NATHALIA RONCONI ZILLI KRUGER

TOXICIDADE DO METILMERCL’JRIO NAS CELULAS DO
CORACAO DE EMBRIOES DE Gallus domesticus

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
disciplina BIO7016 como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Licenciada em Ciéncias
Bioldgicas pela Universidade Federal de Santa
Catarina.

Orientadora: Profé. Dr2. Evelise Maria Nazari

Florian6polis

2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Kriger, Nathalia Ronconi Zilli

TOXICIDADE DO METILMERCURIC NAS CELULAS DO CORACAO
DE EMBRIJES DE Gallus domesticus / Nathalia Ronconi
Zilli Kriiger ; orientadora, Evelise Maria Nazari
2017.

57 p.

’

Trabalhe de Conclusdoc de Curso (graduacdo)
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de
Ciéncias Biolégicas, Graduagdoc em Ciéncias Bicldgicas,
Florianoépeolis, 2017.

Inclui referéncias.

1. Ciéncias Biologicas. 2. Embrictoxicidade. 3.
MeHg. 4. Desenvolvimento. 5. Ventriculos cardiacos.
I. , Evelise Maria Nazari. II. Universidade Federal
de Santa Catarina. Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas.
III. Titule.




NATHALIA RONCONI ZILLI KRUGER

TOXICIDADE DO METILMERCURIO NAS CELULAS DO
CORACAO DE EMBRIOES DE Gallus domesticus

Este Trabalho de Conclusdo de curso foi avaliado e considerado
Aprovado para obtencdo do titulo de licenciada em Ciéncias
Bioldgicas, em sua forma final pela Banca Examinadora.

Florianopolis, 17 de novembro de 2017.

Prof. Dr. Carlos Roberto Zanetti
Coordenador do Curso de Ciéncias Bioldgicas

Banca Examinadora

Prof2, Dr2. Evelise Maria Nazari
Universidade Federal de Santa Catarina
Presidente

Prof2. Dr2, Patricia de Souza Brocardo
Universidade Federal de Santa Catarina
Membro Titular

MSc. Manuela Sozo Cecchini
Universidade Federal de Santa Catarina
Membro Titular

Prof2. Dr2. Manuella Pinto Kaster
Universidade Federal de Santa Catarina
Membro Suplente






A minha familia, minha fonte de inspiragdo nos momentos dificeis, por
todo apoio e paciéncia ao longo dessa trajetoria.






AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Santa Catarina, pela oportunidade de
ter frequentado um dos melhores cursos de Ciéncias Bioldgicas do Pais,
pela estrutura do Centro de Ciéncias Bioldgicas e por todos 0s recursos
utilizados durante a graduacao.

Aos professores da graduagdo, que sempre estavam preparados
para dar suas aulas, mesmo com todo o cansago do dia-a-dia, obrigada
pelo conhecimento compartilhado.

A Profe, Dr2, Evelise Maria Nazari, referencia em minha vida
académica e profissional, por ter me abracado como monitora da
disciplina de Embriologia e Desenvolvimento, e me acolhido em seu
grupo de pesquisas no Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento
Animal (LRDA). Por me apoiar e me desafiar, acreditando sempre no
meu potencial e por toda a dedicagdo durante a orientacdo deste
trabalho.

A Prof2. Dr2, Yara Maria Rauh Miller, por todo o conhecimento
como professora e como pesquisadora. Obrigada pela experiéncia da
monitoria e pela parceria durante todo o caminho.

Ao grupo do LRDA, por todas as experiéncias trocadas, por
todo o apoio, e eu ndo poderia estar em outro grupo de pesquisas. Em
especial a Dré, Claudia Almeida Coelho de Albuquerque, pelo apoio e
principalmente pelo tratamento dos embrides, e a minha parceira de
coragdo, Maria Luiza, que compartilhou comigo momentos de angustia
durante todo o desenvolvimento deste trabalho.

Aos técnicos do Laboratério Multiusuario de Estudos em
Biologia (LAMEB), por todo suporte e em especial a Dr2 Chirle, que
sempre tirou minhas duvidas durante as analises.

Aos meus colegas de curso, obrigada pelo apoio e aos amigos
que fiz nele, Claudia, com quem eu quero ter contato para toda a vida,
Julliane, minha parceira de estagio com quem dividi as experiéncias
mais intensas da docéncia.

A minha m&e, Karin, minha luz nos momentos dificeis, meu
ponto de referencia no mundo, obrigada por toda luta durante a minha
educacdo. Te agradeco por cada palavra de conforto e incentivo.

Ao meu pai, Gerson, meu motivo de persisténcia durante todos
esses anos longe de casa.

Ao meu segundo pai, Caio, que sempre esteve perto e me
incentivou.

Aos meus avos, Sueli (in memorian), Eliseu (in memorian),
com quem eu lembro de ter conhecido a vida, o respeito e dedicacdo a



uma familia linda. A Angelina e Olivio, meus avos paternos, que me
presentearam com uma educacdo de qualidade e que sempre estavam
dispostos a fazer parte dela de algum modo. Lia e Severiano (in
memorian), muito obrigada pelo acolhimento e por todo o amor que
vocés me mostraram ser possivel sentir por alguém que ndo tem o
mesmo sangue.

Ao0s meus irmaos Gabriel e Marx, agradeco por cada abraco e
carinho durante nossa vida.

Ao meu noivo, Francisco Junior, que esteve do meu lado me
apoiando desde o inicio da graduagdo, obrigada por sempre acreditar em
mim.

Aos meus sogros Francisco e Neide, que me abragaram em uma
familia cheia de afeto e a minha cunhada Luciane, por sempre ter uma
palavra de conforto e ainda me presentear com dois sobrinhos, Livia e
Lucas.

As minhas amigas da vida, Pamela e Karoline, obrigada por
cada parte da minha historia.

Agradeco a todos que de alguma maneira contribuiram para este
trabalho, e me ajudaram ao longo deste periodo, muito obrigada!



“Felicidade se acha é em horinhas de
descuido”.

