 9.88 134 56611 12168 1.57
EP 2.36 0.64 2.64 3.7 14162 366.9 9.47
Mediana 33 3.0 8.05 39.18 184498 3823.0 10.8

Todos os voluntados expostos apreseniam concentracdo mercurial urindria inferior ao LTB (50 mg/g creatinina)
Nao houve correlaglo de nenhuma das variavels estudadas com o tempo de exposicio ou com a concentraclo de Hy urinario
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G indice de absorgdo do mercurio inalado difere individualmente (HURSH e cols, 1976a). Os
diferentes estados de apresentag8o ou complexagdo do Hg favorecem a sua diversidade na absorcdc e
distribuigdc. Algumas evidéncias demonstram que a solubilidade deste e outros metais, pode ser
aumentada através da acdo de macréfagos residentes nos pulmdes (MARANFANTE e cols, 1987) e
reduzidas devido & presenca de 4lcool ou herbicidas aminotriazolGnicos (WHO, 1991). A absorcdo
intestinal do composto metilmercirio-glutationa é 1.5 vez maior do que a absorgio do metiimercirio-
cisteina e metilmercirio-cisteinaglicina apos administragéo oral em ratos (URANO e cols, 1950).

Quanto & distribuigdo, Ogata e Meguro (1986) demonstraram que o vaper de mercirio uitrapassa
mais facitmente a barreira placentaria que o cloreto de mercirio. Este possui grande afinidade por
células ectodérmicas, endodérmicas e glandulares (KHAYATA e DENCKER, 1984). Suzuki e
cofaboradores (1976) observaram uma razao de 1.5-2 no conteldo de Hg em hemdcia e plasma de
individuos expostos a vapor de mercurio, enguanto que esta razéo eleva-se a 8 em trabathadores de
inddstrias de cloroalquil. A concentragio hepatica de Hg em fetos e méies expostos ac vapor deste metal
ndo ¢ uniforme {YOSHIDA ¢ cols, 1986). Sua excrecdio renal ¢ igualmente influenciada, como a dos
demais elementos excretados atraveés desta via, por condigBes como pH, fluxo renal, havendo

variabilidage intraespécies (YASUTAKE e HIRAYAMA, 1988).

Apesar das variagbes cifadas na cinética comportamental do Hg a concentrago urindria do
mercurio é utilizada como indice quantitativo da expusiclio e correlaciona-se com os niveis sangiiineos
do metal (SKERFVING e BERLIN, 1988). Assim, a Organizagio Mundial de Satde estabelece 50 ug de
Halg' creatinina como o limite de tolerdncia bioldgica (L.T.B.). Entretanto alguns auiores tém
demenstrado que individuos expostos ao Hg, com concentra¢io urindria inferiores ao L.T.8, apresentam
alteragbes nas respostas imunclogicas como aumento nos niveis séricos de imunogiobulinas igG, IgA e
igM (QUEIROZ e cois, 1994), redugBo da capacidade litica de célilas polimorfonucieares
(PERLINGEIRQ & QUEIROZ, 1994) e comprometimento da migracio de neutrdfilos (PERLINGEIRO e
QUEIROZ, 1695).

A hemacia é uma célula aparentemente simples, mas requer que as relacbes entre membrana

celular, hemogiobina, enzimas do metaholismo energético e do sistema antioxidativo, mantenham se em
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equilibrio. A energia necessdria para seu funcionamento é obtida através da utifizagdo da glicose.
Aproximadamente 80% da glicose é metabolizada pela via de Embden-Meyerhof, onde se produz ATP
que fosforila as proteinas da membrana plasmatica, e NADH, importante para manter o potencial redutor
intracelular. O restante da glicose & transformada por meio da via oxidativa direta ou pelo ciclo da
pentose-fostato, cuja reacao inicial é catalisada pela glicose-6-fosfato desidrogenase {G-B-PD}. Esta via
metabolica desempenha importante papel na geracéo de nicotina adenina dinucleotideo fosfato reduzido
{NADPH), substancia redutora capaz de opor-se & oxidagéo da hemogiobina, & protecio de lipides da
membrana contra peroxidacio e essencial & manutencdo da glutationa em estade reduzide {GSH)
(JANDL e ALLEN, 1960). Esta apos ser oxidada é revertida a sua forma reduzida através da acdo da
giutationa redutase, necessitando para tanto de niveis adequados de NADPH e Flavina-Adenina-
Dinucletideo (FAD). A membrana entrocitaria pode ser o primeiro sitio de atague dos metais pesados
(AZEVEDO, 1988}, os quais induzem alteragbes na permeabilidade a alguns nutrientes (BLAZKA e
SHAIKH, 1982},

Neste trabalho estudamos o sistema antioxidativo eritrocitario através da medida da Catalase,
Buperdxido Dismutase, Glutationa Reduzida e da Glicose-6-Fosfato Desidrogenase em individuos com

niveis de Hg urinario dentro dos Limites de Tolerancia Bipidgica.

