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“Ha um ditado chinés que diz que:

..... se dois homens vém andando por uma
estrada, cada um carregando um péo, ao se
encontrarem, eles trocam os paes; cada um vai
embora com um. Porém, se dois homens vém
andando por uma estrada, cada um carregando
uma idéia, ao se encontrarem, trocam as
idéias; cada um vai embora com duas.

Quem sabe, é esse mesmo 0 sentido do nosso
fazer: repartir idéias, para todos terem péo..."

Cortella


http://pensador.uol.com.br/autor/cortella/

RESUMO

INFLUENCIA DO pH DAAAGUA NA HEPATO E NEFROTOXICIDADE NA
INTOXICACAO CRONICA POR CADMIO EM RATOS WISTAR

Introducéo: O cadmio &€ um metal pesado encontrado no meio ambiente e utilizado
industrialmente e pode causar efeitos hepato e nefrotoxicos. Objetivo: Avaliar o
efeito do pH da agua de beber na hepato e nefrotoxicidade provocadas pela
intoxicacdo cronica por cadmio. Material e métodos: Utilizou-se 90 ratos Wistar
albinos, adultos, machos, distribuidos em 6 grupos (n=15): GC5 —solucao de cloreto
de cadmio na agua de beber com pH acido (pH 5,0); GC7 — solucédo de cloreto de
cadmio (400mg/L) na &gua de beber com pH neutro (pH 7,0); GC8 —solucdo de
cloreto de cadmio na agua com pH basico (pH 8,0). GSC5 —agua de beber com pH
acido (pH 5,0); GSC7 — agua de beber com pH neutro (pH 7,0); GSC8 — agua de
beber com pH basico (pH 8,0). Os animais foram eutanasiados seis meses apds o
inicio do experimento. Realizaram-se provas de funcdo hepatica e renal e
histopatologia renal e hepatica. Resultados: O pH acido da agua influenciou
negativamente em ALP, ALT e uréia nos animais expostos ao cadmio (p<0,05). No
figado, a maioria dos animais do grupo GC7 (57,1%) e do grupo GC5 (53,3%)
apresentaram esteatose microvesicular difusa, sendo que a maioria dos animais dos
outros grupos nao apresentou esteatose (p>0,05). No rim, embora a maioria dos
animais do grupo GC7 (78,6%) e do grupo GSC5 (71,4%) tenha apresentado
degeneracéo hidropica tubular, s6 houve diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo GSC7 (p<0,05). Concluséo: O cadmio em pH acido da agua levou
a maior elevacao dos niveis séricos de ALP e AST e de uréia, mostrando que esse
metal pesado na dieta hidrica em pH &acido aumenta o seu efeito hepato e
nefrotéxico.

Palavras-chave: cadmio, acidificacao, rim, figado, toxicidade.



ABSTRACT

INFLUENCE OF pH OF WATER IN HEPATO AND NEPHROTOXICITY OF
CHRONIC CADMIUM POISONING IN WISTAR RATS

Introduction: Cadmium is a heavy metal found in the environment and used
industrially and can cause hepato-and nephrotoxic effects. Objective: To evaluate
the effect of pH of drinking water in the hepato-and nephrotoxicity caused by chronic
cadmium poisoning. Methods: We used 90 Wistar albino rats, adult, male, divided
into 6 groups (n = 15): GC5 - solution of cadmium chloride in drinking water at acidic
pH (pH 5.0) water; GC7 - solution of cadmium chloride (400mg / L) in drinking water
at neutral pH (pH 7.0 water); GC8 - solution of cadmium chloride in water at alkaline
pH (pH 8.0); GWCS - drinking water at acidic pH (pH 5.0); GWCY7 - drinking water at
neutral pH (pH 7.0); GWCS8 - drinking water at alkaline pH (pH 8.0). The animals
were euthanized six months after the begnning of the experiment. We performed
tests of hepatic and renal function and liver and renal histopathology. Results: The
acid pH of the water caused alteration in ALP, ALT and urea in animals exposed to
cadmium (p <0.05). In the liver, most of the animals of group GC7 (57.1%) and GC5
group (53.3%) showed diffuse microvesicular steatosis and most of the animals from
the other groups showed no steatosis (p> 0.05). In the kidney, although most animals
of GC7 group (78.6%) and GWC5 group (71.4%) has presented tubular hydropic
degeneration, there was statistically significant difference only in relation to GWC7
group (p <0.05). Conclusion: The cadmium in acid pH of the water led to higher
elevation in serum ALP, AST and urea, showing that this heavy metal in a drinking
water at acidic pH increases its hepato and nephrotoxic effect.

Keywords: cadmium, acidification, kidney, liver, toxicity.
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1 INTRODUCAO

As substancias quimicas fazem parte da natureza, tendo sido extraidas
e utilizadas desde os primordios da civilizacdo humana para os mais diversos fins.
Esta utilizacdo vem crescendo ao longo do tempo e aumentou significativamente
com a industrializagdo, quando comecgou também, de forma importante, a producéo
de substancias sintéticas. Esta evolucdo, que trouxe avancos importantes e
decisivos, também teve impacto marcante no ambiente e na saude das populacdes
em razdo da poluicdo e da contaminacdo dela decorrentes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Deve ser lembrado que existe uma diferenca entre a capacidade que
tem um agente para causar dano e a possibilidade de que este agente cause dano.
O potencial intrinseco de um agente toxico para lesar a salde sO se concretiza se
houver condi¢des para que este agente alcance o(s) 6rgao(s) critico(s) que ele pode
danificar (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2001).

Quando o risco provém de substancias ou produtos utilizados é simples
associar sua presenca com determinadas operagbes. O mesmo nao acontece
guando os agentes quimicos ocorrem como subprodutos, ou residuos, ou séo
produzidos acidentalmente como resultado de rea¢gfes quimicas de combustdo ou
pirdlise, decomposicdo de certos materiais, ou aparecem como impurezas. O
problema das impurezas deve ser cuidadosamente examinado, visto que certos
produtos quimicos podem conter contaminantes muito mais toxicos do que eles
proprios, oferecendo riscos para a salide (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2001).

Outro aspecto importante da toxicidade das substancias quimicas
refere-se as suas propriedades fisicas. A propor¢cdo dos componentes de um vapor
pode diferir muito de sua proporcdo na mistura liquida que Ihe deu origem
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Dentre os diversos agentes quimicos, 0s quais 0S serem
humanos podem estar expostos, temos 0s metais pesados. Metal pesado é definido
como sendo um elemento com densidade atdmica maior do que 6 g cm™. Entre os
metais pesados mais estudados, encontram-se elementos ndo essenciais para 0s

vegetais, como o chumbo, cadmio, cromo e mercurio; e 0s micronutrientes: cobre,
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zinco, ferro e manganés. Porém, mesmo 0s essenciais podem tornar-se
contaminantes ou poluentes de solo e 4gua (CAVALCANTE; NASCIMENTO, 2012).

1.1 Cadmio

O céadmio (Cd) é um metal pesado, de nimero atbmico 48 e peso
molecular de 112,411 (Figura A), que foi descoberto por volta de 1815 em minérios
contendo carbonato e zinco. O cadmio é um dos mais abundantes elementos néo
essenciais encontrados no ambiente, sendo muito utilizado em aplicacdes
industriais. Além disso, € um dos componentes da fumaca do cigarro, e
consequentemente pode contaminar as populagdes que estdo em contato com este
metal pesado (LUCHESE, 2007).

Figura A — Tabela Periédica
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Fonte: TABELA... (2011)

O cadmio é comercialmente obtido como um co-produto industrial das
atividades de exploracdo mineira e fundicdo do zinco e do chumbo. Os componentes
com cadmio séo utilizados como estabilizadores em produtos como os polimeros de
cloreto de vinila (PVC), como pigmentos e, mais usualmente, em baterias e pilhas
niquel-cAdmio recarregaveis. O cadmio metalico é muito utilizado como um agente
anticorrosao e encontra-se também presente como contaminante nos fertilizantes a
base de fosfato (LOPES, 2009).
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As estimativas indicam que, anualmente, a nivel mundial, s&o
libertadas para o ambiente cerca de 30.000 toneladas de cadmio, sendo que 4.000 a
13.000 toneladas s&o de origem antropogénica, as quais incluem fumos, poeiras e
restos das fundicbes de minério, incineracdo de produtos constituidos por este
elemento e queima de combustiveis fosseis. Os fertilizantes e respectivas lamas
agricolas, o tabaco, as aguas de residuos municipais e descargas de esgotos sdo
outra importante fonte deste elemento (LOPES, 2009).

