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RESUMO

O mercurio (Hg) é um metal encontrado na natureza, proveniente de fontes naturais como
vulcdes, sendo também liberado nos ambientes pela atividade antropogénica, como a industria
e mineragdo. O Hg metilado por bactérias é transformado em metilmercurio (MeHg), a forma
organica mais toxica do Hg, cuja toxicidade esta bem documentada no sistema nervoso central.
Porém, ha uma disponibilidade menor de informacdes sobre a toxicidade do MeHg no figado,
um 6rgdo importante para a producdo de células sanguineas, durante o desenvolvimento de
embrides. Sendo assim, o0 presente trabalho teve por objetivo investigar os efeitos do MeHg
sobre a morfologia e morfometria de hepatdcitos e vasos sanguineos hepaticos, utilizando
embrides de Gallus domesticus como modelo experimental. Para tal, embriées em E1,5 foram
expostos in ovo a dose Unica de 0.1 pug MeHg/50 uL de solucéo salina até a idade de E10. Os
embrides do grupo controle (CNT) foram expostos exclusivamente a 50 pL de solucéo salina
pelo mesmo periodo. Embrides em E10 foram dessensibilizados a 4°C por 15 min e entdo
removidos das membranas extraembrionarias. A massa fresca (MF) dos embrides foi obtida em
balanca de precisao (0,1 mg), seguida da eutanasia por decapitacdo. A remocdo do figado foi
realizada e o valor de MF (g) do 6rgao foi obtido para o célculo do indice hepatossomatico
(IHS). Os figados foram fotodocumentados, fixados em formaldeido a 4% por 24h e mantidos
em etanol a 70%, até o processamento histolégico. Seccdes (6 pum) de figado foram preparadas
em laminas histolégicas e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), para analises morfoldgicas
e morfométricas de hepatocitos e vasos sanguineos hepaticos. Analises por imuno-histoquimica
foram realizadas utilizando o anticorpo anti-fosfohistona H3 para a identificacdo de
proliferacdo celular. Durante o periodo de exposi¢do ao MeHg, no monitoramento diario dos
embrides, foi observada maior porcentagem de mortalidade nos embrides expostos (75%),
quando comparados aos do grupo CNT (25%). O IHS néo diferiu entre embrides expostos e
CNT, assim como o didmetro dos vasos sanguineos. No entanto, o didametro dos hepatécitos
adjacentes a vasos aumentou significativamente no grupo exposto ao MeHg (8,161 um), quando
comparado ao CNT (7,018 um; p < 0,0001). O diametro dos hepatocitos ndo adjacentes a vasos
aumentou significativamente no grupo exposto ao MeHg (8,014 pum), quando comparado ao
CNT (7,09 um; p <0,0001). Alteragdes morfoldgicas como congestdo vascular, desorganizacao
dos corddes hepaticos e esteatose hepatica foram observados. Além disso, houve diminuigdo
significativa na proliferacdo celular no figado de embrides expostos ao MeHg (1,095
hepatocitos pHH3-positivos), quando comparado ao CNT (1,548 hepatdcitos PHH3-positivos;
p < 0,0001). Esses resultados mostraram que o MeHg teve um impacto significativo no figado
de embrides, afetando sua morfologia e morfometria. Como o figado embrionario é um érgéo
hematopoiético importante, afetar sua estrutura morfoldgica funcional € um problema grave,
resultando no comprometimento da producédo de plasma sanguineo e de elementos figurados do
sangue.

Palavras-chave: Figado. Embriotoxicidade. Morfologia. Morfometria. Metal pesado.



ABSTRACT

The Mercury (HQg) is a metal found in nature that comes from natural sources such as volcanos,
but it can also be released in the environment by anthropogenic activities including industry
and mining. The Hg methylated by bacteria is converted into methylmercury (MeHg), the most
toxic organic form of Hg, which the toxicity is well established in the central nervous system.
However, less information is available on the toxicity of MeHg in the liver, an important organ
to the blood cell production during the embryo development. Therefore, the present work aimed
to investigate the effects of MeHg on the morphology and morphometry of hepatocytes and
hepatic blood vessels, using Gallus domesticus embryos as an experimental model. Embryos in
E1.5 were exposed in ovo to a single dose of 0.1 ug MeHg/50 uL saline until E10, while
embryos in the control group (CNT) were exposed exclusively to 50 pL saline. Embryos in E10
were desensitized at 4°C for 15 min and then removed from the extraembryonic membranes.
The fresh mass (MF) of the embryos was obtained on a precision scale (0.1 mg), followed by
euthanasia by decapitation. The removal of the liver was performed and the value of the MF
(g) of the organ was obtained to calculate the hepatosomatic index (HIS). The livers were
photodocumented, fixed in 4% formaldehyde for 24 h and kept in 70% ethanol until histological
processing. Sections (6 um) of liver were prepared on histological slides and stained with
Hematoxylin-Eosin (HE) for morphological and morphometric analysis of hepatocytes and
hepatic blood vessels. Immunohistochemical analyzes were performed using anti-
phosphohistone H3 antibody to identify cell proliferation. During the exposure period to MeHg,
in the daily embryo monitoring, a higher percentage of mortality was observed in exposed
embryos (75%), when compared to the CNT group (25%). The HIS did not differ between
exposed and CNT group, as well as the diameter of blood vessels. However, the diameter of
hepatocytes adjacent to vessels increased significantly in the group exposed to MeHg (8,161
um) when compared to CNT (7,018 um; p < 0,0001). The diameter of hepatocytes not adjacent
to vessels increased significantly in the group exposed to MeHg (8.014 um), when compared
to CNT (7.09 um; p < 0.0001). Morphological changes such as vascular congestion,
disorganization of the hepatic cords and hepatic steatosis were observed. In addition, there was
a significant decrease in cell proliferation in the liver of embryos exposed to MeHg (1.095
pHH3-positive hepatocytes), when compared to CNT (1.548 PHH3-positive hepatocytes; p <
0.0001). These results show that MeHg had a significant impact on the liver of embryos, being
able to cause damage to the organ, impacting cell organization and proliferation, as well as its
morphology and morphometry. As the embryonic liver is an important hematopoietic organ,
affect its functional morphological structure is a serious problem, resulting in impaired
production of blood plasma and blood formed elements.

