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RESUMO 

O mercúrio é um metal que se destaca dos demais por se apresentar líquido em 

temperatura e pressão normais. Este xenobiótico se apresenta como a maior fonte de 

poluição em várias partes do mundo e tem como característica ser altamente tóxico ao 

Sistema Nervoso Central (SNC). O despejo é na forma líquida diretamente no solo e 

leito dos rios. Este metal pesado é complexado com vários elementos presentes no solo 

ou sedimentos sendo convertido à metilmercúrio (MeHg) pela microbiota aquática. O 

MeHg apresenta a capacidade de se acumular ao longo da cadeia trófica, um evento 

conhecido como biomagnificação, o qual afeta diretamente a vida humana. Nesse 

sentido, a Região Amazônica se destaca por possuir todos os componentes necessários 

para a manutenção do ciclo biogeoquímico do mercúrio, além de populações 

cronicamente expostas a este metal pesado, sendo este fato considerado um problema de 

saúde pública. Tem-se conhecimento que este xenobiótico após a exposição aguda a 

altas doses promove desordens relacionadas ao surgimento de processos degenerativos 

no SNC, entretanto, os efeitos a baixas concentrações ainda não são totalmente 

conhecidos. Nesse sentido, se destacam as células gliais que atuam como mediadores no 

processo de neurotoxicidade desse metal, principalmente em baixas concentrações. 

Apesar de este tipo celular exibir um importante papel no processo de intoxicação 

mercurial, a ação deste metal sobre as células glias é pouco conhecida, principalmente 

sobre o genoma e a proliferação celular. Desta forma, este trabalho se propõe a avaliar o 

efeito da exposição a este xenobiótico em baixa concentração sobre o material genético 

e a proliferação celular em células da linhagem glial C6. As avaliações bioquímica 

(atividade mitocondrial – medida pelo ensaio de MTT –) e morfofuncional (integridade 

da membrana – avaliada pelo ensaio com os corantes BE e AA –) confirmaram a 

ausência de morte celular após a exposição ao metal pesado na concentração de 3 µM 

por um intervalo de 24 horas. Mesmo sem promover processos de morte celular, o 

tratamento com esta concentração subletal de MeHg foi capaz de aumentar 

significativamente os níveis dos marcadores de genotoxicidade (fragmentação do DNA,  

formação de micronúcleos, pontes nucleoplásmica e brotos nucleares). Ao mesmo 

tempo, foi possível observar uma alteração no ciclo celular através do aumento do 

índice mitótico e uma mudança no perfil do ciclo celular com aumento da população 

celular nas fases S e G2/M, sugerindo um aprisionamento nessa etapa. Esta mudança no 

ciclo celular, provocada por 24h de exposição ao MeHg, foi seguida de uma redução no 

número de células viáveis e confluência celular 24h após a retirada do MeHg e 

substituição do meio de cultura, além do aumento no tempo de duplicação da cultura do 

mesmo. Este estudo demonstrou pela primeira vez que a exposição ao metilmercúrio em 

concentração baixa e subletal é capaz de promover eventos genotóxicos e distúrbios na 

proliferação celular em células de origem glial. 

Palavras-chave: Mercúrio. Metilmercúrio. Glia. Genotoxicidade. Ciclo celular. 

Proliferação celular. 
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ABSTRACT 

Mercury is a metal that stands out from the rest for present liquid under normal 

temperature and pressure. This xenobiotic is the largest source of pollution in many 

parts of the world and has been characterized toxic to the central nervous system (CNS). 

After dumping in liquid form directly into soil and riverbed, this heavy metal complex 

with various organic elements or it is converted to methylmercury (MeHg) by aquatic 

microbiota. The MeHg can move up the food chain, an event known as 

biomagnification, which directly affects human life. Thereby, the Amazon stands out for 

having all the components necessary for the maintenance of biogeochemical cycle of 

mercury as well as populations chronically exposed with this heavy metal. And this 

metal is considered a public health problem. It is well known that this xenobiotic after 

acute exposure to high doses promotes disorders related to the emergence of 

degenerative processes in the CNS, however, the effects at low concentrations are not 

yet fully described. Despite this cell type play an important role in the mercury 

intoxication process, the role of this metal on glial cells is not well known, especially on 

the genome and cell proliferation. Thus, this study aimed to evaluate the effect of 

exposure to this xenobiotic at low concentration on DNA and cell proliferation in C6 

glial lineage cells. The biochemical (mitochondrial activity - measured by MTT assay -) 

and morphofunctional evaluations (membrane integrity - measured by the assay with 

dyes and AA BE -) confirmed the absence of cell death after exposure to heavy metals 

in a concentration of 3 µM for 24 hours. Even without causing cell death processes, the 

treatment with sublethal concentration of MeHg that was able to significantly increase 

the levels of markers of genotoxicity (DNA fragmentation, micronuclei, nuclear 

nucleoplasmic bridges and nuclear bud). At the same time, it was possible to observe a 

change in the cell cycle by increasing the mitotic index and a change in the cell cycle 

profile with increased cell population in S and G2 / M phases, suggesting an arrest cell 

cycle arrest. This change in cell cycle caused by MeHg exposure was followed by 

number of viable cells and cell confluence decrease, 24 hours after the withdrawal of 

MeHg of culture medium. The C6 cell line culture in addition showed an increase on 

doubling time parameter. This study demonstrates for the first time exposure to 

methylmercury low and sublethal concentration can promote genotoxic events and 

disturbances in cell proliferation in glial cell origin. 

Keywords: Mercury. Methylmercury. Glia. Genotoxicity. Cell Cycle. Cell 

Proliferation.  
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1    INTRODUÇÃO 

1.1 Mercúrio: Considerações gerais, ciclo biogeoquímico e a Região Amazônica 

O mercúrio é um metal que se destaca dos demais por se apresentar na forma 

líquida em temperatura e pressão normais. Este xenobiótico se apresenta como a maior 

fonte de poluição em várias partes do mundo e tem como característica ser tóxico ao 

sistema nervoso central (Hong, Kim et al. 2012). Apesar de ter uma origem natural, este 

poluente se acumula no meio ambiente principalmente pelo despejo incorreto dos 

resíduos provenientes de fábricas e áreas de mineração. Por este motivo, a extração de 

minérios de interesse econômico é fortemente associada ao acúmulo de mercúrio no 

meio ambiente (Boening 2000; Carocci, Rovito et al. 2014). O despejo do mercúrio no 

meio ambiente pode ser tanto na forma líquida quanto em vapor. O mercúrio metálico 

liberado no meio ambiente pelas fábricas e garimpos encontra na forma metálica (Hg
0
), 

que posteriormente é oxidado gerando íons de mercúrio. 

 No estágio iônico, pode ser encontrado em duas formas: mercúrio (I) e mercúrio 

(II) (Hg
+1

 e Hg
+2

 respectivamente) (Boening 2000). Quando liberado na forma de vapor, 

o metal é convertido na sua forma iônica, o que confere uma maior hidrossolubilidade a 

este metal, o qual retorna ao solo e bacias aquáticas através da chuva. O aumento da 

capacidade deste poluente se dissolver em água está relacionado a uma maior 

distribuição tanto nos organismos quanto no meio ambiente. 

Dessa forma, quando o despejo é na forma líquida, diretamente no solo e leito dos 

rios, onde este metal é complexado com elementos orgânicos, (Wasserman, Hacon et al. 

2003; Li, Feng et al. 2009) é possível observar a condução deste poluente em direção 

aos rios durante as chuvas, através de um processo denominado lixiviação. Sendo assim, 

após a liberação do mercúrio no meio ambiente, é descrito diversas rotas pelas quais o 

poluente pode seguir, e de forma geral, esses caminhos são denominados conjuntamente 

de ciclo biogeoquímico do mercúrio (Wasserman, Hacon et al. 2003; Li, Feng et al. 

2009) (Figura 1). 
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Figura 1: Ciclo biogeoquímico do mercúrio no ambiente amazônico. MeHg (metilmercúrio); DMHg 

(dimetilmercúrio); Hg
0
 (mercúrio metálico); Hg

2+
 (mercúrio iônico). Modificado de Wasserman e 

colaboradores (2001). 

 

Uma vez no leito dos rios, o mercúrio é biotransformado na microbiota presente 

nesse sistema em espécies orgânicas, resultando, principalmente, na formação de 

metilmercúrio (MeHg) (Ekstrom and Morel 2008). A formação deste radical orgânico 

de mercúrio é de importância para a toxicologia, devido os compostos orgânicos de 

mercúrio possuírem uma maior capacidade de acumulação em tecidos quando 

comparada com a forma inorgânica (Harris, Pickering et al. 2003; Syversen and Kaur 

2012). Sendo assim, ocorre um aumento na ingestão deste xenobiótico através da 

alimentação, de acordo com o aumento do nível trófico da cadeia alimentar, um evento 

denominado biomagnificação (Paez, Betancourt et al. 2012; Pouilly, Rejas et al. 2013). 

Como exemplo, é possível observar que peixes carnívoros apresentam uma 

concentração maior de mercúrio quando comparados com espécies não carnívoras 

(Pouilly, Rejas et al. 2013; Rodriguez Martin-Doimeadios, Berzas Nevado et al. 2014). 

Desta forma, o homem se mostra mais vulnerável à contaminação mercurial por estar no 

topo da cadeia trófica.  

A presença constante de componentes na dieta, contendo este poluente, resulta em 

um quadro crônico de intoxicação, o qual é caracterizado pela exposição a baixas 

concentrações deste xenobiótico por um longo intervalo de tempo. (Hong, Kim et al. 

2012). Apesar de haver sido relatada a presença do mercúrio em outros componentes da 
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dieta, o consumo de pescado contaminado com este metal é descrito como a principal 

fonte de intoxicação por este metal pesado (Li, Wang et al. 2010). Portanto, a exposição 

humana está diretamente relacionada ao nível de mercúrio encontrado na alimentação e 

na frequência do consumo destes peixes contaminados (Santos, Jesus et al. 2000; 

Pinheiro, Macchi et al. 2008). 

Nesse contexto, a Região Amazônica se destaca por possuir todos os componentes 

necessários para a manutenção do ciclo biogeoquímico do mercúrio e a exposição 

humana a este xenobiótico (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 2010; 

Rodriguez Martin-Doimeadios, Berzas Nevado et al. 2014). Os primeiros registros de 

despejo deste metal pesado são relacionados ao período colonial e pós-colonial na 

América do Sul, onde se estima a liberação de quase 200 mil toneladas de mercúrio 

pelos portugueses e espanhóis (Nriagu 1993), embora não seja conhecido ao certo, 

quanto deste total foi despejado na Região Amazônica. Ainda, a presença de 

quantidades significativas de ouro no ambiente amazônico resultou novamente em uma 

intensa extração aurífera, um evento que ficou conhecido como “corrida do ouro”. 

(Wasserman, Hacon et al. 2003). Estima-se que durante este período de intensa 

atividade aurífera (entre 1980-1990), foram despejadas, no meio ambiente, mais de duas 

mil toneladas de mercúrio (Wasserman, Hacon et al. 2003). 

Por outro lado, outros autores defendem que a presença do mercúrio no solo 

amazônico poderia ter uma origem natural (revisado por Warsermann et al., 2001). Esta 

teoria surgiu em meados da década de 1990, a partir de avaliações químicas do solo 

amazônico. Estas análises revelaram uma presença elevada de mercúrio formando 

complexos com ferro (Roulet 1995). A partir desses dados, foi calculado que a 

quantidade presente de mercúrio nos solos amazônicos é muito superior ao que estima 

ter sido liberado neste ambiente através da extração aurífera (Roulet 1996). Contudo, é 

importante ressaltar que para estas conclusões, foram analisadas amostras cuja coleta foi 

realizada de forma muito pontual e os cálculos não levaram em consideração a 

heterogeneidade do solo amazônico (Wasserman 2001). 

Independente da origem do mercúrio na Região Amazônica, é possível observar a 

presença deste metal pesado acima dos limites de segurança definidos para peixes (0,5 

µg/g, peso unido) até mesmo em espécimes comercializados em Belém (capital do 

estado do Pará), uma região afastada das zonas de garimpo (Berzas Nevado, Rodriguez 
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Martin-Doimeadios et al. 2010; Rodriguez Martin-Doimeadios, Berzas Nevado et al. 

2014). 

Dessa forma, a presença deste metal pesado constitui um risco à saúde humana, 

uma situação que pode ser agravada em regiões em que o peixe constitui a principal 

fonte proteica, como é o caso das comunidades que residem às margens dos rios, 

conhecidas como “ribeirinhas”. Essas comunidades apresentam um estilo de vida 

comum, no qual a principal fonte de renda é a pesca, sendo esta também a principal 

responsável pela fonte proteica da dieta (Pinheiro, Oikawa et al. 2006). 

Todavia, o monitoramento da exposição do mercúrio, nessas populações, vem 

sendo acompanhado nas últimas décadas. (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-

Doimeadios et al. 2010). Estudos avaliando a quantidade deste metal pesado em 

amostras biológicas dessas populações ribeirinhas, relataram a presença deste 

xenobiótico em altas concentrações, chegando até 25 ppm (partes por milhão) na década 

de 1990 (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 2010). Dessa forma, é 

possível observar que essas populações apresentavam quantidades de mercúrio bem 

acima do limite de segurança proposto pela Organização Mundial de Saúde (OMS), que 

é de 10 ppm para o cabelo (WHO 1990). 

 Afortunadamente, ao longo das últimas décadas, tem sido observada uma redução 

nos níveis de mercúrio nas amostras biológicas das populações ribeirinhas da região do 

Tapajós (uma das principais regiões amazônicas afetadas pela exposição mercurial), 

chegando próximo ao limite de segurança proposto pela Organização Mundial de Saúde 

(revisado por Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al., 2010). Cabe 

destacar que esses limites de segurança foram estabelecidos baseando-se em episódios 

agudos de intoxicação humana (Minamata, Iraque, etc.). 

Por outro lado, as consequências de uma exposição crônica a níveis relativamente 

baixos de mercúrio, como as observadas na região do rio Tapajós, são pouco conhecidas 

(Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 2010). Assim, na última década 

vem crescendo a discussão se esses limites de segurança estabelecidos pela OMS seriam 

adequados, especialmente considerando que a exposição prolongada a doses 

relativamente baixas de mercúrio é capaz de produzir alterações subclínicas 

neurocomportamentais (relacionadas principalmente à coordenação motora) e alterações 

genotóxicas (Dourson, Wullenweber et al. 2001; Carta, Flore et al. 2003; Auger, 
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Kofman et al. 2005; Silva-Pereira, Cardoso et al. 2005; Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 

2007; Crespo-Lopez, Macedo et al. 2011). 