Para aléem das fontes antropogenicas, o cadmio, pode também ocorrer
naturalmente nos sistemas aquéticos onde surge em concentracdes bastante
variaveis de acordo com a area geografica. Apesar dos peixes serem uma
importante via de contaminacdo humana com este elemento, as plantas apresentam
um poder de absorcdo superior. Assim, a contaminacdo dos solos com cadmio é
especialmente relevante uma vez que pode representar uma importante porta de
entrada deste elemento na cadeia alimentar. Os fertilizantes fosfatados e as lamas
provenientes do tratamento de aguas residuais utilizadas na atividade agricola, o lixo
que € descarregado nas terras de cultivo, a deposicao atmosférica e o cadmio
presente nas aguas de irrigacdo constituem as principais fontes de cadmio no solo.
Existem espécies como o girassol, a soja, os amendoins e o tabaco que captam e
acumulam cadmio em concentragfes muito elevadas, em muitos casos superiores
as que originam efeitos toxicos no Homem e noutros animais. A elevada capacidade
de absorcdo do cadmio pela planta tabaco faz com que o fumo constitua uma das
principais fontes de exposicao a este elemento (LOPES, 2009).

O cadmio entra no organismo, principalmente, por inalagédo e ingestao.
Os pulmdes absorvem de 10 a 40% do cadmio inalado, enquanto que o cadmio
ingerido através dos alimentos e da agua é pouco absorvido pelo trato gastrintestinal
(5-7%), sendo a maior parte eliminado pelas fezes. Porém, deficiéncias de célcio,
ferro e proteinas aumentam a taxa de absorcdo do cadmio ingerido, como € o caso
da populacdo brasileira que tem habitos alimentares comprometidos e fumantes
(boa parte da populacdo) que podem absorver quantidades comparaveis a ingestao
diaria. O grau de absorgéo gastrintestinal € dependente da forma quimica, da dose
ingerida de cadmio e de caracteristicas individuais, tais como género e idade
(SOUZA et al., 2010).

Quando a exposicdo € pequena o cadmio fica retido unido a

metalotionina (MT) na mucosa intestinal, ocorrendo a eliminacdo através da
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descamacdo do epitélio que se verifica continuamente. Quando o0s niveis de
exposicdo sdo mais elevados ultrapassa-se a capacidade da MT para formar
complexo com o cadmio, pelo que o metal atravessa a mucosa e passa para a
circulacao, sendo distribuido principalmente para figado e rim (LOPES, 2009).

Quando a exposicéo € reduzida e prolongada no tempo (situacdo que
se verifica na exposi¢cdo por ingestdo), o cadmio acumula-se majoritariamente nos
rins (LOPES, 2009).

No homem, o cadmio possui um tempo de meia-vida bastante longo,
tendo este valor nos rins e figado sido estimado em 6 a 38 anos e 4 a 19 anos,
respectivamente (LUCHESE, 2007; LOPES, 2009).

Uma vez que o cadmio esta presente na maior parte dos alimentos, em
concentracfes que sdo muito variaveis (Tabela A), pode dizer-se que os niveis da
sua ingestdo vao depender ndo s6 das condi¢cdes sob as quais os alimentos sao
produzidos, mas também dos diferentes habitos alimentares que as populagdes
apresentam. A alimentacao é a principal via de exposicédo dos seres humanos a este
elemento (LOPES, 2009).
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Tabela A — Concentracdo de Cadmio Presente em Alguns Alimentos

Alimento Gama de concentracdo
Leite < 10 ppb

Owvos < 10 ppb

Carne de vaca < 10 ppb
Pescada 4,1-14,3 ppb {pf)
Salmonete 7,6-28,9 ppb (pf)
Mexilhdo 0,13 - 0,14 (mg/fkg pf)
Ameijoa 0,14 (ma/kg pf)
Ostra 0,4-40 ppm (ps)
Vieira 3,2-66 ppm (pf)
Camarao <0,1-2,2 (mg/kg pf)
Sapateira 1 - 13(mg/Kg pf)
Navalheira 0,024-0,504 (rmg/kog pf)
Fruta <1-100 ppb (pf)
Espinafre 0,03-0,31 ppm (pf)
Alface <(0,001-24 ppm (pf)
Couve 2-150 ppb (pf)
Batata 5-180 ppb (pf)
Cenoura 1-220 ppb (pf))
Cebola <2-90 ppb (pf)
Tomate <1-80 ppb (pf)
Feijdo 20-80 ppb (pf)
Arroz <1-310 ppb (pf)
Trigo <5-230 ppb (pf)

ppm: partes por milhdo; ppb: partes por bilido; pf: peso fresco; ps: peso seco

Fonte: Lopes, 20009.

Considerando entdo que a maioria dos alimentos contém céadmio,
atribui-se aproximadamente dois tercos do valor da ingestédo diaria de cadmio aos
produtos de origem vegetal e um terco aos produtos de origem animal (peixe,
moluscos e crustaceos, principalmente) (LOPES, 2009).

Atualmente, as ingestdes admissiveis de cadmio situam-se em 7,0
1g/kg peso corporal por semana (LOPES, 2009).

Um dos principais fatores que afeta a disponibilidade dos metais
pesados as plantas € o pH do solo, o qual apresenta, em geral, relacdo inversa com
a disponibilidade desses elementos. O efeito negativo da calagem na
fitodisponibilidade dos metais é devido, principalmente, ao aumento da capacidade
de troca catibnica e a formacédo de hidroxidos e carbonatos de baixa solubilidade,
como: por exemplo: Cd(OH)2 Kps = 2,5 x 10-14 (CUNHA et al., 2006).



15

1.2 Toxicidade do Cadmio

O cadmio interfere em muitas funcdes celulares, principalmente pela
formacdo de complexos com grupos externos de compostos organicos, tais como as
proteinas, resultando na inibicAo de atividades essenciais. Além disso, pode
provocar alteragdes nos sistemas antioxidantes, estimulando o acumulo de peréxido
de hidrogénio (H,O,) e eventualmente morte celular (SOUZA et al., 2009).

A ingestdo de doses elevadas de cadmio pode originar efeitos de
toxicidade aguda que envolve nauseas, vomitos, dores abdominais e diarréia,
enquanto que a inalacdo de doses elevadas estd relacionada com o
desenvolvimento de edema pulmonar. A exposicdo crbnica ao cadmio tem estado
associada ao desenvolvimento de multiplos efeitos de toxicidade que incluem, entre
outras, doencas pulmonares, renais, cardiovasculares e ésseas (LOPES, 2009).

Alguns estudos mostram perda de peso nos animais expostos a
ingestdo de cadmio, provavelmente por alteracdo no metabolismo hormonal e por
diminuir a absorcdo de metais essenciais ao organismo (MOTTA et al., 2004).

O cadmio pode causar lesao direta ao testiculo. Uma toxina testicular e
0s varios sais derivados podem induzir dano severo ao epitélio espermatogénico em
modelo experimental com ratos. O efeito do cadmio sobre os testiculos parece se
manifestar principalmente nas células de Sertoli, que apresentam mais mudancas
morfolégicas na microscopia eletrbnica. O cadmio pode também interferir com as
funcbes normais das enzimas mitocondriais. A lesdo testicular pelo cadmio €
primariamente vascular e o dano vascular vai determinar o grau de lesdo das células
germinativas e de Leydig. Esta lesdo pode vir a gerar tumores nas ceélulas de Leydig,
degeneracédo tubular (exposicdo a altas doses) e atrofia, além da inducdo de
necrose tecidual e déficit de producdo de androgénios. Nas exposi¢cdes crbnicas a
doses mais baixas, a maior disposi¢cdo de metalotioneina, ligada ao cadmio, faz com
que a lesdo testicular se mostre menos agressiva quando comparado a outros
quadros de intoxicacao aguda (QUEIROZ, 2005).