Guimardes Rosa






RESUMO

A toxicidade causada pelo metilmercirio (MeHg) é bem documentada,
principalmente em relacdo a sua neurotoxicidade. No entanto, a
toxicidade do MeHg no coracdo em desenvolvimento ndo é totalmente
compreendida. Assim, neste estudo investigamos o efeito de MeHg no
coracdo, utilizando embrido de Gallus domesticus como organismo-
modelo. Embrides no 3° dia embrionario (E3) foram tratados in ovo com
0.1 ug MeHg/50uL de solugdo salina e analisados no 10° dia
embrionario (E10) (aprovado Comité de FEtica 355/CEUA e
23080.025620/2009-51/UFSC). Seccdes frontais (6 um) do coracédo
foram preparadas em laminas histoldgicas e coradas com Hematoxilina-
Eosina, para as analises morfologicas e morfométricas. Imuno-
histoquimica utilizando anticorpo anti-fosfohistona H3 foi realizada para
a identificacdo das células em proliferacdo. Ap6s o tratamento com
MeHg, observamos diminuicdo significativa no nimero de células em
proliferacdo e aumento significativo na espessura da parede do
ventriculo direito. Um namero significativamente reduzido de células
TUNEL-positivas, as quais indicam a morte celular por apoptose, foi
observado nas paredes dos ventriculos direito e esquerdo, em embrides
tratados com MeHg. Estes resultados mostram que o tratamento in ovo
com MeHg afeta a proliferagdo e a morte celular por apoptose, podendo
comprometer o desenvolvimento do coracéo.

Palavras-chave: embriotoxicidade, MeHg, desenvolvimento, ventriculos
cardiacos, proliferagdo celular, morte celular.






ABSTRACT

Toxicity caused by methylmercury (MeHg) is a well-documented,
especially the neurotoxicity. However, the toxicity of MeHg in the
developing heart is not fully understood. Thus, in this study we
investigated the effect of MeHg on the heart, using Gallus domesticus
embryo, as model organism. Embryos at third embryonic day (E3) were
treated in ovo with 0.1 ug MeHg/50uL saline solution and analyzed at
tenth embryonic day (E10) (approval Ethic Committee 355/CEUA e
23080.025620/2009-51/UFSC). The frontal sections (6 wm) of the heart
were prepared on histological slides and stained with Hematoxylin-
Eosin for morphological and morphometric analyses.
Immunohistochemistry using anti-phospho histone H3 antibody was
performed to identify proliferating cells. After treatment with MeHg, we
observed a significant decrease in the number of proliferating cells and a
significant increase in wall thickness of the right ventricle. A
significantly reduced number of TUNEL-positive cells, which indicated
apoptotic cell death, was observed in the left and right ventricles of
MeHg-treated embryos. These results show that in ovo MeHg treatment
affect cell proliferation and death by apoptosis, which could
compromise the development of the heart.

Keywords: embryotoxicity, MeHg, development, heart ventricles, cell
proliferation, cell death.
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1 INTRODUCAO

O merclrio é um metal que se apresenta de trés formas
principais, o mercdrio metalico (Hg0), fons inorganicos (Hg* e Hg*") e o
mercdrio organico (etilmercdrio e metilmerclrio), as quais diferem
guanto a sua toxicocinética, bem como distribuicdo, acumulacdo e
ciclagem no ambiente (FRIBERG e MOTTET, 1988; WIENER et al.,
2003; SYVERSEN e KAUR, 2012; DUAN et al., 2016). Dentre as
formas organicas, o metilmercdrio (MeHg) é normalmente encontrado
na natureza, devido a metilacdo de bactérias sulforredutoras (MOREL et
al., 1998; ACHA et al., 2011). O MeHg é a forma mais toxica do
mercudrio organico, podendo ser responsavel por danos morfolégicos,
comportamentais e metabdlicos nos individuos expostos (MEGLER et
al., 2007; DUAN et al., 2016; TAKAHASHI et al., 2017).

Assim, considerando os diferentes impactos do MeHg sobre 0s
organismos, o presente Trabalho de Conclusdo de Curso teve como foco
de estudo a toxicidade do MeHg sobre os processos de proliferacdo e
apoptose nas células cardiacas, bem como sobre a morfologia do
coracdo e a morfometria das paredes ventriculares, utilizando embriGes

de galinha doméstica (Gallus domesticus) como organismo de estudo.
1.1 CARACTERISTICAS E TOXICIDADE DO MeEHG

O mercdrio ¢ um metal inodoro e volatil, que em seu estado
elementar apresenta-se como um liquido branco-prateado. As fontes
naturais de emissdes de mercudrio sdo vulcBes, sedimentos oceénicos e
incéndios florestais (Figura 1) (ASCHNER e ASCHNER, 1990;
MOREL et al., 1998; ATKINS e JONES, 2012).
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Figura 1. Ciclo do mercurio nos ambientes naturais.
Fonte: modificado de Texas Christian University Aquatic Ecology
(http://www.aquaticecologylab.tcu.edu/).

Com a metilagdo por microorganismos, o MeHg se torna
altamente disponivel, e devido & sua meia-vida relativamente longa nos
tecidos biolédgicos, hd uma consideravel bioacumulagdo, sendo este um
dos motivos que causa preocupacdo acerca da contaminacdo e
toxicidade dessa forma de mercurio organico (CHENG et al., 2013).

A toxicidade do MeHg ficou conhecida no contexto mundial
pelos acidentes ambientais no Japdo e Iraque. No acidente ocorrido no
Japdo, houve contaminacdo de peixes com residuos industriais que
continham MeHg, ja no acidente no lraque houve contaminacdo de
sementes por fungicidas a base de mercurio. Em ambos, foram relatados
em adultos, criancas e recém-nascidos sintomas como nauseas,
problemas motores e sensoriais (SAKAMOTO et al., 2002).

No Brasil, em novembro de 2015 aconteceu o rompimento da

barragem de minério de Funddo, que atingiu diferentes localidades do
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estado de Minas Gerais. A mineradora classificou como “néo perigoso”
0os 50 milhGes de metros clbicos de rejeitos de minério de ferro
liberados durante o acidente. Porém, o Laudo Técnico Preliminar do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis — IBAMA, ressalta que, além da exploracdo de minério de
ferro pela empresa responsavel, a regido é marcada pela presenca de
garimpo de ouro desenvolvido ao longo de séculos, e, embora grande
parte esteja desativada, a atividade ainda é observada no Rio do Carmo,
atingido pela lama de rejeito (IBAMA, 2015). Cabe ressaltar que a forga
feita pela passagem da lama, colocou sedimentos contaminados em
suspensdo contribuindo para 0 aumento da concentracdo de metais
pesados, como o mercirio. A deteccdo destes metais por exemplo,
chegou a um nivel 1465 vezes maior que o previsto pela legislacdo,
segundo a Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente n° 396,
gue permite para 0 consumo humano 1pg/L Hg, 0 que causou risco ao
abastecimento de agua, impactos ambientais a curto e médio prazo, mas
seus efeitos ainda serdo apresentados ao decorrer do tempo, incluindo o
risco a saude publica da regido, que é em sua maioria de ribeirinhos que
costumam pescar o proprio alimento (FREITAS et al., 2016).

