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RESUMO

Avaliaram-se as alteragBes histoldgicas e a expressdo das metalotioneinas (MTs) e das proteinas de
choque térmico (Hsp70) nos rins de ratos Wistar ap6s a exposic¢ao ao fungicida tirame. Os animais foram
distribuidos em trés grupos: grupo dieta-padrdo; grupo dieta-padrdo+dleo de milho; e grupo tirame.
Foram encontradas diferengas significativas (P<0,05) na evolugdo do peso corporal entre os ratos do
grupo tirame e os dos grupos controle e dleo de milho, e ndo foram verificadas lesGes histoldgicas
evidentes nos rins dos animais. Foram encontradas diferencas entre 0s animais do grupo exposto ao
tirame e os dos grupos controle e 6leo quanto as caracteristicas histomorfométricas relativas ao
corpusculo renal — exceto para a proporcao area da capsula de Bowman:éarea do glomérulo — e relativas
aos tbulos contorcidos proximal e distal — exceto para altura do epitélio dos tibulos distais. Nos ratos
expostos ao tirame, foi observada imunomarcacdo positiva para as MTs, de moderada a forte, nos tdbulos
contorcidos da regido cortical, diminuindo do cortex em direcdo a medula, e forte imunomarcacéo para as
Hsp70 nas &reas do cortex e da medula, no glomérulo e nos tdbulos contorcidos. Os resultados sugerem
que o tirame pode ter toxicidade crénica nos mamiferos por afetar o seu crescimento e que a expressdo
das MTs e das Hsp70, provavel resposta celular adaptativa ao estresse oxidativo causado pelo tirame,
pode ser utilizada como biomarcador de exposi¢do a este quimico.
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ABSTRACT

The histological alterations and the expression of metallothionein (MTs) and heat shock protein (Hsp70)
in the kidney of Wistar rats after thiram fungicide exposure were evaluated. Animals were distributed into
three groups: standard diet group, standard diet + corn oil group and thiram group. Significant
differences were found (P<0,05) in the evolution of body weight between rats in the thiram group and
those in the control and corn oil groups, and no histological lesions were evident in the animals’ kidneys.
Differences were found among animals in the group exposed to thiram and the control and oil groups
regarding histomorphometric characteristics of the renal corpuscle — except for the proportion in the
area of Bowman’s capsule: glomerulus area — and regarding the height of the epitelium in the distal
tubules. In rats exposed to thiram, a positive moderate to strong immunoexpression was observed for
MTs, in the cortical convulated tubules decreasing the cortex towards the medulla, and a strong
immunoexpression for Hsp70 in the cortex and medulla areas, in the glomerulus and convulated tubules.
The results suggest that thiram may have chronic toxicity in mammals affecting their growth, and that the
expression of MTs and Hsp70, a probable cellular adaptive response to the oxidative stress caused by
thiram, may be used as a biomarker of exposure to this chemical.
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INTRODUCAO

Alguns ditiocarbamatos sdo amplamente usados
como fungicidas agricolas. O tirame é um
dimetilditiocarbamato (TMTD) — dissulfeto de
tetrametiltiuram  (C¢H;,N,S;) — usado em
produtos horticolas, quer em aplicagdo foliar,
quer no tratamento de sementes, como repelente
de vérias espécies animais. Além disso, é usado
como ingrediente de sabfes, bronzeadores e
sprays antissépticos, como aditivo em 6éleos
lubrificantes e como acelerador de vulcanizacéo
de borracha (Mariano et al., 2008). Efeitos
téxicos e tumorigénicos foram observados em
diferentes espécies animais expostas ao tirame
(Dalvi, 1988; Maita et al., 1991) e inUmeros
testes indicam que é genotoxico (Crebelli et al.,
1992; Hemavathi e Rahiman, 1996). Embora a
Environmental Protection Agency (EPA) e a
World Health Organization (WHO) tenham
considerado o tirame como ligeiramente tdxico,
sua persisténcia no ambiente ndo é ainda bem
conhecida. Assim, e dadas as inimeras vias de
exposicdo, este ditiocarbamato pode representar
perigo potencial para 0 homem e outras espécies
animais.