Em estudo da Organizacdo Mundial de Saude sobre efeitos do cadmio
no sangue de homens adultos, os resultados gerais indicaram que mesmo pequenas
exposi¢coes ao cadmio (10 pg/l) podem reduzir significativamente a qualidade do
sémen, no entanto, sem maiores evidéncias conclusivas de alteracdes reprodutivas
enddcrinas masculinas (QUEIROZ, 2005).
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1.3 Nefrotoxicidade Relacionada ao Cadmio

A excrecdo do cadmio absorvido ocorre majoritariamente por via
urinaria. Este processo €, contudo, insuficiente e lento, o que explica o longo tempo
de meia-vida do cadmio no organismo, 0 que estara relacionado, por sua vez, com
a possivel ocorréncia de efeitos téxicos mesmo apoés a reducdo parcial ou total da
exposicao (LOPES, 2009).

A cortex renal pode reter 33% da carga total de cadmio, o figado 14%,
0s pulmbes 2% e o pancreas, menos de 1%. Os 50% restantes sdo distribuidos
entre os outros tecidos, tais como pulmdes, aorta, coragdo e muasculos, em ordem
decrescente (SOUZA et al., 2010).

Quando o teor de cadmio no cortex renal atinge o limite critico de 200
mg.Kg™ surgem as primeiras disfuncdes renais, ocasionando, nos casos, mais
graves, osteomalacia (VENEZUELA, 2001).

Estudos mostram que se a concentracdo renal for maior que 10 pg/g, ja
podem ser observadas alteracdes ultraestruturais (lesdo da borda em escova dos
microvilos e edema mitocondrial nas células dos tubulos contorcidos proximais).
Numa concentracdo de 30 pg/g ja se observa necrose (BRZOSKA et al., 2003).

O estudo de Castro e Silva e Fregoneze (2002), onde forma injetados
cadmio e chumbo no sistema nervoso central, demonstrou que ambos os metais
pesados estudados reduzem a ingestdo de agua em animais desidratados e também
naqueles cuja ingestdo de agua deve-se a estimulos farmacol6gicos centrais sobre
as vias colinérgicas, angiotensinérgicas e beta-adrenérgicas centrais. Mostrando que
estes metais estdo bloqueando agudamente passos neuroquimicos que sao
indispensaveis a geracdo da sede. Observou-se também a ingestdo de sal
ocorrendo em animais desidratados, € bloqueada pela presenca aguda de metais
pesados no sistema nervoso central. E, por ultimo, apresentaram dados mostrando
que, agudamente, 0s metais pesados exercem acdo natriurética e caliurética, o que
parece depender de estimulo dos receptores AT1 centrais da angiotensina Il e
exigem o funcionamento de canais de calcio voltagem-dependentes (CASTRO e
SILVA; FREGONEZE, 2002).

Quando o figado e os rins sdo atingidos o individuo morre, geralmente,

por parada respiratoria e colapso cardiovascular (VENEZUELA, 2001).
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1.4 Hepatotoxicidade Relacionada ao Cadmio

O cadmio produz lesdo hepética extensa ap0s a exposicdo aguda e
cronica em animais (LIU et al., 2004). Na intoxicacdo por cadmio, ocorre aumento
nos niveis da transaminases sanguineas, além de histologicamente serem
observados: borramento da estrutura trabecular dos l6bulos, degeneragéo vacuolar
e necrose individual de hepatécitos, aumento do numero de células de Kupffer e
infiltrado mononuclear (BRZOSKA et al., 2003).

Ao contrario da maioria dos agentes téxicos hepaticos, o cadmio
produz danos no figado, sem biotransformacdo uma vez que ndo sofre conjugagéo
enzimatica, e ndo ha possibilidade de degradacédo (LIU et al., 2004). As células
endoteliais sdo o alvo inicial do cadmio no figado (LIU et al., 2004).

Apés administracdo aguda de cadmio, ocorrem congestao hepatica,
isquemia e hipoxia muito rapidamente. A hipdxia isquémica resultante conduz a
infiltracdo de neutrofilos, ativacdo de células de Kipffer e inflamacéo, o que poderia
potencialmente contribuir para a apoptose hepatocelular generalizada e necrose
observada com cadmio (LIU et al., 2004).

Mediadores inflamatérios, tais como TNF, IL-1, IL-6, IL-8, e NO,
parecem ter diversos papéis hepatotoxicidade aguda induzida por cadmio (LIU et
al., 2004).

O doador de oxido nitrico (NO), O»-vinyl 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-
1,2-diolate (V-PYRRO/NO), é metabolizado pelo sistema enzimatico P450 para
liberar NO e é efetivo em proteger contra a hepatotoxicidade contra endotoxinas e

acetoaminofeno e também cadmio (LIU et al., 2004).

1.5 Regulagéo do pH no Organismo

Existem trés sistemas primarios reguladores da concentracdo de ion
hidrogénio nos liquidos corporais que evitam a acidose ou alcalose: os sistemas
guimicos de tampdes &acido-base dos liquidos corporais, que imediatamente se
combinam com o &cido ou com a base evitando alteragcbes excessivas na
concentracdo de ion hidrogénio; o centro respiratorio, que regula a remocao de gas
carbonico - CO; (e, portanto, de acido carboénico - H,CO3) do liquido extracelular; e

0s rins, que podem excretar urina &cida ou alcalina, reajustando assim a
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concentracdo de ion hidrogénio no liquido extracelular de volta ao normal durante a
acidose ou alcalose (GUYTON; HALL, 2006).

Quando ocorre uma alteracdo na concentracdo de ion hidrogénio, o
sistema tampdes dos liquidos corporais reage em fracdo de segundo para minimizar
estas mudancas. Os sistemas tampdes ndo eliminam os ions hidrogénio do
organismo nem os adiciona, somente 0s mantém estacionados até que o equilibrio
possa ser restabelecido. A segunda linha de defesa, o sistema respiratorio, também
atua em poucos minutos para eliminar o CO, e, consequentemente, o H,CO3; do
organismo. Estas primeiras duas linhas de defesa impedem que a concentracéo de
ion hidrogénio se altere excessivamente até que a terceira linha de defesa, a mais
lenta — os rins -, possa eliminar o excesso de acido ou base do organismo. Embora
0s rins sejam relativamente lentos para responder, comparado com as outras
defesas eles sdo, no decurso de um periodo de horas ou varios dias, sem duvida o
mais potente dos sistemas reguladores acido-basico (GUYTON; HALL, 2006).

Todos esses sistemas tampdes funcionam juntos em razdo de os ions
hidrogénio serem comuns nas reacdes de todos os sistemas. Portanto, sempre que
h&d uma mudanga na concentragdo de ion hidrogénio no liquido extracelular, o
equilibrio de todo o sistema tampdo muda ao mesmo tempo. Este fenbmeno é
chamado de principio isoidrico (GUYTON; HALL, 2006).

A primeira linha de defesa inclui o hidrogénio e o bicarbonato. Sem o
tamponamento, a producdo e a ingestdo diaria de acidos provocariam grandes
mudancas na concentracdo de ion hidrogénio no liquido corporal, sendo o sistema
tampdo bicarbonato o mais importante no liquido extracelular. O resultado, em
consequéncia disso, € a tendéncia a diminuir os niveis de CO, no sangue;
entretanto, a diminuicdo de CO, no sangue inibe a respiracdo e diminui a velocidade
de expiracdo do CO,. O aumento de bicarbonato (HCOs) que ocorre no sangue €
compensado por sua excrecao renal aumentada (GUYTON; HALL, 2006).

Uma segunda linha de defesa contra alteracbes acido-basicas € o
controle da concentracdo do CO; do liquido extracelular pelos pulmdes. Um
aumento da pressao parcial de gas carb6nico (PCO,) do liquido extracelular diminui
o0 pH, enquanto a diminuicdo na PCO; eleva o pH. Portanto, ajustando-se a PCO,
para mais ou para menos, os pulmdes podem efetivamente regular a concentracao
de ion hidrogénio do liquido extracelular. Um aumento na ventilacado elimina o CO,

do liquido extracelular, que, por agdo das massas, reduz a concentracdo de ion
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hidrogénio. Inversamente, a ventilacdo diminuida aumenta o CO, e, desse modo,
também a concentracdo de ion hidrogénio do liquido extracelular (GUYTON; HALL,
2006).