Keywords: Liver. Embryotoxicity. Morphology. Morphometry. Heavy metal.
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1 Introdugéo

O mercurio (Hg (Hg?+)) é um elemento tdxico e inorganico, emitido em grandes
quantidades na atmosfera, por meio de fontes naturais, como vulcGes e fontes geotérmicas
(IPCS, 1990; WENTZ et al., 2014). O Hg também pode ser liberado atraves de fontes
antropogénicas, como a queima de combustiveis fosseis, mineragdo e residuos industriais
(STOPFORD e GOLDWATER, 1975; VAREKAMP e BUSECK, 1986). Em sua forma gasosa,
0 Hg pode percorrer longas distancias na atmosfera até que seja depositado na superficie da
terra, isso possibilita que esse elemento possa se dispersar em diferentes regiGes e causar a
contaminacdo de diversos seres vivos (IPCS, 1990; WENTZ et al., 2014). Apesar de estar
presente em diversas regides, 0 Hg ndo possui uma grande capacidade de bioacumulacéo e
biomagnificacdo (KIDD; CLAYDEN; JARDINE, 2011; WENTZ et al., 2014).

O metilmercurio (MeHg), forma organica do Hg, é produzido por meio da metilagdo, um
processo caracteristico microbiano realizado por bactérias sulforedutoras, ligado as variaveis
guimicas e ambientais, como a presenca de matéria organica e a auséncia de oxigénio
(HOFFMAN et al., 2003). O MeHg, caracteriza-se por ter um alto potencial bioacumulativo e
alta biomagnificacdo, devido a essas caracteristicas, animais no topo da cadeia alimentar
tendem a acumular maiores concentracbes de MeHg, quando comparados aos individuos que
constituem a base da cadeia alimentar (HOFFMAN et al., 2003; WENTZ et al., 2014).

A contaminacdo por MeHg e o risco que a exposicao a este metal pode representar para
embrides em desenvolvimento, recebeu maior atengao cientifica apos o surgimento da “doenca
de Minamata”, em 1956. Nesse periodo, uma alta quantidade de MeHg contaminou o mar de
Shiranui, na regido de Minamata Bay (Japdo), intoxicando muitas pessoas que viviam préximas
a regido e consumiam peixes e frutos do mar (DOIl; OHNO; HARANDA, 1984; HARANDA,
1995). Criancas nascidas de maes contaminadas por MeHg, apresentaram problemas
neuroldgicos, motores, deformidade de membros, problemas de crescimento, estrabismo,
ataxia, disartria, entre outros (HARANDA, 1995).

A doenca de Minamata mostrou o risco que a exposi¢do ao MeHg pode representar para
embrides. Com isso, estudos utilizando diferentes modelos animais, relataram uma variedade
de prejuizos associados ao MeHg. Dentre 0s danos causados destacam-se, diminui¢do na taxa
de natalidade, alteragdes cardiovasculares, diminuicdo dos batimentos cardiacos, problemas no

sistema nervoso central, como lesdes cerebrais, degeneracdo de neurénios, morfologia imatura
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de vasos cerebelares, anomalias congénitas, fusdo das vértebras toracicas, costelas onduladas,
edema generalizado, fenda palatina e alteracbes no DNA (BIRGE e ROBERTS, 1976; OLSON
e MASSARO, 1977; FUYUTA, FUJIIMOTO, HIRATA, 1978; LATIF et al., 2001; BERTOSSI
etal., 2004).

Em organismos vertebrados adultos, o figado funciona como uma glandula endécrina e
exocrina, com importantes fun¢bes metabdlicas, como a sintese e a excrecdo de hormonios,
detoxificacdo, além de ser extremamente importante para a manutencdo do metabolismo
homeostatico (HAZELWOOD, 2000). Desta forma, é extremamente necessario que esse 6rgdo
permaneca saudavel durante toda a vida do individuo, afim de ndo comprometer diferentes

funcBes metabdlicas.

Em aves, durante a gastrulagdo (por volta de 5-22 h, que corresponde a 1- 4,5% do
desenvolvimento) ocorre um periodo de intensa proliferacdo celular e a formacdo da linha
primitiva, uma estrutura importante para o reconhecimento das extremidades cranial e caudal
do embrido (BELLAIRS; OSMOND, 2005). A partir do folheto embrionario endoderma,
diferencia-se o figado, cuja células precursoras encontram-se em ambas as laterais da linha
primitiva por volta de 18-22 h (3,55- 4,5% do periodo total de desenvolvimento do embrido)
(HAMBURGER E HAMILTON, 1951; BELLAIRS; OSMOND, 2005). Com o dobramento do
corpo do embrido forma-se o intestino primitivo (por volta de 24 — 84 h, que corresponde a 4,7-
16,5% do desenvolvimento), onde as células precursoras do figado passam a se localizar na
regido anterior do intestino primitivo. As células do mesoderma esplancnico se associam ao
endoderma originando a rede vascular e os tecidos de sustentacdo hepatica (CARLSON, 2014).
As aves possuem um figado dividido em dois lobos, esquerdo e direito, sendo que em galinhas,
0 lobo esquerdo é subdividido em duas partes, lateral e medial (ABDUL-AZIZ E FLETCHER,
2016).

No figado de vertebrados adultos estdo presentes diferentes tipos celulares, como 0s
hepatoblastos, também conhecidos como célula-tronco bipotencial do figado, sdo células
bipotentes, que migram e se diferenciam em hepatocitos imaturos ou em colangiécitos (células
biliares epiteliais) (KMIEC, 2001; SHIN; MONGA, 2013). A medida que o desenvolvimento
progride, essas células se tornam diferenciadas para desempenhar suas fungées. O principal tipo
celular presente no figado sdo os hepatocitos, essas células sdo muito importantes para o
organismo, pois estdo envolvidas em diversas funcdes, sendo por exemplo, o Unico tipo celular
capaz de inativar a amdnia toxica que faz parte do ciclo da ureia (KMIEC, 2001; SHIN;

MONGA, 2013). Além disso, 0s hepatdcitos também sdo responsaveis por sintetizar diversas
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substancias como, 4&cidos biliares, colesterol, hormonios, fosfolipidios e proteinas que
contribuem para a defesa realizada pelo sistema imunoldgico. Essas células possuem um
excelente mecanismo de acdo contra o estresse oxidativo, sendo eficazes em processos de
detoxificacdo do organismo, metabolizando substancias exdgenas e endogenas (SCHULZE et
al., 2019).

