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Resumo

Os trihalometanos (THMs) sdo subprodutos da desinfec¢do da dgua resultantes
da reacgao lenta do cloro livre com a matéria organica e os ides brometo, presentes
naturalmente na agua.

O objectivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes nos pardmetros bioquimicos,
os efeitos histologicos hepaticos e os efeitos na bioenergética mitocondrial da exposigdo
oral de machos Murganhos da estirpe ICR a baixas doses de dois THMs, o
bromodiclorometano (BDCM) e o dibromoclorometano (DBCM). Os animais foram
distribuidos aleatoriamente por quatro grupos experimentais, um grupo controlo e trés
grupos destinados a posterior administragdo de metanol, DBCM e BDCM. A
administracao dos compostos foi feita por gavage durante dois dias consecutivos, um
dia de intervalo e, novamente, dois dias consecutivos. Quatro semanas depois 0s
animais foram eutanaziados e recolhidos o sangue e os 6rgaos para avaliar as alteracdes
bioquimicas, histopatologicas e da bioenergética mitocondrial. Para avaliar as alteragdes
bioquimicas foram determinadas as actividades séricas da alanina aminotranferase, da
aspartato aminotransferase e da fosfatase alcalina e as concentragdes séricas da
albumina, da bilirrubina total e directa, das proteinas totais, da ureia e da creatinina.
Macroscopicamente ndo foram observadas alteragdes em nenhum dos Orgaos
recolhidos. Ambos os THMs administrados induziram um aumento da actividade sérica
da alanina aminotransefrase ¢ o BDCM induziu um aumento da concentragdo sérica da
bilirrubina total. Em termos histoldégicos, os THMs administrados causaram uma
hepatite ligeira caracterizada pela presenga de degenerescéncia vacuolar dos
hepatécitos, existéncia de necrose de coagulagdo moderada e presenca de infiltrado
inflamatério. A bioenergética mitocondrial foi alterada negativamente, ambos os THMs
provocaram diminui¢do da respiragdo dissociada da fosforilagdo oxidativa. O DBCM
aumentou o estado 4 da respiragdo. A fungdo enzimatica mitocondrial foi também
afectada. A administragdo de DBCM induziu uma diminui¢ao da actividade das enzimas
succinato desidrogenase e citocromo ¢ oxidase e um aumento da actividade enzimatica
da glutatido S-transferase. A administracio do BDCM induziu uma diminui¢do das
actividades enzimaticas da succinato desidrogenase e da ATP sintetase e um aumento da
actividade enzimatica da glutatido S-transferase. Os resultados observados permitem
concluir que ndo € seguro ingerir 4gua que contenha BDCM e DBCM pois a exposi¢ao
a estes compostos, mesmo em pequenas doses e por periodos de tempo curtos, causam

diversas alteracdes no normal funcionamento do figado.
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Abstract

Trihalomethanes (THMs) are water disinfection byproducts (DBP) resulting
from the slow reaction of chlorine and naturally occurring organic precursors and
bromide. The purpose of this study was to determine the effects of the oral exposure of
male ICR Mice to low doses of two THMs, bromodichloromethane (BDCM) and
dibromochloromethane (DBCM) in hepatic histology, biochemistry and mitochondrial
bioenergetics. The animals were randomly assigned to four experimental groups, a
control group and 3 groups for further administration of methanol, DBCM and BDCM.
Administration was carried out daily for two days, off for one day and then daily again
for two days, by oral gavage. Four weeks later the animals were sacrificed, blood and
organs were collected for serum biochemical analysis, histological analysis and
evaluation of mitochondrial bioenergetics. To evaluate biochemical changes, serum
activities of alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and alkaline
phosphatase and serum concentrations of albumin, total and direct bilirrubine, ureia
nitrogen and creatinine were determined. Macroscopically it was not observed any
changing in all harvested organs. Both THMs administered induced an increase of
alanine aminotransferase serum activity and BDCM induced an increase in total
bilirubine serum concentration. Histologically, the administered THMs caused a mild
hepatitis characterized by the presence of hepatocyte vacuolar degeneration, coagulative
necrosis and inflammatory infiltrate. Mitochondrial bioenergetics was negatively altered
by the THMs’s administration, both THMs induced a decrease in respiration dissociated
from the oxidative phosphorylation. DBCM increased the sate 4 respiration. Enzymatic
function was also affected. Administration of DBCM induced a decrease in the
enzymatic activities of succinate-coenzyme Q reductase and cytochrome ¢ oxidase and
an increase in the activity of glutathione S-transferase. BDCM induced a decrease in the
activities of succinate-coenzyme Q reductase and ATP syntetase and an increase of the
activity of glutathione S-transferase. These results lead to the conclusion that it is not
safe to ingest water containing both BDCM and DBCM once the exposure to these
THMs, even in small doses and for a short period of time, causes various changes in the

normal hepatic function and bioenergetics.
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1. Introducao

1.1. Origem dos trihalometanos

A caracteristica mais importante da dgua destinada ao consumo humano ¢ a sua
qualidade microbiologica que pode ser eficazmente controlada com a adicdo de
produtos quimicos oxidantes a fonte de abastecimento. O processo de tratamento da
agua passa pela filtracdo, seguida de técnicas de precipitacdo e sedimentagdo com
recurso a agentes quimicos. No entanto, estes métodos ndo garantem, por si sO, a
seguranca bacterioldgica da agua que posteriormente serd bombeada para os sistemas de
armazenamento, sendo por isso necessario proceder a uma desinfeccdo adequada. A
correcta desinfeccdo da agua destinada ao consumo humano impede o aparecimento de
varias doencas como por exemplo a febre tifdide, a colera, a disenteria amebiana, a
gastroenterite bacteriana, a salmonelose, a enterite por Campylobacter spp e Yersina
spp, as infec¢des por Pseudomonas spp € varias doengas virais como a hepatite A, entre
outras (IARC, 1991).

Os agentes quimicos mais comummente utilizados como desinfectantes sdo o
cloro, o hipoclorito, a cloramina, o didoxido de cloro € o ozono. A cloragdo ¢ o método
mais comum de desinfec¢do da agua destinada ao consumo humano usado em todo o
mundo. E um método eficaz e pouco dispendioso para o tratamento da agua que
comegou a ser utilizado no inicio do século XX, altura em que ndo se conheciam efeitos
adversos da sua utilizagdo (IARC, 1991; Stocker et al., 1997, Komulainen, 2004). A
grande reactividade do cloro e a sua grande eficacia em termos de desinfec¢do trazem,
no entanto, problemas devido a formagao de compostos organoclorados, nomeadamente
os trihalometanos (THMs) que sdo subprodutos da desinfeccao (SPD) da dgua. Apos a
adicdo do desinfectante a 4agua, ocorre uma reaccdo lenta entre cloro livre e os
constituintes naturais da mesma, nomeadamente os precursores organicos dos THMs
como ¢ o caso dos acidos humicos e fulvicos resultantes da ac¢dao bacteriologica nas
lenhites e nos taninos dos organismos vegetais, e os ides brometo. Os principais THMs
formados sdao o cloroformio (CHCl;), o bromodiclorometano (CHCI,Br), o
dibromoclorometano (CHCIBr1;) e o bromoformio (CHBr3) e sdo encontrados na agua
de consumo humano em doses relativamente elevadas (Stocker et al., 1997; Silva et al.,

1999; Coffin et al., 2000; Fawell, 2000; APHA, 2005).
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1.2. Bromodiclorometano

O bromodiclorometano (BDCM) ¢ um composto quaternario com estrutura
similar a do metano (CH4) com trés dos ides hidrogénio substituidos por dois ides

cloreto e por um ido brometo (figura 1).
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|
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Figura 1. Estrutura do bromodiclorometano.

O BDCM ¢ soluvel em agua (4,5 g/L a 20°C), apresenta elevada volatilidade (50 mmHg
a 20°C) e actualmente apenas ¢ usado como solucdo padrdo para andlise de aguas
destinadas ao consumo humano. A sua ocorréncia resulta, como ja foi referido
anteriormente, da reaccdo do cloro, utilizado como desinfectante, com a matéria
organica e com os ides brometo presentes na dgua. O BDCM pode também surgir
naturalmente visto que foram encontrados niveis médios de BDCM entre 7 ¢ 22 ng/g
nos tecidos de algumas algas marinhas que posteriormente o libertam na agua do mar,
de onde ¢ libertado para a atmosfera (IARC, 1991). Juntamente com o cloroférmio, o
BDCM ¢ por norma o THM encontrado em maior quantidade na agua de consumo
humano desinfectada com cloro (Lilly et al., 1996; Torti et al., 2001).

Na tultima avaliagdo feita pela Agéncia Internacional para a Investigacdo do
Cancro (IARC) a evidéncia da actividade carcinogénica do BDCM foi considerada
suficiente em animais e foi classificado como composto possivelmente carcinogénico

para o Homem (IARC Group 2B, 1999).
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1.3. Dibromoclorometano

O dibromoclorometano (DBCM) ¢ um composto quaternario com estrutura
similar a do metano (CHy4) com trés dos ides hidrogénio substituidos por um ido cloreto

e por dois ides brometo (figura 2).

Cl

B
el c\

Br

Figura 2. Estrutura do dibromoclorometano.

Tal como o DBCM, ¢ um composto volatil (76 mmHg a 20°C) e ¢ usado como
intermedidrio na producdo de agentes extintores de fogo, de aerossois, de refrigerantes e
de pesticidas. A sua ocorréncia pode ser natural, foram encontrados niveis médios de
DBCM entre 150 e 590 ng/g em tecidos de algumas algas marinhas que posteriormente
o libertam na 4gua do mar, de onde ¢ libertado para a atmosfera (IARC, 1991).

Na tultima avaliagdo feita pela IARC a evidéncia de actividade carcinogénica do
DBCM foi considerada limitada em animais e ndo foi classificado como composto

carcinogénico para o Homem (IARC Group 2B, 1999).

1.4. O Murganho como animal de laboratoério

Para efectuar o estudo do efeito dos trihalometanos em parametros fisiologicos,
poder-se-ia utilizar varios animais como o Cao, o Coelho, o Cobaio, o Rato ou o
Murganho. No entanto, pela facilidade de manipulagdo, pelas suas caracteristicas
biologicas e por questdes econdomicas e €ticas a maioria dos trabalhos experimentais sao
executados com Murganhos e/ou Ratos. O desenvolvimento, a fisiologia e a bioquimica
sdo muito semelhantes entre o Murganho ¢ o Homem o que favorece a sua ampla
utilizacdo na pesquisa biomédica (Harkness e Wagner, 1995; Oliveira, 2006). O
desenvolvimento dos modelos de investigacdo com Murganhos comegou no inicio do

século XX com os primordios da investigacdo genética. Actualmente, o Murganho ¢
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utilizado nas mais variadas areas de investigagio médica. E um mamifero roedor
pertencente & ordem Rodentia e a familia Muridae, ¢ do género Mus e da espécie Mus
muscullus. Os Murganhos podem ser de estirpes Inbred ou QOutbred, sendo
geneticamente idénticos ou diversificados, respectivamente. (Harkness e Wagner, 1995;
Hillyer e Quesenberry, 1996; Suckow, ef al., 2001).

O Murganho nd3o ¢ um animal muito agressivo, em contacto com o manipulador
¢ mais provavel que tente fugir do que o confronte, podendo eventualmente tentar
morder o manipulador quando este tenta conté-lo. Apesar de serem animais sociaveis,
0os Murganhos lutam entre si, especialmente se forem machos, para estabelecer uma
hierarquia e/ou defender o seu territorio. Estas lutas entre os animais causam, com
frequéncia, ferimentos relativamente graves devido a dentadas, na zona dorsal e genital,
que podem conduzir & morte por septicemia (Suckow et al., 2001).