As metalotioneinas (MTs) séo proteinas ndo
enziméticas, de baixo peso molecular (6-7 kDa),
com elevados niveis de metais (Zn*, Cu®*) e
enxofre (Kagi e Kojima, 1987). As MTs sdo
induzidas em vérios sistemas celulares como um
importante mecanismo adaptativo em resposta a
estimulos ambientais (Klaassen e Liu, 1998).
Algumas isoformas das MTs sdo facilmente
induzidas, por metais pesados, hormonas,
processos inflamatorios, situacOes de estresse
agudo e muitos quimicos (Kagi, 1993). A funcédo
protetora das MTs parece basear-se na sua
capacidade de se ligar aos ions de metais pesados
e como limpador de radicais livres (Kagi, 1993).

As proteinas de choque térmico (Hsp) sdo um
grupo de proteinas classificadas de acordo com o
seu peso molecular, as quais podem ser induzidas
por choque térmico e outras formas de estresse
fisiopatoldgico (Kiang e Tsokos, 1998). Os
mecanismos de funcionamento das Hsp néo estéo,
até essa data, ainda claramente compreendidos,
mas os resultados de varios trabalhos sugerem
que eles protegem as células estressadas,
servindo como chaperones moleculares (Kiang e
Tsokos, 1998).
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O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes
histoldgicas e a expressdo das metalotioneinas e
das proteinas de choque térmico nos rins de ratos
Wistar apds a exposicdo ao fungicida tirame.

MATERIAIS E METODOS

Vinte e quatro machos Wistar com sete dias de
idade foram mantidos em ciclo de luz
claro:escuro (12h:12h), a uma temperatura
constante de 22°C, com acesso sem restricdes a
dieta-padrdo e a dgua. Todos os animais foram
submetidos a inspeccdo e manipulagdo, para
rastreio de patologias, apds 0 que se constituiram
trés grupos, com oito animais cada, distribuidos
aleatoriamente em gaiolas de tipo IV. O primeiro
grupo, utilizado como grupo-controle, recebeu
dieta-padrdo, sem nenhuma manipulacdo; o
segundo grupo, Oleo de milho, recebeu a
dieta-padrdo e 0,1mL de éleo de milho, duas
vezes por semana; O terceiro, grupo tirame,
recebeu a dieta-padrdo e o tirame (CAS n.°
37-26-8, SIGMA, n.° T5638), administrado
oralmente, por meio de sonda, na dose de 100mg
kg™' de peso corporal, suspenso em 0,1mL de
6leo de milho, duas vezes por semana. Quando
da administragdo, os animais foram pesados
individualmente, correspondendo cada peso, em
gramas, obtido em balanca digital (0,01g), a
média das duas pesagens semanais. Os animais,
sacrificados apds 35 dias do inicio do ensaio por
excesso de anestésico, foram mantidos nas
condicbes ambientais e de manutengdo
determinadas pela legislacdo em vigor na Unido
Europeia, relativa a experimentagdo animal
(FELASA, http://www.felasa.eu), e em Portugal
(Portaria 1005/92). Todos os procedimentos
envolvendo os animais foram supervisionados
por um investigador reconhecido pela Federation
of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA).

Apos o sacrificio, removeram-se os rins. Depois
de serem seccionados sagitalmente, estes foram
fixados em formaldeido neutro a 10%,
tamponado (pH 7.4), durante 24 horas. Em
seguida, procedeu-se ao seu processamento pelas
técnicas histolégicas de rotina, em sistema
automatico: inclusdo em parafina e corte em
microtomo rotativo, em secgdes com 5um de
espessura. Os cortes foram estendidos em
l[aminas de vidro de 75x25mm e corados com:
hematoxilina e eosina, tricrdmico de Masson e
reacdo do 4&cido periddico-reativo de Schiff
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(PAS), para observacdo da estrutura geral e
eventuais alterag@es histoldgicas.