O conceito de I6bulo hepatico classico se deu em 1833, quando foi observado que esse
orgdo era formado por diversas unidades (I6bulos) parenquimaticos limitados por tecido
conjuntivo. Segundo esse conceito, no centro de cada I6bulo hepético hd uma veia central,
responsavel por drenar a regido. Além disso, nas extremidades dos I6bulos localizam-se tratos
portais, com ramos aferentes terminais arteriais e venosos, com caminho ao longo dos I6bulos,
através dos sinusoides, levando o sangue até a veia central. (KIERNAN, 1833; KMIEC, 2001)
(Figura 1A).

Além do l6bulo hepatico classico, é importante destacar a o conceito de &cino hepatico
(RAPPAPORT et al., 1954). Este modelo leva em consideracdo a menor unidade
microcirculatéria hepéatica (acino simples). O acino compreende a area parenquimatica do
figado que é relacionada com os vasos aferentes terminais, veia portal e artéria hepatica (trato
portal). Assim, esse modelo leva em conta a posicdo em que o0s hepatdcitos se encontram no
parénquima e consequentemente a quantidade e “qualidade” de sangue que eles recebem. Sao
caracterizadas trés zonas distintas (zona 1, zona 2 e zona 3), baseadas na proximidade com o
trato portal. A zona 1 localiza-se mais proxima ao trato portal, sendo assim, os hepatdcitos
presentes nessa regido recebem sangue mais oxigenado, rico em hormonios e nutrientes quando
comparados aos hepatdcitos presentes na zona 3, que se localiza mais proximamente da veia
central e consequentemente acaba recebendo o sangue menos oxigenado, com menos nutrientes
e com uma quantidade maior de residuos metabolicos advindos dos hepatocitos das zonas
anteriores. A ideia de que os hepatocitos possuem funcdes heterogéneas dependendo de sua
localizacéo é sustentada até os dias de hoje, por meio de tecnologias e estudos mais avancados
(Figura 1B) (RAPPAPORT et al., 1954; RAPPAPORT, 1976; KMIEC, 2001; ABDUL-AZIZ
e FLETCHER, 2016; MCENERNEY et al., 2017).



18

Figura 1- Estrutura lobular do figado de vertebrado e organizacdo dos
hepatocitos.

(A) Lamina histologica de figado de vertebrado, representando l6bulos hepaticos. (B) Representa a organizagao
do figado. 1,2 e 3 representam as 3 diferentes zonas onde os hepatdcitos se localizam segundo o conceito de acino
hepatico. Setas indicam a veia central. Fonte: modificado de BUZATO; ARANA; CARVALHO, 2016.

O periodo de desenvolvimento embrionario é conhecido por ser um periodo de grande
vulnerabilidade para os animais (FUYUTA; FUJIMOTO; HIRATA, 1978; HONG; KIM; LEE,
2012; ROSA-SILVA et al., 2020). Os riscos para 0 aparecimento de anomalias aumentam ainda
mais quando embrides sdo expostos a agentes toxicos como 0 MeHg, podendo desencadear
uma série de anomalias associadas ao sistema nervoso central, figado, ossificacdo, entre outros
distdrbios (FUYUTA,; FUJIMOTO; HIRATA, 1978; BERTOSSI, et al., 2004; ROSA-SILVA
et al., 2020).

Estudos indicam que alteragdes morfoldgicas dos hepatdcitos e suas caracteristicas
referentes a proliferacdo celular se fazem mais presentes no inicio do desenvolvimento entre o
terceiro e sexto dia embrionario (E3-E6) em comparacdo aos dias posteriores, como E7-E8
(GUEDES et al., 2014). Além disso, organismos adultos que foram expostos ao MeHg durante
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0 seu desenvolvimento, apresentam uma concentragdo maior desse composto no figado e nos
rins, quando comparado a outras regifes como o ovario e 0 muasculo esquelético, por exemplo
(MARCH; POON; CHU, 1982; LEWIS; BECKER; FURNESS, 1993). Sabe-se que 0 MeHg
possui uma alta capacidade de danificar 6rgdos e tecidos, impactando direta ou indiretamente o
sistema nervoso central, cardiovascular e enddcrino de animais expostos, prejudicando
importantes funcbes que sdo essenciais para a saude (LATIF et al., 2001; BERTOSSI et al.,
2004; GLAZER e BRENNAN, 2021). No entanto, os reflexos da toxicidade do MeHg sobre o
figado de embribes em desenvolvimento é um assunto menos explorado em comparagdo a

outros 6rgaos.

Assim, considerando o impacto e a capacidade de bioacumulacdo do MeHg, o presente
Trabalho de Conclusdo de Curso teve como foco de estudo a toxicidade do MeHg sobre o
desenvolvimento do figado, observando os efeitos em sua morfologia e morfometria, com
analises macroscépicas, microscopicas e de proliferagdo celular. Destacando-se como hipdteses
para esse trabalho o prejuizo causado pelo MeHg com relacdo a diminuicdo da proliferacéo

celular, aumento do diametro dos hepatdcitos e ao acumulo de gordura nas células.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do MeHg sobre a morfologia e morfometria de hepatécitos e vasos

sanguineos hepaticos, utilizando embrides de Gallus domesticus como modelo experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a macromorfologia e morfometria de figado de embrides expostos ao MeHg;

e Relacionar o indice hepatossomatico (IHS) com a massa fresca (MF) do figado e a MF
total do embri&o;

e Avaliar a micromorfologia e morfometria de hepatocitos e de vasos sanguineos de
embrides expostos a0 MeHg;

e Analisar e quantificar os processos de proliferacéo celular nos hepatocitos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS OVOS E EMBRIOES

Os ovos de G. domesticus foram doados pela Fazenda Experimental da Ressacada do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e
encaminhados para o Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal (LRDA),
localizado no Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG), no Centro
de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da UFSC. No laboratorio, 0s ovos permaneceram em repouso
por 24 h antes de serem alocados em uma incubadora Golden®, em temperatura media de
37.5°C — 38°C, com 65% de umidade. A utilizagdo dos embrides foi aprovada pelo Comité de
Etica no Uso de Animais - 5843231018/CEUA/UFSC

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ovos foram numerados aleatoriamente e distribuidos em grupo exposto ao MeHg e
grupo controle (CNT). Os embrides em E1,5 foram expostos in ovo a dose Unica de 0.1 pg
MeHg/50 pL de solugdo salina sobre o vaso vitelinico. Para o grupo CNT, embrides nessa
mesma idade foram expostos exclusivamente a 50 pLL de solugcdo salina. As concentragdes
administradas foram embasadas no trabalho de CARVALHO et al. (2008). O fim do periodo
de incubagdo foi definido como E10, idade em que foram realizadas as anélises (n = 30
ovos/grupo em triplicata). A idade para exposicdo foi definida como E1,5, pois € um periodo
inicial do desenvolvimento do figado, quando as células hepaticas estdo se diferenciando para
a formacdo primordio do broto hepéatico (BELLAIRS; OSMOND, 2005) O periodo de
incubacdo foi interrompido em E10, pois nesse periodo o figado produz células sanguineas
(CARLSON, 2014).

