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RESUMO

O mercurio pode ser encontrado em diversas formas, sendo a organica como metilmercurio
(MeHg), considerada a mais toxica. Facilmente absorvido por via oral, se acumula na cadeia
trofica e se amplifica em carnivoros aquaticos, principalmente em peixes, dai 0 risco maior
para as populacbes que deles se alimentam preferencialmente, como os ribeirinhos
Amazonidas. O efeito neurotdoxico dessa forma de mercirio tem sido amplamente
demonstrado através de estudos epidemioldgicos e experimentais. Alguns desses estudos
também mostraram que hormonios e substdncias antioxidantes podem agir protegendo o
organismo contra a agdo deletéria do mercdrio. A prolactina € um destes hormdnios que
apresenta acdo protetora, mas age também como citocina pro-inflamatoria. Desde que o
MeHg pode também agir como uma substancia imunotdxica, procuramos neste trabalho
estudar a acdo citoprotetora da PRL em cultivos continuos de linhagem B95-A de linfocitos
de primata afim de avaliar sua fragilidade ao MeHg e sua reatividade a acdo da PRL. Com o
objetivo de avaliar a integridade funcional dos linfocitos expostos ao MeHg utilizou-se teste
de reagdo colorimétrica para 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromide (MTT),
0 qual detecta atividade metabolica mitocondrial. Para avaliar a resposta imune do linfécito,
medidas da concentragdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF a) no sobrenadante do
cultivo, foram realizadas por ELISA. E uma citocina pré-inflamatéria liberada em resposta a
agressdo celular de diferentes causas, incluindo estresse oxidativo, um dos efeitos agudos
mais evidentes do MeHg, além disso, esta citocina também poder responder a regulacéo
prolactinérgica em linfécitos humanos. Apds 18 horas de exposicdo do cultivo a crescentes
concentracdes do metal (0,1; 1, 5, 10 e 50 uM) verificou-se significativa diminui¢do do tipo
dose-dependente da viabilidade celular a partir de 1 uM (35%) e progressivamente até 50 uM
(80%), quando poucas células integras foram encontradas nos cultivos. Um efeito bifasico em
forma de “sino” ocorreu na libera¢cdo de TNF a, onde concentragdes mais baixas de MeHg
inibiram (0,1 e 1 uM), a intermediaria estimulou (5 M) e as duas maiores (10 e 50 uM)
voltaram a inibir. A prolactina também diminuiu a viabilidade celular, em cerca de 30%,
somente na dose mais elevada (10 nM). Por outro lado, na dose de 1 nM a PRL preveniu a
diminuicdo de 40% da viabilidade celular resultante a exposicdo ao MeHg a 5 uM. Esta dose
de 1 nM de PRL foi a unica a estimular a liberagdo de TNF a, mas curiosamente, reverteu a
liberacdo desta citocina quando associada a 5 UM de MeHg, concentracdo que igualmente
estimulou a secre¢do de TNF a. Os resultados confirmaram a toxidade do MeHg para
linfocitos de primatas (linhagem B95-A) e sua reversdo por uma possivel acdo protetora da
PRL. Um efeito bifasico na secrecdo de TNF a resultou da exposi¢do ao MeHg, sugerindo a
presenca de diferentes mecanismos citotoxicos resultantes a acdo mercurial. Por outro lado, a
PRL foi pouco efetiva em estimular a secre¢do daquela citocina, invertendo esta resposta
guando associada ao MeHg. No entanto, estes resultados sdo preliminares e carecem de um
estudo mais acurado para sua completa elucidacao.

Palavras-chave: Metilmercurio, linfécitos B95-A, prolactina, TNF a



ABSTRACT

Mercury can be found in several forms, as being organic methylmercury (MeHg), considered
the most toxic. Readily absorbed orally, accumulates in the food chain and is amplified in
aquatic carnivores, especially in fish, hence the greater risk to populations that preferentially
feed on them, such as riparian Amazonian populations. The neurotoxic effect of this form of
mercury has been widely demonstrated by epidemiological and experimental studies. Some of
these studies have also shown that hormones and antioxidants may act by protecting the body
against the deleterious effects of mercury. Prolactin is a hormone that has such protective
action, but also acts as a proinflammatory cytokine. Since MeHg can also act as an
immunotoxic substance, we have studied the cytoprotective action of PRL in continuous
cultures of strain B95-A primate lymphocytes in order to assess their vulnerability to MeHg
and its responsiveness to the action of PRL. In order to assess the functional integrity of
lymphocytes exposed to MeHg we used to test color reaction for 3 - (4,5-dimethylthiazol-2-
yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), which detects activity mitochondrial
metabolism. To evaluate the immune response of lymphocytes, measures of tumor necrosis
factor alpha (TNF o) concentration in the middle were performed by ELISA. It is a
proinflammatory cytokine released in response to cellular injury from different causes,
including oxidative stress, one of the most obvious acute effects of MeHg, and this cytokine
also be able to answer prolactin regulation in human lymphocytes. After 18 hours of
cultivation exposure to increasing concentrations of the metal (0.1, 1, 5, 10 and 50 mM)
showed significant decrease in dose-dependent cell viability from 1 mM (35%) and
progressively up to 50 mM (80%), when few intact cells were found in the cultivation. A
biphasic effect in a "bell" shaped occurred in the release of TNF-a, where lower
concentrations of MeHg inhibited (0.1 and 1 mM) stimulated the intermediate (5 mM) and the
two largest (10 and 50 mM) returned to inhibit. Prolactin also decreased the cell viability by
about 30% only at the highest dose (10 nM).Moreover, at a dose of 1 nM prevented PRL 40%
decrease in cell viability due to exposure to 5 mM MeHg. This dose of 1 nM PRL was the
only one to stimulate the release of TNF-a, but curiously reversed the release of this cytokine
when combined with 5 mM of MeHg, concentrations that also stimulated the secretion of
TNF-a. The results confirmed the toxicity of MeHg to lymphocytes of primates (strain B95-
A) and its reversion by possible protective action of PRL. A biphasic effect on the secretion of
TNF o resulted from MeHg exposure, suggesting the presence of different mechanisms of
cytotoxic action resulting from mercury. Moreover, PRL was less effective in stimulating the
secretion of that cytokine, reversing this response when the associated with MeHg. However,
these results are preliminary and require a more accurater study for their complete elucidation.

Keywords: Methylmercury, B95-A lymphocytes, prolactin, TNF o
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre Mercurio e Metilmercuario

O Mercurio, por ser o unico metal encontrado na natureza na forma liquida em
condigdes normais de temperatura e pressao e por apresentar uma cor classicamente descrita
como magica, tem exercido certo fascinio no ser humano desde que passou a ser utilizado por
este. Relatos de achados arqueoldgicos apontam para a utilizagdo de substancias a base de
mercudrio, 0 que seria considerada sua primeira maneira de utilizacdo: pinturas de objetos
decorativos e pintura facial. Uma substancia chamada Cinabrio, cuja formula quimica é HgS,
Sulfeto de Mercurio, foi encontrada em tumbas do Egito datadas de antes de 1500aC e de

forma semelhante, foi achado em tumbas da Grécia (AZEVEDO, 2003).

Ao longo da Idade Média, o mercdrio foi muito usado nos processos de amalgamacéo
(formacgéo de ligas, geralmente com prata e ouro), mas tinha sua principal aplicacdo na
Alquimia, a ponto de se tornar parte importante na histéria dessa pratica (figura 1). O
mercdrio apesar de ja ter sido, na época medieval, objeto de muitos estudos, somente foi
reconhecido como metal a partir do final da Idade Média, com o0 avanco do conhecimento a
respeito de suas caracteristicas fisicas e quimicas. Este reconhecimento como elemento
quimico ocorreu no final do século XVIII por Antoine Laurent de Lavoisier (QUEIROZ,
1995). Duas pioneiras utilizages desse elemento no meio cientifico se deram nas invengdes
do barémetro por Torricelli, em 1643, e do TermOGmetro de mercurio, por Fahenheitem em
1720 (MIRANDA et al, 2007).