Nossos resuitados demonstraram um aumento significativo da atividade da Catalase no grupo
expostos em relagio ao grupo afastados (p < 0.02 mann-Whitney) ¢ os niveis desta enzima no grupo
expostos demonstraram uma forte tendéncia de aumento (p = 0.0546) quando comparadas ao grupo
controle. Por outro lado uma reducdo significativa nos niveis de Glutationa Reduzida dos individuos
expostos quando comparados aos grupos controle e afastados (p < 0.01 Mann-Whitney) foi observada.
J& as concentraches de G-6-PD e S8CD ndo se apresentaram alteradas em nenhum dos grupos, como
também ndo foram detectadas alteracles quanto aos padrfes hematimétricos, numero de reticulécitos
ou a presenca de corpusculos de Heinz.

Quanto a SOD nossos resultados s&o compativeis com os de Barregard (1990) que demonstrou
em trabathadores expostos ao vapor de Hg uma concentraco normal de SOD plasmatica e sangiiinea.
Entretanto, foi observado que ratos sujeitos a este mesmo tipo de exposiclo, apresentam uma redugdo

da enzima a nivel puimonar (LIVARDJANI e cols, 1981). Quando se avaliou a lipoperoxidagio renal em
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ratos pré-tratados com SOD 24 horas ap6s administracdo de cloreto de rerctirio, observou-se que a
enzima exerceu uma agdo protetora (GIRARDI e ELIAS, 1895). Por outro lado, Benov e cols (1990)
dermonstram que a inibigio da SOD por agentes tidis aparentemente ndo acelera a lipoperoxidagio
renal. Assim, uma possivel maior geracdo de O™, devido a provave! ligagdo Hg-Hb (RIBAROV e. cols,

1883), ndo foi suficiente para aumentar a producdo da SOD.

O Hg®, apbs ligar-se 4 membrana eritrocitaria, sofre agdo da catalase. Esta enzima oxida o

merclric através de sua via peroxidativa (SICHAK ¢ DOUNCE, 19886).
Cat-Fe™ (composto 1) + Hg® ™™™ Carre™ 4+ 1g? |

Estudos experimentais demonstram que a injeg@o de merciirio metalico em tamundongos normais
ou acatalasémicos determina significativa concentrago cersbral e hepatica do metal nos animais
deficientes (QGATA e AIKOH, 1984). Nesse sentido, a redugdo ou auséncia desta enzima em
camundongos, 0s quais tiveram seus eritrocitos tratados com vapor de mercirio radioativo, implicou um
aurnento dos efeitos deletérios do metal sobre estas células (YAMAMOTQ e cols, 1882).

E interessante ressaitar que Bjorkman e cois. (1991) trataram com Selenium 36 trabalhadores
expostos ac vapor de Mg, 14 individuos com hipersensibilidade ao metal e 17 com sintomas de
intoxicagdo devido & prétese dentaria e demonsiraram néo baver diferenca na concentracio da catalase
em nenhwm dos grupes, quando comparagos a0 grupo controle, constituido por individuos portadores de
obturagbes & base de Hg e n&o expostos ocupacionalmente ao metal, Entretanto, o tratamento com Se
pode promover por $i 80 uma captura do Hg reduzindo a concentragio do metal ligado 4 hemdacia e
conssquentemente normalizando o nivel da enzima. Assim, um aumento dos niveis da catalase

observado neste estudo sugere uma compensagao decomente da metabolizacdo do Hg por esta enzima.

Qutro sitio de ligagdo do Hg é a hemoglobina, estudos “in vitro” com o uso de ressonangcia
magnélica nuclear demonstraram gue o cloreto de mercdrio associa-se 3 hemoglobina (Hb} e &
glutationa, formando o complexe Hb-GSH-Hg (RABSTEIN e ISAB, 1982), Este metal associado 3 Hb

pode induzir @ produgao de HO; (RIBAROV e cols, 1985), esta producio também foi observada apos o
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tratamento “in vitro” de mitocondrias renais com mercirio metalico (LUND e cols, 1891). O perbxido de

hidrogénio pode vir a reagir com o ferro (Fe™), formando OH" ¢ Ferro Férico (reaco de Fenton.