A realizacdo da exposi¢do contou inicialmente com uma pequena abertura na porcéo
lateral da casca do ovo, em seguida foram pipetadas as devidas quantidades das solugdes

descritas anteriormente e a abertura feita na casca foi vedada com fita adesiva transparente
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atdxica. Apos esse periodo de exposicdo 0s ovos permaneceram na incubadora até atingirem
E10 (Figura 2).

Figura 2 — Procedimentos para a exposic¢ao dos ovos de Gallus domesticus ao MeHg
e representacdo do periodo de incubacdo nas idades previamente definidas para
exposicdo e analise.

A ‘»

10 dia embrionério |} Incubacdo e o R P e PRIt Uttimo dia de
(E1) ! 11 desenvolvimento
% 7 s (E21)
Exposicao Analise

(E1,5) (E10)

v

(A) Representa a abertura na casca do ovo. (B) Ovos sendo incubados. (C) Representa o tempo de
desenvolvimento, destacando as caracteristicas dos embrides em E1,5 (periodo de exposi¢cdo ao MeHg)
e E10 (periodo em que a incubacéo foi interrompida). // sinaliza 0 momento em que a incubacdo do

embrido foi interrompida. Fonte: modificada de Hamburger e Hamilton (1951).

3.3 ACOMPANHAMENTO DOS EMBRIOES

Diariamente os embrides foram monitorados e a avaliacdo da mortalidade foi realizada
com o auxilio de uma lupa, possibilitando a visualizagdo da condicdo de cada individuo. A
morte foi confirmada com a falta da vascularizacdo extraembrionaria. Cada embrido morto foi
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identificado de acordo com as caracteristicas que apresentava no momento em que sua morte
foi constatada, com isso foi possivel registrar o periodo em que seu desenvolvimento foi
interrompido, de acordo com o a descricdo de HAMBURGER e HAMILTON (1951).

Os embribes sobreviventes permaneceram na incubadora, e tiveram 0 seu
desenvolvimento interrompido em E10. Em seguida, foram dessensibilizados a 4°C por 15 min.
Os embrides foram removidos dos envoltorios ovulares e lavados em solucdo salina.
Imediatamente, cada embriédo foi pesado em balanca de precisdo Ohaus (0,1 mg) e eutanasiado
por decapitacdo (CCAC, 2010). A remogdo do figado foi realizada e o valor de MF do figado
foi obtido. Na sequéncia foi realizada a fotodocumentacdo dos figados (n = 3 figados/grupo
experimental) com o auxilio de um estereomicroscopio Olympus SZC16 (Laboratério
Multiusuario de Estudos em Biologia, LAMEB/UFSC).

O IHS foi calculado através da seguinte formula: MF do figado (g) / MF total do embrido
(g) x 100 (BROSNAN et al., 1977). Os lobos hepaticos dos figados fotodocumentados foram
medidos verticalmente (Figura 3) utilizando o software ImageJ e com mesa digitalizadora
Wacom Intuos Pen & Touch Small CTH-480L.

Figura 3 — Representacdo das morfometrias realizadas no figado néo fixado de

embrido de Gallus domesticus em E10.

Q

Linhas amarelas indicam a morfometria realizada em ambos os lobos do figado. Area em verde

representa a vesicula biliar. Fonte: da prépria autora.
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3.4 PREPARO HISTOLOGICO

O figado foi fixado em formaldeido a 4% por 24 h e mantido em etanol a 70%, até o
processamento. Em seguida, foi realizada a desidratacdo em série de etanol 70% - 90% por 45
min cada e 100% por 1 h 30 min. A diafanizagéo foi realizada com dois banhos de xilol (10
min cada ou até que a peca estivesse translucida) e seguida por 3 banhos de parafina a 60°C, 1
h 10 min cada banho. Foram realizadas secc¢des histologicas do lobo maior do figado, em
microtomo rotativo Olympus CUT 202072 em uma espessura de 6 pum. As sec¢des foram
dispostas em laminas histoldgicas gelatinizadas, de modo que cada ldmina fosse montada com
2 figados CNT e 2 figados expostos ao MeHg, com 3 seccBes de cada figado, totalizando 12
seccdes por lamina. Foram preparados 3 conjuntos de laminas (n = 6 embrides/grupo) (Figura

4), destinadas a coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE), e analise por imuno-histoquimica.

Figura 4 - Representacdo dos conjuntos de laminas montados com figados para a

realizacdo das andlises histoldgicas.

Cl C2 C3
10Hco~t [O0H-c~t (00 [H-cnt
100 [H—MeHe ([ [H—MeHe |[][] [H- MeHg
O [H-CNT ][ [H-CNT |[][] [H- CNT
][0 [H-MeHe |[[] [H-MeHe |[][] [H-MeHe

CNT = grupo controle, MeHg = grupo tratado, C1, C2, C3 — representam o conjunto de laminas 1, 2 e 3,
respectivamente montados com figados. Fonte: da prépria autora, de acordo com os procedimentos de

rotina adotados no Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal/ CCB/UFSC.
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3.5 ANALISE HISTOLOGICA E MORFOMETRICA DO TECIDO HEPATICO

Uma lamina de cada um dos 3 conjuntos foi destinada a coloragdo com HE, para isso foi
desparafinizada em dois banhos de xilol puro, 2 min cada, apos, reidratadas em série
decrescente de etanol (100% - 70%), por 4 min cada. As laminas foram imersas em agua
corrente por 5 min, apés, foram imersas em Hematoxilina por 30 seg, banhadas novamente em
agua corrente por 5 min, imersas em Eosina por 30 seg e lavadas em agua destilada por 5 min.
As secgdes foram desidratadas gradualmente em série crescente de etanol, por 2 min cada (70%
- 90%) e 4 min para etanol 100%, diafanizadas em 2 banhos de xilol puro por 1 min cada e
finalizadas com Entelan®. As laminas foram coradas com HE para a analise comparativa entre
os tecidos do figado exposto ao MeHg e CNT. Caracteristicas como a densidade do tecido,
organizacao celular, quantidade de gordura nas células e coloracdo foram avaliadas e descritas.
O didametro dos vasos foi obtido através da analise de micrografias com aumento de 4X, foram
selecionados 5 vasos em sec¢do transversal de cada corte (n = 15 vasos/figado/grupo). A
morfometria do didmetro dos hepatécitos adjacentes aos vasos e ndo adjacentes aos vasos, foi
realizada a partir de micrografias em um aumento de 40 X. Para a realizacdo de analise tecidual
e morfométrica foram selecionadas 5 areas intercaladas ao longo das extremidades do figado
(n = 12 figados/grupo, 3 sec¢des cada figado) (Figura 5). As laminas foram fotodocumentadas
utilizando um microscopio invertido Olympus 1X83 (LAMEB) em aumentos de 4 X, 40 X e
100 X.