Desconhecendo seu potencial para desencadear efeitos toxicos, antigos povos (Gregos,
Romanos, Assirios), utilizavam o mercurio com fins medicinais como tratamento para

doencas que atingiam diversas partes do corpo, como olhos, ouvidos, pulmdes e outros. Os
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Chineses, particularmente, acreditavam que o uso do mercurio poderia prolongar a vida.
Todavia, 0 perigo a saude e a vida, causado pelo mercdrio comecou a ser percebido pelos
Romanos. Ainda assim, o elemento continuou sendo usado em larga escala com o objetivo de
cura e embora 0 mercurio tenha sido a primeira substancia quimica a ser alvo de legislacao
para controle de morbidade em trabalhadores (AZEVEDO, 2003), produtos a base do mesmo,
CcOmo 0 mercurocromo, anti-séptico de composto organomercurial, provavelmente continuam

sendo usados até hoje em varias partes do mundo.

As consideracBes sobre riscos a saude pelo uso de composto mercurial em vacinas
baseiam-se no pressuposto de que o etilmercirio € toxicologicamente similar ao
metilmercdrio, sobre o qual muito se conhece com relacdo aos efeitos toxicos, embora
aspectos proprios da disposicdo dos compostos de etilmercurio e sua toxicidade permitam

acreditar-se que tal pressuposto pode nédo estar necessariamente correto (CLARKSON, 2002).

O metal mercurio, cujo nimero atdmico é 80, tem simbolo Hg. Situa-se no grupo 11B
da tabela periodica. Apresenta-se, além de na forma elementar (mercurio metalico), também
como mercurio inorganico e mercurio organico. Este metal dificilmente pode ser encontrado
como elemento livre no ambiente, e estd amplamente distribuido em pequenas concentracdes,
por toda crosta terrestre. A intensa mobilizacao e difusdo do metal para a superficie, facilitada
pelas altas temperaturas, ocasionam zonas de fundas fraturas geoldgicas onde estéo
localizados os cinturdes geoquimicos de mercdrio, areas que podem originar depositos
extraiveis, quando o percentual de mercurio acumulado excede os valores médios encontrados

(AZEVEDO, 2003).

Independente da fonte (natural ou artificial) o mercdrio emitido € inorganico,
principalmente como vapor metalico (Hg). O Hg inorganico podera ser metilado por dois

processos diferentes em condicdes aerdbias e anaerobias: processo bioldgico, através de
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bactérias e fungos em presenca de Metilcobalamina; e o0 processo quimico ou abidtico, por
trés vias principais: (a) Reacdo de Transmetilacdo; (b) Radiacdo Ultravioleta na reacdo com
compostos organicos doadores do grupo metila e (c) Rea¢do com os acidos Fulvico e Umico.
O processo da metilacdo do mercurio e sua bioacumulacdo na cadeia alimentar aquética esta
na dependéncia de inumeros fatores, como a temperatura, pH, quantidade de bactérias
presentes no meio, tipo de sedimento ou solo, concentracdo de sulfeto, condigdes de Oxi-

reducdo do meio, bem como da sazonalidade (BISINOTI E JARDIM, 2004).

1.2 Metilmercurio e as implicacdes na salde humana

Apds a absorcdo, o metilmercdrio é distribuido para todos os tecidos do corpo. Sua
excrecdo se da via fezes, urina e leite materno. A dieta alimentar, constituida de peixes
representa a principal fonte de exposicdo do homem a este tipo mercurial. Deste modo, a
preocupacdo com 0s possiveis agravos a salude relacionados a agdo toxica desse metal na
regido é crescente, uma vez que, este é o principal tipo de alimentacdo referido pelos
ribeirinhos, especialmente aqueles residentes nas areas proximas de atividades garimpeiras da

Amazonia, (BRABO et al, 2000).

Trabalhos realizados na bacia do rio Tapajds, utilizando peixes como Plagioscion
sp.(pescada), Cichla sp.(tucunaré), Brachyplatystoma filamentosum (filhote), Cichlidae
(acard), Mylossoma duriventre (pacu), Pseudoplatystoma fasciatum (surubim), Pellona spp.
(sarda) e Leporinus spp. (aracu), encontraram em areas de mineracao, valores que iam de 0,02
até 2,75 mg/kg, e para peixes de rios ndo expostos, os valores variaram de abaixo do limite até

0,10 mg/kg (BRABO et al, 2000; BISINOTI & JARDIM, 2004).

Os principais efeitos na saude humana, decorrentes da exposicdo ao MeHg sdo de

origem neurologica e podem apresentar-se por variados sintomas: escotomas (visao turva),
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ataxia (reduzida coordenacdo para andar), neurastenia (dor nos nervos), perda da audicéo,
disartria (dificuldade na articulacdo das palavras), deterioracdo mental, tremor muscular,
distarbio da motilidade e, em exposicdo mais graves, paralisia e morte (BISINOTI e

JARDIM, 2004).

No entanto, embora o mercurio seja reconhecidamente um metal neurotdxico, o seu
papel como possivel causador de disfungdes no sistema imune tem sido pesquisado na
literatura nas ultimas décadas (CHRISTENSEN et al,1993; SHENKER et al, 1993,

MATHIESON, 1995; BAHIA et al, 1999; KIM & SHARMA, 2003).

1.3 AcBes de Compostos Mercuriais em Células do Sistema Imune

Os possiveis efeitos do mercario no sistema imune tém sido estudados utilizando
varios tipos de células imunocompetentes. Shenker et al (1993), avaliando o efeito
imunotoxico de compostos mercuriais em linfocitos T e mondcitos humanos encontrou que o
mercdrio inibiu a habilidade dessas células de sintetizarem e secretarem a interleucina IL-1.
Este estudo demonstrou ainda que compostos mercuriais tém efeitos adversos tanto nas
fungdes dos neutrdfilos quanto naquelas desenvolvidas pelos macréfagos. Em baixas doses, o
HgCl, pode ter potente efeito no sistema imune de roedores, como estimulagdo ou supressao,
dependendo do estado do animal envolvido, levando ainda em animais susceptiveis, a

processos de auto imunidade (MATHIESON, 1995).

Um estudo usando duas diferentes linhagens de linfomas, um linfoma de célula T
murino (EL4) e um linfoma de célula B (A20), demonstrou um decréscimo dose dependente
na viabilidade celular, na integridade da membrana e na proliferacéo das duas linhagens (KIM

& SHARMA, 2003). Shenker et al (2000) demonstraram que a citotoxicidade do mercurio
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b(organico ou inorganico) em linfécitos e mondcitos, por alteracdo na atividade mitocondrial

dessas células, resultou em sinais de apoptose nesses tipos celulares.

Outros estudos, por sua vez, procurando analisar a acdo de substancias toxicas, como o
mercurio, em cultura de células sanguineas, demonstraram que linfocitos e linhagens
linfoblasticas apresentaram decréscimos de producdo de imunoglobulinas, e de proliferacéo
(BAHIA et al, 1999). Alguns desses efeitos tém sido relatados através da avaliacdo das acdes
desse metal na producdo de citocinas e imunoglobulinas, que podem indicar a implicacédo
deste, na inducdo de doencas alérgicas e autoimunes (MATHIESON, 1995; DUCHEMM et

al, 2007; HEMDAM et al, 2007).