O controlo do ambiente em que se realiza uma experiéncia que envolve a
utilizagdo de animais ¢ de extrema importincia ndo s6 para garantir o bem estar do
animal durante o ensaio e para anular ou minimizar quaisquer factores que possam
causar stresse, (Balls, 1994) mas também para que as respostas fisioldgicas e
comportamentais sejam constantes e previsiveis garantindo melhores resultados. No
quadro 1 estdo referidas as condicdes ambientais ideais para manutencdo dos

Murganhos.
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Quadro 1. Condi¢des ambientais para manutencao dos Murganhos (Suckow et al., 2001).

Temperatura

22 £4°C

E importante minimizar as variagdes da temperatura do local

onde os Murganhos se encontram.

Humidade

relativa

50+20%

Existem evidéncias de que os animais tém melhor desempenho
quando se encontram em ambientes com 45-60% de humidade
relativa. Para esses valores elevados de humidade relativa a

temperatura deverd estar compreendida ente 20 e 20,5 °C.

Iluminacao

12h

A intensidade da luz a que os Murganhos estdo expostos deve
ser suficiente para que o operador os consiga manipular, mas
deve ser pouco intensa porque pode ferir a retina dos animais
albinos. O fotoperiodo reveste-se de maior importancia do que
a intensidade da luz e¢ deve ser de 12h. Alteragdes no
fotoperiodo (como acender as luzes durante o periodo escuro)

tém efeitos perturbadores nos animais.

Ventilacio

10-15 mudangas de ar/h

A ventilagdo deve manter uma concentragdo adequada de
oxigénio e minimizar as concentracdes de contaminantes
gasosos como o diéxido de carbono e o amoniaco, este ultimo
proveniente da urina. E importante minimizar odores e o pé

resultante do movimento dos animais na cama das gaiolas.

Ruido

O minimo possivel; ndo

exceder os 85 dB

O ruido excessivo ¢ nefasto ndo s6 para os animais, mas
também para o Homem que trabalha no biotério. Deve evitar-
se ruidos repentinos como campainhas ¢ os ruidos de outros
animais, nomeadamente o ladrar de cdes. Na impossibilidade
de evitar esses ruidos convém minimiza-los/disfar¢a-los com
recurso ao chamado ruido branco que €, por exemplo, musica

calma com o volume baixo.

Limpeza

Semanalmente

E muito importante proceder a limpeza das gaiolas e a
mudanga da cama semanalmente a fim de evitar o odor ¢ a
acumulagdo de amoniaco. Deve limpar-se o local onde as

gaiolas estdo colocadas uma vez por semana.
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1.5. O figado

O figado ¢ o segundo maior 6rgdo do corpo, € nele que os nutrientes absorvidos
no trato digestivo sdo processados e armazenados para posterior utilizagdo por outros
orgdos, sendo, portanto, uma interface entre o sistema digestivo e o sangue. A sua
situacdo no sistema circulatério € ideal para captar, transformar e acumular metabolitos
e para neutralizar e eliminar as substancias toxicas. O figado exerce também uma
funcdo crucial na sintese de proteinas plasmaticas como, por exemplo, a albumina
(Kolb, 1987; Junqueira e Carneiro, 2008).

No Murganho, este 6rgao tem duas superficies, a superficie parietal, convexa e a
superficie visceral, concava. Com recurso a trés linhas auxiliares o figado divide-se em
quatro regides principais, lobulo lateral direito, 16bulo lateral esquerdo, 16bulo medial e
processo papilar. Os 16bulos direito e esquerdo estdo subdivididos em dois 16bulos, os
lobulos lateral e medial. Este ultimo encontra-se ainda subdividido em lébulo medial
direito e lobulo medial esquerdo. Na superficie visceral do figado, junto ao lobulo
medial direito, localiza-se a vesicula biliar (Konig e Liebich, 2005).

O figado encontra-se recoberto pelo peritoneu, que cobre uma capsula delgada
de tecido conjuntivo designada por capsula de Glisson. Esta capsula ¢ mais espessa no
hilo, por onde a veia porta e a artéria hepatica penetram no figado e por onde saem os
ductos hepaticos direito e esquerdo e os ductos linfaticos. O parénquima hepatico ¢
constituido por hepatocitos, células poliédricas com seis ou mais superficies, de nicleo
basofilo e citoplasma eosindfilo devido a abundancia de mitocondrias e reticulo
endoplasmatico liso. A superficie de cada hepatocito estd em contacto com a superficie
de outros hepatocitos dispostos radialmente no 16bulo hepatico formando placas de
hepatdcitos organizados como tijolos. Os espagos entre essas placas contém capilares
designados por sinusoides hepaticos. O espaco entre as placas de hepatdcitos e a parede
do capilar sinusdide ¢ designado por espaco de Disse. A juncdo de dois hepatdcitos
delimita um espago tubular denominado de canaliculo biliar que constitui a primeira
por¢ao do sistema de ductos biliares. Em algumas regides da periferia dos lobulos
hepéticos surge um espago porta constituido por um ramo da veia porta, um ramo da
artéria hepatica, um ducto biliar e vasos linfaticos (Konig e Liebich, 2005; Greaves,
2007; Junqueira e Carneiro, 2008).

Os sinusodides contém as células de Kupffer, macrofagos que desempenham um

papel fundamental em processos imunitdrios nomadamente na sintese de proteinas e
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destruicdo de bactérias que eventualmente penetrem no sangue portal a partir do
intestino. Além destas fungdes, as células de Kupffer fagocitam e metabolizam
eritrocitos velhos e digerem a hemoglobina (Junqueira e Carneiro, 2008).

No espago de Disse, também designado por espago perissinusoidal, encontramos
as células de Ito, células que tém como principal fungdo armazenar a vitamina A. No
figado saudavel, estas células desempenham varias fungdes como captagdo,
armazenamento e libertagdo de retindides, sintese e secrecdo de varias proteinas da
matriz extracelular e proteoglicanos, secrecdo de factores de crescimento e citocinas e
regulagdo do didmetro do lumen sinusoidal em resposta a diferentes factores

reguladores como protaglandinas ou tromboxano A2 (Junqueira e Carneiro, 2008).

1.6. A mitocondria

1.6.1. Estrutura mitocondrial

As mitocondrias ocupam 25% do citoplasma da quase totalidade das células
eucaridticas e sao os organelos celulares responsaveis pela produgdo de grande parte do
ATP celular - cerca de 30 moléculas de ATP sintetizadas por cada molécula de glicose
oxidada (Azevedo, 1994; Alberts et al., 2006). Segundo a teoria da endossimbiose
sequencial, as mitocondrias tém origem em endossimbiontes bacterianos que se
estabeleceram numa célula hospedeira contendo ntcleo (Gray, 1999; Wallace, 1999).

A mitocondria possui duas membranas, uma interior € uma exterior que diferem
na sua composicao e fungdo (Smoly et al., 1970). A membrana exterior ¢ constituida
por lipidos e proteinas em quantidades similares. Contém uma proteina (porina) que
forma largos canais aquosos através da camada lipidica e que actua como poro
especifico para moléculas com massas moleculares reduzidas (<10Kda), sendo
permeavel a ides e outros metabolitos. A membrana interior, constituida por cerca de
20% de lipidos e 80% de proteinas ¢ menos permeavel. Por ela apenas penetram a dgua
e pequenas moléculas sem carga eléctrica nomeadamente o fosfato, o ADP, o ATP e o
piruvato. Moléculas de maiores dimensdes (sacarose e glucose), catides (K, Mg*™ e
Na"), anides (CI, Br, NOs) e a maioria dos aminoacidos, requerem, em geral, um

sistema de transporte especial para entrar na matriz mitocondrial. A 4rea de superficie
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da membrana interna ¢ consideravelmente aumentada pelas invaginacdes que a
membrana sofre no sentido da matriz mitocondrial, as cristas mitocondriais, que
fornecem uma ampla superficie para a sintese do ATP. Numa célula hepatica as
membranas mitocondriais constituem cerca de um terco do total das membranas da
célula. O espaco compreendido entre as duas membranas ¢ denominado de espago
intermembranar. A matriz mitocondrial, espago delimitado pela membrana mitocondrial
interna, € constituido por uma grande variedade de enzimas, ribossomas, pequenas
moléculas de DNA circular, RNA sob a forma de granulos sensiveis a ribonuclease e
pequenos granulos que parecem ser depdsitos de fosfato de calcio. A concentragdo de
calcio no citoplasma pode ser regulada mediante armazenamento e libertagdo de ides
Ca”" pela mitocondria. Uma célula hepatica tem 1000 a 2000 mitocondrias (Fernandes e
Torres-Pereira, 1993; Azevedo, 1994; Alberts et al., 2006). De um modo geral observa-
se uma estreita relacdo entre o nimero de mitocondrias e as necessidades energéticas da

célula (Junqueira e Carneiro, 1973).

1.6.2. As principais vias metabdlicas da mitocondria

Dos constituintes mitocondriais, as enzimas desempenham um papel
fundamental nas vérias cadeias do metabolismo celular. As enzimas ndo se encontram
distribuidas ao acaso na mitocondria, pelo contrario, a mitocondria € um organelo com
uma estrutura altamente organizada, cujas enzimas se encontram distribuidas em
compartimentos especificos. Do grande numero de enzimas presentes na mitocondria
sao de destacar as que asseguram as reacc¢oes de acetilacao, do ciclo do acido citrico ou
de Krebs, da cadeia de transporte de electrdes e da sintese de ATP, da oxidagdo de
acidos gordos, da oxidacdo da colina e dos aminoacidos, de desaminacdo e de
transaminacdo (Fernandes e Torres-Pereira, 1993).

O metabolismo aerébio na mitocondria comega com a producao de acetil-CoA a
partir do piruvato, produto da degradacao da glicose. A acetil-CoA ¢ posteriormente
metabolizada numa série de reacgdes sequenciais, catalizadas por enzimas, conhecidas
como ciclo de Krebs. Os produtos principais deste ciclo sio o NADH, FADH,; e CO,. O
CO; ¢ libertado enquanto que as moléculas de NADH e FADH, vao funcionar como
dadores de electrdes de alta energia na cadeia respiratoria. Estes electroes vao passar na

cadeia respiratoria e, finalmente, reduzir o oxigénio a 4gua. A respiracdo mitocondrial
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ocorre na membrana interna e ¢ um processo gerador de ATP no qual um composto
inorganico ¢ o ultimo aceitador de electrdes (Azevedo, 1994). A transferéncia de
electrdes processa-se por etapas sucessivas, através de uma série de transportadores que
se encontram agrupados em varios complexos enzimaticos de multiplas subunidades
peptidicas (Complexos I a V) juntamente com a ubiquinona (coenzima Q) e o citocromo
¢ (Fernandes e Torres-Pereira, 1993; Azevedo, 1994; Harris, 1995; Campos, 2002;
Nicholls e Ferguson, 2002; Lodish et al, 2007):

« Complexo I — NADH desidrogenase: transfere os electrdes do NADH até a
ubiquinona.

« Complexo II — Succinato desidrogenase: transfere os electrdes do succinato para a
ubiquinona.

o Complexo III — Ubiquitol citocromo ¢ redutase: transfere os electroes do
ubiquinona para o citocromo c.