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando-se
0s anticorpos primarios contra metalotioneina
(NeoMarkers, ref. MS-11.175, Ab-1, clone E9) e
Hsp70 (Neomarkers, ref. MS-482, Ab-2, clone
W27) pelo método da Streptavidina-biotina-
peroxidase (UltraVision Sistema de Detec¢do de
Kit, NeoMarkers, USA, reft TP-015-HD), de
acordo com as instruces do fabricante.
Resumidamente: sec¢des de 5um de espessura,
dos mesmos blocos da anélise histologica, foram
estendidas em laminas de vidro de 75x25mm,
tratadas com polilisina, desparafinizadas em xilol
e reidratadas em graduagcdes decrescentes de
alcool até agua destilada. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi feito pela incubacéo das
laminas em solugdo de perdxido de hidrogénio a
3% em metanol (1 parte de H,O, a 30% para 9
partes de metanol absoluto), por 15min, em
temperatura ambiente, sendo estas
posteriormente lavadas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, phosphate
buffered saline; pH 7,4), trés vezes por 2min.
Antes da incubacéo anti-Hsp70, os cortes foram
pré-tratados para recuperagdo antigénica, em
solucdo tampdo citrato (pH 6,0), a 98°C, durante
20min, ap6s o que foram esfriados, durante
20min, em temperatura ambiente, e lavados em
PBS, trés vezes por 2min. Os cortes para serem
utilizados com o anticorpo anti-MTs néo
sofreram qualquer pré-tratamento. Para a
diminuicéo das ligacdes inespecificas
(background), os cortes foram tratados com a
solucdo de bloqueio, durante 5min, em
temperatura ambiente, ap6és o que foram
incubados, em cadmara Umida (overnight, a 4°C),
com 0s respectivos anticorpos primarios (anti-
MT, na diluicdo de 1:50; anti Hsp70, na diluicdo
de 1:50). Posteriormente, os cortes foram lavados
em PBS, trés vezes por 2min, e tratados com
anticorpo secundario biotinilado por 15min, em
camara Umida e temperatura ambiente. Logo
apos, foram lavados em PBS, trés vezes por 2min,
e tratados com o conjugado Streptavidina-
peroxidase por mais 15min em camara Umida e
temperatura ambiente, sendo lavados novamente
em PBS, trés vezes por 2min, e submetidos a
revelagdo com o cromdgeno castanho [DAB,
Diaminobenzidina] por 5min. Os cortes foram
lavados em &gua destilada e contracorados com
hematoxilina de Mayer por 1min, posteriormente
lavados em 4agua corrente por 1-2min e
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desidratados em graduacdes de alcool,
clarificados em xilol e montados com Entellan
(Merck, n°. 107961). Para a interpretacdo dos
resultados, foram incubadas sec¢des adjacentes
como controles negativos: (a) sem o anticorpo
primério; e (b) com soro normal (concentragéo
semelhante a do anticorpo primario).

As preparacOes definitivas foram observadas em
microscopio fotbnico Nikon Eclipse 600, sendo
as imagens obtidas por meio de camara digital
Nikon DN100. Para cada animal de cada grupo,
foi selecionada uma lamina, e em cada uma delas
observaram-se aleatoriamente: (i) com ampliacdo
de 200X, 40 corpusculos renais para a medigéo
do perimetro da capsula de Bowman e do
glomérulo, da &rea do glomérulo, da capsula de
Bowman e do espa¢o de Bowman; (ii) com uma
ampliacdo de 400X, 30 seccOes transversais de
tdbulos contorcidos proximais para a medi¢do da
area e do perimetro da seccéo, da area do limen
+ bordadura em escova, do perimetro do limen +
bordadura em escova, da 4rea e da altura do
epitélio; (iii) com ampliacdo de 400X, 30 sec¢des
transversais de tlbulos contorcidos distais para a
medicdo da area e do perimetro da seccdo, da
area do limen, do perimetro do Iimen, da érea e
da altura do epitélio.

Relativamente & expressdo das metalotioneinas e
das Hsp70, as laminas foram também
examinadas em microscopio fotdnico Nikon
Eclipse 600, com uma ampliacdo de 200X, sendo
as imagens obtidas por meio de camera digital
Nikon DN100. A intensidade da coloracéo e a
localizagdo de células imunorreativas, nos
glomérulos e nos tabulos contorcidos, foram
avaliadas em, pelo menos, uma sec¢do do rim
por animal, por um observador que desconhecia
0 grupo a que pertenciam os animais. A
imunocoloracéo foi avaliada de forma qualitativa
para o citoplasma e para o nicleo, em separado,
de acordo com a seguinte escala: - = negativo; +
= imunomarcacdo ocasional, focal, + =
imunomarcacdo fraca; ++ = imunomarcacdo
moderada; +++ = imunomarcacao intensa.