Neste sentido, um numero mais expressivo de estudos utilizando o linfécito como
modelo para avaliar a capacidade imunotoxica das diversas formas de mercurio,
principalmente sua forma organica, parece ser necessario, uma vez que este metal pode
exercer distintos efeitos em diferentes tipos de células do sistema imune, e 0 avanco do
conhecimento de seu potencial imunomodulador é importante para a descri¢ao da participacao
de citocinas no processo imunotdxico do mercurio, 0 que pode ser Gtil para uma melhor

compreensdo do processo de comprometimento desse sistema.
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FIGURA 1 - llustracao da relacdo do mercurio com o homem (Goldwater, 1972).
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1.4 Linfocitos B e a Producéo de Citocinas

O organismo humano possui varios mecanismos de defesa frente as mais diversas
agressdes. O sistema imune destaca-se nesse cenario, como 0 mais importante desses
mecanismos. Como constituinte do sistema imune, o linfocito B ou célula B, como também é
conhecido, tem seu processo de desenvolvimento com ocorréncias de eventos que iniciam na
medula Ossea, onde sdo originados dos progenitores linfoéides. Em seguida essas células
seguem para o baco e |4 ocorrem as passagens intermediarias (T1, T2 e T3), chamada de
Estagios Intermediarios de Maturacdo, antes de alcancarem a maturidade celular ideal.
Durante a passagem desses estagios ocorre um processo de Selecdo Periférica Negativa que
eliminara, através da apoptose, as células B com potencialidade para montagens de respostas

autoimunes (REYES et al, 2006).

O linfécito B exerce fungdes importantes tanto nas respostas imunes inatas quanto nas
adaptativas. No primeiro tipo de respostas, o linfocito B atua como célula apresentadora de
antigeno (CAA), que fagocita os antigenos, processam-no em peptideos e 0s expdem em sua
superficie celular junto a moléculas chamadas Proteinas de Histocompatibilidade Principal
Classe Il (MHC de Classe Il), que formara com os peptideos, um complexo de membrana
reconhecivel por um subgrupo de linfdcitos T, chamados de celulas T CD4+ (ABBAS, 2005).

No segundo tipo de resposta, os linfécitos B, atuam na expressdo de receptores de
antigenos em sua superficie celular, chamados de anticorpos ou imunoglobulinas que servirdo
para o0 reconhecimento do antigeno e a interacdo com o mesmo. Participam ainda desse
processo, as citocinas, que sdo substancias efetoras liberadas primariamente, por linfdcitos T,
que atuam como mediadoras solGveis do sistema imune, agindo na co- estimulacdo da
expanséo clonal do linfécito B, mediante interacdo de contato com subgrupos de linfécitos T,
diferenciam-se em ceélulas secretoras de anticorpos, os plasmocitos (GORCZYNSKI &

STANLEY, 2001).
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Os linfdcitos também tém sido utilizado como modelo em estudos que procuram
analisar a acdo de substancias toxicas como o mercurio, em cultura de células sanguineas.
Esses estudos tém demonstrado que linhagens linfoblasticas e linfocitos apresentaram
diminuicdo no indice de proliferacdo (BAHIA et al, 1999, SHENKER et al, 19923, 1993a) e
na producdo de imunoglobulinas, citocinas (SHENKER et al, 1992a, 1993a). Um estudo
utilizando linfocitos e mondcitos demonstrou que a citotoxicidade do mercurio (organico ou
inorganico) em linfocitos e mondcitos, por alteracdo na atividade mitocondrial dessas células,

resultou em sinais de apoptose nesses tipos celulares (SHENKER et al, 2000).

As células B sdo primariamente reconhecidas funcionalmente pela producdo de
anticorpos, incluindo o autoanticorpo. Entretanto, o interesse por esses linfocitos tem sido
revisto recentemente e varias pesquisas tem lhe atribuido outros papéis na funcdo imune,
inclusive o de produtor de citocinas (YOUINOU, 2007; MIZOGUCH & EBHAN, 2006;
FILLATEAU et al, 2002; HARRIS et al, 2000 e HARRIS et al, 2005). Esse papel tem sido
objeto de pesquisa de varios grupos nos Gltimos anos. Em um estudo que utilizou como
modelos celulares linfécitos B e célula T CD4+ dentro de condic¢Bes inflamatorias induzidas
pela infeccdo por Toxoplasma gondii ou Heligmosomides polygyrus, foi demonstrado que
ambos os tipos celulares foram capazes de produzir um grande nimero de citocinas dentro das

condigdes inflamatdrias utilizadas (HARRIS et al, 2000 ; HARRIS et al, 2005).

Na ultima década, um nimero expressivo de estudos inflamatdrios experimentais in
vivo tem reforcado essa atribuicdo ao linfécito B. Uma dessas citocinas que tem sido relatada
como também produzida por linfécito B de memoria quando estimulado é o fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) em contextos de doencgas autoimune (DUDDY et al ,2007 ; LUND,
2008 ). Outros estudos relatam que essa citocina produzida por célula B, tem papel importante
na organogénese do tecido linféide e no controle do desenvolvimento de células dendriticas

(FU Y-X et al, 1998 ; ENDRESS et al, 1999). Desse modo, a capacidade dessa célula em
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produzir citocina da familia TNF, lhe atribui grande importancia nos diversos aspectos da

imunidade (LUND, 2008).

Outras pesquisas relatam uma consideravel producdo de IL-10 por essa célula em
artrites (MAURI et al, 2003), Lapus (BRUMMEL & LENNERT, 2005; LENNERT et al,
2005), irradiacdo ultravioleta e infeccdo por Shistossoma mansoni (MANGAN et al, 2004). A
producdo in vitro de interleucina 10 (IL-10) por linfécito B, quando ativado por LPS, tem sido
também documentada (DALWADI et al, 2005). Em humanos a liberacdo desta citocina por

células B também ja tem sido descrita ( DUDDY et al, 2004).

Gardner et al (2009), pesquisando a resposta inflamatéria in vitro de PBMCs
tratados com concentracBes subtdxicas de mercudrio, encontraram importante aumento na
liberacdo de citocinas inflamatdrias, dentre elas a interleucina 1 beta (IL-1B). Este estudo
demonstrou que baixas concentracGes deste metal podem afetar a funcdo imune em células
humana por modificar a regulacdo de citocinas, podendo influenciar efeitos adversos a saude
como o risco de autoimunidade. Em nosso trabalho a escolha da citocina TNF-o. se deu,
considerando o uso frequente desta em estudos de exposi¢cdo in vivo e in vitro ao metal

mercurio( GARDNER et al, 2009; GARDNER et al, 2010b ; NYLAND et al 2011).

1.5 Linfdcitos e Prolactina

Em pesquisas recentes, que tem sugerido a importante relacdo entre o sistema
neuroendocrino e o sistema imune, o linfocito tem sido modelo para diversas investigagoes.
Alguns desses trabalhos sugerem que essas células do tipo imunecompetente, por
apresentarem RNAm de PRL, podem ser produtoras desse hormdnio e que essas células

possuem ainda, receptores de dopamina, que seriam responsaveis pela possivel diferenca no
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tipo de controle local da producéo e regulacdo da PRL em relacdo a que ocorre na glandula

primaria de producéo do referido horménio (FREEMAN et al, 2000).