 

1.2    Toxicologia da intoxicação mercurial 

1.2.1 Toxicocinética e efeitos no sistema nervoso central 

Durante o ciclo biogeoquímico do mercúrio, é possível observar que a conversão 

do mercúrio em metilmercúrio é uma etapa fundamental para que ocorra o processo de 

biomagnificação deste metal. As formas orgânicas apresentam uma maior toxicidade 

quando comparadas com a forma inorgânica. Além disso, a maior fração do mercúrio 

encontrada em amostras está na forma de metilmercúrio (Berzas Nevado, Rodriguez 

Martin-Doimeadios et al. 2010). Quando comparado ao mercúrio metálico, o MeHg 

apresenta um maior facilidade de atravessar barreiras biológicas, conferindo a este 

composto uma alta absorção e distribuição (Syversen and Kaur 2012). 

Interessantemente, as características químicas do metilmercúrio também conferem a 

este composto uma ampla distribuição no organismo e o longo tempo de meia vida, 

aproximadamente 60-70 dias (Brunton 2007; Syversen and Kaur 2012). A afinidade 

deste xenobiótico por grupamentos sulfidrila (-SH) é responsável pela ligação deste 

composto às proteínas plasmáticas e teciduais, o que resulta em uma facilidade na 

distribuição e de permanência deste metal no organismo (Brunton 2007). 

Após alcançar o SNC, observa-se o início de uma série de eventos deletérios, no 

qual as células gliais apresentam um papel fundamental. O papel fisiológico das células 

gliais envolve a manutenção da concentração normal de íons e do pH, prevenção contra 

o aumento de neurotransmissores (por exemplo, glutamato), produção de fatores 

neurotróficos para divisão, diferenciação neuronal e fagocitose de restos celulares 

(debris) e mediação da reposta imune no SNC (Shanker, Syversen et al. 2003; Ni, Li et 

al. 2012). Este tipo celular, apresenta uma função protetora fundamental durante a 

intoxicação por MeHg (Shanker, Syversen et al. 2003). Inclusive, esse suporte pode ser 

detectado in vitro durante o cultivo simultâneo de células gliais e neuronais (cocultura 

ou cultura mista), em que é observado um aumento na resistência neuronal ao MeHg 

(Morken, Sonnewald et al. 2005). 



18 
 

 As células gliais apresentam os astrócitos e microglias como componentes 

principais, (Ni, Li et al. 2012) e durante a intoxicação mercurial, algumas características 

podem ser observadas em ambos os tipos celulares (Ni, Li et al. 2012). Essas 

particularidades incluem o depósito de mercúrio intracelular, formação de eventos 

oxidativos o aumento na expressão do fator Nrf-2 (relacionado à expressão de enzimas 

antioxidantes). (Nevado, Martin-Doimeadios et al. 2011; Ni, Li et al. 2011). 

Além disso, é conhecido que o MeHg é capaz de alterar a reposta dos astrócitos 

em relação aos níveis de glutamato, aumentando o nível deste neurotransmissor na 

fenda sináptica, o que resulta no quadro de ecxitotoxicidade neuronal (Shanker, 

Syversen et al. 2003). Este evento, é resultado da ação do MeHg sobre o sistema de 

captação do glutamato originando uma inibição da captação e ao mesmo tempo um 

aumento na liberação deste neurotransmissor (Aschner, Du et al. 1993). 

Também é observado em células gliais uma ação inibitória do MeHg na 

captação de precursores para a síntese de glutationa (Shanker and Aschner 2001). É 

importante destacar que em células mamíferas, este composto é responsável por 90% 

dos tióis livres, não ligados às proteínas, e uma redução na síntese deste composto deixa 

as células mais vulneráveis à ação do MeHg (Anderson and Meister 1983; Belletti, 

Orlandini et al. 2002). Este mecanismo de ação pode estar associado com o fato de que 

os distúrbios celulares observados em células gliais ocorrem antes dos danos em células 

neuronais, durante a intoxicação com MeHg (Shanker and Aschner 2001).  

 De fato, após a exposição ao MeHg, foi observado que neurônios se destacam 

dos outros tipos celulares por reterem uma menor quantidade de metal pesado no 

interior celular (Charleston, Bolender et al. 1994) sendo essa característica também 

observada tanto em estudos conduzidos in vitro quanto in vivo (Charleston, Bolender et 

al. 1994; Nevado, Martin-Doimeadios et al. 2009). Como também é atribuído às células 

gliais, essa capacidade de acumulação de MeHg após a exposição,  ocorre tanto em 

células astrocitárias quanto em microglias (Nevado, Martin-Doimeadios et al. 2009; Ni, 

Li et al. 2011). Em um cérebro adulto, esses eventos resultam em danos tissulares e 

perda neuronal no hipocampo e cerebelo, além de algumas áreas bem específicas do 

córtex cerebral. Estas regiões são denominadas “áreas primárias do córtex cerebral” e o 

comprometimento dessas estruturas afetam diretamente os sistemas visual, auditivo, 

somático sensorial e motor (do Nascimento, Oliveira et al. 2008). 
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A exposição aguda a altas doses de metilmercúrio está associada a dores de 

cabeça, tremor, redução da atividade cognitiva, constrição do sistema visual, distúrbios 

nos sistemas somático sensorial (perestesias), auditivo, ataxia cerebelar e deficiência na 

memória (do Nascimento, Oliveira et al. 2008). Em contrapartida, a exposição crônica é 

caracterizada por sintomas aparentemente mais brandos, incluindo tremores 

(principalmente em membros superiores), distúrbios emocionais (irritabilidade, timidez 

e ansiedade), insônia, perda de memória e déficit cognitivo (Brunton 2007). 

1.2.2 Toxicodinâmica do mercúrio: eventos celulares e moleculares 

Os sintomas apresentados após a exposição ao metilmercúrio estão usualmente 

associados à degeneração celular em regiões cerebrais. Uma vez que este xenobiótico se 

acumula no tecido cerebral, é desencadeada uma série de eventos nocivos, que 

dependendo da intensidade resultam em processos de neurodegeneração. Apesar de os 

mecanismos celulares pelos quais o mercúrio exerce e os efeitos ainda não terem sido 

completamente elucidados, algumas ações têm sido associadas à exposição mercurial 

como o desequilíbrio nos níveis de neurotransmissores excitatórios, alterações na 

homeostase dos íons cálcio, desarranjo nos microtúbulos, falência da cadeia respiratória, 

formação de radicais livres, redução da capacidade antioxidante celular, estresse 

oxidativo e genotoxicidade (do Nascimento, Oliveira et al. 2008; Crespo-Lopez, 

Macedo et al. 2009) 

Assim, o estresse oxidativo parece ter uma relação direta na formação de eventos 

genotóxicos. Este evento é capaz de promover a oxidação de biomoléculas como 

proteínas, lipídeos e DNA (Catala 2006; Negi, Pande et al. 2014; Ge, Yan et al. 2015). 

O mecanismo exato que o MeHg promove e sua ação genotóxica ainda não é 

completamente conhecido (Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009). 

Além da interação com microtúbulos, o estresse oxidativo e a interação direta do 

metal pesado com os ácidos nucleicos são eventos que podem estar subjacentes à ação 

genotóxica deste poluente (Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009). Dentre os efeitos 

promovidos pelo estresse oxidativo, dois são especialmente importantes para indicar 

esta via como participante na formação de eventos genotóxicos dos compostos contendo 

mercúrio: a oxidação direta das bases nucleicas e a mudança conformacional das 

proteínas do sistema de reparo do DNA (Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009).

 Entretanto, outros eventos observados durante a exposição ao MeHg também 
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são apontados como possíveis mecanismos moleculares do estresse genotóxico, como, 

por exemplo, a interação do mercúrio com os microtúbulos do citoesqueleto celular 

(Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009). Este fato pode estar intimamente relacionado com 

a afinidade deste metal pesado com os grupamentos sulfidrilas presentes na tubulina, 

componente monomérico dos microtúbulos, uma vez que este metal apresenta um 

tropismo por este tipo de molécula (Farina, Aschner et al. 2011). A associação deste 

xenobiótico aos microtúbulos resulta tanto na inibição do agrupamento dos monômeros 

de tubulina quanto na despolimerização dos filamentos já formados, inclusive em 

células do SNC (Sager, Doherty et al. 1983). Este evento se torna especialmente 

importante uma vez que os microtúbulos possuem um importante papel no 

desenvolvimento do sistema nervoso, atuando ativamente no processo de proliferação 

celular (do Nascimento, Oliveira et al. 2008). 

Os microtúbulos apresentam um papel fundamental no ciclo celular, 

especialmente, durante a divisão dos cromossomos entre as duas células filhas. 

Portanto, é provável que um composto químico que tenha uma ação deletéria nestes 

filamentos do citoesqueleto resulte em erros na divisão do DNA. De fato, é possível 

observar um efeito genotóxico deste metal em células originárias do sistema nervoso 

central, com exposições que normalmente não induziriam alterações comportamentais 

(Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Crespo-Lopez, Macedo et al. 2011). 

1.2.3 Toxicologia mercurial in vitro 

Devido à diversidade de mecanismos moleculares subjacentes aos eventos 

deletérios do MeHg no SNC, a avaliação in vitro surge como uma importante 

ferramenta de estudo devido a possibilidade de avaliar um tecido ou tipo celular 

isoladamente (Ehrich and Veronesi. 1999). Em toxicologia, os testes in vitro utilizando 

células de mamíferos têm normalmente dois propósitos: investigar as formas e os 

mecanismos relacionados à ação biológica de compostos químicos e descrever novas 

moléculas químicas com potencial neurotóxico. Este modelo de avaliação apresenta 

vantagens como a possibilidade de conduzir os experimentos em um ambiente uniforme 

e altamente controlado, além de reduzir o número de animais sacrificados, o tempo e os 

custos dos experimentos (Giordano and Costa 2011). 

Estes experimentos podem ser conduzidos com culturas primárias (tecido obtido 

diretamente de um doador, normalmente roedores) ou utilizando linhagens celulares 
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imortalizadas. Para a avaliação em toxicologia, os dados obtidos com esses modelos 

apresentam uma boa correlação tanto entre si quanto com os observados em modelos in 

vivo (Clemedson and Ekwall 1999; Ekwall 1999). O uso de linhagens celulares 

apresenta vantagens como possuir uma população homogênea de células, o cultivo ser 

rápido e fácil (Giordano and Costa 2011). Alguns tipos celulares podem ser induzidos a 

se diferenciar em um tipo mais específico, entretanto, estes novos fenótipos podem não 

exibir o mesmo observado em culturas primárias (Giordano and Costa 2011). 

Para os estudos envolvendo MeHg, é observado o uso frequente de algumas 

linhagens de neuroblastoma e glioma como modelos  para avaliação da ação tóxica 

deste metal pesado no SNC. Dentre as linhagens neuronais mais frequentemente 

utilizadas encontram-se B103, SH-5Y5 e PC12 (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; 

Zhang, Xu et al. 2009; Petroni, Tsai et al. 2012). Entretanto, é importante destacar que 

já foram registradas diferenças de sensibilidade ao MeHg entre linhagens de células 

neurais (Mundy, Radio et al. 2010). Por outro lado, dentre as linhagens de células gliais 

frequentemente utilizadas, podem ser destacadas U373, N9 e principalmente C6 (Chang 

2007; Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014). 

Apesar de o mecanismo de neurotoxicidade do MeHg ainda não ser 

completamente conhecido, nas últimas décadas, têm sido descritos novos alvos 

moleculares deste metal com o uso de estudos in vitro, como, por exemplo, a formação 

de eventos genotóxicos em células do SNC após exposição a concentrações 

relativamente baixas de MeHg (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007).  

1.3 Genotoxicidade e distúrbios de proliferação celular 

As consequências da exposição humana a agentes genotóxicos têm sido 

relacionadas principalmente a dois processos: teratogênese e carcinogênese (Crespo-

Lopez, Macedo et al. 2009). Estes dois processos estão relacionados com o surgimento 

de problemas ao organismo decorrente de alterações na informação genética levando à 

má formação da prole ou surgimento de tumores no próprio indivíduo respectivamente. 

As modificações no genoma celular são realizadas por compostos mutagênicos e esses 

agentes podem agir diretamente com o DNA celular ou através de mecanismos indiretos 

de genotoxicidade (Kirsch-Volders, Vanhauwaert et al. 2003; Magdolenova, Collins et 

al. 2014). 
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Dentre os fatores capazes de promover lesões diretamente ao DNA são descritos 

alguns tipos de vírus, fotossensibilização e compostos químicos com capacidade de 

ligação direta ou de reagir quimicamente com o DNA (Valko, Rhodes et al. 2006; 

Georgakilas, Mosley et al. 2010; Epe 2012). Por outro lado, também é possível observar 

a ocorrência de eventos genotóxicos através de interações com intermediários, ou seja, 

alvos diferentes da molécula de DNA. Essas vias são denominadas de forma genérica 

como mecanismos indiretos de genotoxicidade (Kirsch-Volders, Vanhauwaert et al. 

2003). Esse grupo intermediário de biomoléculas é constituído principalmente por 

proteínas relacionadas com os sistemas enzimáticos de reparo do DNA e antioxidante, 

sistemas de controle do ciclo celular e apoptose ou componentes do citoesqueleto 

relacionados à mitose (Kirsch-Volders, Vanhauwaert et al. 2002; Kirsch-Volders, 

Vanhauwaert et al. 2003; Magdolenova, Collins et al. 2014; Weitzman and Weitzman 

2014). 

Uma vez que o sistema biológico é exposto ao agente mutagênico, são 

observadas agressões ao DNA que podem variar na intensidade. Dessa forma, são 

gerados diferentes tipos de danos que variam desde quebras na molécula de DNA ou 

trocas de nucleotídeos até lesões mais intensas envolvendo alterações cromossômicas de 

caráter numérico ou estrutural (Mateuca, Lombaert et al. 2006). Uma alteração 

estrutural cromossômica está relacionada com a perda da integridade resultante de uma 

quebra cromossômica (efeito clastogênico). Em contrapartida, uma alteração numérica 

está relacionada ao aumento ou redução no número de cromossomos (efeito 

aneugênico). Dessa forma, os agentes mutagênicos podem ser classificados em 

clastogênicos ou aneugênicos, caso apresentem potencial para induzir alterações 

estruturais ou numéricas, respectivamente (Mateuca, Lombaert et al. 2006). 

Para avaliar o potencial mutagênico dos xenobióticos no organismo foram 

desenvolvidos ensaios citogenéticos capazes de detectar danos ao material genético 

nuclear, os quais são chamados de biomarcadores de danos ao DNA (Fenech 2002; 

Fenech 2002; Azqueta and Collins 2013). Assim, podem ser utilizados testes como o 

ensaio do cometa que avalia quebras na cadeia do DNA que resultam em fragmentação, 

ou testes capazes de identificar danos em níveis cromossomais como quebras ou perda 

da molécula de cromossomo, como a avaliação de micronúcleos. Além disso, o uso 

concomitante dos ensaios do cometa e de micronúcleos já demonstrou ter uma alta 
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especificidade para distinguir compostos genotóxicos e não genotóxicos com alta 

especificidade e sensibilidade (Le Hegarat, Mourot et al. 2014). 