25

Figura 5 — Representacdo das areas intercaladas no figado de embrides
de Gallus domesticus em E10, utilizadas para realizacdo de analise

tecidual e morfométrica.

Quadrados indicam as areas em que o tecido hepético foi analisado. Barra de escala =

100 um. Fonte: da prépria autora.

3.6 ANALISE DE PROLIFERACAO CELULAR POR IMUNO-HISTOQUIMICA

As seccOes foram desparafinizadas com dois banhos de xilol puro, por 2 min cada,
seguidos de reidratacdo em série decrescente de banhos de etanol (100% - 70%), por 4 min
cada. A inativacdo das peroxidases enddgenas foi realizada com banhos em solugdo de
peréxido de hidrogénio: metanol (1:2) por 10 min. Para a permeabilizacdo das membranas
celulares foi realizado banho de 5 min em tampéo fosfato salino pH 7,4 (PBS, do inglés
phosphate buffered saline) a 0,1 M + Triton X-100 a 0,3%. O blogueio dos sitios inespecificos
foi feito com soro fetal bovino a 5% durante um periodo de 40 min. Apoés esse periodo, foi
realizada incubacdo com anticorpo primario anti-pHH3 IgG anti-coelho (diluicdo em PBS
1:300) por 12 h a 4°C. As laminas receberam 3 banhos com PBS a 0,1 M + Triton X-100 a
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0,3% por 5 min e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho IgG conjugado a peroxidase
(diluicdo em PBS 1:400) por 3 h em temperatura ambiente. Em seguida, foram realizados 3
banhos com PBS a 0,1 M + Triton X-100 a 0,1% (5 min cada). As imunomarcacGes foram

reveladas com DAB (3,3'-diaminobenzidina) e as laminas montadas com Entelan®.

Para realizar a contagem das células pHH3-positivas foi utilizado um microscopio de luz
Olympus CBA (aumento 40 X) acoplado com uma graticula de Weibel n® 2 — M42 (Figura 6).
A gquantificacdo de células foi realizada utilizando o método estereoldgico, para isso, foram
utilizadas 5 areas intercaladas nas regides cortical e central do tecido hepatico (MANDARIM-
DELACERDA, 2003).

Figura 6: Representacdo da graticula de Weibel sobre o tecido hepatico para a

contagem de células imunomarcadas.

2! o B S o R e S L

N . ;e
‘ . - ' - ¢ ’ . I

Graticula de Weibel sobre o tecido hepatico no microscépio de luz. Circulo vermelho indica a
extremidade das barras da graticula. Apenas as células imunomarcadas que ficaram sobrepostas
sobre as extremidades das barras foram contabilizadas. Barra de escala = 20 um. Fonte: da

prépria autora
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3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para a realizacdo das anélises estatisticas, foi utilizado o software GraphPad Prism 7.04, a
normalidade dos dados foi testada previamente por meio do teste Shapiro-Wilk. Foi realizado
Teste-t e analise de variancia ANOVA de duas vias, para grupo CNT/exposto ao MeHg e
hepatdcitos adjacentes/ndo adjacentes a vasos, seguido do teste post-hoc de Tukey. As
diferencas observadas foram consideradas significativas, quando p < 0,05. A apresentagéo dos
dados foi feita utilizando os valores de média + erro padrdo da média.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MORTALIDADE

Os embrides expostos ao MeHg tiveram taxa de mortalidade maior, quando comparados
com o grupo CNT. Levando em consideracdo todos os ovos incubados, cerca de 59,55% dos
embribes permaneceram vivos até E10, sendo que 31,46% dos embrides morreram até a idade
de E4. Este resultado era esperado, uma vez que a toxicidade do MeHg e seus efeitos sobre a
taxa de mortalidade ja havia sido observada em outro estudo realizados com embrides de
galinha e zebrafish (BIRGE e ROBERTS, 1976; GLAZER e BRENNAN, 2021).

Dentre o0s 45 embrifes expostos ao MeHg, 46,66% nado sobreviveram até E10, podemos
inferir que E2 foi o periodo de maior vulnerabilidade, representando 22,22% das mortes (Tabela
1). Com relagdo aos 45 Embrides do grupo CNT, 15,55% n&o sobreviveram até E10, podemos
inferir que E4 foi o periodo de maior vulnerabilidade, representando 6,67% das mortes (Tabela
1).

No presente estudo, o MeHg foi administrado sobre a artéria vitelinica do embrido,
porém, desde o inicio do periodo de incubagdo, em ovos de galinha, é documentada a ocorréncia
da passagem de agua do albumen para a membrana vitelina (FREEMEN e VINCE, 1974).
Considerando essa afirmativa, mesmo que o MeHg se encontre no albumen, a agio da passagem
de agua poderia oferecer uma oportunidade para que o MeHg alcance o embrido com maior
facilidade, desde o inicio de seu desenvolvimento, afetando a sua saude (HOFFMAN E
MOORE, 1979).
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Tabela 1 - Porcentagem de mortalidade de embrides de Gallus domesticus expostos ao

MeHg durante o desenvolvimento.