O hormonio Prolactina (PRL) é uma proteina cuja funcdo melhor conhecida é a
lactacdo (ROELFSEMA et al, 2012). A PRL tem como inibidor natural a Dopamina, que
controla sua sintese através da inibicdo da secrecdo. Sua acdo vinculada somente a lactacédo
era pela origem primariamente pituitaria. Entretanto, atualmente dados da literatura apontam
para a sua atuacdo em diversas funcdes bioldgicas. Os efeitos enddcrinos ou autocrinos
exercidos pela PRL tem sido demonstrado em diversos tipos de tecidos, com mais de 300
funcBes descritas em vertebrados (BOLE-FEYSOT et al., 1998). Em humanos a PRL é
produzida por muitos tecidos e a ela é atribuida um grande nimero de funcgdes, inclusive a

acao como citocina. (BEN-JONATHAN et al, 2008) .

Dentre as varias fungdes descritas para a PRL, ela pode regular a diferenciacdo das
glandulas mamarias, ovario, prostata, glandulas submaxilares e lagrimais, pancreas e figado
(HORSEMAN, 2001). Contudo, também pode modular a proliferacdo de varios tipos
celulares, incluindo: as células betas do pancreas, da pituitaria anterior, adipécitos, linfocitos
T e astrocitos. A via de sinalizacdo melhor descrita ativada pela PRL é a via JAK/Stat
(SCHINDLER, 1999), a qual resulta na ativacdo da transcricdo de produtos génicos que

executardo as funcdes celulares mediadas por esse polipeptidio.

Este polipeptidio também é conhecido por atuar na resposta inflamatoria, ainda que os
mecanismos implicados no processo ndo estejam bem esclarecidos. Dependendo do tipo
celular, do tecido e o estado fisiologico do 6rgdo, a PRL pode ser antiinflamatéria ou pro-
inflamatdria (YU-LEE, 2002). No Sistema Nervoso Central (SNC) estudos demonstraram que
a PRL pode agir como fator de crescimento e, estar envolvida na regulacdo da expressédo de

citocinas como TNF-a e IL-1 (DEVITO et al, 1995).
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As propriedades imunoestimulatorias da PRL sobre os linfocitos-T e B, célula natural
killer (NK), macrofagos, neutrofilos e células dendriticas tem sido demonstrada na literatura
(KOOIJMAN et al., 1996; DOGUSAN et al., 2001; MATERA et al., 2001). Neste estudo, a
PRL, um hormonio hipofisario imunorregulador, foi avaliada como substancia com
capacidade de citoprotecdo em ceélulas imunocompetentes como os linfocitos, supondo sua
capacidade de que, ao deflagrar respostas, possa atenuar os danos nestas células frente a

exposicao ao metilmercurio, agente agressor utilizado nesse modelo de estudo.

1.6 Células B95A

A linhagem celular B95-A, que foi usada neste trabalho, corresponde a cultura
continua de linfécitos B de primatas do grupo dos saguis (Marmoset), de ocorréncia nas
Américas do Sul e Central. Fazem parte deste grupo os Géneros Callithrix, Saguinus,
Leontopitheccus e Cebuella. Os mais comumente chamados de Marmoset sdo 0s dos géneros
Callithrix e Saguinus. Mas, um trabalho de caracterizacdo citogenética deste tipo celular a tem
relacionado mais especificamente a espécie Saguinus oedipus (MULLER et al,2001).

Esta linhagem celular é transformada pelo virus Epstein-Barr, adquirindo a condi¢do
de linhagem linfoblast6ide permanente (KOBUNE et al, 1990). Citologicamente, a linhagem
B95-A se comporta de duas maneiras: cerca de 50% das células aderem a superficie do frasco
de cultura, sob a forma fibroblastoide e as demais células permanecem dispersas no liquido de
cultivo, arredondadas, com a membrana citoplasmatica integra e bastante brilhante. O
processo de divisdo celular ocorre, provavelmente, na monocamada entre as células aderidas.

A linhagem é mantida em Meio Essencial Eagle, acrescido de 10% de soro bovino fetal.

1.7 A probleméatica do mercurio na Amazénia
Os impactos ambientais relativos ao uso indiscriminado do mercurio e suas possiveis

repercussdes na satde da populagédo exposta tem sido objeto de preocupacgéo de varios setores,
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inclusive grupos de pesquisa, que atuam na regido amazonica. Sabe-se que dependendo do
tipo e do tempo de exposicao a este metal, o individuo exposto podera apresentar desde uma
intoxicacdo aguda até o comprometimento do sistema nervoso central (SNC), como no caso
de Minamata, no Japao (ROSS, 1996).

Atualmente, embora a atividade garimpeira na regido tenha sofrido consideravel
diminuicdo e, por conseguinte, a quantidade do metal disponibilizado antropogenicamente por
esta via, a0 ambiente também seja menor, os varios estudos realizados nessas regides,
apontam para indices consideraveis do metal (dados em cabelo e urina) nas populacdes
estudadas , resultados coerentes com o tipo de alimento a base de peixes, principalmente
carnivoros, referidos pelos sujeitos pesquisados (SANTOS et al,2000). Considerando-se que
0s peixes carnivoros localizam-se no topo da cadeia alimentar aquética, a dieta a base destes,
pela populacdo dos locais pesquisados levaria a esse aumento nos niveis de mercdrio e
metilmercdrio, ja que trabalhos com peixes dessa regido tém demonstrado valores acima do
limite estabelecidos por parametros internacionais (BRABO et al, 2000).

A estreita relacdo entre os sistemas nervoso e enddcrino na coordenacdo das diversas
funcdes do organismo tem sido amplamente estudada nos Gltimos anos. Porém, pesquisas
recentes tém acrescentado a esses, 0 papel do sistema imune como muito importante na
interacd0 com 0 entdo chamado sistema neuroendocrino, a fim de propiciar um melhor
entendimento nas respostas do organismo aos mais diversos agentes externos, sejam eles
bioldgicos ou ndo bioldgicos (ver revissio DORSHKIND & HORSEMAN, 2001)).

A acdo do mercurio, particularmente do metilmercirio, especificamente em
compartimentos intracelulares tem sido pesquisada em diversos tipos celulares como
astrocitos e neurdnios (ALLEN et al, 2001) e célula de retina (HERCULANO et al, 2003).
Bahia e colaboradores (1999), trabalhando com cultura de células humanas expostas ao

mercurio, demonstraram que linfocitos e linhagens linfoblasticas apresentaram decréscimo na
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sua capacidade proliferacdo. Como resultado da citotoxidade induzida pelo mercurio (tanto
organico como inorganico), linfocitos e monaocitos apresentaram sinais de apoptose (morte
celular programada), principalmente por alteracdo na atividade mitocondrial que inclui a
mudanca na permeabilidade de membrana nesta organela (SHENKER et al, 2000)
ocasionando a morte celular.

Por outro lado, Estudos tém demonstrado que algumas substancias podem
desempenhar um papel citoprotetor frente a exposicdo a agentes estressores. Dentre essas
substancias, A PRL, por desempenhar papeis importantes junto as células do sistema imune
como os linfocitos T e B, por exemplo, atuando como fator autdcrino de crescimento para
proliferacdo de linfocitos (SABHARWAL et al, 1992) assim como sendo capaz de aumentar a
capacidade imune dessas células (DOHI et al, 2003) pode surgir neste cenario com mais esta
atribuicdo. Visando averiguar este potencial este estudo usou como modelo celular uma
célula do sistema imune: o linfdcito, que foi exposta a acdo do metilmercario e recebeu
tratamento com o hormdnio prolactina, onde se pretendeu avaliar uma possivel protecdo
celular propiciada por este hormonio a célula em questdo, dos efeitos toxicos desse metal e a
partir dos resultados obtidos, contribuir para o conhecimento das interacGes entre o0 sistema
imune e o sistema neuroenddcrino nos processos relacionados as diversas func@es bioldgicas
envolvidas nas respostas organicas as agressoes externas, inclusive aqueles ligados a metais

pesados, como € o caso do mercdrio.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Geral

Estudar possivel acdo citoprotetora e imunoreguladora da prolactina em linfocitos de

primata expostos ou nao ao metilmercdrio.