O mecanismo pelo qual os rins excretam urina acida ou basica é o
seguinte: grandes quantidades de ions bicarbonato séo filtrados continuamente para
0s tubulos, e, sendo excretados para a urina, isto remove a base do sangue. Por
outro lado, grandes quantidades de ions hidrogénio também séo secretadas para a
luz tubular pelas células epiteliais tubulares, desse modo removendo acido do
sangue. Caso mais ions hidrogénio sejam excretados do que ions bicarbonato
filtrados, haverd uma perda efetiva de &cido dos liquidos extracelulares.
Inversamente, se mais bicarbonato € filtrado do que hidrogénio € secretado, havera
uma perda efetiva de base (GUYTON; HALL, 2006).

Um tampdo € uma soluc¢do que resiste a mudancas de pH quando se
adicionam pequenas quantidades de acido ou base (CHAMPE; HARVEY; FERRIER,
2006).

1.6 Influéncia do pH nos Tecidos Normais

As mudancas no pH afetam profundamente a ionizacdo das proteinas
e, consequentemente, a atividade de diversas enzimas. A reducédo do pH diminui o
débito cardiaco e a pressdo do sangue arterial, enquanto o aumento no pH leva a
constricdo de pequenas artérias e pode desencadear arritmias. Mudancas no pH
associadas a presséao parcial do dioxido de carbono (pCO2), afetam a oxigenacéo
dos tecidos pela modificacdo da forma da curva de saturacdo de hemoglobina,
influenciando, desta maneira, a facilidade com que a hemoglobina libera seu
oxigénio para os tecidos (BAYNES; DOMINICZAK, 2007).

Tanto a acidose quanto a alcalose apresentam uma série de efeitos
indesejaveis. Efeitos deletérios da acidose sdo: sobrecarga respiratoria, anorexia,
nauseas, vOmitos, alteracdes neurologicas, hiperpotassemia, diminuicdo da
responsividade as catecolaminas, depressdo da contratilidade miocérdica,
vasoconstricdo renal, oligiria e resisténcia a acdo da Insulina. Ja os efeitos
deletérios da alcalose incluem: hipocalcemia por diminuicdo do calcio ionizavel,
hipopotassemia com aumento da perda urinaria de potassio, efeito da alteracéo da

relacdo potéssio intracelular/ potassio extracelular no miocardio com suscetibilidade
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a arritmias, aumento da afinidade da hemoglobina (Hb) pelo oxigénio (O,) (desvio da
curva de dissociacao para a esquerda), com hipoxia tecidual e acidose paradoxal do
liquor com piora das condi¢des neurologicas (EVORA; GARCIA, 2008).

A acidose metabdlica pode resultar de varias causas gerais: (1)
incapacidade dos rins de excretar os &cidos metabodlicos normalmente formados
pelo organismo, (2) formagédo de quantidades excessivas de &cidos metabdlicos no
organismo, (3) adicdo de acidos metabdlicos ao corpo, pela ingestédo, ou infuséo, de
acidos, e (4) perda de base dos liquidos corporais, que tem o mesmo efeito que
adicionar &cido aos liquidos corporais. Algumas condi¢cdes especificas que
provocam acidose metabdlica: acidose tubular renal, diarréia, vdmito do contetdo
intestinal, diabetes melito, ingestdo de &cidos e insuficiéncia renal cronica
(GUYTON; HALL, 2006).

Na acidose metabdlica, as compensag¢fes primarias incluem aumento
da frequéncia de ventilacdo, que reduz a pCO,, e compensacao renal, que, através
da adicdo de novo bicarbonato ao liquido extracelular, ajuda a minimizar a queda
inicial na concentracéo extracelular de HCO (bicarbonato) (GUYTON; HALL, 2006).

A retencdo excessiva de bicarbonato ou a perda de ions hidrogénio do
organismo resultam em alcalose metabdlica. A alcalose metabdlica ndo é tao
comum como a acidose metabdlica. Algumas das causas da acidose metabdlica
sdo: alcalose provocada pela administracdo de diuréticos (exceto os Inibidores da
Anidrase Carbobnica), excesso de aldosterona, vomito de conteudo gastrico e
ingestao de substancias alcalinas (GUYTON; HALL, 2006).

Na alcalose metabdlica, as compensacdes primarias consistem na
diminuicdo da ventilacdo, que eleva a pCO2, e no aumento da excrecdo renal de
ions bicarbonato, que ajuda a compensar a elevacao inicial da concentracao de ions
bicarbonato no liquido extracelular (GUYTON; HALL, 2006).

1.7 Agua Potavel

A agua potavel atende um padrdo de potabilidade que tem como
referéncia um conjunto de valores usados como parametro da qualidade, que nao
oferece riscos a saude, sendo destinada a ingestdo, preparacdo e producdo de
alimentos e a higiene pessoal, independentemente de sua origem (BRASIL.
Ministério da Saude, 2011).
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Esta agua também atende aos padrbes organolépticos, que é um
conjunto de parametros caracterizados por provocar estimulos sensoriais que
afetam a aceitacdo para consumo humano, mas que ndo necessariamente implicam
risco a saude (BRASIL. Ministério da Saude, 2011). Os padrdes organolépticos de

potabilidade estdo especificados na Tabela B.

Tabela B - Padrdes Organolépticos da Agua Potéavel

Parimetro CAS Unidade vMp!
Aluminio 7429-90-5 mg/L 02
Amdnia (como NHas) 7664-41-7 mg/L 1.5
Cloreto 16887-00-6 mg/L 250
Cor Aparente ) - uH 15
1.2 diclorobenzeno 95-50-1 mg/L 0,01
1.4 diclorobenzeno 106-46-7 mg/L 0,03
Dureza - mg/L 500
Etilbenzeno 100-41-4 mg/L 02
Ferro 7439-89-6 mg/L 0,3
Gosto e odor - Intensidade 6
Manganés 7439-96-5 mg/L 0,1
Monoclorobenzeno 108-90-7 mg/L 0,12
Sodio 7440-23-5 mg/L 200
Salidos dissolvidos totais - mg/L 1000
Sulfato 14808-79-8 mg/L 250
Sulfeto de hidrogénio T783-06-4 mg/L 0,1
Surfactantes - mg/L 0,5
Tolueno 108-88-3 mg/L 0,17
Turbidez " . UT 5
Zinco T440-66-6 mg/l 5
Xilenos 1330-20-7 mg/L 0,3

*(1) VMP: valor maximo permitido; (2) uH: Unidade Hazen (mg Pt—Co/L); (3) Intensidade maxima de
percepcao para qualquer caracteristica de gosto e odor com excecéo do cloro livre, nesse caso por
ser uma caracteristica desejavel em agua tratada; (4) UT: Unidade de turbidez. CAS: ndamero de
referéncia de compostos e substancias quimicas adotado pelo Chemical Abstract Service.

Fonte: Brasil. Ministério da saude, 2011.

A Portaria n°® 2.914 de 12 de Dezembro de 2011 do Ministério da Saude
visa determinar parametros de potabilidade para a agua de consumo humano: 1. O
ideal é que o pH permaneca na faixa de 6,0 a 9,5; 2. O cloro residual livre deve
manter um teor maximo de 2 mg/L; e 3. O ferro e 0 manganés podem estar acima do
seu valor maximo permitido de acordo com a tabela dos padrdes organolépticos,
desde gque os demais elementos do padréo de potabilidade ndo estejam alterados e
que as concentracdes de ferro ndo ultrapassem 2,4 mg/L e de manganés 0,4 mg/L
(BRASIL. Ministério da Saude, 2011).

O cadmio é um metal que contamina diversos alimentos, e desta forma
pode contaminar também os seres humanos, além da exposi¢cdo ocupacional.

Compreender melhor as alteracbes renais e hepaticas provocadas pelo cadmio no
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organismo e as possiveis formas de bloqueéd-las é importante para prevencdo de
toxicidade renal e hepatica relacionadas a este elemento.