A toxicidade do MeHg é amplamente estudada no sistema
nervoso central (SNC) e ha um crescente corpo de evidéncias
epidemiolégicas, que indica que o sistema cardiovascular também esteja
envolvido com a toxicidade induzida por este metal, sugerindo que a
exposicdo pré-natal ao MeHg, afeta a homeostase do desenvolvimento
do coracdo (SORENSEN et al., 1999; ROMAN et al., 2011; MOREIRA
et al.,, 2012; GHIZONI et al., 2017). Além disso, também tém sido

analisados os mecanismos envolvidos na estrutura celular e molecular
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dos tecidos e érgaos embrionarios quando expostos ao MeHg (PATEL e
REYNOLDS, 2013; HUYCK et al., 2015). Trabalhos experimentais
evidenciaram que o MeHg, mesmo em pequenas concentracdes (3 uM)
por 24 horas, afeta 0s processos basicos para a formagdo do SNC, como
proliferacdo celular, diferenciagéo celular e apoptose (CRESPO-LOPEZ
etal., 2009; XU et al., 2010; HE et al., 2012; MULLER et al., 2012).

1.2 ASPECTOS GERAIS DO DESENVOLVIMENTO DO CORACAO

O desenvolvimento do coragdo tem sido descrito em diferentes
modelos animais como roedores, aves, anfibios e peixes, sendo
reconhecidas indmeras semelhancas na formacao do coragdo e dos vasos
sanguineos em embrides de vertebrados (RUIJTENBEEK e DE MEY,
2002; TUTAREL et al., 2005). Especificamente em embrides de aves, 0
sistema cardiovascular tem sido descrito desde a década de 1930, por
meio da utilizacdo de diferentes ferramentas metodoldgicas (GARCIA-
MARTINEZ e SCHOENWOLF, 1993). O coracdo em desenvolvimento
¢ inicialmente uma estrutura tubular de origem mesodérmica,
denominada tubo cardiaco primitivo, que através de eventos celulares
sera organizado como um 0Orgdo com quatro cavidades em aves e
mamiferos (YUTZEY et al., 1995; NAIEB et al., 2013; LINDSEY et al.,
2014).

Em aves e mamiferos, o tubo cardiaco primitivo é composto
pelo endocérdio, localizado mais internamente; pela geleia cardiaca, que
dara origem aos coxins endocardicos, as valvas e os septos; pelo
miocardio, que dara origem as células musculares cardiacas, as quais
estardo presentes nas paredes dos atrios e ventriculos (com rede de

trabéculas no lado luminal); e pelo epicérdio, que dara origem as fibras
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musculares lisas e aos vasos coronarianos (Figura 2) (GARCIA-
MARTINEZ e SCHOENWOLF, 1993; SEDMERA e MCQUINN,
2008; SADLER, 2010).

c b0 SD

2dias 3dias 4dias S5dias 6dias 7 dias
(HH12) (HH17) (HH23) (HH27) (HH29) (HH30)

10 dias
(HH36)

Figura 2. Desenvolvimento do coragdo de G. domesticus, ao longo dos dias de
incubacdo e estagios HH correspondentes, conforme proposto por HAMBURGER e
HAMILTON (1951).

Fonte: modificado de LINDSEY et al. (2014).

A regido cefélica do tubo cardiaco primitivo é formada pelo
ventriculo primitivo e a porcdo caudal é formada pelo atrio primitivo.
Para aquisicdo da posicdo anatdmica definitiva, deverd ocorrer o
reposicionamento antero-posterior das camaras cardiacas, através de
dobramentos chamados de “looping” cardiaco. O “looping” cardiaco é
uma etapa do desenvolvimento do coracdo que confere a esse 6rgdo
caracteristicas assimétricas (ICARDO et al., 2002), juntamente com a
septacdo do coracdo, que individualizard as camaras cardiacas formando
dois atrios e dois ventriculos (CARLSON, 2014).

As células progenitoras cardiacas que ddo origem ao
endocérdio, miocérdio, mesocérdio e pericardio parietal sdo encontradas
nas primeiras 12 horas de desenvolvimento do embrido de G.
domesticus (GARCIA-MARTINEZ e SCHOENWOLF, 1993; COHEN-
GOULD e MIKAWA, 1996). No sexto dia de desenvolvimento, o
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coracgdo esta maior e ainda fora da cavidade toracica, os primérdios das
valvas cardiacas estdo presentes e suas extremidades contém células em
proliferacdo (MARTINSEN, 2005).

Evidéncias sugerem que a exposicdo ao MeHg pode gerar um
aumento dos riscos de efeitos adversos no sistema cardiovascular, como
aumento na pressao arterial pds-natal (SORENSEN et al., 1999;
ROMAN et al.,, 2011). Assim, com o intuito de contribuir com os
trabalhos sobre a toxicidade do MeHg no sistema cardiovascular, o
presente trabalho abordara os efeitos do MeHg sobre os processos de
proliferacdo e morte celular na formacéo do coragdo, utilizando como
modelo de estudo o embrido de G. domesticus, uma vez que existem
poucos estudos enfocando a toxicidade do MeHg no desenvolvimento
do principal érgéo do sistema cardiovascular (DUAN et al., 2016). Nas
aves, 0 MeHg chega nos ovos através das fémeas, que transferem este
metal aos embribes em desenvolvimento através do vitelo. Assim,
pressupde-se que 0s embrifes sejam expostos ao MeHg desde a
fertilizacdo até a eclosdo, podendo assim afetar o desenvolvimento como
um todo (RUTKIEWICZ e BASU, 2013).