« Complexo IV — Citocromo ¢ oxidase: transfere os electrdoes do citocromo ¢ para o
oxigénio.

« Complexo V — ATP sintetase: producdo de ATP a partir de ADP + Pi —

fosforilagdo oxidativa.

A producao de ATP pelo processo de fosforilagdo oxidativa depende de um
mecanismo quimiosmoético. Segundo a teoria quimiosmdtica, a energia libertada pela
oxidacdo do NADH e do FADH; nao ¢ utilizada directamente para a sintese de ATP,
mas sim para bombear protdes (H') da membrana interna mitocondrial para o espago
intermembranar, criando um gradiente de protdes. A dissipagdo deste gradiente ¢
utilizada por um complexo enzimatico da membrana interna, a ATP sintetase para
formar o ATP. A cadeia respiratoria permite que a grande quantidade de energia
libertada pela reducdo do oxigénio a 4&gua ocorra em pequenas reaccdes de
oxidagdo/reducdo de forma a que possa ser armazenada em vez de se dissipar sob a
forma de calor. A transferéncia de electrdes através dos transportadores provoca um
fluxo de electrdes a partir da matriz mitocondrial, o qual gera um potencial de
membrana (Azevedo, 1994; Campos, 2002). Mais de 90% da energia envolvida no

metabolismo celular provém da respiracao mitocondrial (Berg et al., 2002).
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1.6.3. A mitocondria como modelo para o estudo da toxicidade

A partir do momento em que a desinfeccao da dgua se tornou um procedimento
comum e rotineiro, passou a ser necessaria a avaliacao da toxicidade dos SPD da agua a
médio e longo prazo. Sendo a mitocdndria o organelo celular onde ocorre a sintese de
mais de 90% do ATP celular, torna-se claro que qualquer substancia que interfira com o
bom e normal funcionamento da mesma ira interferir com o metabolismo celular e,
consequentemente, afectar o bom desenvolvimento do organismo.

As alteragdes na actividade mitocondrial podem ser avaliadas estudando a
alteracdo de varios factores: permeabilidade idnica, aumento do volume, polarografia,
medicao do potencial transmembranar e actividade enzimatica (Peixoto et al., 2003a). O
Murganho ¢ o Rato sdo animais comummente utilizados em estudos de alteracdo na
bioenergética mitocondrial (Mitchell e Moyle, 1969a; Mitchell e Moyle, 1969b;
Wallace, 1999; Rolo et al., 2000). As preparagdes obtidas a partir de mitocondrias de
figado s@3o um bom modelo para o estudo da toxicidade na bioenergética. Sao
preparacgoes relativamente faceis de obter, com um elevado grau de pureza e integridade

(Peixoto et al., 2003b).
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2. Objectivos

Foram objectivos deste trabalho:

. Avaliar as alteracdes histologicas hepaticas induzidas pela administragdo dos

trihalometanos (BDCM e DBCM) por gavage;

. Avaliar as alteracdes induzidas pelos trihalometanos (BDCM e DBCM) nos
parametros bioquimicos: alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina, bilirrubina total, bilirrubina directa,

albumina, proteinas totais, ureia e creatinina;

. Avaliar o efeito dos trihalometanos (BDCM e DBCM) na bioenergética das

mitocondrias hepaticas;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Para a realizacdo deste trabalho, foram adquiridos a empresa Harlan Interfauna
(Barcelona, Espanha) 42 murganhos machos da espécie Mus muscullus, da estirpe ICR,
com aproximadamente 4 semanas de idade. Foram utilizados Murganhos da estirpe
Outbred 1CR, porque se pretendia estudar eventuais alteragdes nos pardmetros
fisioldégicos em animais com caracteristicas genéticas distintas, apds a exposicao aos
THMs. Os murganhos foram distribuidos aleatoriamente por quatro grupos, trés grupos
de onze animais e um grupo controlo com 9 animais. A manutencdo dos animais foi
realizada de acordo com a portaria que aprova as normas técnicas de protec¢do dos
animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos, Portaria N° 1005/92
de 23 de Outubro e com as directrizes comunitérias 2007/526/CE.

Os animais foram instalados gaiolas de policarbonato com superficies lisas e
cantos redondos, com cama de aparas duras de madeira, que foram colocadas numa
camara ventilada Tecniplast® (referéncia 9ARMVE124LR) com controlo de
temperatura (23+2°C), luminosidade (12h de luz) e humidade relativa (55+5%). A ra¢do
Teklad Global Diet, fornecida pela empresa Harlan Interfauna, e a agua foram
disponibilizadas ad libitum. Para enriquecimento ambiental foram colocados, em cada
gaiola, tubos de pléstico duro e de cartdo para garantir que o alojamento dos animais
atendesse as suas necessidades especificas como, por exemplo, esconderem-se ou

fazerem ninho.

3.2. Compostos Quimicos

As solugdes de BDCM (N° CAS:75-27-4) e de DBCM (N° CAS:67-56-1) foram
adquiridos a firma Dr. Ehrenstorfer GmbH. O metanol (MeOH) (N° CAS: 67-56-1) foi
adquirido a firma Sigma — Aldrich.
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3.3. Desenho experimental

Os animais tiveram um periodo de quarentena de 5 semanas anterior ao inicio da
administracdo dos compostos. O grupo 1 foi utilizado como grupo controlo sem
administracdo de qualquer substincia. Uma vez que os THMs sdo compostos
extremamente volateis, as solugdes sdo comercializadas em solucdo alcodlica, neste
caso em MeOH. Como tal, o grupo 2 foi utilizado como grupo controlo do veiculo de
administracao dos compostos, sendo-lhe administrado MeOH. Aos animais do grupo 3
foi administrado DBCM e aos animais do grupo 4 foi administrado BDCM. As
administracdes foram feitas por gavage durante quatro dias, dois dias consecutivos, um
dia de intervalo e, novamente, dois dias consecutivos (Figura 3). O volume de solugao
administrado diariamente a cada um dos animais foi de 0,25 mL o que, no caso dos
animais dos grupos 3 e 4 correspondeu a 117 pg/Kg/dia de DBCM e BDCM,
respectivamente. Durante o ensaio experimental os animais foram monitorizados
diariamente e, semanalmente, foi registada a massa corporal de cada grupo bem como
os consumos de agua e ragdo. As gaiolas foram substituidas e lavadas semanalmente
assim como os biberdes. As pesagens dos animais, da comida e da dgua foram

efectuadas com recurso a uma balanca METTLER PM 4000.

|

2d 1d 2d 45 Eutanasia

Grupo 1 -Controlo (H,0)

| | | Grupo 2 —Metanol

Grupo 3 -DBCM
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NN |
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_

Figura 3. Desenho experimental
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No final do ensaio todos os animais foram eutanaziados por overdose de
pentobarbital de sédio a 0,4% administrado por via intraperitonial. A dose de anestesia
administrada (1 mL/Kg) foi calculada com base na massa individual de cada animal
determinada imediatamente antes. No final do ensaio foi calculado, para cada grupo, o

indice de perdas, cujo significado e formula para o calculo se encontra no quadro 2.

Quadro 2. Significado e formula para o célculo do indice de perdas.

Percentagem de animais que
morreram antes do final do
Indice de perdas (Ip) |ensaio (Nm) e ndo entraram no Ip=Nm/Nix100
estudo relativamente ao niumero
inicial de animais (Ni).

3.4. Recolha de amostras bioldgicas

Para a avaliagdo dos parametros bioquimicos foram colhidas, por pungdo
cardiaca, amostras de sangue de cada um dos animais sacrificados para tubos sem
anticoagulante.

Foi efectuada uma necropsia a todos os animais sacrificados que consistiu no
estudo e descricao do exterior do animal e observagdo macroscopica do seu interior.
Foram recolhidos e pesados individualmente o figado, o rim direito e esquerdo, o bago,
o coracdo e os pulmdes. O figado foi fragmentado destinando-se uma parte ao estudo
histopatologico e outra parte ao estudo bioenergético. A parte do figado destinada ao
estudo histopatolégico bem como os restantes 6rgaos foram fixados em formol a 10%.
A fixacdo € um processo que tem como finalidade evitar a digestdo dos tecidos por
enzimas presentes no interior das células (autolise), ou por bactérias, e preservar a

estrutura molecular (Jones, 2002).

3.5. Estudo de parametros bioquimicos

Apo6s a recolha das amostras de sangue e sua coagulagdo, as mesmas foram

centrifugadas durante 15 minutos a 3000 rotagcdes por minuto, seguidamente foi

recolhido o soro que foi congelado a -20 °C até posterior analise. As analises foram

14



Efeito dos trihalometanos em pardmetros fisiologicos de Mus muscullus da estirpe ICR

efectuadas no Laboratorio de Anélises Clinicas do Centro Hospitalar de Tras-os-Montes
e Alto Douro, em Vila Real, com recurso ao aparelho Synchron LX 20. Os parametros

avaliados foram os seguintes:

+ Alanina aminotransferase (ALT);

+ Aspartato aminotransferase (AST);
+ Fosfatase alcalina (FA);

+ Bilirrubina total (BT);

+ Bilirrubina directa (BD);

+ Albumina (Alb);

+ Proteinas totais (PT);

+ Creatinina;

+ Ureia;

3.6. Estudo histopatolégico

Apés fixagdo, os orgdo recolhidos foram seccionados e observados para
identificacao de lesdes macroscopicas. De seguida cada 6rgdo foi cortado e infiltrado
em parafina liquida, que lhe confere uma consisténcia rigida. Este passo ¢ precedido
pela desidratagdo dos tecidos por banhos em solugdes aquosas de etanol com
concentragdes crescentes, colocando de seguida os tecidos em xilol, solvente organico
que substitui o etanol existente nos tecidos e que € soluvel em etanol e parafina. O calor
da parafina liquida, onde sao mergulhados de seguida, evapora o solvente e a parafina
preenche os espacos existentes dentro dos tecidos. Dos blocos resultantes realizaram-se
varios cortes com 2 pm de espessura num microtomo de rotagio Leica® 20035.
Posteriormente as preparacdes foram montadas com recurso a meio de montagem
Entellan” (Merck) para microscopia 6ptica. A preparacio das amostras bem como a sua
visualizacdo ao microscopio optico foram efectuadas no Laboratorio de Histologia e

Anatomia Patologica da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.
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3.6.1. Metodologias comuns anteriores a coloracio das amostras

As diferentes técnicas de coloracdo utilizadas nesta dissertagdo tém varios
passos iniciais comuns que incluem a desparafinagao pelo xilol, a hidratacdo em
solugdes aquosas de etanol com concentragdes decrescentes e, por fim, a colocacdo das
laminas em agua. No final da coloragdo, os passos a seguir sdo também comuns e

consistem em desidratar, diafinizar e, finalmente, montar com Entellan® (Merck).

3.6.2. Coloracao pela hematoxilina-eosina

Das coloragdes utilizadas em histologia a combinagdo da hematoxilina-eosina
(H&E) ¢ a mais comummente utilizada (Junqueira e Carneiro, 2008). A hematoxilina
comporta-se como um corante basico corando de azul o ntcleo das células e outras
estruturas acidas. A eosina comporta-se como um corante acido corando o citoplasma e
o colagénio de cor-de-rosa. Para a coloracdo da hematoxilina-eosina seguiu-se o
seguinte protocolo:

+ Seguir os passos descritos em 3.6.1.