N&o ha estudos na literatura avaliando a influéncia do pH da agua de
beber na hepato e nefrotoxicidade do cadmio.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do pH da agua
de beber na hepato e nefrotoxicidade provocadas pela intoxica¢do por cadmio.
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RESUMO

Introducdo: O cadmio € um metal pesado encontrado no meio ambiente e utilizado
industrialmente que pode causar efeitos hepato e nefrotdxicos. Objetivo: Avaliar o
efeito do pH da agua de beber na hepato e nefrotoxicidade provocadas pela
intoxicacdo cronica por cadmio. Material e métodos: Utilizou-se 90 ratos Wistar
albinos, adultos, machos, distribuidos em 6 grupos (n=15): GC5 —solucéo de cloreto
de cadmio na agua de beber com pH acido (pH 5,0); GC7 — solucédo de cloreto de
cadmio (400mg/L) na agua de beber com pH neutro (pH 7,0); GC8 —solucao de
cloreto de cadmio na agua com pH basico (pH 8,0). GSC5 — agua de beber com pH
acido (pH 5,0); GSC7 — agua de beber com pH neutro (pH 7,0); GSC8 — agua de
beber com pH basico (pH 8,0). Os animais foram eutanasiados seis meses apds o
inicio do experimento. Realizaram-se provas de funcdo hepatica e renal e
histopatologia renal e hepatica. Resultados: O pH acido da agua influenciou
negativamente em ALP, ALT e uréia nos animais expostos ao cadmio (p<0,05). No
figado, a maioria dos animais do grupo GC7 (57,1%) e do grupo GC5 (53,3%)
apresentaram esteatose microvesicular difusa, sendo que a maioria dos animais dos
outros grupos nao apresentou esteatose (p>0,05). No rim, embora a maioria dos
animais do grupo GC7 (78,6%) e do grupo GSC5 (71,4%) tenham apresentado
degeneracéo hidropica tubular, s6 houve diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo GSC7 (p<0,05). Conclusédo: O cadmio em pH acido da agua
elevou os niveis séricos de ALP e AST e de uréia, mostrando que esse metal

pesado na dieta hidrica em pH acido aumenta o seu efeito hepato e nefrotoxico.

Palavras-chave: cadmio, acidificacdo, rim, figado, toxicidade.
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ABSTRACT

Introduction: Cadmium is a heavy metal found in the environment and used
industrially and can cause hepato-and nephrotoxic effects. Objective: To evaluate
the effect of pH of drinking water in the hepato-and nephrotoxicity caused by chronic
cadmium poisoning. Methods: We used 90 Wistar albino rats, adult, male, divided
into 6 groups (n = 15): GC5 - solution of cadmium chloride in drinking water at acidic
pH (pH 5.0) water; GC7 - solution of cadmium chloride (400mg / L) in drinking water
at neutral pH (pH 7.0 water); GC8 - solution of cadmium chloride in water at alkaline
pH (pH 8.0); GWCS5 - drinking water at acidic pH (pH 5.0); GWCY7 - drinking water at
neutral pH (pH 7.0); GWCS8 - drinking water at alkaline pH (pH 8.0). The animals
were euthanized six months after the begnning of the experiment. We performed
tests of hepatic and renal function and liver and renal histopathology. Results: The
acid pH of the water caused alteration in ALP, ALT and urea in animals exposed to
cadmium (p <0.05). In the liver, most of the animals of group GC7 (57.1%) and GC5
group (53.3%) showed diffuse microvesicular steatosis and most of the animals from
the other groups showed no steatosis (p> 0.05). In the kidney, although most animals
of GC7 group (78.6%) and GWC5 group (71.4%) has presented tubular hydropic
degeneration, there was statistically significant difference only in relation to GWC7
group (p <0.05). Conclusion: The cadmium in acid pH of the water led to higher
elevation in serum ALP, AST and urea, showing that this heavy metal in a drinking

water at acidic pH increases its hepato and nephrotoxic effects.

Key words: cadmium, acidification, kidney, liver, toxicity.
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INTRODUCAO

O cadmio (Cd) é um metal pesado, descoberto por volta de 1815 em minérios
contendo carbonato e zinco. E um dos mais abundantes elementos ndo essenciais
encontrados no ambiente, em componentes da fumaga do cigarro, sendo muito
utilizado em aplicac¢des industriais (WHO, 1992; Yuan et al, 2014).

Esse mineral € conhecido por ser um dos poluentes ambientais e industriais
mais téxicos (El-Refaiy e Eissa, 2013), sendo comercialmente obtido como um co-
produto industrial das atividades de exploracdo de minérios e fundi¢cdo do zinco e do
chumbo. Os compostos com cadmio sao utilizados como estabilizadores em
produtos como os polimeros de cloreto de vinila (PVC), como pigmentos e, mais
usualmente, em baterias e pilhas de niquel-cadmio recarregaveis (Jarup e Akesson,
2009) e em produtos odontologicos (Menezes et al., 2009). Aléem disso, encontra-se
também presente como contaminante nos fertilizantes a base de fosfato (Jarup e
Akesson, 2009).

Este metal pesado entra no organismo, principalmente, por inalacdo e
ingestdo (Souza et al, 2010) e a exposicdo cronica a esse metal pesado esti
associada ao desenvolvimento de multiplos efeitos de toxicidade que incluem, entre
outras, doencas pulmonares, hepaticas, renais, cardiovasculares e 0sseas (Castro-
Gonzélez et al, 2008).

Os 6rgaos alvo do cadmio sé&o testiculos, figado e rins (Yuan et al, 2014). O
cadmio produz lesdo hepética extensa ap0s a exposicdo aguda e crbnica em
animais (Liu et al, 2004). Quando a exposicao € prolongada no tempo (situacéo que
se verifica na exposi¢cao por ingestao), este metal acumula-se majoritariamente nos
rins (WHO, 1992). Quando o teor de cadmio no cértex renal atinge o limite critico de
200 mg.kg™?, surgem as primeiras disfuncées renais, ocasionando, nos casos mais
graves, osteomalacia (Castro-Gonzalez et al, 2008).

A excrecdo do cddmio absorvido ocorre majoritariamente por via urinaria,
porém este processo €, contudo, insuficiente e lento, o que explica o longo tempo de
meia-vida do metal pesado no organismo, o0 que estara relacionado, por sua vez,
com a possivel ocorréncia de efeitos toxicos, mesmo apés a reducédo parcial ou total
da exposicdo (Castro-Gonzalez et al, 2008).

Este € um metal que contamina a agua, solo e plantas e desta forma pode

contaminar também os seres humanos. Compreender melhor a influéncia do pH na
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agua de beber como veiculo para a intoxicacao crénica por cadmio e as alteracdes
renais e hepaticas provocadas no organismo de ratos, como modelo experimental, é
importante para prevencdo de toxicidade renal e hepatica relacionadas a este
elemento. Nao ha estudos na literatura avaliando a influéncia do pH da agua de
beber na nefro e hepatotoxicidade ao cadmio.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do pH da agua de beber na hepato

e nefrotoxicidade provocadas pela intoxicacéo cronica por cadmio.

MATERIAL E METODOS

Protocolo animal

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista (CEUA — UNOESTE) (Protocolo n° 1180).

Para este estudo, foram utilizados 90 ratos Wistar albinos (Ratus Norvegicus
albinus), adultos, machos, com peso entre 200 a 250g. Foram separados e
agrupados em numero de trés em caixas grandes retangulares, medindo
49x34x16cm, preconizadas para alojamento de cinco ratos adultos. Os ratos foram
colocados em biotério climatizado em umidade e temperatura e equipado com ciclo
de 12 horas de claro e escuro.

A exposicdo ao cadmio foi feita com cloreto de cadmio (CdCI2 - Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA), com as seguintes especificagdes: hidrato
minimo de 98%, conteudo de 4gua de aproximadamente 2,5 mole/mole. A solucéo
de cloreto cadmio foi dada aos animais na agua de beber, todos os dias durante 6
meses, dissolvido na concentracdo de 400mg/L (adaptado de MOTTA et al, 2004). A
agua foi acidificada com acido cloridrico e alcalinizada com hidréxido de sédio. A
troca da agua do bebedouro foi realizada trés vezes por semana, para evitar
alteracdo do pH. As solucdes residuais de agua com cadmio foram encaminhadas
para central de residuos da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE, Presidente
Prudente, Brasil) e neutralizadas para posterior descarte. A agua residual nos
bebedouros foi medida a cada troca de solucdo, para se determinar a ingestao
média de cada animal.