DIA
EMBRIONARIO

CNT (%)
(N = 45 embrides)

MeHg (%)
(N =45 embrides)

El

E2

E3

E3,5

E4

TOTAL

2,22

2,22

4,44

6,67

15,55

2,22

22,22

4,44

2,22

15,56

46,66

Fonte: da propria autora

4.2 INDICE HEPATOSSOMATICO

Ao analisar o IHS foi observado que os resultados entre embrides expostos ao MeHg e

CNT néo foram significantemente diferentes. Os embrides expostos ao MeHg apresentaram
indice de 1,55 (+ 0,12), enquanto o grupo CNT o IHS foi de 1,37 (£ 0,03) (Figura 7C).
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Figura 7 — Massa fresca do figado, massa fresca total e indice hepatossomético de embribes de
Gallus domesticus em E10 expostos ao MeHg.
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(A) Massa fresca dos figados de embribes de Gallus domesticus em E10 de grupos CNT e exposto ao MeHg. (B)
Massa fresca total dos embrides de Gallus domesticus em E10 de grupos CNT e exposto a0 MeHg. (C). indice
hepatossomatico de embribes de Gallus domesticus em E10 de grupos CNT e expostos ao MeHg. Valores

apresentados em média + erro padrdo da média. Fonte: da prdpria autora.

Os valores correspondentes a MF do figado (Figura 7A) e a MF dos embrides (Figura
7B) ndo foram significantemente diferentes entre os embrides do grupo exposto ao MeHg e
CNT. Com relacdo a MF do figado, o grupo exposto ao MeHg apresentou 35,23 mg (+ 4,16),
enquanto que o CNT apresentou 33,82 mg (x 1,53). Para a MF dos embriBes, 0 grupo exposto
ao MeHg apresentou 2182 mg (z+ 108,3), enquanto que o CNT apresentou 2148 mg (+ 45,86).

O IHS é muito utilizado, pois ¢ uma forma eficiente para obtencdo de informacgdes
relacionadas com o crescimento do 6rgdo e o desenvolvimento, baseado na idade e em outras
caracteristicas como os processos fisiologicos e fisioquimicos (VEGA; CAPITAN; LAMBIO,
2011). No presente trabalho, ndo foram encontrados resultados que afirmem que o MeHg é
capaz de causar alteracbes no IHS de embriGes e que alteracfes com relacdo a MF do figado e

do embrido também ndo sdo causadas.

Estudos realizados com outro metal toxico, o Cadmio, mostrou diferengas significativas

entre o IHS de grupos expostos e de grupos CNT, em peixes. Esses resultados destacam que
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quanto maior a concentracdo de Cadmio no animal, maior é a reducdo do IHS dos individuos
expostos (PEREIRA et al., 1993). Larose et al. (2008), analisaram figados de peixes expostos
a diferentes concentracdes de MeHg e concluiram que os valores referentes a concentracao de
MeHg e ao IHS foram inversamente proporcionais, uma vez que os figados expostos a maiores
concentragdes tiveram um menor IHS. Sendo assim, esse fato nos sugere que possivelmente se
a quantidade de MeHg utilizada em nosso trabalho fosse maior, o IHS poderia ser reduzido
também, porém optamos pela concentracéo de 0.1 pg MeHg/50 uLL uma vez que essa € uma
concentracdo considerada baixa e ndo letal para 50% das amostras, além de que seus efeitos no

figado de embrides ndo haviam sido analisados até o0 momento (CARVALHO et al., 2008).

A similaridade entre o IHS de organismos CNT e organismos expostos a um metal
toxico ja foi observada como resultado anteriormente (TINKARE et al., 2013), porém nesse
estudo, foram encontradas alteracfes significativas na MF do figado e do embrido de ratos,
destacando esses fatores como prejuizos causados devido a toxicidade do metal niquel. No

entanto, essas alteracdes ndo foram observadas no presente estudo com o MeHg.

4.3 MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DO FIGADO

Figados expostos ao MeHg apresentaram regides de vasos sanguineos bem destacadas
em vermelho (devido a coloracdo do sangue), caracterizadas por congestdo vascular,
predominantemente no lobo esquerdo, enquanto que nenhuma amostra do grupo CNT
apresentou sinais de congestdo vascular e destaques visiveis relacionados a vascularizacéo e
coloracdo. Apesar das diferengas com relacdo a vascularizagdo, os figados expostos ao MeHg

e CNT apresentavam uma coloracéo alaranjada, semelhante entre um e outro (Figura 8A, B).
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Figura 8 — Morfologia e morfometria de lobos hepéaticos de embrides de Gallus

domesticus em E10.

esquerdo (mm)
5
direito (mm)

Lobo hep. CNT Lobo help. MeHg Lobo hep. CNT Lobo hep. MeHg

Média do diametro do lobo hepatico
Média do diametro do lobo hepatico

(A) Representa figado CNT. (B) Representa figado exposto ao MeHg. Em B é possivel ver regifes caracterizadas
por congestdes vasculares, principalmente no lobo esquerdo. Barra de escala = 1 mm. Cabega de seta amarela

indica congestdes vasculares. (C) Grafico representa o diametro do lobo hepatico esquerdo no grupo CNT (lobo
hep. CNT) e no grupo exposto com MeHg (lobo hep. MeHg). (D) Gréfico representa o didmetro do lobo hepético
direito no grupo CNT (lobo hep. CNT) e no grupo exposto ao MeHg (lobo hep. MeHg). * indica p < 0,05. Valores

apresentados em média + erro padrdo da média. Fonte: da propria autora

O lobo esquerdo dos figados expostos ao MeHg obteve um maior comprimento vertical
quando comparado com o grupo CNT. O diametro médio dos figados expostos ao MeHg foi de
6,99 mm (z 0,17), enquanto que o do grupo CNT foi de 5,59 mm (+ 0,26; p < 0,01) (Figura
8C). Apesar de ter havido uma diferenca significativa no comprimento do lobo esquerdo dos
figados, 0 mesmo ndo ocorreu entre o lobo direito dos dois grupos estudados, onde os resultados
obtidos foram de 6,96 mm (+ 0,37) para o grupo CNT e 7,49 mm (z 0,70) para os embrides

expostos a0 MeHg (Figura 8D). E possivel que o aumento verificado no lobo esquerdo tenha
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sido uma consequéncia do processo de congestdo vascular observado nessa regido, ja que nao

foi encontrado aumento no lobo direito e nenhum processo de congestéo vascular.

4.4 ANALISE DAS CARACTERISTICAS DO TECIDO HEPATICO

Diferencas foram observadas entre o grupo exposto ao MeHg e o grupo CNT. Os figados
expostos ao MeHg, apresentaram a composicao tecidual menos densa, com poucos corddes
hepaticos. Além disso, foi observado que a maior parte das células, especialmente proximas as
regides de vasos apresentaram uma elevada quantidade de gordura, identificada como espacos
circulares no interior celular, caracterizando um quadro de esteatose hepatica e conferindo as
células formatos irregulares devido ao acumulo de gordura na célula. No grupo CNT foi
possivel perceber que a organizacéo tecidual estava bastante integra e densa, com formacoes de
diversos corddes hepaticos, dando origem a estruturas circulares (Figura 9). Os formatos das
células mantiveram um padrao regular, marcados pela auséncia de caracteristicas de esteatose
hepética. Ung et al. (2010), em seu estudo utilizando cloreto de mercurio (HgCl,) também
percebeu células irregulares e desorganizadas no figado de individuos expostos ao HgCl.,
enguanto que o grupo CNT manteve suas células homogéneas e bem delineadas. Nédo foi

identificado processo de inflamagé&o ou necrose nos grupos estudados.