O ensaio do cometa possui tal nome devido às imagens produzidas do material 

genético celular, parecidas com corpos celestiais. Dentre as aplicabilidades mais 

comuns deste ensaio, encontra-se a avaliação genotóxica de xenobióticos encontrados 

no meio ambiente (Azqueta and Collins 2013). Esse teste é capaz de revelar, de forma 

individualizada para cada célula, o aumento no número de quebras que a molécula do 

DNA sofre durante a exposição ao poluente (Azqueta and Collins 2013). Quanto mais 

dano a molécula de DNA, durante o tratamento, maior é a fragmentação observada, e 

consequentemente aumento da quantidade de material genético na região da “cauda do 

cometa”. 

Porém, para avaliar danos envolvendo danos estruturais ou numéricos, é 

utilizado o ensaio de micronúcleos ou (CBMN) (do inglês, cytokinesis-block 

micronucleus assay) (Fenech 2002; Fenech 2007). Esse teste é uma importante 

ferramenta para avaliação da instabilidade do genoma celular em nível molecular 

(Fenech 2002). Os parâmetros de morte celular são complementares aos de 

genotoxicidade, uma vez que o dano ao genoma está relacionado com uma menor taxa 

de proliferação celular e indução de morte (Lukas, Lukas et al. 2004). 

Interessantemente, o ensaio de micronúcleo também fornece um parâmetro associado à 

proliferação, chamado de Índice de Divisão Nuclear (Fenech 2007). Este indicador leva 

em consideração a proporção de células binucleadas fornecendo informações sobre a 

taxa de divisão celular através do sucesso no ciclo celular. 

Nas últimas décadas, as alterações na técnica do ensaio de micronúcleos 

evoluíram permitindo a avaliação de biomarcadores relacionados à quebra e/ou perda 

cromossômica, rearranjo ou não disjunção cromossômica ou citostase, entre outros 

(Fenech 2007). Este último indicador, leva em consideração a proporção de células 

binucleadas fornecendo informações sobre a taxa de divisão celular através do sucesso 

do ciclo celular. 

1.4  Ciclo celular: controle e resposta ao dano no DNA 

A principal função do ciclo celular é a formação de uma nova célula, e para isso é 

necessário a duplicação exata do genoma celular e a divisão correta do material genético 
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entre duas células novas (Lukas, Lukas et al. 2004). Além do material genético, é 

necessário que a células dupliquem também organelas e biomoléculas. O ciclo celular é 

dividido em fases, denominadas G1, S, G2 e M, cada uma das quais são responsáveis 

por uma tarefa específica; e o controle de cada etapa do ciclo realizado por enzimas 

denominadas de cinases dependentes de ciclinas (CDKs) e suas respectivas ciclinas  

(Duronio and Xiong 2013). (Fig. 2). 

Em organismos multicelulares, as células diferenciadas estão em um estágio 

metabolicamente ativo exercendo funções especializadas, onde não é observada 

atividade mitótica (fase G0). Sendo que, algumas células em G0 após serem estimuladas 

por agentes mitóticos, podem retornar ao ciclo celular, entrando na fase G1 (Duronio 

and Xiong 2013). 

 

              Fig. 2: Controle do ciclo celular. Fonte: stemcells.nih.gov. 

O comprometimento celular com o evento de divisão ocorre na fase G1 do ciclo 

de divisão celular de uma célula de mamífero, nesse sentido, a entrada na fase S 

representa um ponto em que não há retorno e ocorre o completo envolvimento com o 

ciclo e a divisão celular. Na fase G1 é observado o controle por três CDKs distintas 

CDK2, CDK4 e CDK6. A primeira destas é regulada pela ciclina E enquanto que as 

outras duas são controladas por ciclina D. Durante o ciclo celular, os níveis de CDK2, 

CDK4 e CDK6 não alteram, entretanto, nestas enzimas sua atividade é regulada através 
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de proteínas inibidoras ou dos níveis de ciclinas no interior celular (Duronio and Xiong 

2013). 

Em mamíferos, a ciclina D parece ter uma participação pequena na regulação da 

transição G1/S (Malumbres, Sotillo et al. 2004). Por outro lado, a regulação dos níveis 

de ciclina E se mostra fundamental para a progressão do ciclo celular, e a ativação de 

CDK2 sinaliza o começo da replicação do DNA(Massague 2004). É descrito, então, a 

formação do complexo de CDK2 com a ciclina E; e posteriormente com a ciclina A 

(Massague 2004; Duronio and Xiong 2013). 

A replicação do genoma celular é uma tarefa a ser concluída na fase S. O início do 

processo de replicação é coordenado pela ativação de CDK2 e está relacionada com o 

recrutamento de enzimas como DNA helicase, primase e polimerase pelo complexo pré-

replictivo, promovendo o desenrolamento e a replicação da dupla hélice do DNA 

(Massague 2004). Este evento deve ocorrer somente uma vez a cada ciclo de divisão 

celular, e este fato pode estar associado ao observado em células em proliferação que 

expressam um pico de ciclina E na transição G1/S e após este momento, está uma baixa 

concentração ou ausente (Duronio and Xiong 2013). 

Após a duplicação do DNA celular, é iniciado o segundo estágio de pausa, (fase 

G2). O maior controle do ciclo celular, nesta etapa, é observado ao final de G2 pela 

CDK1, na qual forma o complexo CDK1-ciclina B para sinalizar a entrada no estágio de 

mitose (fase M) (Duronio and Xiong 2013). Assim, como as CDK2, responsável pela 

transição G1/S, a CDK1 mantém a sua concentração constante durante todo o ciclo 

celular (Deckbar, Jeggo et al. 2011). Dessa forma, é observado que varia apenas os 

níveis de ciclina B cujo pico máximo é ao final de G2 (Fung and Poon 2005). 

O último estágio do ciclo celular é a fase M, a qual pode ser dividida em dois 

momentos: mitose ou cariocinese (divisão do núcleo) e citocinese (separação em duas 

filhas). A mitose celular apresenta cinco estágios: Prófase, Pró-metáfase, Metáfase, 

Anáfase e Telófase. O material genético replicado na fase S é condensado na forma de 

cromossomos no início da mitose (Prófase), e em seguida, é alocado na região 

equatorial do fuso mitótico celular (Metáfase). O fuso mitótico é a maquinaria 

responsável pela segregação dos cromossomos durante a mitose, o qual é composto por 

centenas de proteínas (Vicente and Wordeman 2015). 
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Apesar de algumas diferenças, todos os eucariotas estudados até hoje utilizam o 

sistema microtúbulos e cinesinas para segregação dos cromossomos (Wickstead, Gull et 

al. 2010). O estágio em que ocorre a separação é denominado Anáfase, resultando na 

separação das cromátides-irmãs a partir do centro do eixo em direção aos pólos 

celulares (Anáfase A), seguido do alongamento do fuso mitótico (Anáfase B). A última 

etapa da cariocinese é a Telófase, a qual é caracterizada pela formação do envelope 

nuclear envolvendo o conjunto de cromossomos filhos (Alberts 2004). O final da fase 

M coincide com o final do ciclo celular, o qual é denominado Citocinese. Esta etapa é 

caracterizada pela formação do anel contrário de actina e miosina (na região equatorial) 

e resulta na formação de duas células filhas (Fig. 3). 

 

 

Fig 3: Eventos da divisão celular eucariótica. Adaptado de (Alberts 2004) 

Estes eventos acima descritos ocorrem em situação normal, no qual não há uma 

exposição a compostos químicos capazes de atuar sobre o genoma ou citoesqueleto 

celular. Uma vez que a integridade da informação genética é fundamental para que a 

célula desempenhe a sua função no organismo, os sistemas biológicos contam com um 

conjunto de mecanismos para reverter os danos ao genoma. Este aparato é denominado 

de sistema de reparo do DNA, e apresenta diversas vias para restaurar o material 

genético os quais são ativados seletivamente de acordo com a natureza do dano causado 

(Ermolaeva, Dakhovnik et al. 2015). A importância deste sistema para o organismo é 

observado, principalmente, em algumas síndromes congênitas, cujo mau funcionamento 

ou ausência do sistema de reparo está associado a comprometimento no 
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desenvolvimento, susceptibilidade ao surgimento de câncer e envelhecimento precoce 

(Schumacher, Garinis et al. 2008; Wolters and Schumacher 2013). 

Porém, o dano ao DNA não ativa somente a maquinaria responsável pelo reparo 

ao DNA. Outros eventos são observados, como a estagnação do ciclo de divisão celular 

(Ermolaeva, Dakhovnik et al. 2015). Esta parada em determinadas etapas do ciclo de 

divisão celular pode ocorrer até que o conteúdo genético esteja restaurado. Além disso, 

uma importante característica deste evento é a pausa em momentos bem definidos, 

denominados pontos de checagem (do inglês, checkpoints). Os pontos de checagem 

estão associados à conclusão de uma determinada etapa no ciclo e este controle evita o 

avanço sem a conclusão de uma fase anterior (Alberts 2004). 

Os pontos de checagem formam um complexo constituído de sensores de dano ao 

DNA, moléculas sinalizadoras e várias vias efetoras enzimáticas. Durante a ação dessas 

enzimas de reparo é observado um aprisionamento do ciclo celular nas fases G1, S ou 

G2. De fato, no ciclo celular há pontos de checagem (ou rede de pontos de checagem) 

relacionados ao dano no DNA, os quais são importantes para prevenir que células com o 

genoma modificado se proliferem, dando a oportunidade de reparo (Bartek and Lukas 

2007). Por outro lado, é possível observar também um ponto de checagem que, durante 

a Metáfase é acionado, caso não ocorra ligação correta dos cromossomos ao fuso 

mitótico (Jordan and Wilson 2004), causando um aprisionamento nesse estágio, no qual 

é denominado como aprisionamento mitótico (Jordan and Wilson 2004; Parker, 

Kavallaris et al. 2014) sofrem uma rápida morte (Jordan and Wilson 2004). 

Para evitar a entrada na fase S com o genoma danificado, resultando em uma 

replicação do DNA defeituosa, existe um ponto de checagem no final do estágio G1. A 

presença de lesões no material genético aciona enzimas cinases cujos substratos 

interferem na maquinaria do ciclo celular causando um aprisionamento em G1 (Lukas, 

Lukas et al. 2004; Nojima 2004). Além disso, a retenção nesta etapa do ciclo é 

associada à síntese de uma proteína denominada P53. (Lukas, Lukas et al. 2004; Rodier, 

Campisi et al. 2007). O prolongamento ou a permanência neste ponto de checagem 

devido a danos ao DNA está relacionado com a indução de morte celular por apoptose 

(Lukas, Lukas et al. 2004; Blagosklonny 2007). 

Assim como na fase G1, o estágio S possui um ponto de checagem sensível aos 

insultos no DNA. Entretanto, diferentemente do ponto encontrado em G1, a regulação 
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em S é menos intensa sendo observado apenas um transitório e reversível atraso no 

ciclo celular nesta fase (Lukas, Lukas et al. 2004). No entanto, é importante ressaltar 

que a falha nos pontos de checagem presentes nas fases G1 e S é particularmente nociva 

devido ao surgimento de aberrações cromossômicas e outras mutações no genoma 

podendo formar síndromes genéticas ou doenças como câncer (Nojima 2004). 

Outro importante ponto de controle do ciclo celular se constitui na fase G2, no 

qual se encontra o ponto de checagem G2 também denominado G2/M. Este ponto de 

controle impede o início da mitose, caso o genoma celular possua algum dano adquirido 

durante o estágio G2 ou herdado de etapas anteriores (Lukas, Lukas et al. 2004). Uma 

vez que esta etapa é superada, ocorre a entrada no estágio de Prófase e nesse caso a 

célula está comprometida com a divisão celular (Rieder 2011). Assim, como observado 

no ponto de checagem em G1, o aprisionamento por danos ao DNA no ponto de 

controle em G2 atua através da ação de enzimas cinases e transcrição de fatores 

proteicos (Lukas, Lukas et al. 2004; Rieder 2011). 

Na última etapa do ciclo celular também pode ocorrer uma retenção, mais 

especificamente, na transição entre a Metáfase e Anáfase (Jordan and Wilson 2004). 

Este fato também é chamado de aprisionamento mitótico e pode ocorrer após a ação de 

um xenobiótico diretamente sobre o citoesqueleto celular (Jordan and Wilson 2004; 

Parker, Kavallaris et al. 2014). Durante a mitose, os microtúbulos formam fusos 

responsáveis pela separação dos cromossomos. Dessa forma, drogas com potencial de 

ligação a estas proteínas provocam um aprisionamento mitótico promovendo rápida 

morte celular de células em divisão (Jordan and Wilson 2004; Parker, Kavallaris et al. 

2014). 

A perda da viabilidade ou morte celular após o processo de genotoxicidade 

envolve diversas vias de sinalização, as quais convergem para apenas dois destinos: 

necrose ou apoptose. Estas rotas parecem ser ativadas pela expressão de P53, uma 

proteína que surge em respostas ao dano ao DNA (Reinhardt and Schumacher 2012; 

Elkholi and Chipuk 2014) 

O processo de necrose normalmente ocorre após a exposição a uma situação 

extrema, tais como, mudança de temperatura, de pH ou estresse mecânico. Esse evento 

pode ocorrer no organismo em situações como neurodegeneração, isquemia ou infecção, 

entre outras (Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). Uma característica marcante deste 
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tipo de morte celular é o colapso energético com rápida perda da capacidade de 

produção de ATP (Elkholi and Chipuk 2014). 

É possível diferenciar morfologicamente se um processo degenerativo ocorreu por 

necrose ou apoptose, uma vez que cada via de morte celular apresenta características 

próprias. Durante a necrose, é observado um inchaço das organelas celulares, que pode 

ser acompanhada da lise à membrana plasmática. Caso esta membrana não seja 

rompida, a permeabilidade é rapidamente perdida, assim, juntamente com o formato 

celular. O núcleo celular tem uma característica distendida e permanece aparentemente 

intacto (Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013) 

Por outro lado, a morte celular por apoptose é um processo programado pelo qual 

o corpo elimina as células não necessárias ou potencialmente perigosas. Há duas rotas 

responsáveis subsidiando este evento, denominadas extrínseca e intrínseca 

(Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). A via extrínseca é iniciada pela ativação de 

receptores de membrana por ligantes extracelulares, enquanto que a via intrínseca é 

desencadeada por fatores internos, surgimento de fatores estressantes no interior celular 

ou dano ao genoma (Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). 

O excesso de mutações no conteúdo genético resulta na expressão de p53 e pode 

iniciar o processo de morte celular por apoptose (Elkholi and Chipuk 2014). O resultado 

da ativação da via apoptótica culmina com a ativação de proteases denominadas 

caspases, que atacam a maquinaria proteica da célula. Além disso, é observada a 

condensação da cromatina e fragmentação do DNA (Nikoletopoulou, Markaki et al. 

2013). Essas características morfológicas e funcionais são fundamentais para distinguir 

a apoptose do outro tipo de morte celular, a necrose. 