1.7.2 Especificos

1. Avaliar possiveis alterac@es na viabilidade celular em cultivos continuos de células da

linhagem B-95A submetidos a exposicéao de diferentes concentracfes de MeHg e PRL,;

2. Avaliar possiveis alteracdes na secrecdo basal de TNF a em cultivos continuos de
células da linhagem B-95A submetidos a exposicdo de diferentes concentracdes de

MeHg e PRL;

3. Avaliar possiveis alteracdes na viabilidade celular e secrecdo basal de TNF o em
cultivos continuos de células da linhagem B-95A submetidos a exposi¢do concomitante

de MeHg(5uM) e PRL(nM).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacdo do modelo experimental.

Para a avaliacdo da possivel protecdo do hormonio prolactina sobre os efeitos toxicos
do Metilmercario, utilizou-se como modelo celular linfocitos B de sagui (Saguinus oedipus)
modificados por co-cultivo com o virus Epstein-Barr (linhagem B95-A). A linhagem celular
foi desenvolvida em garrafas proprias para cultivo celular, com area de 25 cm com 5 ml de
Meio Dulbecco’s (DMEM) enriquecido com 20% de soro fetal bovino (SBF) e mantidas em

estufas bacteriologicas a 37° C.

A linhagem B95-A tem a caracteristica de ser mista quando em crescimento in vitro:
uma parte é mantida ancorada, com citoplasma aberto e morfologia tipo-fibroblasto; o restante
das células permanece flutuante no meio e com morfologia original de leucécito, mantendo
integras tanto as membranas celular e nuclear, quanto a cromatina desespiralizada, a

manifestar um comportamento interfasico.

Foi escolhido o uso das células em suspensdo por serem mais viaveis a manipulagéo,
deste modo, no momento em que a linhagem celular atingiu uma quantidade necessaria de
células em suspenséo (10°) foi transferida para tubo de ensaio estéril, na proporcéo de 0,5 ml
de suspenséo celular/tubo, em um total de 40 tubos (Figura 2). Cada tubo sofreu trés lavagens
com meio DMEM sem soro bovino fetal (SBF), antes do ensaio experimental. A exclusdo do
soro teve por objetivo isolar o efeito da prolactina exdgena de possiveis interferéncias de

fatores troficos ali contidos, bem como um controle de qualidade para a reagdo com MTT.
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Figura 2- llustracdo da preparacao do modelo experimental
2.2 Exposicédo ao MeHg.

A exposicdo a0 MeHg ocorreu nas concentracBes de 0,1; 1; 5; 10 e 50 uM de
MeHgCI, diluidas em meio DMEM puro. Apés as células estarem isentas de SBF, foram
adicionadas ao pellet de um total de 20 tubos, organizados por concentracdo, em 05
grupos(quatro tubos para cada concentracdo). As solucdes diluidas de mercurio, em volume
de 0.5ml/tubo como ilustrado na Figura 3, e em seguida mantidas em estufa bacteriolégica a

37° C, durante 18 horas (over night).

Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados, o sobrenadante retirado e guardado a
— 70 °C para posterior medida de TNFa por técnica de ELISA. O pellet foi entdo

imediatamente utilizado para teste de viabilidade celular por MTT.
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Figura 3- llustracao da exposi¢cdo ao Metilmercurio
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2.3 Tratamento com prolactina

Para analisar os efeitos citoprotetores da prolactina (PRL ovina, SIGMA) sobre a
linhagem B95-A, foram usadas as concentracdes 0,1; 1 e 10 nM de PRL diluida em DMEM
no volume de 0.5ml/tubo. Para este grupo foram utilizados 12 tubos, sendo 04 para cada

diluicdo, como mostrado na figura 4.
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Figura 4- llustracdo do tratamento com a Prolactina

Os oito tubos restantes foram utilizados como segue: 04 com tratamento conjunto de
PRL na concentracdo de 1 nM + MeHgCl em concentracdo de 54 M ( figura 5); os ultimos
04 tubos foram mantidos como controle, sem adicdo de PRL e MeHgCI, ou seja, as células

foram mantidas suspensas em meio DMEM sem SBF.

Figura 5- llustracdo do tratamento conjunto de Prolactina e Metilmercurio
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Para conclusdo do teste, os tubos foram mantidos também em estufa bacterioldgica a
37° C, durante 18 horas (over night). Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados e o
sobrenadante retirado e guardado a -70 °C, para posterior medida de TNFa. O precipitado foi

usado para ensaio de viabilidade celular.

2.4 Teste de viabilidade celular

O teste de viabilidade foi feito por Anélise fotocolorimétrica utilizando o sal tetrazélio
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromide) o qual marca apenas as células
vivas. As células viaveis possuem a capacidade de reduzir, através das desidrogenases
mitocondriais, a forma oxidada do MTT a um composto de cor azulada, formazan. O

monitoramento dessa reacao foi feito por espectrofotometria (MOSMANN, 1983).

Ao precipitado remanescente no tubo foi adicionado solu¢do composta de 500 ul de
HANKS (solucdo balanceada de tampdo fosfato, sem calcio e magnésio) e 50 ul de MTT,
numa concentragdo final de 5 mg/ml/tubo; incubados durante 02 horas em estufa
bacteriologica a 37°C abrigados da luz (ilustrado na figura 6). Ap6s sua incubacdo e
centrifugacdo, a solucdo de MTT foi substituida por DMSO puro para solubilizar os cristais
de formazan deixados na superficie celular. Ap6s a resuspensdo em DMSO as células
pigmentadas foram analisadas em espectrofotometro (SEAC-SIRIOS, Itali), com
comprimento de onda de 570 nm. O branco da reacdo foi a solucdo de DMSO (usada como

diluente).



Medida da Viabilidade Celular (MTT) 31

h

—

Ll
i Retirou-se o meio (usado
para dosar TNF Alfa)

—
_.'I.
-
_.‘I

Adicionou-se MTTe
HANKS (1:10)

a
“— @z

-
-
-
—

—~

= |ncubagio por 2 horas em

o T
il
| | | Je
MTT
}
Atividade ﬂ Adicionou-se
Mitocondrial DMSO
Formazan

= Leitura em espectrofotdmetro
(570nm)

Figura 6- Teste de viabilidade celular por MTT

2.5 Dosagem de citocina por técnica de ELISA

Medidas de concentracdo de TNFo no meio foram realizadas por técnica de ELISA
(kit comercial Bender MedSystems, Viena, Austria). O resumo do procedimento seguiu

como descrito abaixo.

2.5.1 Dosagem do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a.)

A figura 7 ilustra a dosagem da liberacdo do TNF-o pelo método de Elisa. Na
microplaca sensibilizada com o anticorpo anti TNF-a. de macaco, ap0s 0s primeiros dois
ciclos de lavagem mencionados no kit (Lavadora Clean Up- Microplate Washer, figura 8),
foram adicionado em 14 pocos (em duplicata), 100ul de volume final do padrdo ja
previamente diluido como prescrito no Kit. Nos pocos referentes as amostras foram
adicionados 50ul do diluente de amostra mais 50l dos sobrenadantes dos cultivos expostos e
ndo expostos a serem analisados. 100ul de diluente de amostra foram utilizados como branco
no teste. Em seguida foram adicionados 50ul de conjugado de biotina em cada poco. Apds

essa fase, a placa foi incubada ao abrigo da luz, por 2 horas. Ap6s o primeiro periodo de
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incubacdo a placa foi submetida a 4 ciclos de lavagens com tampdo de lavagem préprio em

lavadora automatizada(Lavadora Clean Up- Microplate Washer), ilustrado na figura 8.