Os valores obtidos foram  analisados
estatisticamente utilizando-se o teste ndo
paramétrico de Kruskall-Walls. As diferencas na
analise estatistica dos dados foram consideradas
significativas quando P<0,05. Foi usado o
programa SPSS16.
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RESULTADOS

Na evolucdo do peso corporal (Tab. 1), foram
encontradas diferengas significativas (P<0,05)
entre 0s animais do grupo tirame e os dos outros

Ndo foram encontradas lesBes histoldgicas
evidentes nos rins dos animais, e foram
observadas diferencas nos rins dos animais dos
diferentes grupos relativamente as caracteristicas
histomorfométricas (Tab. 2, 3 e 4).

dois grupos, entre os quais ndo foram
encontradas diferencas significativas.

Tabela 1. Evolucdo do peso corporal (gramas; médiatdesvio-padrdo) de ratos Wistar segundo os
tratamentos e a idade (P) de avaliacdo

Grupo PO P1 P2 P3 P4

Controle 13,80+1,43a 27,96+2,07a  39,94+3,43a 61,83+7,01a 89,13+9,07a
Oleo de milho 12,93+1,42a 26,33+2,59a  38,01+3,48a  56,19+8,00a  84,66+16,59%a
Tirame 12,90+1,87a 20,98+3,67b  28,07+5,11b  37,00+9,38b  53,92+17,36b

PO... P4: 7... 35 dias de idade. Valores na mesma coluna, com letras diferentes, diferem entre si (P>0.05).

Tabela 2. Caracteristicas histomorfométricas dos corpulsculos renais (pixels; médiatdesvio- padréo)

Area da Area do Perimetro da
capsula de 5 Ratio Espaco de  Perimetro do .
Grupo glomérulo , capsula de
Bowman AC/AG Bowman glomérulo
(AC) (AG) Bowman
120811,14 104460,49 1,16 16350,66 1242,82 1331,30
Control + + + + + +
ontrofe 13158,77a  1036161a  0,036a  3729,73a 55,78a 66,97a
111915,25 97133,55 1,15 14781,71 1200,64 1276,99
Oleo de milh + + + + + +
€o de mifho 600357a  595524a  0,036a  3008,40a 38,04a 36,73a
87221,62 78105,46 1,12 9116,17 1069,78 1125,97
Tirame + + + + + +
8717,99b 7438,17b 0,038a 2752,23b 53,70b 59,75b

Valores na mesma coluna, com letras diferentes, diferem entre si (P<0,05).

Tabela 3. Caracteristicas histomorfométricas dos tlbulos contorcidos proximais (pixels; médiatdesvio-
padrao)

Area do Perimetro do
Grupo Area do Perirpetro IGmen + IGmen + Arga} (_jo A|tl_]l"a _do
tubulo do ttbulo bordadura  bordadura em epitélio epitélio
em escova escova
121390,80 1347,55 36887,63 765,02 84503,17 81,60
+ * + * * *
Controle 178104la  91.27a 7434,72a 66,00a 11589,20a  7,52a
113704,69 1303,24 32552,55 721,05 81152,14 80,86
dleo de milho * * + * * *
o 15544 ,48a 87,93a 8830,00a 92,81a 8634,60a 4,89a
89448,82 1171,05 2323451 622,60 66214,31 73,73
Tirame + + + + + +
14772,63b 106,78b 6431,18b 74,23b 8977,75b 5,54b

Valores ha mesma coluna, com letras diferentes, diferem entre si (P<0,05).
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Tabela 4. Caracteristicas histomorfométricas dos tdbulos contorcidos distais (pixels; médiatdesvio-

padréo)
Grupo Area do Perimetro do Area do Perimetro Area do Altura do
P tibulo tabulo limen do limen epitélio epitélio
74402,72 1059,81 17029,91 514,44 57372,81 66,13
+ + + + + +
Controle 11532,11a 85,08a 6166,13a 81,99a 7694,78a 8,28a
73351,99 1050,86 15700,36 506,23 57651,63 63,30
B . + + + + + +
Oleodemilho 5127/ 274 172,33a 4634,26a 92,80a 17859,79a  9,03a
56087,08 919,91 10689,24 412,95 45397,84 59,57
Tirame + + + + + +
10283,07b 86,83b 2968,92b 53,38b 9646,47b 8,64a

Valores na mesma coluna, com letras diferentes, diferem entre si (P<0,05).