Portanto, todas as respostas desencadeadas após o estresse genotóxico, como 

atraso no ciclo celular ou indução de morte estão relacionadas com a expressão gênica 

de fatores proteicos (Rodier, Campisi et al. 2007; Reinhardt and Schumacher 2012; 

Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). De fato, esse é um importante mecanismo na 

prevenção do desenvolvimento de carcinogênese (Rodier, Campisi et al. 2007). Este 

fato é especialmente importante, pois alterações em genes que controlam a morte ou 

proliferação celular podem resultar na proliferação descontrolada de células e 

carcinogênese (Rodier, Campisi et al. 2007; Reinhardt and Schumacher 2012). 
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1.5  Genotoxicidade do Metilmercúrio 

Embora a exposição a metais pesados esteja associada à carcinogênese, dentre 

estes poluentes, parece haver uma diferença no potencial carcinogênico. Nesse sentido, 

a formação de neoplasias está mais relacionada aos metais arsênio, crômio, cádmio e 

níquel; enquanto o chumbo e o mercúrio são classificados como “fracos 

carcinogênicos” (Martinez-Zamudio and Ha 2011; Koedrith, Kim et al. 2013). A 

avaliação do potencial genotóxico dos compostos contendo mercúrio mostra que 

metilmercúrio é o que apresenta o maior potencial genotóxico (Crespo-Lopez, Macedo 

et al. 2009). Este fato se torna especialmente importante, uma vez que esta é a principal 

forma deste poluente, encontrado em peixes e nos seres humanos, expostos 

cronicamente a este metal pesado. 

 Os estudos que avaliam o potencial genotóxico do metilmercúrio são 

majoritariamente conduzidos em culturas de linfócitos. Estes constituem importante 

modelo de estudo, principalmente no biomonitoramento de populações cronicamente 

expostas a este metal pesado (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 

2010; Crespo-Lopez, Macedo et al. 2011). Interessantemente, a genotoxicidade 

relacionada à exposição crônica, já foi descrita até mesmo em indivíduos que 

apresentaram níveis de metais dentro dos limites de segurança preconizados pela OMS 

(Queiroz, Bincoletto et al. 1999; Amorim, Mergler et al. 2000). 

Entretanto, o órgão-alvo do metilmercúrio é o SNC, no qual existe um acúmulo 

preferencial deste metal pesado. Neste contexto, as células gliais se destacam por 

possuir um papel fundamental em casos de intoxicação mercurial (protegendo os 

neurônios em virtude da retirada desse metal do meio extracelular). Em um SNC adulto, 

as células gliais atuam na homeostase ajudando na manutenção dos níveis de 

neurotransmissores, liberação de fatores tróficos e retirada do meio extracelular de 

componentes potencialmente nocivos, como o metilmercúrio (Aschner, Syversen et al. 

2007). Esse fato pode estar relacionado com o acúmulo preferencial deste metal pesado 

em células gliais quando comparado àquele dos neurônios (Nevado, Martin-Doimeadios 

et al. 2011). Além disso, é neste tipo celular que são observados os primeiro eventos 

deletérios após a exposição ao MeHg. 

De fato, a exposição a este xenobiótico é capaz alterar o papel fisiológico das 

células gliais através de uma série de eventos deletérios dos quais é possível destacar a 
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genotoxicidade. A genotoxicidade após a exposição mercurial é observada em 

concentrações tão baixas quanto 0,1 µM em células de origem glial e neuronal (Crespo-

López et al., 2007), fazendo deste um marcador muito sensível de dano por 

metilmercúrio. Desta forma, é possível que este evento aconteça in vivo mesmo na 

presença de baixas concentrações que não provocam sintomas neuropatológicos 

evidentes. 

Uma das principais dificuldades ao analisar e comparar os estudos in vitro que 

mostram efeitos genotóxicos da exposição a este xenobiótico é a grande diversidade de 

condições experimentais encontradas, dificultando a tentativa de determinação dos 

níveis mínimos requeridos para promover danos ao DNA (Crespo-Lopez, Macedo et al. 

2009). Esta variação tem sido relacionada com diferenças nas técnicas de avaliação e 

nos desenhos experimentais utilizados nos diferentes estudos (Crespo-Lopez, Macedo et 

al. 2009). Nesse sentido, é possível observar que o fator tempo de exposição ao MeHg 

ou a presença de soro são variáveis muito relacionadas à discrepâncias entre os dados 

registrados (Lee, Lin et al. 1997; Rao, Chinoy et al. 2001). Além disso, outras 

divergências entre os estudos que avaliaram a ação genotóxica do metilmercúrio podem 

ser observadas, principalmente, quanto aos resultados. 

Resultados aparentemente contraditórios entre os dados registrados de diferentes 

estudos podem ser observados na avaliação de parâmetros como o índice mitótico 

(Silva-Pereira, Cardoso et al. 2005; Eke and Celik 2008; Crespo-Lopez, Macedo et al. 

2009), a presença de micronúcleos (Bonacker, Stoiber et al. 2004; Crespo-Lopez, Lima 

de Sa et al. 2007) ou a presença de quebras na cadeia do DNA (Bhowmik and Patra 

2013; Pieper, Wehe et al. 2014). Da mesma forma, também são observados desacordos 

na resposta à agressão genotóxica quanto ao ciclo e uma possivelmente proliferação 

celular. Além de poucos, os relatos divergem entre si sobre o ponto exato onde ocorre o 

aprisionamento no ciclo (Gribble, Hong et al. 2005; Bose, Onishchenko et al. 2012). 

Entre os estudos que avaliaram a ação deste xenobiótico, há descrições que a 

exposição a baixas doses de MeHg está associado a um distúrbio no do ciclo celular 

com aprisionamento, que pode ocorrer em G1 ou G2/M (Gribble, Hong et al. 2005; Xu, 

Yan et al. 2010; Bose, Onishchenko et al. 2012). Entretanto, na literatura científica não 

é possível observar um estudo descrevendo a ação deste xenobiótico em células glias, 

apesar de a importância deste tipo celular para o processo de intoxicação mercurial. 
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Recentemente, nosso grupo lançou a hipótese de que o índice mitótico seria um 

dos primeiros parâmetros a ser afetado pela intoxicação mercurial e que baixas 

concentrações deste metal incrementariam a proliferação celular. Porém, doses 

relativamente mais elevadas (ou a exposição crônica por tempos mais prolongados) 

inibiriam a proliferação e/ou provocariam morte celular (Crespo-Lopez, Macedo et al. 

2011). O fato de um dano genotóxico estar associado à exposição ao metilmercúrio em 

baixas concentrações (consideradas relativamente seguras até hoje) é muito 

preocupante, uma vez que o dano ao genoma tem uma relação direta com a ocorrência 

de distúrbios na proliferação celular (e, em consequência, o tipo de morte celular), 

podendo conduzir eventualmente a processos de carcinogênese e/ou teratogênese. Desta 

forma, um estudo mais detalhado da ação genotóxica de doses relativamente baixas de 

metilmercúrio e sua relação com a proliferação celular torna-se essencial. 

Ainda, o estudo desse efeito é especialmente importante nas células de origem 

glial, considerando que esse tipo celular acumula preferencialmente esse metal e  a 

maioria dos trabalhos in vitro conduzidos, até agora, com modelos de SNC priorizaram 

a ação deste metal pesado, em células neuronais, negligenciando a participação glial na 

intoxicação mercurial. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a genotoxicidade e as alterações na proliferação celular provocadas pela 

exposição à concentração baixa e não letal (permitindo 100% de viabilidade celular) de 

metilmercúrio em células de origem glial. 

2.2 Objetivos específicos 

 Estabelecer um desenho experimental adequado (considerando tempo de 

incubação e presença ou ausência de soro bovino fetal) para o estudo da resposta 

à exposição a uma concentração baixa e não letal de metilmercúrio; 

 Avaliar o efeito dessa concentração de metilmercúrio no material genético da 

linhagem C6 de glioma; 

 Elucidar a ação dessa concentração de metilmercúrio sobre o ciclo celular da 

linhagem de glioma C6; 

 Descrever o efeito do metilmercúrio em concentração subletal sobre a 

proliferação celular da linhagem de glioma C6. 
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3    MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Preparo e estoque da solução de metilmercúrio 

O cloreto de metilmercúrio (251,08 g/Mol) foi adquirido da Sigma-Aldrich. Sendo 

feita, então, uma solução estoque de MeHg na concentração de 1 mg/mL, (4 mM) em 

tampão fosfato salino (PBS) e armazenadas à temperatura de -20 °C. Para realizar o 

tratamento, a solução estoque de MeHg foi diluída em meio de cultura Dulbecco 

Modified Eagle Medium (DMEM).  

3.2 Cultura celular da linhagem de glioma de rato (C6) 

A linhagem celular C6 foi adquirida da American Type Culture Collection 

(ATCC; Manassas VA). O cultivo celular foi realizado com meio de cultura Dulbecco 

Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF) (10%, 

v/v), penicilina (10 U/mL) e estreptomicina (10 µg/mL). As culturas foram incubadas 

em estufas a 37 °C contendo 5% CO2. 

3.3 Tratamentos 

Para a realização dos tratamentos, as células viáveis foram quantificadas, e em 

seguida foi feita umas semeaduras padrão para todos os experimentos. A quantificação 

de células viáveis foi realizada pela diferenciação com o corante Azul de Tripan. Este 

composto não é capaz de entrar em células viáveis, que permanecem incolores, 

enquanto células não viáveis são coradas em azul. A contagem se realizou em câmara 

de Newbauer e a densidade celular calculada de acordo com protocolo já padronizado 

em nosso laboratório (Curi 2005). Dessa forma, todos os experimentos foram 

conduzidos com uma densidade celular inicial de aproximadamente 25 x 10
3
 

células/cm
2
, seguido de um período de 24 horas em estufa. 

Após a incubação, as células foram expostas a concentrações crescentes de 

metilmercúrio (Sigma-Aldrich) diluído em DMEM (concentrações finais variando no 

intervalo de 1-100 µM). Para avaliar a influência do tempo de exposição ao MeHg, 

foram feitas curvas dose-resposta avaliando a viabilidade celular após o tratamento com 

metilmercúrio por 4 ou 24 horas. A determinação da influência do SBF, durante a 

exposição a este metal pesado, foi realizada comparando a viabilidade celular em curvas 

dose-resposta com meio de cultura livre de SBF ou suplementado na proporção de 10% 

(V/V). 
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Ao final dos experimentos acima, as condições escolhidas para a realização dos 

ensaios de genotoxicidade, ciclo celular e proliferação celular foram exposições por 24h 

a uma concentração de 3 µM de MeHg em meio de cultura suplementado com SBF 

(10%, V/V) (Fig. 4).  

 

Fig. 4: Resumo esquemático da exposição ao MeHg em culturas de células gliais da linhagem C6.  

 

3.4  Viabilidade celular 

A quantificação de células viáveis foi realizada pelo método de conversão do 3-

[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT) por enzimas desidrogenases 

presentes em mitocôndrias de células viáveis. A reação enzimática que ocorre nas 

células viáveis produz um sal pouco solúvel de cor púrpura, que pode ser solubilizado 

em dimetilsulfóxido (DMSO). A produção de cristais é diretamente proporcional ao 

número de células viáveis na colônia, podendo ser quantificado por espectrofotometria 

(Mosmann 1983). 

Após o tratamento, as culturas de células C6 foram lavadas com PBS e incubadas 

com solução de MTT (0,05 mg/mL) por duas horas. Em seguida, se descartou o 

sobrenadante e os cristais insolúveis foram solubilizados com 300 µL de DMSO. 

Posteriormente, adicionados 700 µL de água ultrapura e a solução foi analisada em 

espectrofotômetro (λ= 570 nm). Os resultados foram expressos em porcentagem de 

células viáveis em relação ao grupo controle. 
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3.5  Detecção de apoptose e necrose 

A confirmação da ausência de processos degenerativos foi realizada por 

microscopia de fluorescência através da dupla coloração com brometo de etídeo (BE) e 

alaranjado de acridina (AA). Esta metodologia combina a avaliação da integridade da 

membrana plasmática e o aspecto morfológico no núcleo. A membrana plasmática de 

uma célula viável é permeável somente ao alaranjado de acridina, enquanto que células 

em estágio tardio de apoptose e necrose são observadas a entrada de ambos os corantes 

(Takahashi, Matsumoto et al. 2004). 

O núcleo de células viáveis tem uma característica uniforme e corada em verde 

devido à ligação do AA ao material genético (Fig. 5a). Por outro lado, células em 

necrose são observadas em vermelho intenso devido à ligação do BE com o DNA (Fig. 

5b). Enquanto isso, células em estágio inicial de apoptose podem ser vistas com a 

cromatina parcialmente clivada resultando em aspecto fragmentado, entretanto, sem o 

vermelho intenso característico do BE, pois a membrana ainda se mostra impermeável a 

este corante (Fig. 5c). O estágio tardio de apoptose é caracterizado pela coloração com o 

BE, ao mesmo tempo, no qual se percebe a formação dos corpos apoptóticos (Fig. 5d) 

(Takahashi, Matsumoto et al. 2004).  

  

Fig 5: Padrão utilizado para análise de células viáveis (A) ou em processos degenerativos por necrose (B) 

ou apoptose (C) e (D) durante o ensaio de viabilidade celular pelo ensaio com os corantes BE e AA. (Paz 

2005) 
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Para esta análise, realizou-se o protocolo descrito por Takahashi (2004). Após o 

tratamento, as culturas foram lavadas com PBS e em seguida, com auxílio de solução de 

tripsina (2,5 g/L, CULTILAB®), desprendidas da placa de cultura e formando uma 

suspensão celular.. Após adição de 2 ml de DMEM suplementado com 10% de SBF, as 

células foram centrifugadas (750 g, 3 minutos), resuspensas em DMEM (1 x 10
6
 

células/ml) e tratadas com uma solução de BE/AA (concentração final de 10 mg/ml  de 

cada corante). Sendo a suspensão celular colocada em lâmina e observada no 

microscópio de fluorescência (λexcitação= 490 e 545 nm) foram contabilizadas 300 células 

de cada amostra, as quais foram classificadas entre células viáveis ou não-viáveis 

(células em apoptose ou necrose) de acordo com a morfologia e coloração (Fig. 2). Os 

resultados foram expressos em porcentagem de células viáveis e não viáveis. 

3.6  Análise da fragmentação do DNA pelo ensaio cometa 

O ensaio cometa ou SCGE (do inglês, Single Cell Gel Electrophoresis) é uma 

técnica de quantificação de danos ao DNA capaz de avaliar uma célula por vez. Após o 

processo de eletroforese é observado um local onde é mais intensa a coloração 

denominada “cabeça”, a qual possui o DNA intacto. Ao lado da “cabeça” é observada a 

região de cauda, no qual são observados pontos luminosos espaçados que consiste em 

DNA fragmentado, sendo a extensão proporcional à extensão de danos no DNA sendo 

possível quantificar o DNA presente nas regiões de cabeça ou cauda, com auxílio do 

software KOMET 6®. 