+ Corar com hematoxilina durante 2 minutos;

+ Lavar com agua da torneira até adquirir tonalidade azul
(aproximadamente 10 minutos);

+ Passar por 4gua destilada (AD);

+ Passar, rapidamente, por alcool a 70%;

+ Corar com eosina durante 2 minutos;

+ Desidratar, diafanizar e montar em Entellan®;

3.6.3. Coloracao pela reticulina

A técnica de coloracdo pela reticulina marca as fibras de colagénio do tipo III.
As fibras reticulares, pouco evidenciadas pela H&E, tornam-se nitidas pelo método de
impregnacao argéntica. Esta coloracdo baseia-se na utilizacdo de um sal de prata

instavel (nitrato de prata amoniacal) e de um redutor (formol) que reduz o primeiro a
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prata metalica, que se vai depositar sobre as fibras reticulares. A técnica de coloragao

pela reticulina efectua-se da seguinte forma:

+ Seguir os passos descritos em 3.6.1.

+ Oxidar o corte mergulhando-o numa solucdo de permanganato de
potassio a 0,75% durante 3 minutos;

+ Lavar com agua corrente;

+ Descorar mergulhando o corte numa solucdo aquosa de
metabissulfito de potassio a 2% durante 1 minuto;

+ Lavar com 4gua corrente durante 10 minutos;

+ Lavar 2 vezes com AD;

+ Tratar numa solucdo aquosa de alimen de ferro a 2% durante 1
minuto;

+ Lavar com dgua corrente durante 3 minutos;

+ Impregnar durante um minuto com uma solu¢cdo amoniacal de prata
preparada da seguinte forma: adicionar 2 mL de solugdo aquosa de
hidréxido de potassio a 10% a 10 mL de solug¢do aquosa de nitrato de
prata. A juncdo destas solugdes da origem a um precipitado castanho
que se dissolve adicionado, gota a gota e sob agitagdo, amoniaco
puro. Sucessivamente adiciona-se solucdo aquosa de nitrato de
potassio a 10% até que o precipitado que se forma desaparega com
agitacao ligeira;

+ Lavar com AD durante 10 segundos;

+ Reducdo por imersdao em solucdo de formalina a 15% durante 3
minutos;

+ Lavar com dgua corrente durante 3 minutos;

+ Viragem em solucdo aquosa de cloreto de ouro a 0,20% durante 8
minutos;

+ Lavar com AD;

+ Mergulhar numa solu¢do de metabissulfito de potdssio a 2% durante
1 minuto;

+ Passar para uma solu¢do aquosa de tiossulfato de sddio a 1% durante
1 a 2 minutos;

+ Lavar com agua corrente;
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+ Lavar com AD;
+ Colocar as laminas em solucdo alcoodlica de eosina a 1% durante 2
minutos;

. . . ®
+ Desidratar, diafanizar e montar em Entellan;

3.6.4. Coloracio pelo tricromio de Masson

A técnica histoquimica do tricromio de Masson ¢ utilizada habitualmente para
evidenciar as fibras de colagénio e diferencia 3 estruturas, o nucleo, o citoplasma e o
tecido conjuntivo por accao de trés corantes diferentes. A coloragdo efectua-se da

seguinte forma:

+ Seguir os passos descritos em 3.6.1.

+ Passar por agua corrente e, de seguida, por AD;

+ Corar com hematoxilina de Gill durante 2 minutos;

+ Lavar com agua corrente até adquirir tonalidade azul durante 10
minutos;

+ Corar com fucsina acida durante 5 minutos;

+ Lavar bem com AD;

+ Tratar com acido fosfomolibdico durante 5 minutos;

+ Escorrer;

+ Corar com verde brilhante durante 2 a 5 minutos;

+ Lavar com AD;

+ Tratar com solu¢do aquosa de acido acético a 1% durante 2 minutos;

+ Desidratar, diafanizar e montar;

3.6.5. Classificagao histopatologica

De forma a avaliar e classificar as lesOes encontradas foram avaliadas as

seguintes estruturas:

+ Arquitectura hepatica (normal ou alterada);
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+ Alteragdes no citoplasma dos hepatocitos;
+ Alteragdes no nucleo dos hepatdcitos;

+ Necrose (presenga ou auséncia);

+ Fibrose (presenga ou auséncia);

+ Presenga de células inflamatorias;

+ Padrio do infiltrado inflamatorio;

+ Mitoses (presenca ou auséncia);

+ Células em apoptose (presenca ou auséncia)

3.7. Estudo bioenergético

O estudo bioenergético foi realizado no Laboratéorio de Bioquimica e
Toxicologia do Departamento de Quimica da Universidade de Tras-os-Montes e Alto

Douro em Vila Real.

3.7.1. Isolamento das mitocondrias do figado

Para o estudo bioenergético, o primeiro passo consistiu no isolamento das
mitocondrias do figado dos murganhos. O figado recolhido no final do ensaio
experimental, conforme descrito no ponto 3.4., foi colocado num copo a 4 °C contendo
um meio de homogeneizagao com pH 7,2 constituido por: manitol 250 mM, sacarose 75
mM, 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico (Hepes) 10 mM, 4cido
etilenoglicoltetracético (EGTA) 0,5 mM e albumina de soro bovino (BSA) deslipidada a
0,05% (m/v). Posteriormente foi cortado em pequenas porg¢des, lavado com o meio de
homogeneizagdo para remover o excesso de sangue e, seguidamente, juntou-se 60 mL
do mesmo meio e colocou-se num homogeneizador de vidro do tipo “Potter-Evjhem”
com um pistdo de teflon a 250 rotagcdes por minuto. O homogenato foi posteriormente
centrifugado a 800 x g durante 10 minutos a 4 °C. O sedimento (composto pelo material
mais denso das células como o nucleo, eritrocitos e células fragmentadas) foi rejeitado e
o sobrenadante, apds se retirar a camada superior que correspondia a alguma matéria
lipidica ainda presente, foi centrifugado a 10000 x g durante 10 minutos a 4 °C para

obten¢do da fraccdo mitocondrial, por precipitacdo. O sedimento contendo a fracgdo
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mitocondrial foi ressuspenso em 40 mL do meio de lavagem, cuja composi¢ao ¢ similar
a do meio de homogeneizacdo com excep¢do do EGTA e BSA, e novamente
centrifugado a 10000 x g durante 10 minutos a 4 °C. O processo de lavagem realizado a
temperatura de 4 °C foi repetido com vista a obten¢ao de uma frac¢ao mitocondrial mais
pura. Para a lavagem recorreu-se ao auxilio de um pequeno homogeneizador de vidro
do tipo “Potter-Evjhem” com um pistdo frouxo. As mitocOndrias foram entdo
ressuspensas em meio de lavagem de modo a que a sua concentragdo final fosse de

aproximadamente 30 mg/mL.

3.7.2. Quantificacao da proteina — método do biureto

A concentracdo da proteina no preparado mitocondrial foi determinada pelo
método de biureto proposto em 1915 por Autenrieth (Zaia et al., 1998) com as
alteragdes propostas por Gornall ef al. (1949). Este método espectrofotométrico baseia-
se na mudanca de cor do reagente de biureto de azul para roxo, apos a reac¢ao com as
proteinas. A 50 pL de suspensdo mitocondrial adicionou-se 50 pL de dodecilsulfato de
sodio a 10% (m/v). Adicionou-se agua desmineralizada até perfazer 500 pL e 2 mL de
reagente de biureto: CuSO4.5H,O a 0,15% (m/v), tartarato de sodio e potassio
(NaKC4H406.4H,0) a 0,6% (m/v), NaOH a 3% (m/v) e KI a 0,1% (m/v). Foram
preparados padrdes de BSA na gama de 0 a 1,5 mg/L aos quais se adicionaram os
mesmos reagentes que foram adicionados as amostras de suspensdo mitocondrial. Foi
preparado um branco com todos os reagentes a excepgao da proteina. Apds 15 minutos
de reaccdo, os padrdes e as amostras foram lidos contra o branco a 540 nm num
espectrofotometro Varian Cary 50. A quantidade de proteina foi calculada com base na

curva de calibracio obtida com os valores dos padroes.

3.7.3. Determinagao da actividade respiratoria

A determinagdo da actividade respiratéria foi avaliada numa camara de reac¢do
fechada e termostatizada a 25 °C, sob ac¢do magnética continua e estavel e com um
volume de 1 mL. O consumo de O, foi medido polarograficamente com um eléctrodo

de O, (Yellow Springs Instruments, Co) do tipo Clark (Estabrook, 1967) ligado a um
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monitor de dioxigénio bioldgico (YSI modelo 5300), cuja saida de sinal se fazia
directamente para um registador da marca Kipen Zone. De inicio foram adicionados 0,5
mg de suspensao mitocondrial ao meio de respiragdo (solugdo com pH 7,2 composta por
sacarose 250 mM, K,;HPO4 5 mM, KCI 20 mM, MgCl, 5 mM, Hepes 15 mM, BSA
deslipidada a 0,05% (m/v) e rotenona 2uM), dando-se depois inicio & respiragdo
mitocondrial com a adi¢cdo de succinato 5 mM (sal potéssico), o que induziu um
pequeno aumento no consumo de O,. O estado 3 da respiragdo foi induzido com a
adicao de uma pequena quantidade de ADP (100-120 nmol). O estado 4 da respiragao
foi avaliado como sendo o consumo de oxigénio apo6s o consumo do ADP adicionado.

A determinagdo da respira¢do mitocondrial dissociada da fosforilagdo oxidativa
fez-se na presenca de succinato (5 mM) com posterior adicdo de carbonil cianeto p-
trifluorometoxifenil hidrazona (FCCP) (1,5 mM), uma molécula lipossolivel com
capacidade de transportar portdes, fazendo com que regressem a matriz sem passarem

pela ATPsintetase.
3.7.4. Determinacio do indice de controlo respiratorio

O indice de controlo respiratério (ICR) ¢ o valor da razdo entre os estados
respiratorios na presenca ¢ na auséncia de ADP, quando as concentragdes de substrato

sd0 saturantes em ambos 0S casos.

estado3
estado4

ICR =

3.7.5. Determinac¢ao do potencial transmembranar em mitocondrias

O potencial transmembranar mitocondrial (AY) foi estimado através da
monitorizagio da distribuigao do catidio lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP") com recurso
a um eléctrodo sensivel ao catido TPP" preparado conforme procedimento descrito por
Kamo et al. (1979). As mitocondrias foram incubadas num meio de reacgdo
suplementado com TPP" e o decréscimo da concentragio em catido TPP" traduz a sua

transferéncia do meio para a membrana mitocondrial. Foi construido um mini eléctrodo
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com um tubo de PVC que foi fechado com uma membrana feita & base de PVC
contendo tetrafenilboro como permutador de catides. Este mini-eléctrodo continha no
seu interior uma solucdo TPP" 10 mM. Como eléctrodo de referéncia usou-se um
eléctrodo saturado de prata/cloreto de prata. Ambos os eléctrodos foram inseridos numa
camara de vidro termostatica e ligados a um potenciometro Jenway 3305 que registou a
diferenga de potencial entre os mesmos. O sinal foi debitado para um registador da
marca Kipen Zon apos passagem por circuito de compensagao de voltagem basal. Todas
as reacgoes foram realizadas a temperatura de 25°C, numa camara de reacgdo
semiaberta termostatizada, sob agitagdo magnética continua e estavel. A suspensio
mitocondrial foi incubada num volume de 1 mL de meio de reacgdo composto por
sacarose 250 mM, K,HPO4 5 mM, KCl 20 mM, MgCl, 5 mM, Hepes 15 mM e BSA
deslipidada a 0,05 % (m/v), suplementado com cloreto de tetrafenilfosfonio (TPPCl)
3 uM. A concentragdo de TPP" utilizada (3 uM) permitiu uma elevada sensibilidade nas
medi¢cdes e nao produziu qualquer efeito toxico nas mitocondrias. O potencial de
membrana foi calculado de acordo com Kamo et al. (1979) por intermédio da seguinte

equagdo (a 25 °C)

AE

A¥(mV) = 59log(%) ~5910g(10% —1)

onde v, V e AE representam o volume de suspensdo mitocondrial, o volume do meio de
reacc¢do ¢ a deflexao do potencial do eléctrodo a partir da linha basal, respectivamente.
Para os célculos considerou-se que 1 mg de proteina correspondia a um volume
matricial da mitocondria de 1,1 pL. O valor do potencial de referéncia foi medido apds
a adi¢do de valinomicina que colapsa o potencial de membrana, num meio com 30 mM
de catido potéssio. Nao foram efectuadas correcgdes devido a contribuicdo do valor da
ligagdo do catido TPP" 2 membrana mitocondrial uma vez que s era pretendido avaliar

as alteragdes relativas no potencial e nao valores absolutos.