Considerando a grande importancia da ampliagdo dos estudos
da toxicidade do MeHg no desenvolvimento embrionario do coracéo, as
hipbteses propostas para este trabalho sdo que o MeHg promova (i) a
reducdo na proliferacdo celular; (ii) aumento da frequéncia de apoptose;

e (iii) reducdo na espessura das paredes do cora¢do dos embrides.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o efeito do MeHg sobre a proliferacdo e a morte
celular na formacdo do coracdo, utilizando embrides de G. domesticus

em E10 como modelo de estudo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a organizacdo tecidual das paredes das cAmaras e dos
septos cardiacos;

- ldentificar e quantificas as células cardiacas em proliferacdo e
em processo de morte celular programada por apoptose;

- Determinar a espessura das paredes do ventriculo direito e do
ventriculo esquerdo, bem como o didmetro das células cardiacas e o

espagamento entre as mesmas, nos embrides tratados com MeHg.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para realizar este trabalho foram utilizados embrides de galinha
domeéstica da espécie G. domesticus, provenientes de ovos fertilizados
doados pela empresa Tyson do Brasil Alimentos LTDA, os quais foram
transportados ao Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal
(LRDA)/BEG/CCB/UFSC. Em laboratério, os ovos foram mantidos em
repouso por 24 horas e posteriormente incubados a 37.5°C - 38°C e 65%
umidade em incubadora Golden®. Esses procedimentos foram
realizados no periodo de janeiro de 2015 a julho de 2016, pela equipe do
LRDA, principalmente pela doutoranda Claudia Almeida Coelho de
Albuquerque, do Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento CCB/UFSC.

Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — UFSC, protocolo 355/CEUA e
23080.025620/2009-51/UFSC.

3.2 DELINEAMENTO DOS GRUPQOS EXPERIMENTAIS

Apo6s um periodo inicial de incubagdo, os ovos no 3° dia
embrionario (E3), foram divididos em dois grupos:
- Grupo tratado com MeHg (n = 6 embribes): recebeu 0.1 ug MeHg / 50
uL de solucdo salina, injetado préximo a artéria vitelinica, de acordo
com TAKAMATSU e FUJITA (1987). A dose administrada neste
estudo foi baseada no trabalho de CARVALHO et al. (2008).
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- Grupo controle (n = 6 embrides): recebeu 50 pL de solucdo
salina, injetado proximo a artéria vitelinica.

A administracdo do tratamento in ovo foi realizada através de
abertura na casca dos ovos (regido mais alongada), a qual foi
posteriormente fechada com fita adesiva transparente e atoxica. Apos, 0s
0v0s permaneceram na incubadora até o 10° dia embrionario (E10)
(Figura 3). As idades de E3 e E10 escolhidas para este trabalho se
justificam pelo fato de em E3 o coragdo estar em processo inicial de
formacdo, sendo que em E10, o coracdo ja possui quatro cavidades.
Diariamente, os embribes foram monitorados através da abertura da
casca, de acordo com as caracteristicas descritas por HAMBURGER e
HAMILTON (1951).

=
A

1° dia embrionario Ultimo dia embrionario
(E1) (E21)
L L L LL 1
I T T T 1
Tratamento Analise
(E3) (E10)

Figura 3. Ovos e embrides de G. domesticus. Ovo com embrido em E3, destacando
a abertura ampliada na regido mais alongada do ovo para exposicéo do embrido (A).
Detalhe do embrido em E3, no qual é realizado o tratamento préximo a artéria
vitelinica (av, seta) (B). Ovos ap0s o tratamento, cuja abertura na casca, nas
dimensdes reais, foi fechada com fita adesiva (C). Representacdo do tempo do
desenvolvimento, destacando as caracteristicas dos embrides em E3 e E10 (D). //
Representa quebra na escala temporal do desenvolvimento. Barra de escala =5 mm.
Fonte: modificado de Ferreira (2015).
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3.3 PROCESSAMENTO DO CORACAO PARA MICROSCOPIA DE
LUZ

Para obtencdo dos coragfes em estagio E10, os embrides
tiveram seu desenvolvimento interrompido apos terem sido retirados da
incubadora e dessensibilizados a 4°C por 15 min. Com o auxilio de uma
tesoura cirdrgica e colher, os embrifes removidos dos ovos e das
membranas extraembrionarias foram dispostos em placas de Petri e
dissecados.

Os coracdes foram fixados em formaldeido a 4% por 24h,
mantidos em etanol a 70%, onde permaneceram até que fossem
analisados para este trabalho. Em seguida, foi realizada a desidratacdo
em série crescente de etanol (70% -100%) por 1h em cada alcool, a
diafanizacdo em dois banhos de xilol puro por 5 min cada, ou até que a
peca estivesse translicida. Apos, foram realizados trés banhos em
parafina a 60°C por 1h cada, sendo os coragdes orientados para
realizacdo de seccbes frontais (6 pum de espessura) em micrétomo
rotativo Olympus CUT 2020A.

As seccOes foram dispostas em laminas histologicas preparadas
com gelatina a 0,5%, de modo que cada lamina fosse montada com
secces dos grupos controle e tratado com MeHg, destinadas a
coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE), andlises por imuno-histoquimica e
pelo método de TUNEL.

3.4 ANALISE DA MORFOLOGIA DO CORACAO

Para caracterizacdo da micromorfologia do coragdo foi

realizada a coloracdo de um conjunto das ldminas com HE. As secc¢des
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foram desparafinizadas com dois banhos de xilol puro por 5 min cada,
seguidos da re-hidratacdo em série decrescente de etanol (100% - 70%)
por 10 min cada. A seguir, as laminas foram embebidas em é&gua
corrente por 10 min, imersas em Hematoxilina de Harris por 25 seg,
lavadas com &gua corrente por 10 min, imersas em Eosina aquosa a 1%
por 20 seg e lavadas em agua destilada por 5 min. As sec¢fes foram
desidratadas em série de etanol crescente (70% - 100%) por 5 min,

diafanizadas em xilol puro por 5 min e montadas com Entelan®.

3.5 ANALISE MORFOMETRICA DOS VENTRICULOS

Para realizacdo das morfometrias foram realizadas fotografias
ao microscépio invertido Olympus 1X83 (4 X e 100 X) (Laboratério
Multiusuario de Estudos em Biologia, LAMEB) das laminas com
sec¢Oes do coragao corados com HE.

A espessura das paredes do ventriculo direito (VD) e do
ventriculo esquerdo (VE) foi determinada (aumento de 4 X) utilizando o
software CellSens (LAMEB). Considerando que a espessura das paredes
ventriculares ndo apresentam dimensdes uniformes, optou-se por
determinar a espessura em trés alturas de cada ventriculo. Foi
considerada como a espessura da parede do ventriculo, a média dos
valores obtidos para as trés alturas mensuradas (Figura 4).