Para realizar este teste foi seguido o protocolo estabelecido no Laboratório de 

Cultura de Tecidos e Citogenética do Instituto Evandro Chagas (Singh, McCoy et al. 

1988)) com adaptações. Após a exposição ao metilmercúrio, a cultura foi lavada com 

tampão Hank's. Em seguida, as células foram ser resuspensas com auxílio de solução de 

tripsina-EDTA 0,025%, seguida de uma centrifugação (750g por 3 minutos) e descarte 

do sobrenadante, sendo o pellet resuspenso em 1ml de meio de cultura. 20 μl de 

suspensão celular foram transferidos para tubo contendo 120 μl de agarose de baixo 

ponto de fusão (0,5%). O volume total transferido para uma lâmina de vidro 

previamente tratada com uma fina camada de agarose de fusão normal (1,5%). Em 

seguida, as lâminas contendo a suspensão celular foram incubadas por no mínimo 12 

horas em uma solução de lise (1 ml de triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 ml de 

solução de lise estoque – Solução de lise estoque: NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 
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mM, pH 10). As lâminas foram colocadas em cubeta de eletroforese e cobertas com 

solução tampão a 4 °C recém-preparada (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH > 13). Após 

esta etapa, as lâminas foram lavadas com PBS a 4 °C. Antes do início da eletroforese, as 

lâminas foram incubadas por 20 minutos, e após intervalo ocorreu o processo de 

eletroforese por 20 minutos utilizando os parâmetros: 20V da cubeta, 300 mA pelo 

intervalo de 20 minutos. Após isso, as lâminas foram lavadas três vezes com solução de 

neutralização (Tris 19,5 mM, pH 7,5), ficando 10 minutos em contato, antes do descarte 

da solução. Após o período para secagem, as lâminas foram imersas em etanol absoluto 

para fixação por 10 minutos. Em seguida, as lâminas foram coradas com 30 μl de 

solução de DAP (10μg/ml) acrescido com Antifade. Foram analisadas 100 células por 

lâmina. 

As lâminas foram analisadas com um microscópio de fluorescência utilizando o 

comprimento de onda de 330nm, com aumento de 400x. Sendo nucléolos avaliados com 

auxílio do software KOMET 6®, foram utilizados como parâmetros: % de DNA na 

cauda e % de DNA na cabeça (Fig. 6). 

 

Fig. 6: Imagem do nucléolo durante a avaliação da fragmentação do DNA através da técnica do ensaio do 

cometa. Adaptado de Benhusein e colaboradores 2010 (Benhusein, Mutch et al., 2010)  

 

3.7  Avaliação da genotoxicidade através da formação de micronúcleos 

Os micronúcleos são produtos de uma divisão celular incorreta, na qual um 

cromossomo inteiro ou apenas uma parte são segregados do restante do material 
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genético celular, sendo observados como uma pequena massa nuclear delimitada por 

membrana separada no núcleo principal (Fenech 2002; Iarmarcovai, Bonassi et al. 

2008). Após o período de tratamento, as culturas foram lavadas com tampão Hank's 

seguido da adição de 5 ml de meio de cultura novo contendo citocalasina B (3 μg/ml) e 

um período de incubação de 30 horas em estufa. Após este período, as culturas foram 

lavadas duas vezes com tampão Hank's e resuspensas com auxílio de solução de 

tripsina-EDTA (0,025%). Após centrifugação (400 g, 10 minutos), as células foram 

tratadas com 2 ml de solução hipotônica de KCl (0,85 mg/100ml) por 30 segundos. 

Posteriormente, adicionados 2,5 ml de fixador metanol: ácido acético (3:1). Após isso, 

as células foram transferidas para lâmina e coradas com Giemsa por 5 minutos. As 

lâminas foram analisadas através de microscopia de campo claro na objetiva 40x, sendo 

registrada a frequência de células mononucleadas, binucleadas e biomarcadores de 

genotoxicidade como micronúcleos, pontes nucleoplásmicas e brotos nucleares (Fig. 7). 

 

Fig. 7: Parâmetros de avaliação no ensaio de formação de micronúcleos. (a) células mononucleada, (b) 

células binucleada, (c) célula multinucleada, célula em processo degenerativo por necrose (d) ou apoptose 

(e), células apresentando micronúcleo (MN) (f), pontes nucleoplasmáticas (NPB) (g) ou brotos nucleares 

(NBUD) (h). (Fenech 2007). 

 

Foram analisadas três lâminas por amostra, contabilizando 500 células em cada 

lâmina. Os resultados foram expressos como índice de micronúcleos, brotos ou pontes 

nucleoplásmicas (número de células contendo micronúcleos, brotos ou pontes/ número 

total de células, respectivamente) e índice de células binucleadas (número de células 

binucleadas/número de células mononucleadas).  
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3.8  Avaliação do Índice Mitótico pelo bloqueio do ciclo celular com colchicina 

Para avaliar a ação do metilmercúrio sobre a taxa de células em metáfase foi 

avaliado o Índice Mitótico (IM) como parâmetro. Uma alteração no valor de IM indica 

uma mudança na taxa normal de divisão celular. Este ensaio leva em consideração a 

diferença estrutural do DNA nos estágios de intérfase e metáfase. Durante a intérfase, o 

DNA é encontrado em forma de cromatina, caracteristicamente menos condensado, 

enquanto que na metáfase, o material genético nuclear se encontra na forma de 

cromossomo, altamente condensado. Esta diferença é facilmente observada na 

microscopia de campo claro. Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo 

padronizado previamente no nosso laboratório (Crespo-Lopez, Lima de Sá et al., 2007; 

Crespo-Lopez, Macedo et al., 2011). Para realizar este ensaio, a cultura celular foi 

realizada sobre lâminas previamente tratadas com poli-ornitina (50 µg/ml, em tampão 

borato, pH 8,0) por 24 horas.         

 Após a exposição ao xenobiótico, foram adicionados 30 µL de colchicina (50 

mg/ml), seguida de incubação por 4 horas. Depois de 4 horas adicionais de incubação, 

as culturas foram lavadas com tampão fosfato, sendo adicionado uma solução 

hipotônica de KCl 0,0075M à 37 °C por 10 minutos. Posteriormente, foi realizada uma 

fixação com metanol: ácido acético (3:1) gelado, por 5 minutos. Repetindo este 

procedimento mais duas vezes, totalizando três exposições à solução fixadora. Após a 

secagem das lâminas em temperatura ambiente, a coloração foi realizada com solução 

de Giemsa (5% em tampão Sorensen). As lâminas foram montadas e observadas em 

microscópio óptico de campo claro, e os resultados foram expressos como índice 

mitótico (número de metáfases/ 1000 células). 

3.9 Análise do ciclo celular por citometria de fluxo 

A análise do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo, utilizando como 

marcador o corante fluorescente de ácidos nucleicos Iodeto de Propídio (IP) (Krishan 

1975). Devido à variação na quantidade de ácidos nucleicos e o tamanho celular durante 

o processo de duplicação, esse ensaio é capaz diferenciar as etapas do ciclo celular com 

base nestes parâmetros. 

Após a exposição ao MeHg, as culturas foram resuspensas com auxílio de tripsina 

(2,5 g/L, CULTILAB ®) e centrifugadas (750 g, 3 minutos). Após uma nova lavagem 

com PBS e centrifugação ocorreu a fixação (etanol 70% a 4 °C) por no mínimo um e no 
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máximo sete dias. Após a retirada do fixador foram realizadas duas lavagens com PBS e 

posterior centrifugação (750g, 3 minutos). As células foram resuspensas em solução de 

RNAse (100 µg/mL) e incubadas à 37 °C por 15 minutos. Imediatamente antes da 

análise no citômetro de fluxo, sendo adicionada solução de IP (50 µg/mL) e registrados 

10
4
 eventos por amostra (Krishan 1975).  

3.10 Determinação do tempo de duplicação da cultura celular 

Após a exposição ao metilmercúrio por 24 horas, o meio de cultura foi substituído 

por DMEM recém-preparado, suplementado com SBF (10% V/V) e livre do metal 

pesado. A incubação após a troca do meio de cultura decorreu por mais 24 ou 48 horas 

(37 °C, 5% CO2) para permitir a proliferação da cultura celular. Após este período, as 

células foram lavadas com PBS, resuspensas auxílio de tripsina (2,5 g/L, CULTILAB®) 

e centrifugadas (750 g, 3 minutos). O excesso de sobrenadante foi descartado e após 

homogeneizar a suspensão celular, retirou-se o volume de 100 µL adicionando a um 

tubo contendo 100 µL de solução de Azul de Tripan (0,5 % p/v, em PBS). O número 

total de células viáveis em cada cultura foi calculado de acordo com o protocolo 

utilizado em nosso laboratório (Curi 2005). O tempo de duplicação celular foi calculado 

no software DOUBLING TIME® (Roth 2006). Os dados foram expressos em número 

total de células e tempo de duplicação celular. 

3.11 Avaliação da confluência e padrão morfológico da cultura celular 

Para determinar diferenças entre a confluência celular e o padrão morfológico das 

culturas de células de C6, após a exposição ao metilmercúrio, foi utilizado microscopia 

de contraste de fase, sendo os resultados registrados com auxílio de um sistema de 

captura de imagem digital. A linhagem celular C6 de glioma normalmente apresenta um 

aspecto achatado, sendo estas células caracterizadas por uma morfologia típica 

semelhante a fibroblastos (Wypych and Baranska 2013). Dessa forma, alterações na 

morfologia após a exposição ao MeHg puderam ser avaliadas e registradas. Para a 

avaliação da mudança na morfologia celular, foram feitos registros nos tempo de 2, 4 8, 

16 e 24 horas após a exposição ao xenobiótico. 

Para a avaliação da confluência celular foram feitos registros no início e ao final 

da exposição ao metilmercúrio, Para os experimentos de proliferação, foi avaliada a 

confluência também 24 horas depois do fim do tratamento (troca do meio de cultura 
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trocado). Sendo realizados os registros fotográficos em campos com as mesmas 

coordenadas entre as diferentes placas placa de cultura.  

3.12 Análise estatística 

Os dados obtidos foram avaliados através do software SIGMAPLOT® 12.5 

utilizando, primeiramente, o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliação da 

normalidade. Para os dados considerados paramétricos, foi realizado o Teste t quando 

houve somente dois grupos. Com o número de grupos era maior ou igual a três, foram 

utilizadas a Análise de Variância de um Critério (ANOVA) e teste post hoc de Tukey. 

Para os dados apontados como não paramétricos, se analisou o teste de Mann-Whitney, 

por possui somente dois grupos. Em todos os casos, foram considerados os valores de P 

< 0,05 como estatisticamente significativo. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Metilmercúrio altera a viabilidade e morfologia celular de acordo com o tempo     

de exposição e a presença/ausência de soro no meio de cultura 

Na figura 8, podem ser observadas curvas de viabilidade celular avaliando a taxa 

de sobrevivência da cultura após a exposição a concentrações crescentes de 

metilmercúrio com períodos de exposição de 4 (a) ou 24 horas (b). Em ambos os 

tempos de exposição, o decaimento na viabilidade da linhagem C6 apresentou perfiles 

semelhantes, mas em intervalos de concentrações diferentes.  

 

Fig. 8: Viabilidade celular da linhagem C6 exposta a diferentes concentrações de metilmercúrio por um 

intervalo de tempo de 4 horas (a) e 24 horas (b). Dados expressos em médias ± erro padrão (N=4-8). *P < 

0,01 versus todos os grupos. 
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Entretanto, apesar da similaridade das curvas na exposição por 4 horas, são 

necessárias concentrações de metilmercúrio variando de 0-100 µM para detectar o 

decaimento (Fig. 8a), enquanto que para 24 horas é necessário um intervalo menor de 0-

10 µM (Fig. 8b). A LC50. Para o tratamento com o metal pesado variou de 30,04 µM em 

4 horas para 5,68 µM com 24 horas de exposição. 

Quando as células foram incubadas com 10 µM de MeHg por 24h foi registrada 

uma intensa mudança na morfologia celular das culturas expostas (Fig. 9). O formato 

fusiforme característico desta linhagem celular que pode ser observado no início do 

experimento (Fig. 9) foi perdido paulatinamente com a exposição ao MeHg. As células 

foram adotando um formato esférico (Fig. 5; 2, 4, 8 e 16 horas), de forma que no final 

da exposição toda a colônia se mostrou esférica com grande número de células 

desprendidas do fundo da placa sugerindo morte celular (Fig. 9; 24 horas). 

Outro fato a ser notado é que a taxa de sobrevivência celular das culturas expostas 

a 10 µM de MeHg após 4 horas foi semelhante àquela do grupo controle (Fig. 9a) 

enquanto que posteriormente, no final das 24 horas de incubação, foi observada uma 

sobrevivência de aproximadamente 10% (Fig. 9b). 
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Fig. 9: (a) Avaliação da morfologia celular da linhagem C6 exposta a 10 µM de metilmercúrio em 

diferentes períodos. Células em formato semelhantes a fibroblastos (setas contínua grossa), característico 

da linhagem celular, células esféricas aderidas à placa (setas tracejadas) ou em suspensão (seta contínua 

fina).  Aumento de 40x. (b) Viabilidade celular da linhagem C6 exposta a metilmercúrio na concentração 

de 10µM por um intervalo de tempo de 4 horas e 24 horas. Dados expressos em médias ± erro padrão 

(N=4-8). *P < 0,01 versus todos os grupos. 

 

a. 
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Portanto, o aumento do tempo de exposição esteve associado a um efeito nocivo 

mais intenso do metilmercúrio. As concentrações não letais deste xenobiótico em cada 

caso foram bastante diferentes: a concentração subletal em 4 horas (10 µM) foi capaz de 

promover a redução de viabilidade em praticamente 90% após 24 horas de exposição 

(Fig. 9b). Esse fato mostrou que uma quantidade de MeHg aparentemente não letal para 

curtos períodos de exposição, pode dar início a uma série de eventos deletérios que 

resultem na intensa formação de morte celular. Por este motivo, foi escolhido o tempo 

de 24 horas para o desenho experimental. 

Em seguida foi avaliada a influência da presença/ausência do soro bovino fetal na 

exposição ao metilmercúrio por 24h. Na figura 6 são mostradas as curvas dose-resposta 

avaliando a viabilidade celular após a exposição ao MeHg pelo intervalo de 24 horas em 

DMEM livre de soro bovino fetal (Fig. 10a) ou suplementado na proporção de 10% 

(v/v) (Fig. 10b). 
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Fig. 10: Viabilidade celular das culturas de células da linhagem C6 expostas a metilmercúrio por um 

intervalo de tempo de 24 horas em meio de cultura suplementado com soro bovino fetal (SBF) na 

proporção de 10% (a) ou somente em meio de cultura (b). No canto superior direito da figura b é possível 

observar a ação da privação de SBF pelo período de 24 horas (24H) em relação à viabilidade inicial em 0 

horas (C). Dados expressos em médias ± erro padrão (N=4). *P < 0,01 versus todos os grupos. 