22



Efeito dos trihalometanos em pardmetros fisiologicos de Mus muscullus da estirpe ICR

3.7.6. Estudo do comportamento osmdtico das mitocondrias — permeabilidade aos

protoes

O comportamento osmotico das mitocondrias foi monitorizado por turbidimetria
conforme os métodos descritos por Beavis e Vercesi (1992) e Mitchell e Moyle (1969)
com algumas alteracdes. As alteragdes de volume causadas por diferencas osmoticas
foram detectadas num espectrofotometro Spectronic Genesys 2PC. A absorvancia
aparente das suspensdes mitocondriais foi registada ao comprimento de onda de 520
nm. O conteido da camara foi mantido em agitacdo constante. Os ensaios foram
realizados a temperatura de 25°C num meio em que ndo ocorre a energizagdo das
mitocondrias e que ¢ composto por CH;COOK (acetato de potassio) 54 mM, EGTA 0,1
mM, acido etilenodiaminatetraacético (EDTA) 0,2 mM e Hepes 5 mM a pH 7,1. O meio
foi preparado na altura do ensaio. Foram adicionados 2uL de atractilosideo 10 mM, 6uL
de propranolol 10 mM, 2 pL de antimicina A 750 uM, 6 uL de ATP 100 mM, 25uL de
BSA a 10% (m/v) e 1,0 uL de rotenona 5 mM.

As mitocondrias estruturalmente integras ndo entumescem em solugdes
isosmoticas de CH3;COOK. Ainda que a membrana interna seja permeavel ao anido
acetato, o potencial transmembranar de difusdo, que € negativo internamente, opde-se a
entrada efectiva do anido na mitocondria. A adigdo de valinomicina levanta a restri¢ao a
entrada do acetato pois a valinomicina permite a livre entrada do potassio e, assim, a

diferenca de cargas entre o interior e o exterior ¢ compensada.

3.7.7. Analise de diversos mecanismos antioxidantes em fraccées mitocondriais -

determinacio da actividade enzimatica

3.7.7.1. Superoxido dismutase

A determinagdo da actividade da enzima superoxido dismutase (SOD) realizou-
se através do método espectrofotométrico de absor¢do molecular. Foi utilizado um
volume de 3 mL de um meio de reaccdo composto por uma mistura homogénea de

tampao de fosfato 50 mM, (pH 7,4), KCN 2 mM, hipoxantina 100 uM, EDTA 1 mM,
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azul de nitrotetrazolio (NBT) 100 uM e Triton X-100 a 0,025 % (v/v), tendo-se
adicionado, sob agitacdo, quantidades adequadas da suspensdo mitocondrial que foram
incubadas durante 1 minuto. Seguidamente adicionou-se, também sob agita¢do, xantina
oxidase 0,025 U/mL, cuja pureza foi verificada cromatograficamente. A reacgdo de
redu¢do do NBT verificou-se pelo aumento da absorvancia a 560 nm. A diluicdo da
enzima no tampao utilizado para os ensaios foi efectuada sempre imediatamente antes
do seu uso. A adicdo de cianeto ao meio de reac¢do teve como objectivo inibir qualquer
actividade de Cu-Zn-SOD presente na frac¢do mitocondrial. (Bridges e Salin, 1981) A
actividade da Mn-SOD ¢ expressa em U/mg de proteina mitocondrial e foi determinada
com base na alteragdo da velocidade da redugao do NBT pela adi¢ao da fracgao
membranar. Foi realizada uma curva padrio em triplicado nas mesmas condigdes
experimentais, em que a suspensdo mitocondrial foi substituida por quantidades
adequadas de SOD, obtida comercialmente. A unidade de actividade foi definida como

a quantidade de enzima que provoca a redugdo de 50 % do NBT.

3.7.7.2. Catalase

A determinagdo da actividade da catalase (CAT) realizou-se através de um
método polarografico (Del Rio ef al., 1977). Este método baseia-se na determinacdo da
velocidade inicial da produgdo de dioxigénio resultante da decomposi¢cdao do H,O; pela
catalase, num tampao em que o dioxigénio ¢ removido por saturagdo com azoto. Foi
utilizado um eléctrodo de dioxigénio YSI 5331 (Yellow Springs Instrument Co., Yellow
Springs, Ohio), o potencial aplicado foi de 0,8 V e a deflec¢@o obtida no registador foi
convertida em concentragdo de dioxigénio, tendo-se em linha de conta o facto de o meio
saturado de ar apresentar, a 25 °C, uma concentragdo de 0,25 pmol de O,/mL. Todas as
reac¢Oes foram realizadas em tampao de fosfato 50 mM (pH 7,0) a 25 °C e num volume
final de 1,5 mL. A concentracdo do H,O, foi calculada com base no coeficiente de
extingdo molar a 240 nm (¢ 39,58 M'.cm™). O H,0, foi diluido no mesmo tampio
utilizado nos ensaios da actividade enzimatica, tendo as diluigdes sido realizadas no
momento dos ensaios. Para a determinagdo da escala, adicionou-se, com agitacao
magnética, 1,5 mL de tampao de fosfato 50 mM a temperatura de 25 °C. Apos alguns

minutos a equilibrar considerou-se o valor registado como correspondendo a 100 % de
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dioxigénio dissolvido no tampdo e ajustou-se o aparelho de modo a obter a escala
maxima. Seguidamente, borbulhou-se a solu¢do com azoto através de uma agulha
hipodérmica até que a deflexdo fosse minima (correspondendo entdo a 0 %). Adicionou-
se, de seguida H,O, 10 mM e iniciou-se o registo a uma velocidade de 1 mm/s. Apos 2
minutos adicionou-se uma aliquota da fracgdo mitocondrial, que tinha sido previamente
incubada durante 10 minutos com Triton X-100 a 0,025 % (v/v), tendo-se deixado
decorrer o tempo necessario (sensivelmente 30 s) para a determinagdo da velocidade
inicial. A identidade da enzima foi testada através da sua sensibilidade ao KCN (Nohl e
Hegner, 1978). A adi¢do de KCN 2 mM inibiu completamente a produ¢ao de O,. Para a
determinagdo da actividade da CAT assumiu-se que num tampao saturado de ar e a
temperatura de 25°C a concentragdo de dioxigénio ¢ de 0,25 umol/mL, o que,
considerando o volume final de 1,5 mL, da um valor de 0,375 umol de O, dissolvidos
na camara. Sabendo a correspondéncia na escala de papel foi efectuada a conversao de
centimetros em umol de O,. Consequentemente, o desvio produzido na agulha devido a
decomposicdo de H,O, em O, pela catalase traduziu-se na medida da sua actividade
enzimatica. A unidade de actividade de CAT foi definida como a produgdo de 1 pmol

Oo/minuto (Spychalla e Desborough, 1990).

3.7.7.3. Glutatido S-transferase

A actividade da glutatido S-transferase (GST) foi avaliada de acordo com Hatton
et al. (1996). Registou-se o aumento da absorvancia a 340 nm devido a reac¢do do
glutatido (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A reaccdo realizou-se
em tampao de fosfato 100 mM (pH 7,0) contendo CDNB 2 mM e GSH 2 mM, tendo-
se adicionado um volume adequado de frac¢dao enzimatica de forma a obter-se uma
concentragdo proteica de 50 pg/mL, sendo o volume final de 2 mL. A reacgdo foi
realizada a temperatura constante de 25 °C. A actividade de GST foi expressa em

nmol de CDNB conjugado por min™-mg ' proteina.
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3.7.8. Determinacio da actividade enzimatica e integridade das membranas

mitocondriais

3.7.8.1. Succinato desidrogenase

A actividade da succinato desidrogenase, ou succinato-coenzima Q redutase
(SQR), foi quantificada polarograficamente com um eléctrodo de O, (Yellow Springs
Instruments, Co) do tipo Clark de acordo com o método descrito por Singer (1974).
Os ensaios enzimaticos foram realizados a temperatura de 25°C em 1 mL de meio de
respiragdo constituido por sacarose 250 mM, K,HPO4 5 mM, Hepes 15 mM e BSA
deslipada 0,05% (m/v) a pH 7,2 suplementado com succinato 5 mM, rotenona 2 uM,
0,1ug de antimicina A, KCN 1 mM, Triton X-100 0,03% (v/v) e 0,5 mg de frac¢do
mitocondrial. A reaccdo foi iniciada com a adicdo de metassulfato de fenazina
(PMS). A actividade enzimatica foi calculada a partir da velocidade inicial, de modo
a evitar problemas relacionados com o esgotamento do dioxigénio no meio ¢ a

acumulacado de certos produtos de reac¢do que afectariam a velocidade de reaccao.

3.7.8.2. Citocromo c oxidase

A actividade da citocromo ¢ oxidase (COX) foi quantificada polarograficamente
de acordo com o descrito por Brautigan ef al. (1978). Os ensaios enzimaticos foram
realizados a temperatura de 25 °C com 0,5 mg de proteina mitocondrial em 1 mL de
meio de respiracdo suplementado com citocromo ¢ 10 pM, Triton X-100 a 0,3 %
(v/v) e rotenona 2 uM. Iniciou-se a reac¢ao pela adicdo de ascorbato 5SmM e
tetrametilfenilenodiamina (TMPD) 0,25 mM. A linha basal, correspondente a
auto-oxida¢do do ascorbato/TMPD, foi subtraida a velocidade do consumo de

dioxigénio na presenca das mitocondrias.
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3.7.8.3. ATP sintetase

A actividade da ATP sintetase foi quantificada de acordo com o método descrito
por Madeira et al. (1974). Este método baseia-se na determinagdo potenciométrica do
consumo de H" associado a sintese de ATP. Os ensaios enziméticos foram realizados a
a temperatura de 25 °C em 2 mL de meio de respiragdo com ido fosfato 2 mM em vez
de 5 mM e ao qual se adicionou succinato 5 mM e 1 mg de proteina mitocondrial. A
alteracao na concentragao de fosfato teve como finalidade tornar o método mais sensivel
as alteragdes de pH induzidas pelo consumo de H'. Uma quantidade elevada de fosfato
tamponiza excessivamente o meio dificultando a detec¢ao da alteragdo do valor de pH.
A reaccdo foi iniciada por adigdo de ADP 200-300 mM. A reacgdo ¢ terminada por
meio de adi¢do de oligomicina 2ug/mL, no fim do tempo de reacc¢do, que faz cessar o
consumo de H'. O consumo de H' foi calculado decorridos 3 minutos apds o inicio da
reacc¢do ¢ a variagdo de pH foi continuamente medida com um eléctrodo de pH Metter
Toledo U402-M6-S7/100 ligado a um potenciometro Jenway 330 sendo o sinal debitado
para registador da marca Kipen Zon, apds passagem por um circuito de compensagao
basal. A calibragdo interna do equipamento foi feita no final de cada ensaio por adi¢ao

de solugdo padronizada de HCI.