Os animais foram distribuidos em 6 grupos (n=15): GC5 — solucao de cloreto
de cadmio na agua de beber com pH &cido (pH 5,0); GC7 — solucado de cloreto de
cadmio (400mg/L) na &gua de beber com pH neutro (pH 7,0); GC8 —solucdo de
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cloreto de cadmio na agua com pH basico (pH 8,0). GSC5 —agua de beber com pH
acido (pH 5,0); GSC7 — agua de beber com pH neutro (pH 7,0); GSC8 — agua de
beber com pH basico (pH 8,0). Animais de todos o0s grupos receberam a dieta
hidrica e sdlida (SUPRALAB Comércio e Servico Ltda, S&o Leopoldo, Brasil) ad
libitum.

A anestesia e eutanasia foram realizadas com Tiopental sodico (Syntec,
EUA), nas doses de 40mg/Kg e 100 mg/Kg de peso, respectivamente, administrado
na cavidade peritoneal (Paiva et al, 2005). Animais de todos os grupos foram

eutanasiados 6 meses ap0s o inicio do experimento.

Analise bioquimica

Logo apls a anestesia dos animais foi realizada puncéo intracardiaca com
vacutainer (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, EUA) para coleta de
10ml de sangue para realizacdo dos seguintes exames laboratoriais: uréia,
creatinina, AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanino aminotransferase),
fosfatase alcalina (ALP), GGT (Gama glutamil transpeptidase), albumina, glicose,
bilirrubinas total e direta. Toda bioquimica sérica foi realizada em aparelho
automatizado (COBAS C111, Roche, EUA).

Andlise histopatolégica

ApOs a eutanasia, retirou-se o figado e os rins de cada animal. Os fragmentos
retirados foram fixados em formol a 10% (Cinética Industria Quimica, Sao Paulo,
Brasil) durante 24 horas e submetidos a processamento histolégico habitual, com
inclusdo em parafina (Dinamica Reagentes Analiticos, Sdo Paulo, Brasil). Cortes
seriados de 5u foram obtidos através de microtomo LEICA RM2265 (Leica
Biosystems Nussoch GmbH, Alemanha) e corados pelo método de hematoxilina-
eosina (HE) (Dolles, Sao Paulo, Brasil).

A andlise histopatologica foi cega e realizada por um unico observador
experiente, utilizando-se microscopio 6ptico comum (NIKON Labophot, Japéo) e
avaliaram-se 0s seguintes parametros, com seus respectivos escores: 1. No figado:
infiltrado inflamatorio intersticial (O=ausente, 1=leve, 2=moderada, 3=intensa) (Mori

et al, 2009) e tipo de célula inflamatéria presente (polimorfonucleares e/ou
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monucleares); congestdo tecidual (O=ausente, l=leve, 2=moderada, 3=intensa);
necrose (O=ausente; 1=presente: focal, "em saca bocada” e "em ponte”); necrose
vascular (O=ausente, 1=presente); colestase (0O=ausente, 1=presente); presenca e
tipo de esteatose (O=ausente, 1= presente: microvesicular e/ou macrovesicular). 2.
No rim: infiltrado inflamatoério intersticial (O=ausente, 1= leve, 2=moderado,
3=intenso) (Mori et al, 2009) e tipo de célula inflamatéria presente
(polimorfonucleares e/ou monucleares); alteracdo tubular (0=sem lesao,
1=degeneracdo hidrépica, 2=necrose tubular); lesdo glomerular (O=ausente;
1=presenca de esclerose); necrose da parede arteriolar (O=ausente; 1= necrose
focal; 2= necrose difusa); espessamento de membrana basal de vasos (O=ausente,
1=presente); cilindros (O=ausente, 1=presente); nefrocalcinose (O=ausente,

1=presente).

Anélise estatistica

Para comparar os parametros estudados entre 0s grupos experimental e
controle e entre as diferentes concentragcdes hidrogenibnicas, recorreu-se a analise
de variancia nao paramétrica de Kruskall-Wallis. Os contrastes entre os tratamentos
foram avaliados pelo método de Student-Newman-Keuls. Todas as analises foram
realizadas com o uso do software SPSS for Windows v.13.0 (Field, 2009). Os
resultados sdo apresentados em mediana (25™;75™ quartis) e o nivel de significancia
adotado para todas as analises foi de 5%.

RESULTADOS

Cinco animais morreram ao longo do estudo (um do grupo GC7, um do grupo
GC8, um do grupo GSC5 e dois do grupo GSC8). A causa de morte dos animais do
grupo GC7 e GC8 foi edema agudo pulmonar. Nos animais do grupo GSC5 e GSC8,
nao foi possivel se estabelecer a causa de morte apds a necropsia.

A ingestdo média de agua por animal por dia no Grupo GC5 de 57mL, no
Grupo GC7 foi de 55mL, no Grupo GC8 de 52mL, no Grupo GSC5 de 60mL, no
Grupo GSC7 de 73 mL e no grupo GSC8 de 70mL, sem diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p>0,05).
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Andlise bioquimica

Os resultados da analise bioquimica dos parametros de funcdo hepética e

renal estdo sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros bioquimicos (provas de funcéo hepatica e renal) em ratos Wistar. Valores expressos em mediana (intervalo
interquartilico).

Parametros Grupos

(unidade) GC5 GC7 GC8 GSC5 GSC7 GSC8
ALP (U.LY) 107,6 (105,4 — 110,5° 99,5 (96,6 — 102,5)" 102’1105112)?;8 - 94,9 (92,4 — 95,6)° 92,7 (91,9 — 94,3)° 92,1 (90,8 — 94,4)°
ALT (U.L™Y) 68,0 (65,1 — 69,9)° 60,5 (57,0 — 64,4)" 61,2 (59,8 — 62,2)" 52,1 (51,0 - 53,5)° 51,7 (48,8 — 54,3)° 51,3 (49,9 — 53,3)°
AST (U.LY) 151,0 (150,8 — 158,5)°  152,6 (150,8 — 157,5)" 155’1858;?;8 - 132,7 (130,2 — 136,00 131,0 (1296 — 135.8)° 130,6 (128,9 — 135,2)*
GGT (U.LY 9,4 (9,3-9,6)° 9,0 (8,9 -9,3)° 9,2 (8,7 -9,5)° 5,0 (4,5 — 5,4)° 5,1 (4,6 — 5,2)° 5,0 (4,5 — 5,1)°
(Bn'lgrgf_'{])a total 1,3(0,9-1,1)" 12(09-1,1)" 12(09-12)" 1,0 (1.2 - 1,4)° 11(1.2-1.3)° 10(12-13)
Bilirrubina
direta 0,6 (0,6 —0,7)° 0,5(0,5-0,6)° 0,6 (0,5-0,6)° 0,3(0,3-0,4) 0,3(0,3-0,3) 0,3(0,3-0,4)
(mg.dL™)
(Ag'tzjul_’ﬂ')”a 2,1(2,1—-2,2)° 2,6 (2,0 - 2,3)° 2,1(2,3-2,7) 4,4 (4,0 — 4,6)° 45 (4,2 — 5,4)° 45 (4,3 - 4,8)°
(Gn']';‘:ffl) 135,0 (129,5 - 142,0°  123,2 (116,3 - 127,7)° 122i82$§191)?’2 - 105,3 (102,1 - 106,47 109,2 (103,3- 111,00 106,7 (104,7 - 109,2)*

Uréia (mg.dL™)

Creatinina
(mg.dL™)

65,2 (63,1 — 67,4)°

0,8 (0,7 -0,8)°

58,9 (55,9 — 60,0)"

0,8 (0,7 -0,8)°

58,7 (56,7 59,5)°

0,7 (0,7-0,8)°

41,0 (39,3 — 42,1)% 38,7 (37,7 — 42,3)° 42,0 (39,5 — 43,4)°

0,6 (0,6 — 0,6) 0,6 (0,5 0,6) 0,6 (0,6 — 0,6)

*GC5: cadmio em agua com pH 5,0; GC7: cadmio em agua com pH 7,0; GC8: cadmio em agua com pH 8,0; GSC5: somente agua com pH 5,0; GSC7: somente
agua com pH 7,0; GSC8: somente agua com pH 8,0. Resultados com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p<0,05).
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Andlise histopatolégica
Figado

Animais de todos 0s grupos apresentaram congestdo hepatica leve. Apenas
um animal do grupo GC5 e um do grupo GSC7 apresentaram infiltrado linfocitario
infimo entre hepatécitos (p=0,9984). Assim como, apenas 2 animais do grupo GSC8
apresentaram colestase intracelular. Nenhum animal apresentou necrose vascular
(p>0,05) (Tabela 2).