Na préxima etapa do teste, foi entdo adicionado 100 ul de Streptavidin-HRP em cada
poco. Procedeu-se a segunda incubacdo prescrita no kit que foi de uma hora. Em seguida a
placa foi novamente lavada como anteriormente descrito. Em cada poco foi adicionado 100 pl
de TMB substrato e incubado por 10 minutos. Ap6s o ultimo periodo de incubacéo, a solucéo
de parada (100 ul) foi adicionada em todos os pocos da placa. A absorbancia da solucgéo foi
lida com comprimento de onda de 450 nm em uma leitora de microplacas Vivid Vision —

Microplate Reader (Figura 9).
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Figura 7- Demonstracdo esquematica e pratica da dosagem de liberacdo do TNF-a pelo

método de Elisa

Figura 8- Lavadora de Microplaca Figura 9- Leitora de Microplaca
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2.6 Aspectos éticos

O Projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais do Instituto
Evandro Chagas. As precaucdes de ordem ética seguiram as recomendacdes conforme normas
estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa consultado. Parecer de aprovagio N°

007/2011/CEPAN/IEC/SVS/MS (Anexo A).

2.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média = EPM (erro padrdo da média) e
tratados através do teste ANOVA de um critério com poOs-teste de Tukey para multiplas
comparagoes (GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego,

Califérnia, USA). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Efeitos do MeHg na viabilidade celular

As culturas foram expostas a concentracdes crescentes de 0.1; 1; 5; 10 e 50 uM de
MeHg por 18 h e somente a concentracdo de 0,1 UM néo alterou a viabilidade dos cultivos
(Figura 8). Em contrapartida, a diminuicao progressiva da viabilidade celular guardou relacéo
inversa com o0 aumento das concentracdes testadas. Perdas em cerca de 80% na viabilidade

ocorreram com a concentracdo mais alta (50 puM).

O MeHg na concentracdo de 1,0 uM, reduziu a viabilidade celular em 35%. As
concentracdes de 5 e 10 uM, 60% e 62%, respectivamente, ndo apresentaram diferencas

significantes entre si.
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Figura 10: Viabilidade celular de células da linhagem B95a exposta ao MeHg em meio
DMEM sem SBF nas concentragdes de 0,1; 1; 5; 10 e 50 puM. Exposicéo de 18h. Dados em
valores percentuais representativos da média + erro padrdo da média (n=4). *** p<0,001
para comparagdes entre 0s grupos: tratado versus controle.
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3.2 Efeitos da PRL na viabilidade celular

Com o objetivo de estudar a possivel ocorréncia de efeitos degenerativos da PRL
descritos por outros estudos (DEVITO et al., 1993), testamos trés concentragdes limiares: 0,1;
1 e 10 nM, onde 0,1 ndo produz efeito, 1 produz efeito citoprotetor e/ou mitogénico e 10 nM,
causa degeneracdo celular (DEVITO et al., 1993). Como esperado, somente a concentracdo

de 10 nM produziu significativa diminuicdo da viabilidade em cerca de 30%.

Assim, optamos pelo uso da concentracdo de 1 nM para associa-la a concentragdo
intermediaria de 5 uM de MeHg, a qual, foi efetiva em diminuir a viabilidade celular em

60% (Figura 9).
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Figura 11. Viabilidade celular de células da linhagem B95a tratados com PRL
(0,1; 1 ou 10 nm) por um periodo de 18 h. Dados expressos em erro padrdo da
média. Valores percentuais (n=4). **p<0,01.
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3.3 Efeitos da PRL em linfdcitos expostos ao MeHg.

A administracdo de PRL (1,0 nM) e o tempo de exposicdo (18 h) foram orientados por
evidéncias de acdo antiestressora deste hormonio em outras preparac@es in vitro (DEVITO et
al., 1993). Neste experimento, associamos o MeHg (5 uM) em dose de efeito intermediario
para permitir melhor visualizacdo das possiveis variagdes resultantes na viabilidade celular

(Figura 10) .
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Figura 12. Viabilidade celular de células da linhagem B95a expostas a
associacao de PRL (1 nM) + MeHg (5uM) por um periodo de 18 h. Nao houve
diferenca significante entre o grupo co-tratado e o grupo controle. Dados
expressos em EPM (n=4) de valores percentuais.

A viabilidade celular se manteve inalterada nos cultivos tratados com 1.0 nM de PRL,
mas diminuiu cerca de 40% apdés adicdo de MeHg a 5uM. Na associacdo MeHg/PRL, houve

neutralizacéo total do efeito citotoxico do metal.
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3.4 Efeitos do Metilmercurio na secrecdo de TNF-a.

Um caracteristico efeito bifasico na secrecdo de TNF-a foi observado apds exposicdo a
diferentes doses de MeHg. Diminui¢do com as doses menores (0,1 e 1 uM) e maiores (10 e 50

M) e uma significante estimulacdo apos a exposicdo a dose intermediaria (5 uM) de MeHg.

(Figura 11).
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Figura 13. Efeitos do MeHg (0.1; 1; 5; 10 ou 50 uM) na secrecdo de TNF-a. em células
da linhagem B95a por um periodo de 18 h. Dados expressos EPM (n=4). **p<0,01.

***<0,001,
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3.5 Efeitos da PRL na secrecédo de TNF-a

Neste grupo, somente a concentracdo de 1nM foi efetiva em estimular a secrecdo de
TNF-a um efeito estatisticamente significativo mas funcionalmente pouco eficaz (Figura 12),

sugerindo responsividade secretoria de TNF-a limitada nesta linhagem de linfocitos a

regulacdo da PRL isoladamente.
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Figura 14. Efeitos da PRL (0,1; 1 e 10nM) na secrecdo de TNF-o em células da
linhagem B95a por um periodo de 18 h. Dados expressos em EPM (n=4). **p<0,01.
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3.6 Efeitos da exposicdo simultanea a Metilmercurio e Prolactina, sobre a liberagéo

TNF-a

No grupo com tratamento conjunto, o valor de liberagdo de TNF-a, mostrou-se
diminuido e estatisticamente significante quando comparado com o grupo controle e com 0s
grupos tratados com PRL e MeHg, separadamente. Mas ndo houve recuperacao na liberagéo

da citocina pesquisada, no grupo cotratado quando comparado com o controle (fig 13).
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Figura 15. Efeito da associacdo PRL (1 nM) + MeHg (5 uM) na liberacdo basal de
TNF-a em células da linhagem B95a por um periodo de 18 h. Dados expressos em EPM
(n=4). **p<0,01. ***p<0,001.
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4. DISCUSSAO

Este estudo pretendeu avaliar o papel da PRL como um imunoregulador e citoprotetor
em cultivo continuo de linfocito B95a (linhagem de linfocito B de Saguinus oedipus,
rotineiramente utilizada para estudos de infeccdo viral) submetido a exposicdo mercurial

aguda (18 h).

Os resultados obtidos evidenciaram uma progressiva e potente acdo citotoxica em
cultivo continuo de linfocitos B95a agudamente (18h) resultante de crescentes concentracdes
de MeHg (0,1; 1; 5; 10 ou 50 puM) adicionadas no meio. Similar exposi¢cdo mostrou efeito
bifasico na secrecdo de TNF-a. Com a diminuicdo significativa ocorrendo em resposta as duas
menores (0,1 e 1 uM) e as duas maiores concentracdes (10 e 50 uM), e um evidente aumento

apos exposicdo a concentracdo intermediaria de 5 uM de MeHg.