3.8. Analise estatistica dos resultados

Os valores do Ip, da massa corporal, da massa absoluta e relativa dos 6rgaos, dos
parametros bioquimicos e do estudo bioenergético sao apresentados como valor médio
+ desvio padrao da média, em cada grupo. A analise dos dados e comparagdo entre
grupos foi feita com recurso ao teste t- Student para duas amostras com variancias
iguais ou desiguais, dependendo dos casos. Assim, os resultados foram analisados
previamente a fim de verificar se existia, ou ndo, homogeneidade de variancias. A
homogeneidade de variancias foi avaliada com recurso ao teste F. Os testes F e t-
Student foram feitos recorrendo a ferramenta analise de dados do Microsoft Excel. O

nivel de significancia utilizado foi p <0,05.

27



Efeito dos trihalometanos em pardmetros fisiologicos de Mus muscullus da estirpe ICR

4. Resultados

O ensaio experimental foi iniciado com 42 animais dos quais 30 sobreviveram as
5 semanas de duragdo do protocolo experimental. Os animais que morreram pertenciam
aos grupos 1 (1 animal), 2 (1 animal), 3 (5 animais) ¢ 4 (5 animais). Dois animais
morreram durante a execucdo da entubagdo gastrica para administragdo dos THMs.
Somente os 30 animais que sobreviveram até ao final do ensaio experimental foram

incluidos nos resultados.

4.1. indice de perdas

O numero de animais em cada grupo, no inicio do periodo de quarentena bem
como no inicio e no fim do protocolo experimental encontra-se descrito no quadro 3. Os
grupos 3 e 4 tiveram um indice de perdas idéntico e mais elevado do que os grupos 1 e
2. A morte de um murganho no grupo controlo resultou de golpes infringidos durante
lutas entre os Murganhos que partilhavam a mesma gaiola. O animal ferido foi retirado

da gaiola onde estava e colocado numa gaiola sozinho, mas acabou por morrer.

Quadro 3. indice de perdas
N° de animais no inicio do | N° de animais no
periodo de quarentena e do | final do protocolo Ip (%)
protocolo experimental experimental

Grupo 1
(Controlo) ? 8 11,1
Grupo 2
(McOH) 11 10 9,1
Grupo 3
(DBCM) 11 6 45,5
%r]‘;g?\g 1 6 45,5

4.2. Variacao média da massa corporal

A variagdo média da massa corporal dos animais de cada grupo desde o inicio do
periodo de quarentena e ao longo do ensaio experimental encontra-se ilustrada na figura

4. A massa corporal média dos animais variou com oscilagdes pontuais, mas com uma

28



Efeito dos trihalometanos em pardmetros fisiologicos de Mus muscullus da estirpe ICR

tendéncia crescente ao longo do tempo. Verificou-se uma diminui¢do da massa corporal

nos grupos 2, 3 e 4 no final do periodo de administracio do MeOH e THMs.

Nao se observaram diferengas estatisticamente significativas entre massa corporal

média dos animais pertencentes aos grupos 2, 3 e 4 relativamente ao grupo controlo no

final do protocolo experimental (quadro 4).

Variagdo média da massa corporal dos animais
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Figura 4. Variagdo média da massa corporal dos animais.

4.3. Consumo médio de agua

O consumo médio de dgua (figura 5) foi oscilatorio em todos os grupos

experimentais. Ao longo do periodo experimental, o consumo de dgua em cada grupo

foi sensivelmente idéntico nos grupos 1, 3 e 4 sendo que o grupo 2 (MeOH) apresentou

consumos médios de dgua ligeiramente diferentes dos outros grupos.
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Variagdo média do consumo de agua
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Figura 5. Variagdo média do consumo de agua.

4.4. Consumo médio de racao

O consumo médio de ragdo (figura 6), ndo apresentou qualquer tendéncia. Os
valores sdao bastante similares em todos os grupos. Apenas num momento existe uma
pequena diferenca entre o consumo de comida do grupo 2 (MeOH), que se mantém

constante, e dos restantes grupos que aumentam o consumo de alimento.

Variagdo média do consumo de ragao

Controlo
= MeOH
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Valor médio de ragao consumida
por animal (g)
>

Figura 6. Variacdo média do consumo de ragao.
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4.5. Alteracoes comportamentais dos animais

Ao longo do ensaio experimental os animais foram observados diariamente a fim
de verificar a existéncia de eventuais alteragdes no seu comportamento. Durante a
semana em que foram administrados os compostos, € na seguinte, verificou-se que os
animais dos grupos 2, 3 e 4 estavam menos activos e mais letargicos. O comportamento

dos animais voltou ao habitual apos essa fase.

4.6. Massa inicial e final dos animais e massa dos orgaos

A massa média dos 6rgaos recolhidos aos animais de cada grupo no decorrer da
necropsia estd descrita no quadro 4. Apds analise estatistica de todos os dados verificou-
se que existem diferengas estatisticamente significativas entre a massa do bago dos

animais do grupo 4 e dos grupos 1 ¢ 2.

4.7. Massa relativa dos orgaos

Para cada animal, foi calculada a relagdo a massa relativa de cada oOrgao
recolhido durante a necrdpsia, dividindo a massa do 6rgdo pela massa corporal do
respectivo animal. O quadro 5 apresenta os valores médios para cada grupo e o
respectivo desvio padrdo. A massa relativa do bago dos animais do grupo 4 revelou ser
estatisticamente diferente dos grupos 1 e 2. A massa relativa dos pulmdes dos animais

do grupo 2 revelou diferencas estatisticamente significativas dos grupos 1 e 4.

4.8. Aspecto macroscopico dos 6rgaos

Nao foram observadas alteragdes macroscopicas em nenhum dos o6rgaos

recolhidos no final do ensaio.
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Quadro 4. Massa corporal inicial e final e massa dos 6rgaos dos murganhos (média + desvio padrao).

Massa Massa

corporal corporal Massa | Massa Rim | Massa Rim Massa Massa Massa

média TP figado Esquerdo Direito Bago Pulmdes | Coragdo

S média final

inicial

(&

b0 | |37,5743.05 | 40.8863.76 | 1,99:0,35| 0294006 | 029¢0.08 | 0,14£0.05 |0,29+0,04 | 0.2420,07
(Controlo)
((f\drlé%OHz) 36,84+3,17 | 38,40+3,14 | 1,83+£0,24 | 0,26+0,07 0,30+£0,07 | 0,15+0,07 |0,31+0,06 | 0,25+0,05
((]})r]g%(i\;) 38,71£3,25 | 41,2543,15 | 1,98+0,20 | 0,28+0,04 0,35+0,05 | 0,17+0,08 |0,32+0,04 | 0,23+0,10
gr]l)l%(;\/g 40,31+2,46 | 40,45+1,78 | 1,93+0,23 | 0,32+0,04 0,32+0,04 | 0,10£0,00" | 0,27+0,05 | 0,22:£0,04
! Resultados estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,040) e 2 (p=0,026).

Quadro 5. Massa relativa dos diferentes 6rgdos (media + desvio padrio).

Figado Rim Esquerdo | Rim Direito Bago Pulmdes Coragdo

(SSEEZIL) 0,0484+0,0059 | 0,0070+0,0012 | 0,0070+0,0021 | 0,0034+0,0012 | 0,0071+0,0010 | 0,0058+0,0017
&r‘;%OHZ) 0,0477+£0,0050 | 0,0068+0,0019 | 0,0078=0,0012 | 0,0040+0,0020 | 0,0081+0,0014% | 0,0066+0,0015
((l})rs%?\j) 0,0482+0,0046 | 0,0068+0,0006 |0,0085+0,0010 | 0,0040+0,0019 | 0,0077+0,0009 | 0,0056+0,0024
((]}3‘]‘)1%‘1’\;) 0,0478+0,0053 | 0,0078+ 0,0009 | 0,0078=0,0009 | 0,0021=0,0001" | 0,00660,0013 | 0,0053:£0,0009

T Resultados estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,042) e 2 (p=0,021); ? Resultados estatisticamente
diferentes dos grupos 1 (p=0,048) e 4 (p=0,024).

4.9. Parametros bioquimicos

Os valores médios e respectivos desvios padrao das actividades séricas da ALT,

AST e FA e das concentragoes séricas da BT, BD, PT, Alb, creatinina e ureia

encontram-se no quadro 6. A administracdo de ambos os THMs induziu um aumento

estatisticamente significativo da actividade sérica da ALT e o BDCM causou um

aumento estatisticamente significativo da concentracao sérica de BT.
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Quadro 6. Parametros bioquimicos.
ALT AST FA BT BD Alb PT Creatinina | Ureia
UI/L UI/L UI/L mg/dL mg/dL g/dL g/dL mg/dL mg/dL
Grupo 1 | 38,9+7,5 | 99+25 | 34+13 | 0,64+0,10 | 0,14+0,05 | 0,98+0,08 | 3,97+0,20 | 0,27+0,05 | 42,9+6,7
Grupo 2 | 40,7+7,0 | 154+33% | 27,6+7,2 | 0,56+0,17 | 0,13+0,07 | 0,99+0,07 | 3,98+0,27 | 0,23+0,05 | 48,7+8,8
Grupo 3 |49,246,6" | 167+59* | 38,4+6,8%| 0,66+0,17 | 0,18+0,08 | 1,040,05 | 4,06+0,24 | 0,30+0,12 | 57+14
Grupo 4 | 7116 | 177458 | 41+117 |0,77£0,06 | 0,20£0,08 | 1,00+0,07 | 4,00+£0,27 | 0,28+0,04 | 53+15

! Resultados estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,016) e 2 (p=0,030); > Resultados estatisticamente
diferentes dos grupos 1 (p=0,001) e 2 (p=0,044); * Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,001); *
Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,030) e idénticos aos do grupo 2; ° Resultados
estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,019) e idénticos aos do grupo 2; ® Resultados estatisticamente diferentes
do grupo 2 (p=0,009) e idénticos aos do grupo 1; ' Resultados estatisticamente diferentes do grupo 2 (p=0,010) e
idénticos aos do grupo 1; ® Resultados estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,040) e 2 (p=0,040).

4.10. Estudo histopatologico

No quadro 7 estdo referidas as lesdes histopatoldgicas identificadas no figado
dos animais dos 4 grupos experimentais. Verificou-se, por observagdo dos cortes
histolégicos corados com H&E, que a arquitectura do figado se manteve preservada em
todos os animais de todos os grupos experimentais. Na figura 7 pode observar-se o
aspecto histolégico do figado pertencente a um Murganho do grupo controlo. Em
termos de alteragdes no parénquima hepatico dos Murganhos, as mais importantes
identificadas nos grupos expostos aos THMs foram a degenerescéncia vacuolar do
citoplasma dos hepatdcitos (figura 8), nicleos com a cromatina dispersa e com varios
nucléolos (figura 8) e zonas de necrose de coagulagdo (figura 9). O infiltrado
inflamatério (figura 10) caracterizou-se pela presengca de neutrofilos. Nao foram
encontradas mitoses nas células hepaticas de nenhum dos animais dos 4 grupos
experimentais, foram observadas algumas células em apoptose (figura 8).