O decaimento da viabilidade celular com ambos os tratamentos iniciou com a 

mesma concentração testada de metal pesado (5 µM) (Fig. 10). Além disso, tanto na 

exposição conduzida com meio de cultura suplementado quanto naquela isenta de SBF 

foram encontrados valores relativamente próximos de LC50 (6,08 µM e 6,52 µM, 
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respectivamente). Entretanto, é importante ressaltar que exposições às concentrações 

mais altas apresentaram valores de viabilidade significativamente mais baixos em meio 

de cultura contendo SBF (Fig. 10). 

Além da análise quantitativa, uma avaliação morfológica foi realizada para 

comparar ação do metilmercúrio sobre as culturas de células C6. O grupo tratado em 

meio de cultura suplementado com SBF apresentou a morfologia celular mais 

conservada do que o grupo exposto ao metal pesado na ausência de soro (Fig. 11). 

Assim, considerando os resultados acima, foi escolhida a incubação em meio de 

cultura, suplementado com SBF, para conduzir os experimentos seguintes.  

  

 

Fig. 11: Morfologia celular da linhagem C6 exposta ao metilmercúrio na concentração de 5 µM por um 

período de 24 horas na ausência de soro bovino fetal (linha superior) ou suplementado na proporção de 

10% (V/V; linha inferior). Aumento de 100x. 
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4.2 A exposição ao metilmercúrio na concentração de 3 µM não está associado à 

processos iniciais de apoptose 

Com objetivo de avaliar o efeito de uma contração de MeHg não relacionada à 

morte celular, foi escolhida a concentração de  3 µM, por ser a maior concentração que 

não reduziu a viabilidade celular (Fig. 10). 

Entretanto, para descartar a possibilidade da presença de células em estágio inicial 

de apoptose foi realizado o ensaio de coloração diferenciado com brometo de etídio e 

alaranjado de acridina. Na figura 8, pode ser observado tanto no grupo controle quanto 

no tratado com MeHg (3 µM) há a mesma proporção de células viáveis e não viáveis. 

 

Fig. 12: Viabilidade celular das culturas da linhagem C6 expostas à metilmercúrio (MeHg) na 

concentração de 3 µM em DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal por 24 horas. (a) 

resultados quantitativos da viabilidade celular utilizando o ensaio de coloração com alaranjado de acridina 

e brometo de etídio (b) registro fotográfico das células exibindo o mesmo padrão de coloração em ambos 

os grupos. Dados expressos em média ± erro padrão (N=3). Aumento de 100x. 
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4.3 A exposição ao metilmercúrio em concentração não letal está relacionada com 

o surgimento de danos genotóxicos em células de origem glial 

Ensaios de cometa e de micronúcleos foram realizados para determinar a 

genotoxicidade da concentração não letal de MeHg  (3 µM) (Fig 9, 10, 11 e 12). 

Na figura 13 é mostrada a fragmentação do DNA nuclear induzida pela exposição 

a uma concentração baixa deste metal pesado (3 µM).   

 

Fig. 13: Fragmentação de DNA detectada através do ensaio cometa (Single cell gel eletroforesis assay). 

(a) Quantidade de DNA, em porcentagem do total, presente na região da cabeça e da cauda dos grupos 

controle e exposto ao metilmercúrio na concentração de 3 µM por 24 hora (MeHg).  Dados expressos em 

médias ± erro padrão (N=100). *P < 0,01 versus grupo controle. (b) Registro fotográfico dos nucléolos 

dos grupos controle ou exposto ao MeHg. Aumento 400x.  

Os resultados do ensaio cometa revelaram que a exposição a 3 µM de MeHg, 

apesar de não resultar em morte celular significativa, é capaz de promover a 
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fragmentação do DNA nuclear (Fig. 13). Este evento pode ser observado pela redução 

da quantidade de DNA na região da “cabeça” (DNA íntegro) do nucléolo nas células 

expostas ao metilmercúrio quando comparada com as amostras do grupo controle (Fig. 

9a). Em seguida, foi avaliada a ocorrência de danos genéticos a nível cromossomal. 

Como pode ser observado na figura 14, a exposição ao MeHg esteve associada ao 

aumento na frequência de alterações genotóxicas como micronúcleos (Fig. 14 a,b), 

brotos nucleares (Fig. 14 c,d) e pontes nucleoplásmicas (Fig. 14 e,f).. 

 

Fig. 14: Alterações genotóxicas detectadas com a técnica do micronúcleo em células C6 expostas por 24h 

a 3µM de metilmercúrio (MeHg). (a) Índice de células contendo micronúcleos (MN). (b) Célula 

binucleada com micronúcleo. (c) Índice de células apresentando broto nuclear (BR). (d) Células exibindo 

broto nuclear. (e) Índice de células com pontes nucleoplásmicas (PT). (f) célula binucleada com ponte 

nucleoplásmica. Dados expressos em média ± erro padrão (N=6). *P < 0,01 versus grupo controle. 

Aumento de 100x. 

Vale ressaltar que apesar de que o tratamento com MeHg, aumentou a frequência 

dos três biomarcadores de dano genômico (Fig. 14 a, c, e), a formação de pontes 
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nucleoplasmáticas destacou-se como a que apresentou a maior frequência nas culturas 

expostas ao MeHg (Fig. 14 e).   

 

Fig 15: Células binucleadas detectadas pela técnica de micronúcleos em células C6 expostas 24h a 

metilmercúrio (MeHg) 3 µM. (a) Índice de células binucleadas (BN). (b) Célula binucleada. Dados 

expressos como média ± erro padrão (N=6). *P < 0,01 versus grupo controle. Aumento de 100x.  

O grupo exposto ao metilmercúrio apresentou um menor índice de células 

binucleadas quando comparado ao grupo controle (Fig. 15a). Uma vez que este dado 

pode estar relacionado à proliferação celular, a próxima etapa foi a avaliação do efeito 

deste metal pesado sobre o ciclo celular.  
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4.4  A exposição ao metilmercúrio promove alterações no equilíbrio do ciclo celular 

das células de origem glial 

Na figura 16, é possível observar um aumento no índice mitótico da linhagem 

glial C6 após a exposição ao MeHg.  

 

Fig. 16: Índice mitótico de células C6 expostas a 3 µM de metilmercúrio (MeHg) por 24h. Dados 

expressos em média ± erro padrão (N=3). *P < 0,05 versus grupo controle. 

Este dado indica uma alteração no equilíbrio da divisão celular, e por este motivo 

uma análise mais aprofundada do ciclo foi realizada através da citometria de fluxo. 

O tratamento com o metal pesado promoveu uma alteração no perfil do ciclo 

celular da linhagem C6, a qual apresentou uma redução na população celular nas fases 

G0 e G1 ao mesmo tempo em que se registrou um aumento nas fases S e G2/M 

simultaneamente (Fig. 17). 
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Fig. 17: Ciclo celular de células C6 expostas a 3 µM de metilmercúrio (MeHg) por 24h: perfil do ciclo 

celular dos grupos controle (esquerda) e MeHg (direita) e análise quantitativa das populações celulares de 

acordo com a fase do ciclo celular. Dados expressos em média ± erro padrão (N=3). *P < 0,01 versus 

grupo controle. 
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4.5 Após o desequilíbrio no ciclo celular, provocado pela exposição ao 

metilmercúrio segue-se um atraso no crescimento populacional da linhagem 

com a retirada do xenobiótico 

 

 

Fig. 18: Viabilidade celular das culturas C6 expostas a 3 µM de metilmercúrio (MeHg) por 24h e 

posterior recuperação por mais 48h após a retirada do MeHg. Dados expressos como média ± erro padrão 

(N=3). *P < 0,01 versus grupo controle. 

Embora não existam diferenças na viabilidade celular após 24h de incubação com 

3 µM de MeHg (Fig. 18), a viabilidade celular diminuiu significativamente após 24h da 

retirada do xenobiótico quando comparada àquela das células que nunca estiveram 

expostas (Fig. 18). Apesar de que 48h depois da retirada do MeHg, esse atraso ainda se 

manteve. As células apresentaram um perfil de crescimento exponencial semelhante 

àquele do grupo controle. 

Para confirmar se esta diferença na viabilidade celular é de fato relacionada a uma 

diferença no número de células viáveis, foi avaliado o número de células viáveis e a 

confluência 24 horas após a retirada do MeHg do meio de cultura. (Figs. 19 e 20) 
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Fig. 19: Número total de células viáveis presentes na cultura de C6 24 horas após o fim da exposição a 3 

µM de metilmercúrio (MeHg) por 24h. O período de 24 horas de recuperação foi realizado em DMEM 

livre de MeHg. Dados expressos em média ± erro padrão (N=9). *P < 0,01 versus grupo controle. 

 

Na figura 19 é possível ver que o grupo exposto a MeHg apresentou um número 

menor de células viáveis quando comparado ao grupo controle (Fig. 19), confirmando o 

resultado encontrado com a técnica de MTT. 

Quando calculado o tempo de duplicação da cultura, é constatado que o grupo 

controle necessita de 20,9 horas para que ocorra a duplicação do número de células. Por 

outro lado, o grupo previamente exposto ao metal pesado exigiu 28,2 horas para  dobrar 

o tamanho da cultura. 

A avaliação morfológica da cultura, após a exposição, revelou que depois do 

período de tratamento, as culturas expostas ao metal pesado mantiveram os parâmetros 

de morfologia e confluência celular semelhante ao observado no grupo controle. 

Entretanto, 24 horas após a retirada do MeHg, é possível perceber uma diferença na 

confluência celular entre os grupos controle e exposto ao MeHg (Fig. 20).  
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Fig. 20: Confluência celular das células C6 no início do experimento (linha superior), ao final da 

exposição ao metilmercúrio (MeHg) 3 µM por um intervalo de 24 horas (linha média) e após o período de 

recuperação 24 horas após o fim da exposição ao metal pesado  (linha inferior). 
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5 DISCUSSÃO 

Este estudo demonstrou, pela primeira vez, que a exposição ao metilmercúrio em 

concentração baixa e subletal é capaz de promover eventos genotóxicos e distúrbios na 

proliferação celular em células de origem glial. As avaliações bioquímica (atividade 

mitocondrial – medida pelo ensaio de MTT –) e morfofuncional (integridade da 

membrana – avaliada pelo ensaio com os corantes BE e AA –) confirmaram a ausência 

de morte celular após a exposição ao metal pesado na concentração de 3 µM por um 

intervalo de 24 horas. Mesmo sem promover processos de morte celular, o tratamento 

com esta concentração subletal de MeHg foi capaz de aumentar significativamente os 

níveis dos marcadores de genotoxicidade (fragmentação do DNA,  formação de 

micronúcleos, pontes nucleoplásmica e brotos nucleares). 

Ao mesmo tempo, foi possível observar uma alteração no ciclo celular através do 

aumento do índice mitótico e uma mudança no perfil do ciclo celular com aumento da 

população celular nas fases S e G2/M, sugerindo um aprisionamento nessa etapa. Esta 

mudança no ciclo celular provocada por 24h de exposição ao MeHg, foi seguida de uma 

redução no número de células viáveis e confluência celular 24h após a retirada do 

MeHg e substituição do meio de cultura, além do aumento no tempo de duplicação da 

cultura mesmo. Assim, este trabalho demonstra que mesmo a exposição por um tempo 

limitado a uma concentração baixa e subletal de MeHg provoca um efeito citostático 

significativo que, após a retirada do xenobiótico, é seguida por uma diminuição no 

número total de células viáveis de forma continuada. 

Este trabalho foi conduzido in vitro utilizando culturas de células da linhagem C6 

de glioma, devido à importância desta ferramenta na avaliação de resposta a compostos 

neurotóxicos (Ehrich and Veronesi. 1999). Trabalhos in vitro utilizando linhagens 

celulares do SNC são úteis para a predição dos mecanismos moleculares de 

xenobióticos e por este motivo é amplamente utilizado em pesquisas nas áreas de 

neurofarmacologia e neurotoxicologia (Giordano and Costa 2011). Além disso, o uso 

deste sistema in vitro apresenta grandes vantagens como a redução de custos e de 

animais sacrificados para experimentos, permite a avaliação da resposta de um tecido ou 

tipo celular específico, minimiza a complexidade do sistema biológico, além de 

apresentar uma cultura celular de fácil crescimento e manutenção (Giordano and Costa 

2011).  
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Os estudos in vitro permitem a avaliação do mecanismo de ação de compostos 

químicos relacionados ao surgimento de eventos neurotóxicos (Giordano and Costa 

2011). Esses estudos usam tanto culturas primárias quanto linhagens celulares, como 

SH-5YH (neuroblastoma) e C6 (glioma) (Giordano and Costa 2011). Nos trabalhos que 

usam linhagens, é possível observar que este modelo gera resultados com boa 

correlação aos observados em culturas primárias e estudos conduzidos in vivo 

(Clemedson and Ekwall 1999; Ekwall 1999). Assim, o uso de linhagens é descrito como 

o primeiro passo para estudos toxicológicos (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007). 

Neste trabalho foram registrados valores de LC50 de 6,52 µM e 6,08 µM após a 

exposição ao MeHg por 24 horas em meio de cultura livre de SBF ou suplementado, 

respectivamente (Fig. 10). Esse valor encontra-se próximo à LC50 descrita em outros 

estudos que utilizaram linhagens celulares ou culturas primárias de células provenientes 

do SNC (Sanfeliu, Sebastia et al. 2001; Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Costa-

Malaquias, Almeida et al. 2014). Em estudo prévio também utilizando linhagem C6, já 

foi descrita uma LC50 de 6,96 µM após a exposição ao MeHg por 24 horas em meio 

livre de SBF (Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014), próximo, portanto, ao observado 

neste trabalho. Estes dados também se aproximam das LC50 observadas em linhagens 

celulares humanas U373 (glioma) e B103 (neuroblastoma) após a exposição a este metal 

pesado por 24 horas, de 5,53 µM e 6,12 µM respectivamente (Crespo-Lopez, Lima de 

Sa et al. 2007).Mais relevante ainda, é o fato de que nossos resultados de LC50 com o 

modelo de C6 parecem ficar mais perto da LC50 já relatada para culturas primárias de 

astrócitos humanos expostas a este xenobiótico, que os dados de outros modelos de 

gliomas sob condições semelhantes a deste estudo (Sanfeliu, Sebastia et al. 2001). 

Uma possível limitação do modelo in vitro é que barreiras fisiológicas como a 

proteção da barreira hemato-encefálica (BHE), são desconsideradas, sendo elas 

importantes para conservar as características farmacocinéticas dos xenobióticos. 

Entretanto, essa limitação não se aplica aos estudos envolvendo compostos cuja 

habilidade de transpor membranas biológicas já é bem conhecida, como o MeHg. Este 

composto atravessa facilmente a BHE, se acumulando no tecido cerebral (Syversen and 

Kaur 2012) e resultando em alterações histológicas, bioquímicas e comportamentais 

(Xu, Xu et al. 2012). 