Para a determinacdo do didmetro das células e dos espacos
intercelulares (aumento de 100 X) nas paredes dos VD e VE foram
analisadas por meio do software CellSens (LAMEB), as mesmas regifes
dos ventriculos utilizadas para obtencéo da espessura. Foram analisadas
10 células de cada uma das 3 regides de cada ventriculo e para os

espacos intercelulares foram medidos 5 espacos entre as células.
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Figura 4. Representacdo do coragdo em desenvolvimento. Linhas horizontais em
negrito na parede do VE indicam as trés alturas mensuradas em ambos os
ventriculos. AD, atrio direito; AE, atrio esquerdo; SAV, septo atrioventricular; SIA,
septo interatrial; SIV, septo interventricular; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo
esquerdo.

Fonte: modificado de Carlson et al.(2014).

3.6 ANAI:ISE DE PROLIFERACAO CELULAR POR IMUNO-
HISTOQUIMICA

Para realizar as analises de proliferacdo celular, um outro
conjunto de laminas foi destinado a marcacdo por imuno-histoquimica,
utilizando anticorpo anti-fosfohistona H3 (PHH3, do inglés
phosphohistone H3). As seccdes foram desparafinizad/as com dois
banhos de xilol puro, por 5 min cada, seguidos da re-hidratacdo em série
decrescente de etanol (100% -70%) por 10 min cada. Para inativacéo das
peroxidases enddgenas, as sec¢des passaram por uma solucdo de
peroxido de hidrogénio: metanol 100% (1:2) por 10 min. A
permeabilizacdo das membranas celulares foi realizada com banho de 5
min em tampdo fosfato salino pH 7,4 (PBS, do inglés phosphate
buffered saline) a 0,1 M + Triton X-100 a 0,3%. Apos foi realizado o

blogueio dos sitios inespecificos com soro fetal bovino a 5% por 40 min.
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Em seguida, foi realizada a incubacdo com o anticorpo primario anti-
PHH3 IgG anti-coelho 1gG (diluicio em PBS 1:300) por 12 h a 4°C. As
laminas passaram por seis banhos com PBS a 0,1 M + Triton X-100 a
0,3% de 5 min e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho IgG
conjudado com peroxidase (diluigdo em PBS 1:400) por 3 h a
temperatura ambiente. Em seguida, foram realizados seis banhos com
PBS a 0,1 M + Triton X-100 a 0,1% de 5 min cada. Apoés, as
imunomarcacdes foram reveladas com DAB (3,3'-diaminobenzidina), e
a montagem final das laminas foi realizada com Entelan®.

A quantificacdo das células PHH3-positivas foi realizada em
microscopio de luz marca Olympus CBA (aumento de 40 X), com
auxilio da graticula de Weibel n® 2 — M42 (Figura 5). Para contagem de
células imunomarcadas, foram utilizados 5 campos alternados ao longo
do VE e VD, através do método estereolégico (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003).

S

Figura 5. Micrografia do tecido cardiaco com sobreposicéo da imagem da Graticula
de Weibel. Circulo vermelho indica a extremidade das barras da graticula, a qual é
considerada para contagem. Apenas as células imunomarcadas que ficarem
sobrepostas as extremidades da graticula foram quantificadas. Barra de escala =
40um.
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3.7 ANALISE DE CELULAS APOPTOTICAS PELO METODO DE
TUNEL

Para realizar as andlises das células apoptdticas, um terceiro
conjunto de I&minas foi destinado ao ensaio de TUNEL. As seccOes
foram desparafinizadas em xilol puro e re-hidratadas em série
decrescente de etanol (100% - 70%). Para conservacdo do tecido, as
seccOes foram embebidas em solugdo de NaCl a 0,85% por 5 min. A
permeabilizacdo das membranas celulares foi realizada através de um
banho de 5 min de PBS a 0,1 M pH 7,4, e por um banho de 30 seg de
proteinase K diluida em tampéo Tris 10 mM, pH 8,0 (1:1000). Apés, as
seccOes foram imersas por 5 min em PBS e fixados em formaldeido a
4%. Para reacdo de equilibrio, as sec¢fes passaram por um banho de 5
min em tampdo de equilibrio e incubadas com a enzima de marcagdo
(TdTreaction mix — Equilibrate Buffer Nucleotide Mix + rTdTEnzyme)
a 37°C em cémara Umida por 60 min, cobertos por parafilme. Para
terminar a reacdo de marcacdo, foi utilizada uma solucdo de NaCl e
citrato de sddio diluida em agua milliQ por 15 min, seguido de um
banho em PBS pH 7,4 a 0,1 M, por 5 min. As células apoptéticas foram
identificadas pela fluorescéncia verde.

A quantificacdo direta das células apoptoticas foi realizada a
partir de micrografias obtidas no microscépio invertido Olympus 1X83
(aumento de 40 X) (LAMEB) de trés regides dos tecidos do VD e VE e
da regido da base septo interventricular (SIV) entre VD e VE (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica do coragdo em desenvolvimento. Quadrados
indicam as regides de ambos os ventriculos onde foram realizadas as contagens das
células apoptdticas. AD, éatrio direito; AE, éatrio esquerdo; SAV, septo
atrioventricular; SIA, septo interatrial; SIV, septo interventricular; T, trabéculas;
VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo.

Fonte: modificado de FURTADO et al.(2016).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados morfométricos e quantitativos foram analisados no
programa Statistica®, versdo 13, sendo a normalidade dos dados testada
previamente. Foi realizada analise de varidncia ANOVA uma via,
seguido do teste post-hoc de Tukey. A interacdo entre o tratamento com
MeHg e a lateralidade dos ventriculos foi avaliada através de ANOVA
duas vias. Diferengas significativas foram consideradas, quando p <
0,05. Os dados foram apresentados em valores de média + erro padréo
da média.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DO MEHG SOBRE A ORGANIZACAO DAS PAREDES
DAS CAMARAS CARDIACAS

Neste trabalho, através das analises microscopicas verificou-se
gue dos 6 embrides analisados do grupo controle todos apresentavam
coracdo com morfologia tipica para a idade de estudo, E10. A analise da
sec¢do frontal mostra a organizacdo dos atrios com paredes mais finas e
um septo interatrial com espessura maior. As paredes dos ventriculos
apresentavam trabéculas com aspecto esponjoso, presentes desde o septo
atrioventricular até a base do ventriculo; o septo interventricular nao
apresentou trabéculas (Figura 7A). Quando comparados VE e VD,
observou-se que o VE possuia trabéculas mais finas e longas e a
espessura da parede ventricular foi aproximadamente trés vezes maior
que a do VD.