Foram observadas alteracdes de coloracdo em secgbes de figado exposto ao MeHg,
quando comparado ao grupo CNT. Sabe-se que a hematoxilina € um corante basico e é
responsavel por corar em roxo as regides acidas, como o nucleo da célula e regiGes de
citoplasma com RNA, enguanto que a eosina € um corante rosa e com caracteristica acida, por
isso, tende a corar regides basicas da célula (McJUNKIN, 1915; SMITH et at., 2018).

A diferenca observada nas colorac¢des pode significar uma alteracao celular nos figados
expostos ao MeHg, como uma alteragdo no pH do citoplasma celular. Essas diferengas foram
encontradas em figados de uma mesma Iamina histolégica, o que significa que a coloracdo
usada para o grupo CNT e para 0 grupo exposto ao MeHg foi a mesma, sendo assim, essa
variacdo das cores ndo deve ter relagdo com o protocolo de coloragéo utilizado e sim, com a

exposicdo ao MeHg.
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Figura 9: Organizacédo tecidual de figado de embrido de Gallus domesticus em E10

corado com Hematoxilina e Eosina.

(A) Representa a organizagdo de corddes hepaticos, no grupo CNT. (B) Representa a falta de corddes
hepaticos no tecido exposto ao MeHg. (C) Representa a mesma regido de A (CNT). (D) Representa
a mesma regido de B (exposto ao MeHg), destacando o acumulo de gordura nos hepatécitos. Seta
amarela representa cord@es hepaticos formados. Seta vermelha representa o0 acimulo de gordura nos
hepatécitos. Barra de escalaem A e B = 10um. Barra de escala em C e D = 20um. Fonte: da propria

autora

Apesar de ndo terem ocorrido variacoes significativas no IHS e no valor total de MF, o
que poderiam ser importantes indicativos de lesdes hepaticas (TIKARE et al., 2013), ocorreram
alteracbes marcantes na analise histologica do tecido. O acimulo visivel de lipideos nos
hepatocitos € um fator relevante em termos clinicos. Caso isso aconteca em individuos adultos
o resultado pode ser o aparecimento de cirrose e carcinoma hepatocelular (FOUGERAT et al.,
2020). Arellano, Storch e Sarasquete (1999) j& haviam observado a capacidade do MeHg de
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induzir as células a acumularem lipideos e associaram esse processo como uma possivel

disfungdo no metabolismo de lipideos.

Apesar do figado adulto ser um 6rgdo com capacidade de regeneracdo, danos teciduais
graves e recorrentes podem comprometer o processo de cura e gerar um tecido fibroso na regiéo
lesionada. A esteatose hepatica pode ser considerada um grave problema, oferecendo riscos
para a saude do individuo, uma vez que, pode causar inflamacdes e necrose no tecido hepatico,
possibilitando o aparecimento de outros problemas metabolicos (YEH e BRUNT, 2014;
FRANCQUE et al., 2021).

4.5 DIAMETRO DOS VASOS SANGUINEOS

O diametro dos vasos sanguineos ndo foi significantemente diferente entre o grupo
exposto ao MeHg e CNT. A exposi¢do ao MeHg nao promoveu alteragdes no didmetro médio
dos vasos sanguineos. Nos embrifes expostos o didmetro médio foi de 134,5 um (x 8,82),

enquanto que nos embrides do grupo CNT foi de 116 um (* 6,24) (Figura 10).

Figura 10 — Diametro dos vasos sanguineos do figado de embrides de Gallus

domesticus em E10 expostos ao MeHg.

A

E}

w 200 -

o

[0}

S

=}

(=]

S 1504

1] I
°

12}

©

> -

>100

o

o©

°

]

& 50H

«S

<

o

=l

= 0~ T
k=l

Lo

2 CNT MeHg

Valores apresentados em média + erro padrdo da média. Fonte: da propria autora



35

Embora nédo tenha sido observada diferenca significativa entre o didmetro dos vasos
sanguineos de embrides exposto a0 MeHg em comparagdo com o grupo CNT, sabe-se que em
adultos 0 MeHg é considerado um agente capaz de reduzir a formacao de células endoteliais,
diminuir os processos migratorios das mesmas e danifica-las (KISHIMOTO et al., 1995; DAO
etal., 2016; WIGGERS et al., 2016). Consequentemente, esse composto é seriamente associado
a problemas de saude, como o desenvolvimento de arteriosclerose (KISHIMOTO et al., 1995;
DAO et al., 2016; WIGGERS et al., 2016).

4.6 MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DOS HEPATOCITOS

A exposicdo ao MeHg promoveu alteracdes no diametro dos hepatocitos adjacentes aos
vasos. Nos embribes expostos o diametro médio foi de 8,161 um (+ 0,09), enquanto que nos
embrides do grupo CNT foi de 7,01 um (x 0,08; p < 0,001) (Figura 11).

Figura 11 — Diametro dos hepatdcitos adjacentes aos vasos sanguineos de

figados de embribes de Gallus domesticus em E10 expostos ao MeHg.
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A exposi¢cdo ao MeHg promoveu alteragcdes no didmetro dos hepatdcitos ndo adjacentes
aos vasos sanguineos. Nos embrides expostos o didmetro médio foi de 8,01 um (x 0,05)

enguanto que nos embrides do grupo CNT foi de 7,09 um (+ 0,03; p < 0,001) (Figura 12).