No grupo GC5, 26,6% dos animais apresentaram necrose hepatocitica focal,
engquanto 0os demais grupos nao apresentaram esta alteracao (p=0,7606) (Tabela 2 e
Figura 1).

O padréo de esteatose observada foi microvesicular e a maioria dos animais
do grupo GC7 apresentou esteatose difusa (57,1%), sendo que trés apresentaram
esteatose focal e trés ndo tinham esta alteragdo. A maioria dos animais do grupo
GC5 (53,3%) também apresentou esteatose difusa e o restante ndo teve esta
alteracdo. A maioria dos animais do grupo GC8 (64,3%), GSC5 (78,6%), GSC7
(60%) e GSC8 (84,6%) ndo apresentou esteatose (p>0,05). Com relagdo a este
parametro ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os animais dos
grupos GC7 e GC5 (p=0,3336), entre os dos grupos GC5 e GC8 (p=0,1322) e entre
0s animais dos grupos GC5 e GSC7 (p=0,1654) (Tabela 2 e Figura 1).
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Tabela 2. Média dos escores estabelecidos para analise histopatoldgica do figado.

Grupos
Parametros
GC5 GC7 GC8 GSC5 GSC7 GSC8

Congestéo 12 12 12 14 12 12
Intensidade da 02 02 0? 0? 0? 02
inflamacéo
rl\]lecro,se_ de 0.32 0 02 02 0? 0?

epatécitos
Colestase 0? 0? 0? 0? 0? 0,22
Esteatose 1,12P 1,42 0,4°¢ 0,2 0,5°¢ 0,3°
Necrose vascular 0? 0? 0? 0? 0? 0?

*GC5: cadmio em agua com pH 5,0; GC7: cadmio em agua com pH 7,0; GC8: cadmio em agua com
pH 8,0; GSC5: somente agua com pH 5,0; GSC7: somente agua com pH 7,0; GSC8: somente agua
com pH 8,0. Resultados com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente
(p<0.05).
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Figura 1. Fotomicroscopia do figado. A — Figado normal — animal do grupo GC7. B —
Esteatose microvesicular difusa — animal do grupo GC7. C — Foco de necrose
hepatocitica (circulo) — animal do grupo GC5. Hematoxilina-eosina, aumento de
200x. D — Infiltrado linfocitario focal (seta) — animal do grupo GC5. Hematoxilina-
eosina, aumento de 400x.

Rim

Nenhum animal apresentou alteracdo glomerular, necrose vascular nem
presenca de cilindros (Tabela 3). Também nao foram observados nefrocalcinose
nem calculos na pelve renal.

Apenas dois animais do grupo GC7 apresentaram congestao leve e o0s
demais animais deste grupo e dos outros grupos apresentaram congestdo moderada
(p=0,0681) (Tabela 3).

Nos casos onde foi observada inflamacédo, houve predominio de linfécitos e
ocorreu no intersticio. A maioria dos animais do grupo GC7 (85,7%) apresentou
inflamacédo leve, 80% dos animais do grupo GC5 apresentou infimo infiltrado
linfocitario, assim como maioria dos animais do grupo GSC5 (57,1%). Animais do
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grupo GC8 apresentaram infimo infiltrado em 40% dos casos e infiltrado leve em
35,7%. A maioria dos animais dos grupos GSC8 (84,6%) e GSC7 (80%) néao

apresentaram infiltrado inflamatorio (p < 0,00001) (Tabela 3 e Figura 2).

Tabela 3. Média dos escores estabelecidos para andlise histopatoldgica do rim.

Grupos

Parametros

GC5 GC7 GC8 GSC5 GSC7 GSC8
Congestao 22 1,92 22 22 22 22
!nten3|dalde da 0.9° 1.7 1,120 0,60 0.4° 0,3¢
inflamacéo
Alteracao de tubulo 0.4 0,9° 0,5 0.7° o 0,280
renal
Alteracdo de glomérulo 0* 0* 0* 0® 0* 0*
Necrose vascular 0* 0* 0* 0® 0* 0*
Presenca de cilindros 0* 0* 0* 0® 0* 0*

*GC5: cadmio em agua com pH 5,0; GC7: cadmio em agua com pH 7,0; GC8: cadmio em agua com
pH 8,0; GSC5: somente agua com pH 5,0; GSC7: somente agua com pH 7,0; GSC8: somente agua
com pH 8,0. Resultados com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente
(p<0.05).

Apenas um animal do grupo GC7 apresentou necrose tubular aguda e
nenhum animal do grupo GSC7 apresentou alteracdo tubular. Apresentaram
degeneracéao hidropica tubular, 78,6% dos animais do grupo GC7, 40% dos do grupo
GC5, 50% dos do grupo GC8, 71,4% daqueles do grupo GSC5 e 38,4% dos do
grupo GSC8 (p = 0,0018) (Tabela 3 e Figura 2).
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Figura 2. Fotomicroscopia do rim. A — Rim normal — animal do grupo GC7. B —
Necrose tubular aguda (seta) — animal do grupo GC7. C — Degeneracao hidropica
tubular — animal do grupo GC5. D — Infiltrado linfocitario leve (seta) e degeneracéo
hidrépica tubular — animal do grupo GC8. Hematoxilina-eosina, aumento de 400x.

DISCUSSAO

O cadmio esta presente na maior parte dos alimentos, em concentra¢des que
sdo muito variaveis e € uma das principais vias de exposicdo dos seres humanos a
este metal pesado (Jarup e Akesson, 2009; Thomas et al., 2013). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, a ingestéo diaria maxima de cadmio deve ser de 1
ng.kg* de massa corporal (WHO, 1992). Neste estudo, os animais foram expostos a
400mg de cadmio / litro de agua potavel ingerida, um valor bem acima da ingestédo
diaria permitida, simulando situaces de contaminacdo ambiental em larga escala e
por um periodo de cento e oitenta dias, intoxicagé@o cronica.

Em geral, a disponibilidade dos metais pesados as plantas tem relacao
inversa ao pH do solo. O efeito negativo da calagem na fitodisponibilidade dos
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metais é devido, principalmente, ao aumento da capacidade de troca catidnica e a
formacdo de hidroxidos e carbonatos de baixa solubilidade (Cunha et al., 2008).
Assim, neste estudo o uso de pH em diferentes concentracdes foi realizado para
avaliar se em animais, o pH também poderia influenciar na absorcdo e no efeito
toxico do cadmio.

Quando o figado e os rins sdo atingidos o individuo morre, geralmente, por
parada respiratOria e colapso cardiovascular (Venezuela, 2001). No presente estudo,
dois animais expostos ao cadmio morreram por edema agudo pulmonar,
complicagcdo esta associada a intoxicagdo por cadmio (Jarup e Akesson, 2009).