Relativamente a &rea da cépsula de Bowman,
foram encontradas diferencas significativas
(P<0,05) entre o grupo tirame e 0s grupos
controle e 6leo. Em relacdo a area do glomérulo,
0 grupo tirame é também significativamente
(P<0,05) diferente dos grupos 6leo e tirame. Nao
foram observadas diferengcas significativas
(P>0,05) entre os grupos no que diz respeito a
proporcdo area da capsula de Bowman:area do
glomérulo. Relativamente ao espago capsular
(espago de Bowman), os grupos controle e éleo
ndo diferiram entre si, mas apresentaram
diferencas significativas (P<0,05) em relacdo ao
grupo tirame. Finalmente, quanto ao perimetro
do glomérulo, foram verificadas diferengas
significativas (P<0,05) entre o grupo tirame € 0s
grupos controle e éleo.

Concernente as  diferentes  caracteristicas
histomorfométricas analisadas nos tdbulos
contorcidos, observaram-se diferengas

significativas (P<0,05) em todas elas, entre 0s
animais do grupo tirame e 0s dos grupos controle
e Oleo, exceto quanto a altura do epitélio dos
tibulos contorcidos distais, para a qual ndo se
observaram diferencas entre 0s grupos.

No que concerne as metalotioneinas, ndo houve
imunomarcacdo nos rins dos animais do grupo-
controle e nos do grupo 6leo de milho, enquanto
no grupo tirame foi observada imunomarcacgdo
positiva, de moderada a forte, nos tubulos
contorcidos da regido cortical, diminuindo do
cortex em diregdo a medula (Fig. 1 e Tab. 5).
Ndo foi detectada coloragdo nos controles
negativos.
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Quanto as Hsp70, nos animais dos grupos
controle e Gleo, em geral, pode-se considerar a
marcacdo nula/baixa em ambas as zonas dos rins
(cortex e medula), enquanto nos do grupo tirame
foi observada forte imunomarcacdo em ambas as
areas, no glomérulo e nos tubulos contorcidos,
mas, em geral, mais forte na zona medular (Fig.
1 e Tab. 5). Ndo foi detectada coloragcdo nos
controles negativos.

DISCUSSAO

A diminuicdo de peso estd de acordo com 0s
resultados obtidos em outros trabalhos, nos quais
também foi observada redugdo de peso
nos animais em crescimento alimentados com
dietas contendo diferentes ditiocarbamatos,
designadamente tirame (Dalvi, 1988; Guitart et
al., 1996) e zirame (Enomoto et al., 1989).

A toxicidade aguda por ingestdo oral de tirame
em mamiferos estd bem estabelecida. Animais
aos quais foi administrado tirame numa Unica
dose, por ingestdo oral, e que apresentaram
hipertemia, ulceracdo do trato gastrintestinal,
necrose local do figado e dos tubulos renais
(Gosslin et al., 1984, citados por Dalvi, 1988)
morreram. Embora se saiba que o tirame causa
danos no sistema urinario, a auséncia de
alteracbes evidentes pode ser atribuida
a dose utilizada, bem como a duracéo do ensaio.
Quanto as caracteristicas histomorfométricas, os
resultados observados sugerem efeito indireto,
que se traduziu em decréscimo do crescimento
global dos animais, o que é realgado pelo
fato de ndo terem sido encontradas diferengas
significativas na  proporcdo  area  do
glomérulo:area da capsula de Bowman.
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Figura 1. A-B. Expressao das metalotlonelnas em ratos do grupo tirame: ¢ posswel observar forte
marcacdo, evidenciada pela cor castanha, nos tibulos contorcidos da regido cortical, no ndcleo e no
citoplasma [A, 200x; B, 400x]. C-D. Expressdo das Hsp70 nos animais do grupo tirame: é possivel
observar forte marcagdo, evidenciada pela cor castanha, no glomérulo e nos tdbulos contorcidos da regido
cortical, no ndcleo e no citoplasma [C, 100x; D, 200x]. Contracolora¢do com hematoxilina de Mayer.