Ho O, + Fe'? o OH® + OH- + Fe'?

A diminuig8o nos niveis de GSH nos trabaihadores expostos ao vapor de Hg pode ser explicada,
pelo menos em parte, peia interferéncia direta do mercirio no metabolismo da glutationa. Associa-se 3
L-cisteina, possivelmente por se ligar ao enxofre da molécula sulfidrila (SH) (IWATA e cols, 1982). Este
arninodcido forma pontes dissulfeto, as quais mantém a estabilidade das estruturas protéicas (HARPER
e cols, 1977} O Hg também induz uma redugéo da atividade da y-glutamilcisteina renal {CHUNG e ools,
1982), enzima que promove a ligagao entre os aminodcidos glutamato e cisteina, através de uma reagio
dependente de ATP ¢ Magnésio (Mg™) que origina a glutamil-cisteina. A glutamil-cisteina, por sua vez,
associa-se com a glicina, atraves da enzima Glutationa Sintetase, também dependente de ATP,

ariginado entdo a Glutationa Reduzida (GSH) (BARRAVIERA e MACHADO, 1989).

ATP P+ Pi

Mye2
GLUTAMATC + CISTEINA » GLUTAMIL CISTEINA
¥- GLUTAMILCISTEINA SINTETASE

ATP ADP+PI

GLUTAMI CISTEINA + GLICINA » GLUTATIONA REDUZIDA {GSH)
GLUTATIONA SINTETASE

A via da Glutationa Reduzida ¢ importante para a desintoxicagdo de diversos poluentes
ambientais (NAGANUMA e cols, 1982). A conceniragdo desta metaloproteina interfere diretamente na
distribuigao do Hg e provavelmente de outres agentes toxicos que se conjuguem com a GSH. Quando
da administrac8o intravenosa em ratas do composto CHyHgCI, complexado previamente com glutationa
ou cisteina, cbservou-se uma menor concentrag8o renal e hepética deste elemento (ALEXANDER e

AASETH |, 1982). Ja o tratamenic de ratas com cisteina ou GSH, potencializou a excregdo do Hg,
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embbra ngo tenha havido correlagdo enire estes, provavelmente devido 3 redistribuicdo do metal
{BALLATORI & CLARKSON, 1984). Ja a infus&o de cisteina ou GSH em ratas prenhas por 1, 2 ou 3 dias,
com posterior administragdo de Hg™, induziu uma maior deposicdo cerebral de metal nos fetos onde as
maes receberam cisteina, enquanto que no grupo que recebeu a glutationa verificou-se o efeito opasto
{ASCHNER e CLARKSON ,1988).

Almar e Dierickx (1990) reportam que had uma conjugaglo espontdnea entre os metais pesados
comt a glutationa e a cisteina, por intermédio da glutationa transferase. A excregfio biliar e a circutacio
emerchepatica do mercirio inorgénico e metilmerclirio em ratos, para posterior eliminacdo fecat, 6
realizada atraves desta conjugagdo (NAGANUMA e IMURA, 1985). O Hg em concentragdes baixas, liga-
se & GSH na razéo 1:2 molar WOODS e cols, 1890).

Chung e cols (1992) demonstraram que ratos tratados com cloreto de merciirio sub-cutaneamente
apresentam uma reducdo tempo-dependente da giutationa oxidada (GSSG) e da glutationa reduzida
(G8H) renais. Esta depressao parece ser também dose-dependente. Doses de 5 ppm de metil-cloreto-
mercirice, sobre eritrdcites em cultura, aumenta a stividade da GSH-Px enquanto que a partir de 20
ppm, passa a reduzir a atividade desta enzima. Foi também observada a reducdo da giutationa
peroxidase e das glutationas tolais em eritrcitos de ratos tratados com hidroxi de metilmercirio
(MEYDANI e cols, 1984). Relata-se tambem uma diminuigdo da atividade da glutationa redutase (GSHr)
am hemacias incubadas com Hgf2 (RIBAROV e BENOV, 1985),

Cutra possibilidade seria uma diminuigdo na atividade da G-8-PD, devido sua ligag8io com Hg,
fonte geradora de NADPH. O Hg"™ reduz os niveis da glicose-6-fosfatase (HAYES 1883}, da glutationa
reduzida e glicose-6-fosfalo desidrogenase de hemacias tratadas "in vitro" mas, aparentemente, nio ha
correlaclio entre 0s niveis da GSH e G-6-PD (RIBAROV ¢ BENOV 1985). Uma diminuigdo da G-6-PD
placentdria foi também verificada quando da exposicao "in vitro” deste tecido ao HgClL (SUDA e cols,
1991 ; BOADI ¢ cols, 1892).