Quando analisados os coragles dos embrifes tratados com
MeHg observou-se uma frequéncia de 4 embrides com coragcdo com
morfologia atipica das trabéculas (4 corac@es com alteracdo/6 coracoes
analisados). Diferente do grupo controle, o grupo tratado com MeHg
(Figura 7B), apresentou as trabéculas do VE semelhantes as do VD, em
volume e espessura. Adicionalmente, as trabéculas do VD néo
apresentam aspecto esponjoso e ndo foram observadas em toda a

extensdo desse ventriculo.
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Figura 7. Vista frontal do coracdo de embrides de G. domesticus em E10, corado
com HE. Destaque para a organizacdo das trabéculas dos ventriculos direito e
esquerdo dos embribes dos grupos controle (A), tratado com MeHg (B)
representacédo das paredes do VD controle (C e D) e tratado com MeHg (E e F). AD,
atrio direito; AE, atrio esquerdo; SAV, septo atrioventricular; SIA, septo interatrial;
SIV, septo interventricular; T, trabéculas; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo
esquerdo. Barras de escala = 400 pm.

Apo6s a analise da morfologia das paredes do coracdo dos
embribes de G. domesticus, foram realizadas as morfometrias das
espessuras dos VE e VD. Nas trés alturas analisadas, verificou-se que a
espessura média do VE foi de 125,04 um (+ 12,65) no grupo controle, a
qual ndo diferiu do grupo tratado com MeHg (136,48 um; £ 14,44). No
VD observou-se um aumento significativo da espessura média de 206,36
pum (£ 27,64) nos embrifes controle para 306,82 um (£ 21,64; p < 0,05)
nos embribes tratados com MeHg (Figura 8). A analise ANOVA de duas
vias demonstrou que houve interacdo entre o tratamento com o MeHg e
a lateralidade dos ventriculos (F(1,12) = 5,44; p < 0,03) para a analise da

espessura da parede dos ventriculos (Figura 8).
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Figura 8. Espessura média da parede dos ventriculos do coragdo de embrides de G.
domesticus em E10 dos grupos controle e tratados com MeHg. VD, ventriculo
direito; VE, ventriculo esquerdo. Letras minGsculas sobre as barras indicam
diferengas significativas (p < 0,05). # indica a interagdo entre o tratamento com
MeHg e a lateralidade dos ventriculos.

Destaca-se que, 0 aspecto esponjoso das paredes dos ventriculos
dos embribes do grupo controle se deve a uma rede de fibras
entrecruzadas que formam as trabéculas, as quais sdo separadas por
recessos intertrabeculares, que se comunicam com a cavidade
ventricular (DYCE, 2010).

O efeito do MeHg sobre a organizagdo do coracdo e de suas
paredes é escasso na literatura. Mais escasso ainda, sdo os trabalhos que
enfocam essa tematica em embrides. Por outro lado, h&d uma
disponibilidade muito maior de estudos que abordam a toxicidade do
MeHg sobre o SNC. Em 1978, CHOI et al., em um dos raros trabalhos
com tecidos humanos, realizaram estudos clinicos e neuropatoldgicos
detalhados em dois bebés recém-nascidos, que foram expostos ao MeHg
durante a gravidez, quando houve a ingestdio materna de péao
contaminado com MeHg nos primeiros meses de gravidez. Esses autores

observaram que além de uma migracdo incompleta de neurbnios para o
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cortex cerebelar e cerebral, houve alteragdes no cérebro dos recém-
nascidos, que indicaram um grau elevado de vulnerabilidade do cérebro
fetal humano a intoxicacdo materna com MeHg. HIROOKA et al.
(2017), em cultura de células endoteliais do cérebro humano, observou
que doses de 1 a 3uM de MeHg induziram o aumento na sintese de
hialuronana, como segue: CARVALHO (2007) investigou em embrides
de G. domesticus os efeitos da exposicdo a0 MeHg administrado as
mesmas doses utilizadas nesse trabalho, demonstrou a interferéncia do
MeHg sobre a organizacdo morfolégica do cerebelo; FUIIMURA e
USUKI (2017) utilizando camundongos adultos expostos a 30 ppm de
MeHg, durante 8 semanas, observaram a degeneracdo neuronal induzida
por MeHg no interior do cértex cerebral.

Embora trabalhos com o coragdo sejam pouco frequentes, o
efeito do MeHg sobre um sistema que seja tdo vascularizado quanto o
cardiovascular, especialmente quando nos referimos aos processos
fisiolégicos, patologicos locais e sistémicos, foi realizado por KHAN et
al. (2017) utilizando os rins. Esses autores demonstraram que 0s rins de
ratos Wistar fémeas tratadas com 0.5 ppm e 5 ppm de MeHg,
apresentaram lesdes em células epiteliais tubulares e glomerulares, que
levaram a desorganizacdo estrutural do tecido. No presente estudo foi
demonstrada que o MeHg apresentou efeito semelhante sobre a
organizacdo estrutural das paredes do coragao.

Considerando os resultados obtidos nas analises morfoldgicas e
morfométricas, realizou-se a analise do didmetro médio das células das
paredes dos ventriculos. Observou-se no VE redugdo significativa de
6,01 um (x 0,14) nos embrides do grupo controle para 4,5 um (£ 0,11; p

< 0,05) nos embriGes do grupo tratado com MeHg. As células do VD
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também apresentaram reducgdo significativa de 5,34 um (x 0,09) de
didmetro nos embrifes do grupo controle para 4,63 pm (x 0,12; p <
0,05) de diametro nos embrifes do grupo tratado com MeHg (Figura 9).
A analise ANOVA de duas vias, demonstrou que houve interacdo entre
o0 tratamento com MeHg e lateralidade dos ventriculos, (F(1,47) = 10,79;
p < 0,001) para a analise do didmetro médio das células (Figura 9).