Tabela 5. Expressdo imuno-histoquimica das metalotioneinas (MTs) e das Hsp70*

Corpusculo renal

Tuabulo proximal

Tubulo distal

Grupo MTs Hsp70 MTs Hsp70 MTs Hsp70
Controle - - - * - +
Oleo de milho - + - + - +
Tirame - ++ +++ ++ +++ ++

L= negativo; = = imunomarcagdo ocasional, focal; + = imunomarcacdo fraca; ++ = imunomarcacdo moderada;

+++ = imunomarcacao intensa.

Tém sido propostos varios mecanismos para
explicar os efeitos toxicos do tirame, incluindo:
interrupcdo  na sintese de proteoglicanos,
maturacdo de colageno e efeitos secundarios
da atividade da prolil-hidroxilase (Suzuki
et al., 2000, 2001), atividade anti-angiogénica
(Marikovsky, 2002) e formacdo de quelatos com
0 cobre e o zinco, elementos essenciais como
cofatores para varias enzimas (Dalvi, 1988).
Funcionalmente, as MTs atuam principalmente
como reguladoras da homeostase de metais nos
tecidos e também como um potente antioxidante
que protege as células ou os tecidos dos
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danos oxidativos. As MTs funcionam como
reservatdrio intracelular de metais, modulando a
homeostasia e a transferéncia de elementos
essenciais (Zn e Cu), de modo a controlar
a sua biodisponibilidade intracelular para
metaloenzimas, pigmentos respiratorios, etc.
(Kagi, 1993). Por outro lado, sdo um potente
antioxidante contra ampla gama de radicais livres,
incluindo os radicais mais ativos. O aumento da
expressdo das MTs nos animais expostos a agao
do tirame pode estar associado a alteracfes na
homeostasia dos metais na célula (Aschner,
1996) — em que uma eventual indisponibilidade,
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em resultado da formacdo de quelatos, seria
compensada com a transferéncia a partir das
metalotioneinas —, ou pode traduzir uma resposta
adaptativa ao aumento do estresse oxidante
causado pelo tirame (Cereser et al., 2001).

Os estimulos que induzem a sintese de Hsp e a
respostas de estresse Sd30 numerosos e
variados, incluindo: poluentes ambientais (como
metais pesados e pesticidas organofosforados),
condicbes  patofisiologicas  (designadamente
estresse oxidativo, estresse mecanico,
processos inflamatdrios, infeccBes e processos
fisioldgicos particulares) e condigdes normais
(designadamente durante o desenvolvimento
embrionario, a diferenciacdo, o ciclo celular e a
estimulacdo hormonal) (Kiang e Tsokos, 1998).
As Hsp protegem proteinas e &cidos nucleicos
dos danos causados pelo estresse oxidativo,
evitando apoptose, supressdo de citocinas pro-
inflamatérias e reparacdo de canais de ions
(Beckman et al., 1990). A maior parte das Hsp
sdo constitutivas, ou seja, estdo sempre presentes
nas células normais em niveis baixos, e todas
elas desempenham um  papel-chave no
metabolismo celular (Beckman et al., 1990), o
que explica alguma imunomarcagdo nos animais
dos grupos ndo expostos a acdo do tirame. A
expressdo aumentada nas Hsp70 dos animais
expostos a a¢do do tirame sugere, tal como para
as MTs, uma resposta celular adaptativa ao
estresse oxidante causado pelo tirame (Cereser et
al., 2001).

Em conclusdo, os resultados sugerem que o
tirame pode ter toxicidade crénica nos mamiferos,
afetando o seu crescimento. Sugerem, também,
gue a expressdo das MTs e das Hsp70, provavel
resposta celular adaptativa ao estresse oxidante
causado pelo tirame, pode ser utilizada como
biomarcador de exposicdo a este quimico.
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