As coloragdes pela reticulina (figura 11) e tricromio de Masson (figura 12) nao

evidenciaram qualquer altera¢do do estroma hepatico.
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Quadro 7. Lesoes histopatologicas encontradas no figado dos animais pertencentes aos 4 grupos
experimentais.
Arquitectura | Citoplasma | Nucleo | Necrose | Fibrose Irft{llfrlriig?io Mitoses C:;gif;):én
Grupo 1 Preservada Normal Normal | Ausente | Ausente Ausente | Ausente | Ausente
(Controlo) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) | (n=9) (n=8) (n=8) n=8) | (n=8)
Grupo 2 Preservada DV CDVN NC Ausente NCN Ausente | Escassas
(MeOH) 100% 10% 100% 20% 100% 20% 100% 20%
(n=10) (n=10) (n=1) 0=10) | m=2) | (=10 m=2) | =10) | (n=2)
Grupo 3 Preservada DV CDVN NC Ausente ECN Ausente | Ausente
(DBCM) 100% 100% 100% 33,3% 100% 33,3% 100% 100%
(n=6) (n=6) (m=6) | (m=6) | (=2) | (n=6) (n=2) | (=6) | (n=6)
Grupo 4 Preservada DV CDVN NC Ausente ECN Ausente | Ausente
(BDCM) 100% 100% 100% 33,3% 100% 33,3% 100% 100%
(n=6) (n=6) m=6) | (®=6) | @=2) | (=6 m=2) | (=6) | (n=6)

DV: Degenerescéncia Vacuolar; CDVN: Cromatina dispersa, varios nucléolos; NC: Necrose de coagulagdo; NCN:

Nodular, composto por neutréfilos; ECN: Escasso, composto por neutrofilos;
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Figura 7. Figado normal (H&E 200x).
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e _‘ L : -'| ¥ = | .a'.“ : ..l.a-."r Xy :: L .l.'| h"‘ - 2
Figura 8. Degenerescéncia vacuolar dos hepatdcitos, ntcleo dos hepatdcitos com cromatina
dispersa e com varios nucléolos e célula em apoptose (H&E 400x).

Figura 9. Figado com zona de necrose de coagulagio (H&E 400x).
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of s _
Figura 10. Figado com zona de infiltrado inflamatério composto por neutéfilos (H&E
400x).

; ’ ":..I.f".'g:"-! W
Figura 11. Coloragdo pela reticulina de um figado normal (400x).
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4.11. Bioenergética

4.11.1. Funcionamento mitocondrial

Os valores relativos a respiracdo mitocondrial (estado 3, estado 4, estado
dissociado da fosforilagdo oxidativa e indice de controlo respiratorio), ao potencial de
membrana, a diferenca de swelling mitocondrial e a cinética de swelling mitocondrial
encontram-se no quadro 8. A administragdo de DBCM causou um aumento do estado 4
da respiracdo mitocondrial. A administracdo de ambos os THMs causou um aumento da
respiracdo dissociada da fosforilacdo oxidativa (FCCP). Os aumentos verificados no
ICR e AY nos grupos 3 e 4 bem como o aumento do estado 4 da respiragdo mitocondrial
verificado no grupo 4, ndo podem ser atribuidos a administragdo dos THMs uma vez
que a administracdo de MeOH provocou o mesmo efeito e ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os valores dos grupos expostos aos THMs (grupos 3

e 4) e os valores do grupo 2.
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Quadro 8. Funcionamento mitocondrial
estado 3 | estado4 | FCCP AY Aswelling L
ICR Aabs/min/mg Cmi['l -
nmolO,/mg proteina mV ; swelling
proteina
Grupo 1 |49,9+5,4 | 18,0+£3,0 | 132+ 12 | 2,80+0,42 -193+5 0,36+0,06 | -1,08 £0,46
Grupo 2 | 46,9+4,0 [29,2+6,3" | 129+ 8 | 1,61+0,12° -170x14° 0,48+0,14 | -1,10+0,26
Grupo 3 | 46,3+8.4 [ 26,3+3,2% | 119+13* | 1,80+0,427 | -165+10" | 0,39+0,06 | -1,01 0,25
Grupo 4 | 46,6+6,8 | 33+15° | 120+11% | 1,43+0,32% | -165+13" | 0,39+0,02 | -0,84 +0,15

TResultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=2,78E”); *Resultados estatisticamente diferentes dos
grupos 1 (p=5,94E"") e 2 (p=0,031); *Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,001) e idénticos ao
grupo 2; *Resultados estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,018) e 2 (p=0,035); “Resultados
estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,020) e 2 (p=0,036); *Resultados estatisticamente diferentes do
grupo 1 (p=1,35x107); "Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=9,41x107) e idénticos ao grupo 2;
®Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=4,08x107) e idénticos ao grupo 2; °Resultados
estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,011); '"Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1
(p=2,44x10™") e idénticos ao grupo 2; "Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,007) e idénticos
ao grupo 2.

4.11.2. Determinacdo da actividade enzimdtica

As actividades enzimaticas médias em cada grupo experimental da SQR, COX e
ATPsintetase encontram-se no quadro 9. O DBCM induziu um decréscimo na
actividade das enzimas SQR ¢ COX e o BDCM induziu um decréscimo na actividade

das enzimas SQR e ATPsintetase.

Quadro 9.Actividade enzimatica mitocondrial
SQR ‘ COX ATPsintetase
+
nmolO,/mg proteina m;f;gh/glg
Grupo 1 107 £ 12 732+ 25 159 + 38
Grupo2 | 101+£19 701 + 127 146 + 20
Grupo3 | 85+15' 528 + 773 119+ 1
Grupo4 | 86+ 13 677 + 88 114 + 14

'Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,011) e idénticos ao grupo 2; >Resultados
estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,008) e idénticos ao grupo 2; *Resultados estatisticamente diferentes
dos grupos 1 (p=4,24E-4) e 2 (p=0,009); “Resultados estatisticamente diferentes dos grupos 1 (p=0,049) e 2
(p=0,026).
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4.11.3. Determinacdo da actividade das enzimas do stresse oxidativo

As actividades das enzimas do stresse oxidativo (valor médio por grupo) SOD.

GST e CAT estao indicadas no quadro 10. O DBCM e o BDCM induziram um aumento

da actividade da enzima GST. Os aumentos das actividades das enzimas SOD e CAT

verificados nos grupos 3 e 4 ndo podem ser atribuidos a administra¢gdo dos THMs uma

vez que também foram verificados aumentos destas actividades enzimaticas no grupo 2

e ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre os valores dos grupos

expostos aos THMs e os valores do grupo exposto ao MeOH.

Quadro 10. Actividade das enzimas do stresse oxidativo

SOD GST CAT
U/min/mgproteina nmolH,O,/min/mgproteina
Grupo 1 1,93 £0,12 38+2 81+ 16
Grupo 2 2,35+ 0,20 46 + 11 119 +41°
Grupo 3 2,50 + 0,282 56+ 7 98 + 137
Grupo 4 2,17 £0,08° 57 +12° 103 + 5%

'Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,005); “Resultados estatisticamente diferentes do
grupo 1 (p=0,004) e estatisticamente idénticos ao grupo 2; *Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1
(p=0,007) ¢ estatisticamente idénticos ao grupo 2; ‘Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1
(p=0,001) e 2 (p=0,040); “Resultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,011) e idénticos aos do
grupo 2; SResultados estatisticamente diferentes do grupo 1 (p=0,040); 'Resultados estatisticamente diferentes
do grupo 1 (p=0,033) e idénticos aos do grupo 2; SResultados estatisticamente diferentes do grupo 1

(p=0,008) e idénticos aos do grupo.
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5. Discussao

Varios estudos epidemiologicos realizados ao longo dos ultimos anos
mostraram uma relagdo, ainda que fraca, entre o consumo de adgua sujeita a processos de
desinfeccdo com cloro e a ocorréncia de cancro de bexiga, cancro rectal e cancro
colorectal (King e Marret, 1996; Doyle et al., 1997; Cantor et al., 1998; Hildesheim et
al., 1998). Em Portugal, o valor maximo admissivel de THMs totais (soma das
concentragdes de cloroformio, BDCM, DBCM e bromoférmio) na dgua destinada ao
consumo humano ¢ de 100 pug/L (Dec.-Lei N° 306/2007). Em Portugal nao existem
registos epidemioldgicos sobre a relagdo entre a exposicdo a estes compostos € a
ocorréncia de doengas neoplésicas.

Os estudos de toxicidade animal tém-se revestido de grande importancia para a
fixacdo dos valores maximos admissiveis dos varios SPD. Estes estudos sao
conduzidos, geralmente, com exposi¢ao dos animais a um tnico composto SPD e a uma
concentragdo elevada e tém sido muito uteis na identificagdo de potenciais riscos
reprodutivos e cancerigenos (Boornam et al., 1999).

Este trabalho foi elaborado com o objectivo de avaliar o efeito resultante da
exposicao de Murganhos a baixas concentragdes de BDCM e DBCM.

No final do protocolo experimental, foram observados valores distintos de indice
de perdas nos diferentes grupos experimentais, sendo o seu valor francamente superior
nos grupos expostos aos THMs. Este resultado era expectavel uma vez que ja se previa
que houvesse mais mortes nos grupos de animais sujeitos a administragdo dos
compostos, nao sé pela toxicidade dos THMs, ja referenciada na literatura, mas também
pelo gavage que ¢ uma via de administracdo delicada, especialmente em animais de
porte tdo pequeno como € o caso do Murganho. A massa corporal média dos animais de
cada grupo variou de forma oscilatéria ao longo do ensaio experimental. Verificou-se
uma diminui¢do da mesma nos grupos 2, 3 e 4 durante a administragio do MeOH,
DBCM e BDCM, respectivamente. Apds esse periodo a massa corporal dos animais
aumentou. As massas médias e massas relativas médias dos orgaos recolhidos aos
animais de cada grupo experimental ndo apresentaram, no momento da eutanasia,
diferencas significativas a excep¢do da massa média e massa relativa média do bago dos
animais do grupo 4 que era significativamente inferior ao correspondente valor nos

grupos 1 e 2. Nos estudos apresentados por Lilly ef al. (1996), Coffin et al. (2000) e
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Torti et al. (2001), apenas estdo relatados aumentos da massa relativa do figado para
doses 1000 vezes superiores as doses administradas neste estudo.

A variagdo média do consumo de agua e ragdao teve também um caracter
oscilatério em todos os grupos experimentais. Nao houve diferencas entre os consumos
de 4gua e ragdo nos diferentes grupos experimentais.