O desenvolvimento cardiaco ¢ um processo dindmico e,
portanto, requer diferentes sinalizagdes celulares considerando sua
lateralidade direito-esquerdo (ZHOU et al., 2008; MA et al., 2008).
Assim, diversas populagbes de células precursoras durante o
desenvolvimento deste 6rgdo, expressam fatores de transcricdo
relacionados a cada lado do coracdo (CAl et al., 2003; MEILHAC et al.,
2003). Considerando que esses fatores influenciam o desenvolvimento
do coracdo, neste trabalho foi possivel observar que a espessura média
do VE ndo difere entre embriGes dos grupos controle e tratado com
MeHg. Contudo, no VD o aumento significativo da espessura média das
paredes nos embribes controle em relacdo embrifes tratados com MeHg,
nos faz compreender a interacdo da lateralidade versus MeHg. Buscando
entender essa interacdo, foi determinado o didmetro médio das células
das paredes de VE e VD, e constatou-se que entre os embrides controles
ha diferenca no didmetro das células do VE e do VD. Ou seja, em
condicdes normais do desenvolvimento, é caracteristico das células do
coracdo apresentarem didmetros diferentes no VE e VD. Neste estudo
pode-se observar que o MeHg promoveu alteracdo nas células, de modo
que essa diferenca ndo fosse mais observada, quando comparados 0s

dois lados do coracao.
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Figura 9. Diametro médio das células das paredes dos ventriculos direito e esquerdo
do coragdo de embrides de G. domesticus em E10 dos grupos controle e tratados
com MeHg. Letras sobre as barras indicam diferencas significativas (p < 0,05). #
indica a interagdo entre o tratamento com MeHg e a lateralidade dos ventriculos.

A partir dos resultados das anélises morfométricas anteriores,
que mostraram um aumento na espessura das paredes do VD, sem que
este aumento fosse acompanhado pelo aumento no diametro das células,
e ainda pelas caracteristicas do arranjo celular das paredes dos
ventriculos, passou-se a investigar o espacamento médio entre essas
células. Verificou-se que o espacamento médio entre as células no VE
nao diferiu entre os embrides controle (12,94 um * 1,38) e tratados com
MeHg (15,49 um % 2,1). Do mesmo modo, no VD este espacamento
também ndo diferiu significativamente entre o grupo controle (15,92 um
+ 1,20) e o grupo tratado com MeHg (13,66 pm * 1,17). Além disso,
ndo foi observada diferenca no espacamento das células do VE e VD,
guando comparados os embriGes controles (Figura 10). A anélise
ANOVA de duas vias, demonstrou que ndo houve interacdo entre o
tratamento com MeHg e a lateralidade dos ventriculos, (F(1,11) = 1,84;

p > 0,05), para a analise do espacamento entre as células.
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Figura 10. Espagamento médio entre as células das paredes dos ventriculos direito e
esquerdo do coragdo de embrides de G. domesticus em E10 dos grupos controle e
tratados com MeHg.

Embora os resultados dos espacamentos entre as células das
paredes ventriculares nao terem diferido significativamente, é possivel
sugerir que pelo fato do tecido cardiaco se desenvolver a partir do
mesoderma, que esses espagos possuam rica vascularizagdo e abundante
matriz extracelular. Assim, tanto a vascularizacdo quanto a matriz
extracelular poderiam ser investigadas. TAKAHASHI et al. (2017),
expondo ratos a 20 ppm de MeHg por até 4 semanas, observaram
aumento da expressdao de VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), utilizado como marcados na formacgdo de vasos sanguineos,
no cerebelo de animais expostos ao MeHg. Adicionalmente,
considerando que, 0 miocardio secreta uma espessa matriz extracelular,
rica em hialuronana (SADLER, 2010), esta proteina poderia ser

utilizada como marcador.
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4.2 EFEITO DO MEHG SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR

O mecanismo de proliferagdo celular é bésico para o
desenvolvimento de organismos, estruturas e 0rgdos, e que a
interferéncia neste  mecanismo  poderia justificar danos ao
desenvolvimento de determinado tecido.

Neste estudo foram realizadas analises de marcacgdes celulares
por imuno-histoquimica, a fim de verificar as alterac@es induzidas pelo
MeHg no contetdo da proteina PHH3, envolvida na condensacdo da
cromatina no processo de proliferagdo celular. O nimero médio de
células PHH3-positivas no VE nao diferiu significativamente entre os
embribes controle (0,75 células = 0,1) e tratados com MeHg (0,62
células £ 0,1). No entanto, o tratamento com MeHg promoveu uma
reducdo significativa do nimero médio de células PHH3-positivas no
VD (0,92 células PHH3-positivas + 0,07, p < 0,05), quando comparado
com o grupo controle (1,36 células PHH3-positivas) (Figura 11). Além
disso, foi observada diferenca significativa na média do nimero de
células em proliferacdo do VE e VD, quando comparados os embribes
controles (p < 0,01). (Figura 11). A analise ANOVA de duas vias
demonstrou que houve interacdo entre o tratamento com o MeHg e a
lateralidade dos ventriculos (F(1,356) = 5,59; p < 0,01) para a analise da
proliferacdo celular (Figura 11).

Mais uma vez, considerando que os estudos sobre a toxicidade
de MeHg e o desenvolvimento do coragdo, sdo escassos na literatura,
procurou-se quantificar o nimero real de trabalhos disponiveis em uma
das bases de dados. Numa pesquisa utilizando as palavras-chaves heart
AND methylmercury foram encontrados 147 resultados na base de dados

PubMed, em 24 de outubro de 2017. Além disso, ha uma menor



43

disponibilidade ainda, quando se considera os processos de proliferacdo
celular, o que dificulta a analise da toxicidade deste metal, numa
pesquisa utilizando as palavras-chaves methylmercury AND heart AND
cell proliferation foi encontrado 1 resultado na base de dados PubMed
(24/10/2017).
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Figura 41. Andlise da proliferacdo celular por imuno-histoquimica utilizando
anticorpo anti-PHH3 no coragdo de embriGes de G. domesticus em E10. Seccles
frontais do coracdo dos embrifes do grupo controle (A) e tratado com MeHg (B)
mostrando as células PHH3-positivas (cabeca de seta). Gréafico, indica o nimero
médio de células PHH3-positivas para VE e VD. Letras sobre as barras indicam
diferencas significativas (p < 0,05). # indica a interacdo entre o tratamento com
MeHg e a lateralidade dos ventriculos. Barras de escala = 40 pum.