Este tipo acdo mercurial foi comumente descrito por diversos estudos (LIMKE et al,
2004; GASSO et al, 2001) e provavelmente se deve a sua capacidade de bloquear canais de
célcio (DENNY & ATCHINSON, 1996; GASSO et al, 2001), dependendo se seu efeito foi
preponderante em competir com o ion calcio por canais externos ou internos de membranas,
citoplasmaticas ou extracelulares (DENNY & ATCHINSON, 1996). Assim, é esperado que
efeitos iniciais ou resultantes a baixos niveis de exposi¢do provoquem inibicéo da liberagédo de

substancias que dependam da entrada de célcio extracelular para ocorrer.

Em niveis intermediarios de exposicdo esperam-se efeitos estimulantes, pois bloqueios
intracelulares do sequestro de calcio livre do citoplasma para o interior das organelas resultam
em seu inevitdvel acimulo e um sucedaneo de efeitos estimuladores do calcio sobre o
metabolismo celular, incluindo exocitose, essencial para liberacdo de citocinas como o caso

do TNF-o. Em concentragdes letais para a célula, espera-se uma faléncia geral das suas
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funcbes essenciais, como o0 caso das duas maiores concentracGes aplicadas, as quais

resultaram em potente acdo citotoxica.

Essa citotoxicidade do mercurio ficou mundialmente conhecida com o caso de
Minamata em 1953 no Japdo, quando foram relatadas inUmeras alteracfes degenerativas do
sistema nervoso (TAKEUCH et al, 1962; IGATA, 1993; HARADA, 1995; KONDO 1997)
em pessoas que se alimentaram de peixes contaminados apds a dragagem do sedimento da sua

Baia.

Estudos conduzidos a partir de entdo, mostraram que o mercdrio pode atuar em
qualquer tipo celular produzindo inflamacg&o e necrose resultantes do estresse oxidativo como
preponderantes mecanismos de degeneracdo celular em intoxicacdes agudas (BASSETT et al,
2012). Por outro lado, alguns estudos desenvolvidos em células do sistema imune,
evidenciaram a participacdo de uma possivel via apoptética ativada por MeHg (SHENKER et

al, 2000).

De fato, 0 mercdrio pode comprometer a resposta imune por efeitos degenerativos
como os observados por KIM e SHARMA (2003), utilizando linhagens de células de linfoma

T(Células EL 4) e linfoma B (Células A20), e avaliando viabilidade por MTT.

No que tange a secre¢do de TNF-a os achados de outros estudos sdo inconclusivos,
mas apontam para efeito estimulante do MeHg (ILBACK et al.1996; GARDNER et al, 2009).
De fato, a exposicdo ao MeHg (3,69 g/g de alimento) por 3 dias aumentou a concentragdo
plasmatica de TNF-a e interferon gama (IFN-gama) em camundongos infectados ou nao por
virus amiocardico Coxsackie B3 (CB3) (ILBACK et al, 1996). Estes achados reforcam o
pressuposto de que contaminacfes agudas por MeHg agem como disparadores da resposta

imune, ndo por uma acgdo especifica a ele, mas como um estimulante da atividade celular geral
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indiretamente via acumulo de célcio livre no citoplasma (DENNY & ATCHINSON, 1996;
LIMKE et al, 2004).

Em outro plano, a sensibilidade do cultivo ao metal, encontrado neste estudo, pode
estar relacionada a retirada do soro fetal bovino se compararmos a cultivos realizados por
outros estudos (KIM & SHARMA, 2003). Diminuicéo significativa da viabilidade celular foi
obtida com a concentracdo de 1 uM. Celulas A20 (linfoma B) expostas a mercurio inorganico
teve significante decréscimo de viabilidade somente a partir da exposicdo a concentracdo de
10 uM (KIM & SHARMA, 2003), ou seja, uma concentracdo 10 vezes maior que a

encontrada em nosso estudo.

De fato, outras evidéncias mostraram que cultivos sem soro apresentaram maior
acumulo e correspondente maior sensibilidade aos efeitos degenerativos do metal por
astrocitos de hemisfério cerebral e cerebelo (ADACHI & KUNIMOTO, 2005), onde a dose de
10 uM de MeHg foi aproximadamente 60% mais efetiva em diminuir a viabilidade celular em

cultivos de astrdcitos de hemisfério cerebral apds 24 h de incubagéo.

A diminuicdo da viabilidade celular em células do sistema imune tem sido
demonstrada tanto sob a acdo do mercurio cloridrico quanto do metilmercurio. De fato, o
mercdrio inorganico mostrou ser menos potente em produzir citotoxicidade, desde que para o
metilmercdrio a LD50 é de 2,5 UM e para o mercurio cloridrico a LD50 é de 20 uM

(SHENKER et al, 2000).

O papel atribuido ao metilmercurio como agente causador de apoptose em ceélulas
como linfocitos T e B(GUO et al, 1998; KIM e SHARMA, 2003) e monacitos, nos conduz a
necessidade de distingui-la da necrose em nosso modelo utilizado, para futuros estudos de

mecanismos de intoxicacéo.
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O fato de a prolactina poder agir como um fator proliferativo; apresentar efeitos
citotoxicos em determinadas concentragdes e condicBes experimentais; e estimular o
metabolismo de células do sistema imune € que nos fez avaliar possiveis interferéncias deste
horménio na viabilidade celular e metabolismo do linfocito geneticamente modificado

utilizado como modelo experimental neste estudo (células da linhagem B95a).

A PRL, de fato, mostrou alguma toxicidade na maior concentracdo testada (10 nM). A
viabilidade celular foi comprometida em cerca de 30% ap0s o periodo de tratamento (18 h).
Os testes com as demais concentra¢fes ndo exibiram quaisquer variagdo em comparagao com

0 grupo controle.

Essa toxicidade observada pode ser resultante do tempo de exposicao e/ou auséncia de
soro fetal bovino na solucdo nutriente, fator contribuinte para o aumento da fragilidade
celular. Uma aproximacdo das condicdes reais nos mostra que a PRL é liberada em grandes
concentracdes imediatamente apos estimulo estressor, cujo pico ocorre em cerca de 30 min, e
retornando a condicdo basal 120 minutos depois. Adicionalmente, ha que se considerar sobre
a auséncia das proteases retiradas com o soro, fator adicional para manutencdo de moléculas

integras de PRL por mais tempo no meio.

Estes achados estdo de acordo com outros estudos onde a PRL apresentou efeitos com
perfil bifasico sobre a proliferacéo celular medida por incorporacéo de timidina, um indicador
de divisdo celular, onde a concentracdo de 1 nM atingiu o indice mais elevado de
incorporacgdo, enquanto que a concentragdo de 10 nM retornou os niveis de incorporagéo a
valores proximos ao basal (DEVITO et al. (1992). Considerando que a replicacdo celular
mantém uma taxa de novas unidades funcionais ativas, € de se esperar que a diminui¢cdo da

marcacdo celular por MTT possa significar, inclusive, que os cultivos tratados com a
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concentracdo de 10 nM apresentem algum nivel de estagnacdo em ciclos de reproducéo das

células a ela expostas.