60 
 

Outra característica do modelo in vitro é a possibilidade do rigoroso controle dos 

parâmetros de cultivo e exposição a drogas (Ehrich and Veronesi. 1999). Esse controle 

permite que possam ser estudadas de forma aprofundada as respostas ao xenobiótico em 

diferentes situações. Entretanto, a grande variabilidade nas condições usadas dificulta a 

comparação entre estudos. Entre os parâmetros com maior variação entre os estudos se 

destacam a composição do meio de cultura, a presença ou ausência de soro fetal, 

densidade celular e o tempo de exposição ao xenobiótico (Ehrich and Veronesi. 1999). 

Analisando os estudos in vitro com linhagens celulares envolvendo MeHg, pode 

ser observado que a composição do meio e a densidade celular são parâmetros 

relativamente constantes (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Costa-Malaquias, 

Almeida et al. 2014), entretanto, os fatores tempo de exposição e a quantidade de soro 

bovino fetal presente no meio se mostraram variáveis (Herculano, Crespo-Lopez et al. 

2006; Kaur, Evje et al. 2010; Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014). 

Em estudo prévio realizado no nosso laboratório, já se levantou a hipótese de que 

algumas divergências entre os estudos poderiam ser atribuídas às diferenças no tempo 

de tratamento (Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009). Assim, o presente trabalho iniciou-

se analisando o efeito do MeHg em dois intervalos diferentes de tempo. Os desenhos 

experimentais de exposição ao MeHg conduzidos in vitro, apresentam desde exposições 

mais breves (de 50 minutos até 4 horas) (Herculano, Crespo-Lopez et al. 2006; Kaur, 

Evje et al. 2010) a exposições mais prolongadas (até 48 horas de tratamento) (Crespo-

Lopez, Lima de Sa et al. 2007; de Melo Reis, Herculano et al. 2007; Culbreth, Harrill et 

al. 2012; Pieper, Wehe et al. 2014), sendo a duração de 24 horas a mais frequente. Por 

este motivo foram escolhidos os tempos de 4 e 24 horas de exposição para avaliar a 

diferença entre uma exposição curta e prolongada. 

Neste estudo foi observado que o maior tempo de exposição está relacionado com 

uma redução no intervalo de concentração necessário para reduzir a viabilidade celular 

(Fig. 8). De fato, o fator tempo já se mostrou fundamental para que seja iniciada a 

formação de radicais livres e oxidação do DNA após a exposição ao MeHg em baixa 

concentração (Belletti, Orlandini et al. 2002). 

O efeito do tempo de exposição ao MeHg nas culturas celulares pode ser 

observado, ainda, com o registro fotográfico realizado com a concentração de 10 µM 

(Fig.9). Durante o início da exposição, a cultura ainda mantém o formato fusiforme 
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característico da linhagem celular (Fig. 9, Controle). Entretanto, após 24 horas é 

observada uma intensa alteração na conformação celular, exibindo um aspecto esférico, 

com volume celular aparentemente reduzido e intensa vacuolização (Fig. 9. 24 horas). 

Essas alterações vem confirmar dados prévios de exposição ao MeHg tanto em culturas 

de astrócitos humanos quanto nesta linhagem glial, sendo relacionados com processo de 

degeneração celular (Choi, Cho et al. 1981; Belletti, Orlandini et al. 2002). Este 

intervalo de tempo de 24 horas parece ser necessário para que concentrações 

relativamente baixas de MeHg, até 10 µM, exerçam seus efeitos deletérios sobre as 

culturas de células C6. Dessa forma, foi escolhido o tempo de 24 horas de exposição 

para os experimentos subsequentes. 

O segundo parâmetro avaliado em relação à resposta perante intoxicação por 

metilmercúrio foi a influência da presença do soro bovino fetal. Este xenobiótico possui 

uma grande afinidade pelos grupamentos sulfidrilas existentes nos resíduos de alguns 

aminoácidos que compõem as proteínas do soro (Chunmei, Cunwei et al. 2014). Assim, 

o acréscimo deste aditivo no meio de cultura poderia constituir um interferente por 

antagonismo químico (sequestro por interação química direta com o metal) (Chunmei, 

Cunwei et al. 2014). Por essa causa, alguns estudos prévios in vitro sobre intoxicação 

mercurial foram realizados na ausência de SBF (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; 

Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014). Entretanto, também é possível observar alguns 

trabalhos in vitro conduzidos com meio de cultura suplementado com SBF (Belletti, 

Orlandini et al. 2002; de Melo Reis, Herculano et al. 2007; Pieper, Wehe et al. 2014). 

Nesse sentido, foi avaliada a influência do SBF na resposta à intoxicação com 

metilmercúrio por 24h realizando curvas concentração-resposta em meio de cultura livre 

de SBF ou suplementado (10% V/V) (Fig.10). No nosso modelo, as concentrações até 3 

µM de MeHg não afetaram significativamente a viabilidade celular, tanto na presença 

como na ausência de soro (Fig. 10). Entretanto, as proporções de células viáveis no 

grupo exposto de 7 a 10 µM de metilmercúrio em meio de cultura suplementado com 

soro bovino fetal foram menores que naquele sem soro (Fig. 10). 

Apesar de inicialmente parecer que esse resultado indicaria um sinergismo do 

soro com o efeito deletério do MeHg (ou um efeito protetor da ausência de soro), cabe 

lembrar que esses resultados são proporcionais a cada grupo controle em cada caso 

(controle com soro e controle sem soro). Só a privação de SBF pelo período de 24 horas 
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é suficiente para provocar uma redução na viabilidade celular quando avaliada pelo 

ensaio do MTT em linhagem glial humana (Harhaji-Trajkovic, Arsikin et al. 2012). 

Nossos resultados demonstram pela primeira vez que a ausência de soro por 24h possui 

um efeito semelhante no modelo da linhagem C6 (ver resultados). Assim, quando 

recalculadas todas as proporções em relação ao controle com soro, pode ser observado 

que há uma diferença significativa entre o “grupo controle” da curva de viabilidade 

realizada em meio de cultura livre de SBF ou suplementado. 

A presença do SBF no meio de cultura não foi relacionada com aumento da LC50 

da curva de viabilidade, indicando a ausência de antagonismo químico. De fato, a 

intoxicação com uma contração próxima da LC50 (5 µM) não provocou diferenças 

significativas entre os grupos com soro ou sem soro, mas pôde ser observada uma 

diferença na morfologia celular (Fig.11). Na ausência de soro, as células expostas ao 

metal pesado apresentaram uma morfologia mais esférica quando comparada àquela das 

culturas tratadas sem soro (Fig. 11), o que poderia indicar um dano celular mais intenso. 

A forma esférica celular após a exposição ao MeHg em células astrocitárias já foi 

relacionada com a formação de processos degenerativos (Choi, Cho et al. 1981; Belletti, 

Orlandini et al. 2002). 

Considerando que a ausência de soro já é um interferente na viabilidade celular e 

que também é capaz de alterar o efeito do MeHg sobre a morfologia celular, todos os 

experimentos subsequentes foram realizados na presença de soro. Assim, as condições 

estabelecidas para a análise da genotoxicidade, ciclo celular e proliferação celular, neste 

trabalho, foram 24 horas de exposição a MeHg na presença de soro. A concentração 

selecionada foi 3 µM, por ser a maior concentração testada que não reduziu a 

viabilidade celular das culturas de células C6 (Fig.10). 

Apesar do ensaio de redução de MTT ser um teste amplamente utilizado para 

avaliar a sobrevivência celular após a exposição a um xenobiótico, especialmente em 

linhagens celulares, há uma limitação a ser considerada. Este teste baseia-se na detecção 

da atividade mitocondrial, podendo subestimar, assim, processos iniciais de 

degeneração (como células nos estágios iniciais de apoptose) em que a atividade 

metabólica celular ainda está próxima dos níveis fisiológicos. Por este motivo foi 

realizado o ensaio de viabilidade com coloração diferenciada com Brometo de Etídio 

(BE) e Alaranjado de Acridina (AA), o qual é capaz de detectar processos degenerativos 
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de apoptose em estágio inicial (Cree 2011; Sumantran 2011). Este experimento indicou 

níveis semelhantes de células viáveis nos grupos controle e exposto ao metilmercúrio na 

concentração de 3 µM, não sendo observada um aumento na frequência de células em 

apoptose (Fig. 12). Essa confirmação de ausência de processo degenerativo em nosso 

desenho experimental se faz necessária uma vez que a exposição ao metilmercúrio já foi 

relacionada com o surgimento de morte celular por apoptose em concentrações tão 

baixas quanto 1 µM (Belletti, Orlandini et al. 2002). Um dos resultados mais 

preocupantes do presente trabalho é que a exposição a uma concentração baixa de 

MeHg não afetou a  viabilidade celular nem provocou processos apoptóticos 

significativos, mas foi capaz de provocar uma marcada genotoxicidade, como revelada 

pelo aumento de todos os parâmetros de dano ao DNA (Figs. 13-15). 

Embora não tenha sido observada uma intensa fragmentação do DNA celular, a 

avaliação através do ensaio cometa revelou uma significativa redução na proporção de 

DNA completamente íntegro após a exposição ao MeHg em baixa concentração (Fig. 

13). De fato, a intensa fragmentação do genoma após a exposição ao MeHg está 

associada a ocorrência de processos degenerativos (Wilke, Kolbert et al. 2003).  Por 

outro lado, estudos in vitro conduzidos com linhagem celulares provenientes do SNC 

parecem divergir na concentração mínima necessária para o surgimento de 

fragmentação do DNA não relacionado com morte celular (Das, Nageshwar Rao et al. 

2011; Pieper, Wehe et al. 2014). Entretanto, a detecção de quebras na molécula de DNA 

em células de origem glial, sem a ocorrência de apoptose, só foi observada após o 

tratamento com MeHg na concentração de 25 µM por 48 horas (Pieper, Wehe et al. 

2014), uma concentração muito superior àquela usada neste estudo.  

Esse fato poderia ser explicado pelas linhagens diferentes utilizadas nos trabalhos. 

Este trabalho foi conduzido com a linhagem C6 (glioma) enquanto que o estudo prévio 

utilizou a linhagem CCF-STTG1 (astrocitoma) (Pieper, Wehe et al. 2014), esta última 

aparentemente muito mais resistente que as próprias culturas primárias de astrócitos 

humanos (Sanfeliu, Sebastia et al. 2001). Essa linhagem de astrocitoma CCF-STTG1 

parece ser até mais resistente que outras linhagens de astrocitoma, uma vez que foi 

capaz de manter a integridade lisosomal durante a exposição a 25 µM de MeHg (48 

horas), enquanto que danos à esta estrutura já foram observados com exposição à 1 µM 

(1 hora) na linhagem D384 (astrocitoma) (Dare, Li et al. 2001; Pieper, Wehe et al. 
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2014). Assim, nosso modelo parece refletir melhor o que acontece nas células humanas 

apresentando uma LC50 mais próxima àquela das culturas primárias. 

Uma vez demonstrado, neste trabalho, que uma concentração subletal e baixa de 

MeHg é capaz de provocar uma fragmentação significativa do DNA, nos perguntamos 

se esse dano seria refletido também no nível microssomal, considerando que um 

trabalho recente observou um aumento na frequência de células neuronais apresentando 

micronúcleos paralelamente ao aumento na quantidade de DNA fragmentado provocado 

pela exposição ao MeHg (Das, Nageshwar Rao et al. 2011). Ainda, um estudo realizado 

no nosso laboratório foi o primeiro a demonstrar que a exposição a concentrações 

baixas deste metal provoca aumento na frequência de micronúcleos e pontes 

nucleoplásmicas em linhagens de neuroblastoma e glioblastoma humanos (Crespo-

Lopez, Lima de Sa et al. 2007). 

Entretanto, esse estudo foi realizado na ausência de soro e com concentrações 

baixas, mas que matavam uma quantidade significativa de células (até 20%). Ambos os 

fatos poderiam supor uma limitação na hora de trasladar essas conclusões para o que 

acontece nas populações ribeirinhas expostas a concentrações no limite ou abaixo do 

limite de segurança estabelecido pela OMS. Assim, se fez necessário a avaliação deste 

evento na presença de soro e com uma concentração de MeHg que não reduz a 

viabilidade da cultura celular.  Este trabalho demonstra pela primeira vez que, mesmo 

em essas condições, o MeHg é capaz de causar aumento na formação de micronúcleos, 

brotos nucleares e pontes nucleoplásmicas em células de origem glial (Fig. 14). 

Em relação à genotoxicidade humana do MeHg, quatro mecanismos moleculares 

já foram propostos: dano molecular decorrente do estresse oxidativo, inibição do 

sistema de reparo do DNA, desarranjo de microtúbulos e ação direta do MeHg sobre a 

molécula de DNA (revisado por Crespo-López et al., 2009). Entretanto, esses 

mecanismos foram descritos, na maioria dos casos, com intoxicações com doses 

relativamente elevadas de MeHg e/ou em células de origem diferente do SNC. Assim, 

mais estudos se fazem necessários para esclarecer quais seriam os mecanismos 

moleculares envolvidos na genotoxocidade encontrados no nosso trabalho.  

Neste estudo, a percentagem de células contendo micronúcleos no grupo controle 

(aproximadamente 5%) foi muito semelhante ao anteriormente descrito para outras 

linhagens de origem glial (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007), validando nosso 
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modelo. Esta frequência mínima de células micronucleadas parece se repetir também 

para outras células do SNC, como as de origem neuronal (Crespo-Lopez, Lima de Sa et 

al. 2007; Das, Nageshwar Rao et al. 2011). Entretanto, no presente estudo foi 

demonstrado pela primeira vez que uma exposição a uma concentração tão baixa de 

MeHg é capaz de produzir um aumento significativo na incidência de células contendo 

micronúcleos em células de origem glial (Fig. 14,a). 

A presença de micronúcleos está relacionada com a perda de um fragmento ou do 

cromossomo completo que se perde do restante do material genético celular durante a 

fase de Anáfase (Fenech 2000). Nesse sentido, o aumento na frequência de células 

micronucleadas observado neste trabalho (Fig. 14a) pode indicar que a exposição ao 

MeHg esteja associado ao surgimento de eventos clastogênicos e/ou aneugênicos nas 

células de origem glial. Por outro lado, a presença de pontes nucleoplásmicas está 

relacionada com eventos como reparo incompleto de quebra da cadeia de DNA ou a 

presença de rearranjos cromossômicos (Fenech 2005; Fenech 2006). Portanto, é 

possível que o aumento na frequência de pontes nucleoplásmicas esteja relacionado com 

o aumento na fragmentação de DNA observado no ensaio cometa (Fig. 13).  