Analisando a expressdo da proteina PHH3, pode-se observar
gue o MeHg induziu reducéo de proliferacdo celular nas células do VD
do coracdo de embrides em E10. Este marcador (anti-PHH3) tem sido
utilizado de modo bem sucedido por KOBUS et al. (2009), para o
mesmo modelo experimental em células da medula espinhal. Para XU et

al. (2010), utilizando culturas de células progenitoras primérias do
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cortex cerebral de embrides de ratos em E13, incubadas com baixas
doses de MeHg (2,5 — 50 nM), como modelo para estudar o potencial
efeito do MeHg em células progenitoras neurais, onde sugere que 0
MeHg induziu a inibicéo do ciclo celular antes da proliferagéo celular.
Contudo, FERREIRA et al. (2015), em estudo com G. domesticus ,em
E10, observaram que os embrides tratados coma mesma dose de MeHg
adotada nesse estudo,apresentaram reducdo na proliferacdo celular das
camadas ependimal e manto, enquanto que, na camada marginal nao
houve uma reducdo no nimero de células PHH3-positivas.

Assim, reforca-se a importancia de ampliar as pesquisas, uma
vez que o coragdo é um o6rgdo vital e que a proliferacdo celular € um

mecanismo essencial nos processos de organogénese e morfogénese.

4.3 EFEITO DO MEHG SOBRE A APOPTOSE

Assim como a proliferacdo celular, a apoptose € um mecanismo
inerente  ao desenvolvimento embriondrio, necessario para a
organogénese e ainda é o tipo de morte celular mais comum em
embrides, sendo associada também a morfogénese de alguns Orgaos
(DOSEFF, 2004). A fim de verificar a ocorréncia de apoptose induzida
por MeHg, foi utilizado o método de TUNEL para marcacGes celulares
no coracdo de embriBes de G. domesticus. Nos resultados obtidos
verificou-se que o nimero médio de células apoptéticas no VE ndo
diferiu significativamente entre os embrides controle (7,08 células
positivas/mmzt 0,7) e tratados com MeHg (4,82 células positivas/mm? +
0,68). Por outro lado, no VD o nimero médio de células apoptoéticas
reduziu significativamente nos embrifes tratados com MeHg (6,41

células positivass/mm2 + 0,83, p < 0,05), em comparagdo com O0S
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embribes do grupo controle (9,97 células positivas/mm?2 + 0,8) (Figura
12). Além disso, foi observada diferenca significativa na média do
nimero de células apoptéticas do VE e VD, quando comparados os
apenas os embrides controles (p < 0,05). A analise ANOVA de duas vias
demonstrou que ndo houve interacdo entre o tratamento com o0 MeHg e a
lateralidade dos ventriculos (F(1,132) = 1,03; p > 0,05) para a analise da
apoptose.

Considerando o efeito do MeHg descrito nos trabalhos de
HUYCK et al. (2015) e FERREIRA et al. (2015) como indutor da
apoptose, uma das hipoteses deste trabalho era que o MeHg promovesse
a morte celular no tecido cardiaco. Durante o desenvolvimento
embrionédrio, a apoptose atua na remocdo de células excedentes que
auxilia na modelagem de estruturas e 6rgdos (DOSEFF, 2004). Neste
trabalho a analise morfolégica indicou alteracbes na modelagem da
estrutura das trabéculas, onde os embrides tratados com MeHg
apresentaram uma morfologia atipica. Essa alteracdo causada pelo
tratamento com MeHg pode ser atribuida a reducdo da apoptose, de
modo a ndo haver a modelagem das trabéculas, mantendo o tecido da
parede cardiaca com aspecto mais compactado. A apoptose é regulada
por sinais intracelulares e extracelulares (ALBERTS et al., 2010) e o
MeHg parece ter alterado esta sinalizag&o.

FERREIRA et al. (2015), utilizando embries de G. domesticus
tratados com a mesma dose, na mesma idade do presente estudo,
observaram, que o MeHg tem acdo genotdxica, causando danos ao DNA
e induzindo as células das camadas do SNC a morte por apoptose. Esses
mesmos autores sugerem que possa haver uma relacdo entre a

diminuicdo da proliferacdo celular induzida pelo MeHg e
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comprometimentos das proteinas do ciclo celular com a morte celular
programada por apoptose. Em organismos adultos expostos aoc MeHg,
KHAN et al. (2017) utilizando os rins de ratos Wistar, demonstraram
que estes Orgdos apresentaram morte por apoptose de células tubulares

renais.
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Figura 12. Cortes frontais do coragdo de embribes de G. domesticus em E10,
submetidos & técnica de TUNEL. Detalhe do ventriculo mostrando células positivas
distribuidas no tecido do grupo controle (A), ventriculo tratado com MeHg
mostrando células positivas (B). Gréafico, indicando a média de células positivas para
TUNEL em embrides de G. domesticus para VE e VD. Letras sobre as barras
indicam diferencas significativas (p < 0,05). Barras de escala = 40 pm.

Média do nimero de células apopéticas

De um modo geral, neste estudo, a dose de MeHg utilizada,
tempo de exposicéo e a idade de anélise, se mostraram adequadas para a
investigacdo da toxicidade do MeHg nas células do coracdo de
embrides. As metodologias adotadas permitiram uma adequada anélise

morfoldgica e morfométrica do coragdo, porém para analise do efeito do
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MeHg sobre a proliferacdo e a morte celular, sdo necessarias mais
ferramentas de andlise, visando contemplar um conjunto maior de
fatores envolvidos nos processos de proliferacdo e morte celular.

Ao final deste trabalho podemos aceitar a hipotese de que o
MeHg promove a redugdo na proliferacdo celular e rejeitar as hipoteses
de que o MeHg promove o aumento da frequéncia de apoptose e a

reducdo da espessura das paredes do coragdo dos embrides.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo, foi investigado o efeito do MeHg no
desenvolvimento do coracdo de embrido de G. domesticus, sendo que 0s
resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

- O MeHg induziu alteracBes na organiza¢do morfoldgica, sendo que,
100% dos embrides controle apresentavam morfologia tipica e 66%
embrides tratados com MeHg apresentavam morfologia atipica;

- O MeHg induziu alteragdes na morfometria das paredes das cAmaras
cardiacas de G. domesticus do VD, e demonstrou interacdo com a
lateralidade do 6rgéo;

- O MeHg induziu a reducéo no diametro médio das células das paredes
do ventriculo, e demonstrou ainda, interagdo com a lateralidade do
orgéo;

- O MeHg ndo modificou o espagamento médio entre as células das
paredes do ventriculo, e também ndo apresentou interacdo com a
lateralidade;

- O MeHg induziu a reducdo concomitante dos processos de proliferacéo

celular e apoptose nos coragdes analisados.
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