Neste estudo entretanto verificamos que a atividade da G-6-PD dos trabalhadores expostos ao
vapor de Hg esteve dentro dos padries de normalidade.

s niveis da Glutationa Reduzida podem estar diminuidos também devido a ligagdo do Hg 23

porgdo nicotinamida do NADPH (MARSHALL e cols, 1984), a glutationa redutase {GSHr) ao FAD (FOX e
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WALSH, 1982), ou a uma redugao da ingesta de Riboflavina (BARRAVIERA e cols, 1989), o que viria a

manter a glutationa na forma oxidada GS8G.

Assim, a reducdo da GSH observada no grupo exposto, no presente trabalhe, pode ter sido
ocasionada por: uma diminuicBo da concentracéo de Cisteina e/ou da y-glutamilcisteina sintetase, devido
a sua ligagdo ao Hg, inibindo assim, a sintese de GBH; uma reduclo da glutationa redutase por uma
interagdo energética entre o Hg e a porgdo nicotinamida do NADPH, ao FAD ou a Riboflavina, inibindo a
conversio da forma oxidada para reduzida.

Observamos também que no grupe de trabathadores afastados houve uma normalizagio no nivel
da GSH, demonstrando que esta alteragdo é reversivel.

Este fato demonstra claramente que a8 exposicdo ao vapor de merciiio, embora abaixo do LTB

nédo representa uma isencdo de efeito no sistema antioxidativo eritrocitario.



VI. CONCLUSOES
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G presente estudo a respeito da aglo do merctrio sobre o sistema antioxidativo eritrocitario de
individuos expostos ocupacionalmente ac mercirio metélico permite concluir que;

Concentraghes urindrias de Hg dentro do limite de tolerancia bioldgica:

1- M&o altera os padries hematiméticos.

2~ Nio aitera a conceniragéio da Superdxido Dismutase.

3- W&o altera a concentracdo da Catalase embora demonstre uma forte tendéncia de aumento,
4- Reduz g concentracéo da Glutationa Reduzida eritrocitsria,

5~ W&o induz 3 hemdlise ou & formacio de corpiscuios de Heinz.
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Mercury (Hg) is used in different human activities, The primary exposition {o this metal has is
origin from the ingestion of contaminated food and odontologic amalgam. The occupational exposure is
the most frequent via in contamination. Mercury tightly binds to sulfidric groups (SH) presenting cell
membrane proteins, enzymes, and low molscular weight substances such as cistein and gluthation. it can
form covalent bonds with sulphur and acts as an oxidant agent when it binds to erythrocytes

The purpose of this study is to investigate the erythrocyte antioxidative system by measurement of
Catalase, Superoxide Dismutase (80D}, Gluthation (GSH) and Glicose-6-Phosphate Dehydrogenase
activities in the foliowing groups:

Group 1 (EXPOSED)- 16 workers, 14 men and 2 women, exposed o mercury vapors over a
period of 0.5 - 8 (3.37 + 2.40) years. These individuals had 18-48 (32 + 8.86) years and presented
urinary concentrations of mercury lower than the Limit of Biologicai Tolerance (LBT) 35 - 1.6
(10.73 + 9.88) pg/g creatinin.

Group 2 (No-EXPOSED)- 7 (M) workers with 42 - 61 ( 46,42 + 8.61) years without occupational

exposed over a perfod of 6 months, They were previously exposed to Hg for 4 to 10 years and presented
urinary concentration of mercury of 5.0-18.1 ug/g creatinin.

Group 3 (Normai controls)- composed by technicians and students, 8 men and 2 women, from the
Department of Hematology and Pharmacology of the State University of Campinas, with 22 - 45 years.
They had dental prothesis containing Hg and were not occupationally exposed to this metal. There were
o urinary concentrations of mercury in these individuals,

Hematologic analysis was carried out in all the previous groups besides the detection of Heinz
bodies.

Our resuils demonstrate that the activity of SOD in exposad and non-exposed individuals
presented the same values of the control group. Conversely the Catalase activity demonsfrated an
increasement in group 1 when compared with group 3 and a significantly augmented when compared to
group 2. The ievels of GSH were significantly reduced in group 1 and normal in group 2.

We conclude that the urinary levels of mercury inside the Limit of Biological Tolerance can affect

the erytrocyte antioxidant system.
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