A prolactina € um horménio classicamente conhecido por sua acdo reguladora no
sistema reprodutor e da resposta ao estresse. Muito embora, muito pouco se saiba sobre 0s
mecanismos regulatorios envolvidos no potente aumento de sua secrecdo em resposta a uma
classica condicdo de estresse (ataque e defesa), algumas evidéncias que sustentam sua agédo
estimulante na resposta imune (ARUMUGAN et al, 2010; TRIPATH & SODHI, 2008) e
efeitos citoprotetores (YAMAMOTO et al, 2008; JOHANSSON et al, 2009) a ela
relacionados, nos motivou estudar a ocorréncia de mecanismos capazes de aumentar a
resisténcia de linfocitos B, células sanguineas efetivas em responder a agressdes de diferentes
tipos com liberacdo de anticorpos especificos e citocinas pro-inflamatérias como o TNF a,

aqui avaliado.

Com o objetivo de avaliar se a PRL confere a linhagem B95a, alguma resisténcia a
intoxicacdo mercurial, promovemos sua incubagdo conjunta a concentracdo de 5 pM de
MeHg, na dose intermediaria de 1 nM, in6cua em diminuir a viabilidade celular. Os
resultados mostraram que a PRL foi eficaz em neutralizar totalmente a acdo degenerativa do
MeHg. Este resultado reforca a hipdtese de acdo citoprotetora da PRL, além de confirmar sua

acao trofica para linfocitos B de primatas do Novo Mundo.

De fato, evidéncias acumuladas em varios estudos contribuem para consolidar o papel
imunoendocrino da PRL (ARUMUGAN et al, 2010; TRIPATH & SODHI, 2008), regulando
a funcdo de varios tipos celulares que atuam na resposta imune e em mecanismos
neutralizadores de processos degenerativos como a resposta inflamatoria. Regulagdes sobre a

funcdo de linfocitos-T e B, célula natural killer (NK), macréfagos, neutréfilos e células
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dendriticas (KOOIJMAN et al., 1996; DOGUSAN et al., 2001; MATERA et al., 2001) séo

alguns exemplos.

A regulacdo da resposta inflamatoria pode ser um dos papéis indicados para o leque de
possibilidades regulatorias da PRL, apesar dos mecanismos relacionados ainda carecerem de
maiores esclarecimentos. A PRL pode agir como um agente antiinflamatorio ou proé-
inflamatdrio, dependendo do tipo celular, do tecido e do estado fisiologico do érgdo (YU-
LEE, 2002). No Sistema Nervoso Central (SNC) estudos demonstraram que a PRL pode agir
como fator de crescimento e, esta envolvida na regulacdo da expressdo de citocinas como

TNF-a e IL-1 (DEVITO et al., 1995) e da mitogénese em astrdcitos (DEVITO et al., 1993).

A acdo da PRL sobre a funcionalidade do linfécito foi avaliada neste estudo pela
medida da concentracdo de TNF-a secretado para o meio em resposta a incubagdo (18 h) com

crescentes concentracfes de PRL.

Os resultados mostraram que apenas a concentracdo de 1 nM foi eficaz em estimular a
secrecdo da citocina. O aumento isolado foi minimo e funcionalmente questionavel, sugerindo
que esta célula possa ndo ser responsiva a acao isolada da prolactina em estimular a secrecao
de TNF-a. Outros fatores circulantes talvez sejam necessarios para uma agao conjunta mais

efetiva.

De outro modo, a liberacdo efetiva do TNF-a pode ter sido suprimida pelo fato de
linfocitos B produzirem a Interleucina 10 (CARTER et al., 2012; NOH et al., 2012 ), uma
citocina imunossupressora que nao foi avaliada neste estudo, mas que pode ter sido liberada
neste processo a que foi submetido o modelo celular e dessa forma, interferindo na resposta

ao metal.
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A condicdo seguinte, associacdo da PRL ao MeHg, curiosamente, reverteu o efeito
estimulatorio de ambos, individualmente, sobre a secrecdo de TNF-a, para inibitorio. 1SS0
confirma a responsividade limitada da célula para responder ao controle da PRL sobre a

secrecdo daquela citocina.

Em relacdo ao modo de ligacdo a receptores, a PRL tem sua ativacdo através de
receptores de citocinas do tipo | que ativam as STATS do tipo STAT1,STAT3 e STAT5a e
ainda pela ativacdo da JAK2. Outro estudo mostrou ainda que a PRL também ativa as vias de
sinalizacdo scr-PLD (uma via mitogénica em astrocitos) e JAK/STAT nos processos de
diferenciacdo de astrécitos para induzir a proliferacdo deste tipo celular (MANGOURA et

AL, 2000).

No caso do TNF-a a ativagdo se da através da ligacdo a receptores TNF que dispara o
processo de transducao de sinal podendo ativar dois tipos de vias. Uma que produz dominios
de morte citoplasmatica e que leva a morte celular, e, por conseguinte a ativacdo de caspases
que leva a apoptose e induz inflamacédo e / ou sobrevivéncia celular por meio do fator ligado
ao receptor de TNF que espalham sinais com o objetivo de levar a ativagdo de fatores
transcricionais e inducdo génica (BENEDICT, 2003) ao nucleo.

Os resultados deste estudo confirmaram a toxicidade do MeHg para células da
linhagem linhagem B95-A e sua reversdo, que pode estar relacionada a agdo protetora da

PRL.
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5. CONCLUSAO

- O estudo evidenciou efeitos degenerativos do MeHg sobre a integridade funcional de
linfocitos B (B95a) de um primata do Novo Mundo;

- A acdo citoprotetora da PRL foi confirmada uma vez que o efeito parcial do MeHg foi
totalmente neutralizado por adigdo conjunta deste horménio;

- Essa acdo protetora provavelmente ndo ocorreu com participagdo do TNF-a, uma vez que a
PRL nao foi eficaz em regular sua secrecdo basal ou alterada por MeHg, com efeitos isolados,
de baixa magnitude e contraditorios;

- Alguns estudos tem demonstrado que o linfécito B tem uma aparente resposta de origem
humoral aos compostos mercuriais (producdo de autoanticorpo e aumento policlonal dos
niveis no soro de imunoglobulinas), sugerindo que este metal afeta grandemente esta célula;

- E corrente na literatura que o linfocito B também tem respondido ao mercurio na produgao
de inumeras citocinas, inclusive o TNF a, demonstrando ser um bom modelo para o estudo in
vitro da imunomodulagéo por este metal;

- Neste sentido, a continuidade deste estudo pode vir a contribuir para discussao do potencial
do mercurio em relacdo a este tipo celular do sistema imune.
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Tabela 1. Avaliacdo da Viabilidade Celular de Cultura de Linfécitos B transformados

submetidos a intoxicacdo por MeHg em diversas concentracdes. Os dados sdo apresentados

em media mais desvio padrdo da média. * 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 para comparacdes

entre 0s grupos: tratado versus controle.

MeHgCl MeHgClI MeHgClI
Controle 0.1uM MeHgCI 1uM  MeHgCl 5uM  10uM 50uM
0.345 0.289 0.174 0.149 0.107 0.048
0.349 0.293 0.252 0.177 0.117 0.060
0.267 0.324 0.181 0.071 0.125 0.051
0.271 0.338 0.204 0.107 0.117 0.054
x=0.308  x=0.311 x=0.203 x=126 x=0.117 x=0.053
DP=0.045 DP=0.024 DP=0.035 DP=0.047 DP=0.007 DP=0.005
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Tabela 2. Avaliacao da Viabilidade Celular de Cultura de Linfdcitos B transformados

submetidos ao tratamento com PRL em diversas concentracdes

CONTROLE PRL 0.1 nM PRL 1.0 nM PRL 10 nM
0.345 0.285 0.297 0.205
0.349 0.316 0.258 0.199
0.267 0.345 0.285 0.214
0.271 0.342 0.271 0.210
x=0.308 x=0.322 x=0.277 x=0.207
DP=0.045 DP=0.028 DP=0.016 DP=0.006
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