Neste sentido, é importante observar que a razão entre a frequência de células 

micronucleadas (MN) pela frequência de células contendo pontes nucleoplásmicas (PT) 

é um parâmetro capaz de caracterizar se um agente genotóxico possui características 

aneugênicas ou clastogênicas (Thomas, Umegaki et al. 2003). Dessa forma, agentes 

aneugênicos apresentam valores para PT/MN próximos de 0, enquanto um agente 

reconhecidamente clastogênico é capaz de promover uma razão de 0,77 (Thomas, 

Umegaki et al. 2003). 

No nosso trabalho, a razão PT/MN foi de 1,75 sugerindo que o MeHg é  um 

agente genotóxico capaz de promover eventos clastogênicos. Esse dado vem confirmar 

resultados preliminares com linhagem de glioblastoma onde foi observado também um 

efeito clastogênico do MeHg (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007). Apoiando essa 

hipótese, um trabalho recente demonstrou que a exposição ao MeHg causa também com 

uma menor atividade da enzima Poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) a qual atua 

na reparação de quebras na cadeia de DNA (Pieper, Wehe et al. 2014). 

A formação de broto nuclear está relacionada com a amplificação gênica ocorrida 

na fase S do ciclo celular, seguida da eliminação do DNA excedente (Fenech 2002). 
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Sendo assim, é possível que além dos danos genotóxicos associados à quebra da cadeia 

do DNA, a exposição ao metal pesado exerça uma ação deletéria também sobre o 

processo de replicação gênica. Essa hipótese também parece ser apoiada por um estudo 

recente que mostra que este xenobiótico altera a expressão de genes (Huyck, Nagarkar 

et al. 2015). 

Sabendo que o MN pode ser originado tanto de quebras de pontes 

nucleoplásmicas quanto de brotos, além do ratio PT/MN calculado acima, o valor da 

razão entre a frequência de células contendo brotos (BR) e a frequência de células 

apresentando micronúcleos (MN) pode ser orientativo da origem dos MN. Para essa 

razão, foi encontrado um valor de 0,91 (muito inferior àquele observado para pontes 

nucleoplásmicas/micronúcleos de 1,75). Dessa forma, a comparação de ambos os ratios 

estaria apontando para a formação de pontes nucleoplásmicas como a principal causa da 

presença de micronúcleos. 

O último parâmetro avaliado no ensaio de micronúcleos foi o índice de células 

binucleadas, que se mostrou menor no grupo exposto ao MeHg (Fig.15a). Uma vez que 

este parâmetro avalia a taxa de células que completaram o ciclo celular corretamente, 

este parâmetro está relacionado à proliferação celular (Akudugu, Gade et al. 2001; 

Fenech 2007), e de fato, já foi observada a sua associação com a exposição ao MeHg 

(Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007). Os dados do presente trabalho vêm confirmar 

que o efeito deste xenobiótico poderia estar alterando a proliferação celular de células 

de origem glial, diminuindo-a, mesmo em condições onde não existe morte celular. 

Para verificar essa hipótese, foi avaliada a influência do MeHg sobre o índice 

mitótico (IM) das culturas de células C6 (Fig. 16). A escolha deste parâmetro foi 

realizada de acordo com a alta sensibilidade apresentada por este marcador para detectar 

distúrbios no ciclo celular após a exposição ao MeHg, em trabalhos previamente 

realizados no nosso laboratório (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Crespo-Lopez, 

Macedo et al. 2011). Apesar de que o IM poderia ser calculado pela observação de 

células em metáfase na técnica de micronúcleos (que usa citocalasina B para deter o 

ciclo celular), preferimos usar colchicina para o bloqueio do ciclo celular e obtenção de 

lâminas para o cálculo do IM (ver metodologia). A colchicina atua sobe os 

microtúbulos, paralisando o ciclo celular na metáfase (Stanton, Gernert et al. 2011), 
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enquanto que a citocalasina B atua nos microfilamentos de actina e inibe o ciclo celular 

na etapa de citocinese (Fenech 2007). 

A análise do IM revelou que a exposição ao metal pesado aumentou a frequência 

de células em estágio de metáfase quando comparado ao grupo controle (Fig. 16). Este 

aumento pode estar associado a um aprisionamento mitótico induzido pela exposição ao 

metal pesado, uma vez que ocorre um aumento na proporção de células em estágio de 

metáfase (Fig. 16), ao mesmo tempo em que é observada uma redução na proporção de 

células binucleadas (Fig.15), sugerindo, dessa forma, uma perturbação no ciclo normal 

de divisão celular da linhagem de origem glial. 

Quando comparados nossos resultados do IM com aqueles do estudo anterior 

(Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007), é observada uma diferença nos dados absolutos 

entre os IM dos grupos controles  com a linhagem C6 (0,015) e aqueles com a linhagem 

U373 de glioblastoma (0,05). A diferença encontrada entre os grupos controles de 

ambas as linhagens pode estar relacionada, entre outras causas, ao uso de técnicas 

diferentes para a avaliação do IM. Como já relatado, neste trabalho, foi utilizada a 

técnica de bloqueio do ciclo celular com colchicina (que promove a citostase através da 

ação nos microtúbulos, impedindo a chegada à anáfase) pelo período de 4 horas. 

Entretanto, o IM da linhagem U373 foi analisado utilizando a técnica de bloqueio do 

ciclo celular com citocalasina B pelo intervalo de 24 horas (Crespo-Lopez, Lima de Sa 

et al. 2007). Além disso, é importante ressaltar que cada linhagem celular possui um 

ritmo próprio de crescimento da cultura. 

Entretanto, o efeito do MeHg sobre o IM foi semelhante proporcionalmente em 

ambos os estudos (aumento de aproximadamente 95%), revelando um maior número de 

células em metáfase dentro dessas populações, o que indica uma alteração do ciclo 

celular de forma consistente em diferentes modelos de célula glial expostos ao MeHg. 

Mas como seria exatamente essa alteração? Como seria afetada cada fase do ciclo 

celular? Para responder a essas perguntas e completar os dados de IM, o ciclo celular 

completo foi analisado por citometria de fluxo. Essa análise resultou em um aumento na 

população celular nas fases S e G2/M (Fig.17). Por outro lado, nenhuma alteração é 

observada na fração sub-G1 (apesar de ser observada uma pequena cauda, não é 

considerado um aumento significativo) (Fig. 17b; janela P6), fração esta que poderia 
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sugerir a ocorrência de células em apoptose (Hong, Chung et al. 2014). Portanto, este 

resultado está de acordo com os dados obtidos nos ensaios de viabilidade (Fig. 10, 12). 

De fato, a exposição ao MeHg tem sido relacionada com distúrbios no ciclo 

celular de alguns tipos celulares, principalmente linhagens neuronais e células 

progenitores neuronais (Ponce, Kavanagh et al. 1994; Miura, Koide et al. 1999; Burke, 

Cheng et al. 2006; Xu, Yan et al. 2010). Alguns destes estudos descrevem que a 

exposição ao MeHg provoca um aprisionamento em G1 (Burke, Cheng et al. 2006; Xu, 

Yan et al. 2010). Entretanto, um aumento na população em S ou G2/M também já foi 

relatada (Miura, Koide et al. 1999; Zhang, Xu et al. 2009). Essa desigualdade entre os 

dados não parece ser relacionada às diferenças entre a origem das culturas de células do 

SNC (primária ou linhagens celulares), uma vez que a exposição a este metal pesado foi 

capaz de promover um aprisionamento em G2/M após o tratamento com este metal 

pesado também em células não relacionadas com o SNC, como fibroblastos (Mendoza, 

Ponce et al. 2002). 

A diversidade entre os resultados parece estar mais relacionada com uma variação 

na concentração de MeHg, uma vez que a alteração neste parâmetro de exposição 

resulta em alteração no perfil do ciclo celular (Ponce, Kavanagh et al. 1994). Contudo, é 

importante destacar que o efeito do MeHg sobre o ciclo celular de células gliais ainda 

não havia sido descrito, sendo que o presente trabalho demonstra que em concentrações 

subletais este metal promove um aumento na população celular nas fases S e G2/M. 

Por fim, é importante destacar que apesar de existir uma quantidade maior de 

células nas fases G2/M, a cultura de células C6 expostas ao MeHg apresentam um 

menor número de células alcançando o estágio de citocinese (como revelado pelo índice 

de binucleação; Fig. 15). Estes fatos juntos apresentam indícios de processos que teriam 

como consequência uma redução da proliferação celular. 

A exposição ao MeHg já foi relacionada a um redução na proliferação celular 

tanto in vitro quanto in vivo (Burke, Cheng et al. 2006; Bose, Onishchenko et al. 2012; 

Ceccatelli, Bose et al. 2013; Sokolowski, Obiorah et al. 2013). Os estudos conduzidos 

in vitro utilizaram principalmente o modelo de células-tronco neurais para suas análises 

(Bose, Onishchenko et al. 2012; Ceccatelli, Bose et al. 2013). A exposição ao MeHg 

resultou em uma menor proliferação de CTN além de uma menor diferenciação celular 
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destas em células neuronais (Ceccatelli, Bose et al. 2013; Sokolowski, Obiorah et al. 

2013). 

Entretanto, o uso de células-tronco neurais se destaca por ser um modelo com uma 

sensibilidade maior aos xenobióticos quando comparados com células neuronais ou 

gliais diferenciada (Ceccatelli, Dare et al. 2010). Na avaliação de células diferenciadas é 

possível destacar que a exposição ao MeHg já foi associada a uma redução da 

proliferação celular de células de origem neuronal (Burke, Cheng et al. 2006; Mundy, 

Radio et al. 2010). Apesar de ser sugerido que este efeito pudesse ocorrer também em 

células de origem glial (Belletti, Orlandini et al. 2002; Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 

2007; Pieper, Wehe et al. 2014), esta é a primeira vez que este evento é analisado. No 

nosso trabalho, o aparente sequestro do ciclo celular provocado pela intoxicação 

mercurial não afetou ao número total de células ou à viabilidade delas após 24 horas 

(Fig. 10 e 12). Uma possível explicação para isso seria que o tempo no qual medimos a 

viabilidade (24h) não foi suficientemente prolongado para que esse sequestro do ciclo 

celular tenha tido consequências significativas na proliferação celular. Assim, 

desenhamos um experimento no qual após a exposição à concentração subletal de 

MeHg por 24h, avaliamos a viabilidade celular durante as 48 horas seguintes já na 

ausência de MeHg. 

Um aspecto interessante deste experimento, é que a dose e o tempo de exposição 

usados (equivalente a uma exposição por um tempo limitado e uma dose muito baixa), 

seriam considerados relativamente seguros quando comparados aos limites 

estabelecidos internacionalmente. Por isso, em princípio, não caberia esperar alterações 

significativas após essa exposição. Interessantemente, a curva temporal de viabilidade 

apontou que mesmo não havendo diferenças após 24 horas de exposição, poderia estar 

acontecendo um efeito inibitório na proliferação celular 24h após a retirada do MeHg 

(Fig. 18). Mas, por que é que a diferença na proliferação celular somente seria 

observada nesse momento e não antes? Apesar de serem necessários estudos mais 

aprofundados para responder a essa questão, uma possível explicação seria que, devido 

ao uso de uma concentração tão baixa de MeHg, torna-se necessário um acúmulo de 

alterações no DNA e no ciclo celular (como as que começaram a ser observadas após 

24h de incubação com MeHg) para provocar, em um mais longo prazo, diferenças 

significativas na proliferação celular. 
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No entanto, cabe lembrar que o ensaio do MTT avalia a quantidade de células 

viáveis através da atividade mitocondrial. Sabendo que as mitocôndrias constituem um 

dos alvos celulares do MeHq sendo capaz de reduzir a produção de ATP celular 

(Belletti, Orlandini et al. 2002), é possível que a diferença observada após a retirada do 

MeHg do meio de cultura esteja relacionado com um dano mitocondrial, somente 

refletido de forma significativa na proliferação celular em um mais longo prazo (Fig. 

15; + 24 horas). Para excluir essa possibilidade, foi avaliado o número de células 

viáveis e a confluência celular da cultura 24 horas após a exposição com MeHg (Fig. 19 

e 20). A diferença na viabilidade celular observada na curva temporal foi de fato 

acompanhada por uma diferença no número de células viáveis e na confluência celular. 

Estes dados associados às alterações no ciclo celular observadas na exposição de MeHg, 

demonstram que, apesar de não promover morte celular, uma baixa concentração deste 

metal pode reduzir a proliferação de células gliais. 

Um último aspecto interessante é que apesar de que as células expostas são 

capazes de recuperar um perfil semelhante de proliferação celular (curva exponencial de 

crescimento observada após 48h do fim da exposição ao MeHg), o atraso produzido nas 

24h horas seguintes ao fim da exposição não é recuperado, produzindo uma redução 

significativa e relativamente permanente da população celular que foi exposta, em 

relação ao controle. A importância deste achado contribui mais uma vez para a polêmica 

estabelecida na última década sobre se os limites atuais estabelecidos para a exposição 

ao MeHg seriam realmente seguros (Carta, Flore et al. 2003; Auger, Kofman et al. 

2005; Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Pinheiro, Crespo-Lopez et al. 2007). 

Nesse sentido pela primeira vez é demonstrado que a exposição ao MeHg, em baixa 

concentração subletal (considerada relativamente segura, de acordo aos limites atuais 

estabelecidos), é capaz de promover genotoxicidade e distúrbios na proliferação de 

células de origem glial. Este fato se torna especialmente importante, uma vez que este 

tipo celular apresenta um papel fundamental na proteção do SNC em casos de 

intoxicação crônica com este metal pesado. 
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6 CONCLUSÃO 

As avaliações bioquímica (atividade mitocondrial – medida pelo ensaio de MTT–) 

e morfofuncional (integridade da membrana – avaliada pelo ensaio com os corantes BE 

e AA –) confirmaram a ausência de morte celular após a exposição ao metal pesado na 

concentração de 3 µM por um intervalo de 24 horas. Mesmo sem promover processos 

de morte celular, o tratamento com esta concentração sub-letal de MeHg foi capaz de 

aumentar significativamente os níveis dos marcadores de genotoxicidade (fragmentação 

do DNA,  formação de micronúcleos, pontes nucleoplásmica e brotos nucleares). Ao 

mesmo tempo, foi possível observar uma alteração no ciclo celular através do aumento 

do índice mitótico e uma mudança no perfil do ciclo celular com aumento da população 

celular nas fases S e G2/M, sugerindo um aprisionamento nessa etapa. Esta mudança no 

ciclo celular provocada por 24h de exposição ao MeHg, foi seguida de uma redução no 

número de células viáveis e confluência celular 24h após a retirada do MeHg e 

substituição do meio de cultura, além do aumento no tempo de duplicação da cultura 

mesmo. 

À vista do que foi exposto, este trabalho, demonstra que mesmo a exposição por 

um tempo limitado a uma concentração baixa e subletal de MeHg, provoca um efeito 

citostático significativo, que após a retirada do xenobiótico, é seguida por uma 

diminuição no número total de células viáveis de forma continuada.  
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