Figura 12: Diametro de hepatdcitos ndo adjacentes aos vasos de figados de

embrides de Gallus domesticus em E10 expostos ao MeHg.
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O aumento no didmetro dos hepatdcitos é um fator observado em animais expostos a
compostos toxicos como o etanol e que apresentaram caracteristicas de esteatose hepética, com
grande acumulo lipidico dentro das células. Esse acimulo de lipideos foi relacionado com a
conformacdo diferente das celulas que o continham, uma vez que as células dos animais CNT
apresentaram uma conformacao normal e caracteristica de um figado saudavel (LUCEY et al.,
2009; REIMERS et al., 2013). Assim como observado por March et al. (1982) e Lewis et al.
(1993), os resultados do presente estudo representam a toxicidade do MeHg e sua alta
capacidade de acumulagdo no figado. Além disso, a exposi¢do dos embrides de galinha a 0,1
pg MeHg/50 pL de solugdo salina em estagios iniciais do desenvolvimento promoveram
alteracdes semelhantes em animais expostos ao etanol (LUCEY et al., 2009; REIMERS et al.,
2013).
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Os resultados referentes a esteatose e ao aumento do didmetro dos hepatdcitos
configuram-se como dados relevantes, pois sdo caracteristicas que podem ser associadas a um
posterior desenvolvimento de necrose celular, apesar dessa condi¢ao ndo ter sido observada no
presente estudo (REIMERS et al., 2013).

Os hepatdcitos adjacentes e ndo adjacentes aos vasos, tanto para os expostos ao MeHg
quanto para os CNT, possuem uma diferenca significativa quando comparados entre si (F =
91,62; p < 0,0001), o que demonstra a interacdo da exposicdo ao MeHg com o hepatdcito
exposto (FIGURA 13). Os hepatdcitos expostos ao MeHg adjacentes aos vasos apresentaram
um didmetro maior do que os hepatdcitos ndo adjacentes aos vasos. Analisando os figados
expostos ao MeHg, foi visto que os hepatdcitos adjacentes aos vasos apresentam maior acuimulo
lipidico em comparacgdo aos que estavam mais distantes. Levando em consideracdo o conceito
de acino hepatico (RAPPAPORT et al., 1954), essa observacdo faz-se compreensivel, uma vez
que, os hepatocitos na periferia dos vasos sdo 0s primeiros a receberem o sangue e por isso
podem ter recebido uma maior quantidade de MeHg quando comparado aos hepatocitos que

localizam-se mais distantes dos vasos.

Esses resultados sugerem que as células adjacentes aos vasos foram mais danificadas
(RAPPAPORT et al., 1954) e consequentemente, acumularam uma maior quantidade de
gordura em seu interior, fazendo com que seu tamanho aumentasse, ja as células ndo adjacentes

aos vasos nao foram tdo comprometidas e por isso tiveram um menor acumulo lipidico.

O aumento no diametro dos hepatdcitos adjacentes aos vasos, associado a esteatose,
sugerem que alteracbes em células endoteliais podem ter ocorrido, sendo responsaveis por
danos fisiolégicos e podendo também causar danos na funcionalidade do figado, uma vez que,
essas alteracbes podem interferir na troca de nutrientes e de processos como a sinalizagdo
celular (MELA et al. 2007).
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Figura 13 — Comparacéo entre o didmetro dos hepatocitos adjacentes aos vasos

e ndo adjacentes aos vasos.
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4.7 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR DOS HEPATOCITOS

As andlises revelaram uma reducdo nos processos de proliferacdo celular
significativamente maior no grupo exposto ao MeHg. Embrides expostos ao MeHg
apresentaram uma média de 1,09 hepatocitos PHH3-positivos (+ 0,03) (Figura 14B), enquanto
que no grupo CNT foram contabilizados 1,54 hepatdcitos PHH3-positivos (+ 0,07; p < 0,0001)
(Figura 14A).
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Figura 14 — Analise de proliferacdo celular por imuno-histoquimica utilizando
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(A) Representa a Proliferacdo celular em figado de embrides de Gallus domesticus em E10 em grupo
CNT. (B) Apresenta a proliferacio celular em grupo exposto ao MeHg. Setas indicam as marcac6es
celulares. (C) Gréfico indica o nimero médio de células PHH3-positivas para grupo CNT e exposto ao
MeHg. Barra de escala = 20pum. *** indica p < 0,0001. Valores apresentados em média + erro padréo da

média. Fonte: da propria autora

A proteina PHH3 age no processo de remodelacdo da cromatina durante o periodo de
condensacdo cromossémica na mitose, sendo assim, 0s resultados obtidos com as analises de
imuno-histoquimica tiveram como objetivo mostrar as marcagdes celulares referentes a
proliferacdo celular, no intuito de destacar possiveis prejuizos nesse processo devido a
exposicdo ao MeHg (HENDZEL et al., 1997).

A reducéo da proliferagéo celular causada pela exposi¢do ao MeHg foi observada por
outros pesquisadores, os quais associaram 0 MeHg a prejuizos relacionados a proliferacdo
celular em regides como o sistema nervoso central e o coracdo (HUYCK et al., 2015;
RONCONI-KRUGER, 2019). O resultado observado no figado pode estar associado a

consequéncias como a desorganizacéo tecidual e ao fato de que o tecido dos figados expostos
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ao MeHg estava menos denso quando comparado ao grupo CNT, uma vez que a proliferacdo
celular é um processo importante para que novas células sejam geradas, contribuindo para o

desenvolvimento adequado do 6rgao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados demonstram que o MeHg impacta diretamente o figado de
embrides de G. domesticus. O MeHg esta associado ao aumento no didmetro de hepatocitos
adjacentes aos vasos e nao adjacentes aos vasos, bem como, a danos teciduais como esteatose
hepética, consequentemente fazendo com que as células adquiram formatos irregulares. O
MeHg esta associado ao surgimento de congestdo vascular no figado de embriGes, apesar do
diametro médio dos vasos nao ter sido alterado. Além disso, a exposi¢do ao MeHg causou uma
reducdo significativa nos processos de proliferacdo celular. Levando em consideracdo todas as
alteragcBes que foram observadas neste trabalho, as alteracfes no didmetro dos hepatocitos
associadas ao acimulo de gordura intracelular foram consideradas como o dano hepatotoxico
mais severo em embrides de G. domesticus, uma vez que, 0s hepatdcitos sdo o principal tipo

celular que compde o figado e 0 seu comprometimento pode ocasionar serios problemas para o

embrido, ja que o figado embrionario possui uma importante funcdo hematopoiética (Figura
15).

Figura 15 - Resumo gréfico apresentando resultados analisados em figado de Gallus

domesticus exposto ao MeHg.
Exposi¢do ao MeHg
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Figura representa o figado de embrido de Gallus domesticus exposto a0 MeHg. HAV (Hepatécitos adjacentes a
vasos). HNAV (hepatécitos ndo adjacentes a vasos). Fonte: da propria autora, por meio da plataforma
Mindthegraph.
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