A administragdo oral aos murganhos de BDCM e DBCM induziu, em termos
histolégicos, alteragdes idénticas. A arquitectura celular hepatica manteve-se
conservada em todos os animais de todos os grupos. A exposicado dos animais aos
THMs induziu uma hepatite ligeira caracterizada pela existéncia de necrose de
coagulagdo, pela presenga de infiltrado inflamatorio e degenerescéncia vacuolar dos
hepatécitos. No grupo 2, grupo exposto ao MeOH, estas lesdes também foram
identificadas embora em percentagens menores. Nos animais expostos aos THMs e ao
MeOH foram identificadas varias alteragdes nucleares nomeadamente a cromatina
dispersa e a existéncia de varios nucléolos. Nos ductos biliares ndo foram observadas
alteragdes histologicas, fibrose ou colestase. Estes resultados sdo concordantes com os
descritos por Dunnick et al. (1987), Lilly et al. (1996) Coffin et al. (2000), Torti et al.
(2001) e DeAngelo et al. (2002). Os THMs estudados neste trabalho tém sido relatados
como agentes carcinogénicos. A via de administragdo dos THMs parece desempenhar,
contudo, um importante papel na dosimetria e no metabolismo dos mesmos nos animais
e, consequentemente, na sua toxicidade (Coffin et al., 2000; Richardson et al., 2007;
Faweel, 2000; Boornman et al., 1999; Komulaien, 2004; IARC, 1991; IARC Group 2B,
1999). A toxicidade do BDCM e do DBCM ¢ menor quando administrados na agua de
bebida do que por gavage em o6leo de milho (Coffin et al., 2000). O BDCM induziu
tumores no rim € no intestino grosso em Ratos machos e fémeas da estirpe F344/N,
quando dissolvido em Oleo de milho e administrado por gavage durante dois anos
consecutivos. Em Murganhos da estirpe B6C3F1 induziu tumores no figado em fémeas
e no rim em machos quando administrado pela mesma via e durante 0 mesmo periodo
de tempo (Dunnick et al., 1987). Um outro estudo indica que o BDCM, quando
administrado na agua de bebida, ndo tem actividade carcinogénica no entanto induziu o
aparecimento de focos de criptas aberrantes, lesdes putativamente pré-neoplésicas, no
colon de Ratos machos da estirpe F/344N e Murganhos machos da estirpe B6C3F1
(DeAngelo et al., 2002). Esta publicado um outro estudo que indica que o BDCM ¢ o
DBCM aumentaram a proliferacao celular, diminuiram a metilacdo do gene c-myc no

figado e mostraram ser toxicos para o figado de Murganhos da estirpe B6C3F1
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induzindo necrose centrolobular e fibrose, quando administrados na agua de bebida e
por gavage em 6leo de milho (Coffin et al., 2000). No estudo efectuado por Torti et al.
(2001) Murganhos das estirpes C57BL/6 ¢ FVB/N inalaram BDCM durante 7 dias, 6
horas/dia o que induziu o desenvolvimento de alteragdes histoldgicas no figado como
necrose centrolobular e degenerescéncia vacuolar. Alteragdes histologicas hepaticas
idénticas foram identificadas em Ratos machos da estirpe F344 apos um periodo de
exposicao de 6 semanas, com 5 dias de administra¢ao por gavage de solugdo de BDCM
em Emulphor®. O DBCM induziu tumores no figado em Murganhos machos e fémeas
da estirpe B6C3F1, mas ndo manifestou actividade carcinogénica em Ratos da estirpe
F344 (Komulainen, 2004). Todos estes resultados foram obtidos ap6s a administracao
do BDCM em doses bastantes superiores as utilizadas neste trabalho.

A funcdo hepatica foi avaliada através da determinacdo das concentragdes
séricas da Alb, BT, BD, PT, ureia e pela determinagdo das actividades séricas da ALT,
AST e FA. A exposicao aos THMs causou um aumento estatisticamente significativo na
actividade sérica da ALT e da AST o que vai ao encontro dos resultados histolégicos
uma vez que indica lesdo nos hepatécitos. A ALT € uma enzima que se encontra
localizada no citoplasma dos hepatdcitos e cujo aumento da actividade sérica pode ser
identificado em condigdes que alterem a permeabilidade da sua membrana ou que
provoquem a sua necrose, sendo o seu aumento directamente proporcional ao nimero
de hepatdcitos afectados (Amacher, 1998; Kew, 2000). No caso da actividade sérica da
AST, nao foi possivel relacionar o aumento deste valor com a exposi¢ao aos THMs uma
vez que os valores sdo estatisticamente idénticos aos do grupo exposto ao MeOH. No
estudo apresentado por Lilly e seus colaboradores (1996) a administracdo oral de
BDCM, (composto administrado aos animais do grupo 4) causou também um aumento
significativo das actividades séricas da ALT e da AST.

O BDCM causou ainda um aumento estatisticamente significativo da
concentragdo sérica de BT. Nao houve uma alteracdo significativa na actividade sérica
da FA nem tdo pouco das concentracdes séricas de Alb, BD, PT, ureia e creatinina. A
Alb tem a propriedade de reter agua dentro do espaco intracelular impedindo que a
mesma se difunda pelos tecidos causando a formacdo de edemas (Pinto, 2007). A
capacidade de reserva de Alb e ureia do figado ¢ significativa, logo, o grau de
insuficiéncia hepatica teria de ser muito elevado para que se observasse uma diminui¢ao
das suas concentragdes séricas (Anderson e Washabau, 1992; Ramaiah, 2007). Uma

redu¢@o na concentragdo sérica de Alb pode verificar-se por razdes ndo hepaticas como
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a inflamagdo mas, uma vez que o infiltrado inflamatério encontrado no figado foi
moderado, ndo era expectavel alteragdo no seu valor. A FA ¢ uma enzima que se
encontra localizada na membrana canalicular dos hepatocitos e cuja actividade sérica se
encontra aumentada na maior parte das formas de colestase, sendo por isso também
denominada de enzima de colestase (Ozer et al., 2008). O facto de ndo se verificar
alteracdes no valor da actividade sérica da FA ¢ concordante com os resultados da
histologia visto que ndo se observou colestase. O valor da concentragdo sérica da
creatinina foi determinado para avaliar a fun¢do renal que se revelou normal, visto nao
haver alterag@o dos seus valores relativamente ao grupo controlo.

As alteragdes histoldgicas do figado induzidas pelos dois THMs estudados
podem estar relacionadas com a diminui¢do da energia da célula resultante da ma
funcionalidade das mitocondrias. A bioenergética do figado dos murganhos foi
negativamente afectada pela exposi¢do dos mesmos aos dois THMs estudados. A
exposicdo ao DBCM estimulou o estado 4 da respiragdao e, consequente diminuiu o
indice de controlo respiratorio. Este aumento do estado 4 da respiragdo pode ser
explicado por um menor bombardeamento de protdes para o espaco intramembranar o
que indica que existe um desacoplamento mitocondrial. Nos animais expostos ao
BDCM observou-se também um estimulo do estado 4 da respiragdo s6 que semelhante
ao também provocado pela exposi¢cao ao MeOH, nao podendo, por isso, atribuir-se este
aumento a administracido de BDCM. A respiragdo mitocondrial dissociada da
fosforilagdo oxidativa sofreu uma diminui¢do significativa apds exposicao a ambos o0s
THMs estudados o que ¢ também indicativo de desacoplamento mitocondrial nos
animais expostos aos THMs. Houve também um decréscimo significativo do potencial
de membrana mas que ndo pode ser relacionado com a exposicao aos THMs visto que
se verificou valores estatisticamente idénticos no grupo exposto ao MeOH que foi o
veiculo de administragdo dos mesmos.

A avaliagdo do efeito dos THMs na actividade das enzimas da cadeia
respiratoria COX, SQR e ATP sintetase mostrou um decréscimo na actividade destas
enzimas nos grupos expostos aos 2 THMs estudados. Esse decréscimo foi
estatisticamente significativo relativamente ao grupo controlo para os dois THMs no
caso da actividade enzimatica da SQR o que indica uma inibi¢do do complexo II da
cadeia respiratdria e também alteracdes no ciclo de Krebs uma vez que esta enzima
cataliza a oxidacdo do succinato a fumarato. A actividade da COX foi

significativamente diminuida apenas pelo DBCM enquanto que a actividade da ATP
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sintetase apenas foi significativamente diminuida ap6s administragdo de BDCM. Este
decréscimo na actividade das enzimas pertencentes aos complexos II, IV e V mostra que
a exposi¢ao aos THMs diminuiu a eficiéncia da cadeia transportadora de electrdes e
fosforilagdo oxidativa resultando numa diminuigdo da energia disponivel para
armazenamento, situagdo nefasta para o normal funcionamento do organismo visto que,
como referido em 1.5.2, mais de 90% da energia celular provém da respiragdo
mitocondrial. O decréscimo da actividade das enzimas dos complexos da cadeia
respiratoria provocam também alteragcdes no fluxo de electrdes e, consequentemente de
protdes o que pode levar a alteragdes no potencial membranar interno da mitocondria
alterando a sua permeabilidade. Foi observada uma diminuicdo do potencial
transmembranar mitocondrial nos grupos expostos a ambos os THMs mas que ¢
idéntica a diminui¢do também observada no grupo exposto ao MeOH, nao podendo, por
isso, estabelecer-se uma relagdo causa-cfeito entre a administragdo dos THMs ¢ o
decréscimo no AY. O entumescimento mitocondrial (swelling), bem como a sua
cinética, manteve-se inalterado.

A formagdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) estd directamente
relacionada com o gradiente de protdes e ¢ controlada pela membrana interna da
mitocondria. As espécies reactivas de oxigénio, quando em contacto com a célula, t€m
tendéncia a reagirem com algumas macromoléculas como, por exemplo, proteinas,
lipidos, acidos desoxirribonucleicos e ribonucleicos e glucidos. Estas reac¢des podem
degradar prontamente as macomoléculas ou desencadear uma série de reacgdes em que
o radical livre passa de macromolécula em macromolécula resultando na inviabiliza¢ao
de genes de onde resulta a formacdo de proteinas ndo funcionais, a inactivacdo de
enzimas e¢ a alteragdo da funcionalidade de algumas estruturas celulares como a
membrana. Os antioxidantes enzimaticos SOD, CAT e GST catalizam, respectivamente,
as reacgoes de dismutagdo do radical superoxido em perdxido de hidrogénio,
decomposi¢ao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, e conjugacdo do glutatido
com uma série de compostos hidrofilicos e hidrofébicos que, assim conjugados, serdo
mais facilmente metabolizados e eliminados. (Harris, 1995; Dalton et al., 1999;
Nicholls e Ferguson, 2002) Nos animais aos quais foram administrados os THMs
observou-se um aumento na actividade das trés enzimas antioxidantes avaliadas. No
caso da GST esse aumento ¢ mais marcante e significativo uma vez que se deu apenas
nos grupos expostos aos THMs e ndo no grupo exposto ao MeOH. O aumento

provocado nas actividades enziméticas da SOD e CAT nao pode ser atribuido a ac¢ao
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dos THMs uma vez que o aumento foi significativo relativamente ao grupo controlo
mas ndo em relacdo ao grupo exposto ao MeOH. Este aumento da actividade das
enzimas antioxidantes pode estar relacionado com o aumento de ROS. O aumento da
quantidade de ROS e consequente oxidacao celular activa o gene que codifica a
formagdo das enzimas antioxidantes (Dalton et al., 1999). A altera¢do na funcionalidade
da cadeia transportadora de electrdes e o desacoplamento mitocondrial favorecem o
aumento da formagdo de ROS que pode ser uma explicacdo para o aumento da

actividade das enzimas antioxidantes.
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6. Conclusoes

Foi possivel concluir, apds analise cuidada dos dados histologicos, bioquimicos
e da bioenergética mitocondrial, que ndo ¢ segura a ingestdo de agua que contenha
bromodiclorometano e dibromoclorometano como subprodutos da desinfeccdo da
mesma com cloro. Estes compostos mostraram interferir com o normal funcionamento
das mitocondrias e causaram lesdes no figado bem como alteragdes nas actividades
séricas de enzimas hepaticas. Reveste-se sobretudo de extrema importancia o facto de
os efeitos da exposi¢do a estes compostos serem resultantes de uma administragdo em

doses muito baixas e com um tempo de exposi¢cao muito curto.
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