Apés administracdo aguda de cddmio, ocorrem congestdo hepética, isquemia
e hipdxia muito rapidamente. A hipoxia isquémica resultante conduz a infiltracdo de
neutrofilos, ativacdo de células de Kupffer e inflamacdo, o que poderia
potencialmente contribuir para a apoptose hepatocelular generalizada e necrose
observada (Liu et al., 2004). Assim sdo observados, aumento nos niveis da
transaminases sanguineas, e histologicamente, borramento da estrutura trabecular
dos I6bulos, degeneracdo vacuolar, necrose individual de hepatécitos e infiltrado
mononuclear (Brzoska et al., 2003). No estudo de El-Refaiy e Eissa (2013), onde os
animais foram expostos a ingestdo de cadmio na concentracdo de 3 mg de Cd/kg de
peso corporal, foi observada lesdo hepética grave, incluindo alteragdo gordurosa,
necrose focal, nucleos picnéticos, caridlise e diminuicdo do numero de ductos
biliares. Em nosso estudo, ndo foi observada diminuicao de ductos biliares e necrose
vascular em nenhum dos grupos estudados. Infiltrado inflamatério foi apenas focal
em alguns casos. A congestdo foi leve nos animais de todos 0s grupos,
independente da exposi¢do ao cadmio ou pH da agua. Necrose focal de hepatécitos
foi observada apenas em 26,6% dos animais do grupo GC5, provavelmente por se
tratar de exposicao crénica em niveis menores do que os aplicados no estudo de El-
Refaiy e Eissa (2013). Animais dos grupos GC5 e GC7 foram 0s que apresentaram
esteatose microvesicular difusa em maior numero de animais e a maioria dos
animais dos outros grupos nao apresentou esteatose (p>0,05). Embora, se tenha
observado colestase apenas em raros animais do grupo GSC8, os animais expostos
ao cadmio (independente do pH da agua) mostraram aumento nos niveis de GGT,
mostrando ja haver lesdo canalicular, porém sem expressdo microscopica.

No estudo de Zhang et al. (2013) realizado em ratos com exposicao do

cadmio na concentracdo de 50 mg /L, ndo foram observadas alteragdes nos niveis
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de AST, porém a ALT mostrou-se muito aumentada em relagdo ao grupo controle.
Neste estudo, ALP, AST e ALT (marcadores de lesdo hepatica) mostraram-se
aumentadas. O aumento de AST observado no presente estudo, provavelmente
ocorreu pela exposicao crénica ao cadmio. Além disso, houve diminui¢cdo de funcéo
hepatica nos animais expostos ao cadmio observados pelo aumento dos niveis de
biblirrubina total e bilirrubina direta.

O aumento de ALP e AST foi mais significativo nos animais expostos ao
cadmio em agua com pH acido. Animais expostos ao cadmio em pH acido foram os
anicos que apresentaram necrose de hepatocitos, o que justifica a maior elevacéo
enzimatica neste grupo. Assim, apesar de ndo haver lesdo hepatica microscépica
(auséncia de inflamacdo e pequeno numero de casos com necrose hepatocitica)
significativa, ja observamos perda de funcdo hepética nos animais expostos ao
cadmio. As diferencas com estudo de Zhang et al. (2013) sdo explicadas pela
exposicdo ao cadmio em concentracdo (400mg.L™) e tempo maior efetuados no
presente estudo.

Estudos mostram que doses elevadas de cadmio podem aumentar 0s niveis
de colesterol, triglicérides e glicose (Mladenovi¢ et al., 2014), enquanto a exposi¢ao
oral crbnica a baixas dosagens nao altera estes niveis (Lovasova et al., 2013). No
presente estudo, 0s animais expostos ao cadmio (independente do pH da agua)
mostram aumento dos niveis glicémicos, provavelmente pela exposicdo a altas
concentracfes de cadmio.

Se a concentracdo renal for maior que 10 pg.g™, j4 podem ser observadas
alteracOes ultraestruturais (lesdo da borda em escova dos microvilos e edema
mitocondrial nas células dos tubulos contorcidos proximais). Numa concentracdo de
30 pg.gl jA se observa necrose (Brzoska et al., 2003). Acredita-se que a
nefrotoxicidade induzida por Cadmio é mediada através do complexo de
metalotioneina de cadmio (Cd-MT), o qual é sintetizado no figado, liberado para a
circulacao e captado pelas células renais do tabulo proximal. O complexo Cd-MT é
filtrado pelo glomérulo e absorvido pelas células tubulares proximais. No seu trajeto
através do rim, este complexo provoca lesdes, principalmente na regido cortical,
atingindo o tubulo proximal e causando uma perda progressiva da funcado do 6rgao
(El-Refaiy e Eissa, 2013).

No estudo de Castro e Silva e Fregoneze (2002), foi observado que o cadmio

reduz a ingestdo de 4gua em ratos desidratados e também naqueles cuja ingestao
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de agua deve-se a estimulos farmacoldgicos centrais sobre as vias colinérgicas,
angiotensinérgicas e beta-adrenérgicas centrais. Isto mostra que o cadmio bloqueia
passos neuroquimicos que sao indispensaveis a geracdo da sede. Estes autores
observaram também que a ingestdo de sal ocorrendo em animais desidratados &
blogueada pela presenca aguda de cadmio no sistema nervoso central, além de
demonstrarem que, agudamente, o cadmio exerce acao natriurética e caliurética. No
presente estudo, houve diminuicdo de ingestdo de agua nos grupos expostos ao
cadmio, embora ndo tenha havido diferenca estatisticamente significante com os
grupos nao expostos ao cadmio. Tal dado pode justificar, 0 aumento de uréia nos
animais expostos ao cadmio.

A exposicdo ao cadmio esta associada com aumento da excrecao urinaria de
calcio. Hipercalciuria € reconhecida como um importante fator de risco para a
formacao de pedra nos rins. H4 um aumento da prevaléncia de céalculos renais entre
individuos expostos ocupacionalmente ao cadmio (Thomas et al.,, 2013). Neste
estudo ndo se observou nefrocalcinose ou presenca de calculos na pelve renal,
apesar da exposi¢cado ao cadmio em alta dosagem.

Apesar dos resultados conflitantes entre estudos observacionais clinicos,
estudos experimentais mostram clara evidéncia de lesdo renal apds a exposi¢cdo em
baixas doses ao cadmio. A exposicdo cronica resulta em dano tubular proximal
com disfuncdo mitocondrial. O principal mecanismo de lesédo renal induzida por
cadmio € o estresse oxidativo (Chung et al., 2013).

O desenvolvimento de alteragBes morfolégicas nos rins apds a exposi¢cdo ao
cadmio em baixas doses parece ser muito lento. De acordo com um estudo
experimental anterior com animais continuamente expostos a baixos niveis de
cadmio por 1 ano, s6 no 12° més que a atrofia tubular mesmo leve e fibrose
intersticial foram vistos, sem outras alteracdes patolégicas nos rins (Khalil-Manesh et
al., 1993). Outros estudos mostram que 0s rins de animais expostos ao cadmio
apresentavam degeneracdo tubular proximal, apoptose, atrofia, inflamacé&o
intersticial e edema glomerular (Sabolic’et al., 2001; Gonick, 2008; El-Refaiy e Eissa,
2013). Ja o estudo de Zhang et al. (2013) ndo mostrou alteracdo glomerular, apenas
tubular. Neste estudo, animais expostos ao cadmio apresentaram elevacdo nos
niveis de uréia e creatinina, sendo que os niveis de uréia sofreram uma elevacao
maior que 0s niveis de creatinina comparados aos grupos controles e também foram

mais elevados nos animais expostos ao cadmio em pH acido. Nivel sérico de
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creatina muito elevado s6 ocorre a partir de diminuicdo da ordem de 50-60% da taxa
de filtracdo glomerular (Shemesh et al., 1985). Neste estudo, embora a dose de
cadmio a que os animais foram expostos fosse muito mais elevada que no estudo de
Zhang et al. (2013) e por tempo mais prolongado, também nao foram observadas
alteracOes glomerulares, necrose vascular e presenca de cilindros em nenhum dos
grupos avaliados. As diferencas observadas entre este estudo e os outros podem
ser justificadas pelas diferentes concentracdes de cadmio utilizadas nos estudos e
por diferenca no tempo de exposicao a este elemento.

Metais pesados, como o Cd, desempenham papel crucial no processo de
inducéo da apoptose, e podem, assim, alterar o equilibrio da homeostase celular no
sentido de um aumento da mortalidade celular (Gao et al., 2013). Neste estudo,
observamos poucos casos de necrose hepatica e renal, apesar da alta dosagem de

exposicdo ao cadmio.

CONCLUSAO

O cadmio em pH acido da &gua levou a maior elevagédo dos niveis séricos de
ALP e AST, além de elevar os niveis séricos de uréia, mostrando que o pH éacido
maximiza a toxicidade hepatica e renal do cadmio. Assim como, o cadmio em pH
basico da agua diminuiu a formacdo de esteatose hepatica, mostrando que o pH

bésico pode conferir protecdo a toxicidade hepatica do cadmio.
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