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RESUMO

O mercurio é um metal que se destaca dos demais por se apresentar liquido em
temperatura e pressdo normais. Este xenobidtico se apresenta como a maior fonte de
poluicdo em varias partes do mundo e tem como caracteristica ser altamente toxico ao
Sistema Nervoso Central (SNC). O despejo é na forma liquida diretamente no solo e
leito dos rios. Este metal pesado é complexado com varios elementos presentes no solo
ou sedimentos sendo convertido a metilmercurio (MeHg) pela microbiota aquatica. O
MeHg apresenta a capacidade de se acumular ao longo da cadeia tréfica, um evento
conhecido como biomagnificacdo, o qual afeta diretamente a vida humana. Nesse
sentido, a Regido Amazoénica se destaca por possuir todos 0s componentes necessarios
para a manutencdo do ciclo biogeoquimico do mercurio, além de populacdes
cronicamente expostas a este metal pesado, sendo este fato considerado um problema de
salde publica. Tem-se conhecimento que este xenobidtico apds a exposi¢do aguda a
altas doses promove desordens relacionadas ao surgimento de processos degenerativos
no SNC, entretanto, os efeitos a baixas concentracfes ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. Nesse sentido, se destacam as células gliais que atuam como mediadores no
processo de neurotoxicidade desse metal, principalmente em baixas concentracdes.
Apesar de este tipo celular exibir um importante papel no processo de intoxicagdo
mercurial, a acdo deste metal sobre as células glias é pouco conhecida, principalmente
sobre 0 genoma e a proliferacao celular. Desta forma, este trabalho se propde a avaliar o
efeito da exposicdo a este xenobidtico em baixa concentracdo sobre o material genético
e a proliferacdo celular em células da linhagem glial C6. As avaliacGes bioguimica
(atividade mitocondrial — medida pelo ensaio de MTT —) e morfofuncional (integridade
da membrana — avaliada pelo ensaio com os corantes BE e AA —) confirmaram a
auséncia de morte celular ap6s a exposi¢do ao metal pesado na concentracdo de 3 uM
por um intervalo de 24 horas. Mesmo sem promover processos de morte celular, o
tratamento com esta concentracdo subletal de MeHg foi capaz de aumentar
significativamente os niveis dos marcadores de genotoxicidade (fragmentacdo do DNA,
formacdo de micronucleos, pontes nucleoplasmica e brotos nucleares). Ao mesmo
tempo, foi possivel observar uma alteragdo no ciclo celular através do aumento do
indice mitdtico e uma mudanca no perfil do ciclo celular com aumento da populacao
celular nas fases S e G2/M, sugerindo um aprisionamento nessa etapa. Esta mudanga no
ciclo celular, provocada por 24h de exposicdo ao MeHg, foi seguida de uma redugéo no
namero de células viadveis e confluéncia celular 24h apds a retirada do MeHg e
substituicdo do meio de cultura, além do aumento no tempo de duplicagdo da cultura do
mesmo. Este estudo demonstrou pela primeira vez que a exposi¢cdo ao metilmercdrio em
concentragdo baixa e subletal é capaz de promover eventos genotoxicos e disturbios na
proliferacdo celular em células de origem glial.

Palavras-chave: Mercuario. Metilmercario. Glia. Genotoxicidade. Ciclo celular.
Proliferacéo 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 UM 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 INTRODUCAO

1.1 Mercurio: Considerac6es gerais, ciclo biogeoquimico e a Regido Amazénica

O mercdrio é um metal que se destaca dos demais por se apresentar na forma
liquida em temperatura e pressao normais. Este xenobiotico se apresenta como a maior
fonte de poluicdo em varias partes do mundo e tem como caracteristica ser toxico 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
residuos provenientes de fabricas e areas de mineracdo. Por este motivo, a extracdo de
minérios de interesse econdmico é fortemente associada ao acimulo de mercurio no
meio ambiente (Boening 2000; Carocci, Rovito et al. 2014). O despejo do mercdrio no
meio ambiente pode ser tanto na forma liquida quanto em vapor. O mercurio metalico
liberado no meio ambiente pelas fabricas e garimpos encontra na forma metalica (Hg®),

que posteriormente é oxidado gerando ions de mercurio.

No estégio ibnico, pode ser encontrado em duas formas: mercurio (I) e mercdrio
(11) (Hg*™* e Hg*? respectivamente) (Boening 2000). Quando liberado na forma de vapor,
0 metal é convertido na sua forma idnica, o que confere uma maior hidrossolubilidade a
este metal, o qual retorna ao solo e bacias aquaticas através da chuva. O aumento da
capacidade deste poluente se dissolver em &gua estd relacionado a uma maior

distribuicdo tanto nos organismos quanto no meio ambiente.

Dessa forma, quando o despejo é na forma liquida, diretamente no solo e leito dos
rios, onde este metal é complexado com elementos organicos, (Wasserman, Hacon et al.
2003; Li, Feng et al. 2009) é possivel observar a conducdo deste poluente em direcéo
aos rios durante as chuvas, atraves de um processo denominado lixivia¢do. Sendo assim,
apos a liberacdo do mercurio no meio ambiente, € descrito diversas rotas pelas quais o
poluente pode seguir, e de forma geral, esses caminhos sdo denominados conjuntamente
de ciclo biogeoquimico do mercurio (Wasserman, Hacon et al. 2003; Li, Feng et al.
2009) (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo biogeoquimico do mercdrio no ambiente amazdnico. MeHg (metilmercurio); DMHg
(dimetilmercario); Hg® (mercdrio metélico); Hg®* (merclrio i6nico). Modificado de Wasserman e
colaboradores (2001).

Uma vez no leito dos rios, o mercurio é biotransformado na microbiota presente
nesse sistema em espécies organicas, resultando, principalmente, na formacdo de
metilmercario (MeHg) (Ekstrom and Morel 2008). A formagdo deste radical organico
de merculrio é de importancia para a toxicologia, devido os compostos organicos de
mercurio possuirem uma maior capacidade de acumulacdo em tecidos quando
comparada com a forma inorganica (Harris, Pickering et al. 2003; Syversen and Kaur
2012). Sendo assim, ocorre um aumento na ingestdo deste xenobidtico através da
alimentacéo, de acordo com o aumento do nivel tréfico da cadeia alimentar, um evento
denominado biomagnificagdo (Paez, Betancourt et al. 2012; Pouilly, Rejas et al. 2013).
Como exemplo, é possivel observar que peixes carnivoros apresentam uma
concentracdo maior de mercurio quando comparados com especies ndo carnivoras
(Pouilly, Rejas et al. 2013; Rodriguez Martin-Doimeadios, Berzas Nevado et al. 2014).
Desta forma, 0 homem se mostra mais vulnerdvel a contaminacdo mercurial por estar no

topo da cadeia tréfica.

A presenca constante de componentes na dieta, contendo este poluente, resulta em
um quadro crdnico de intoxicacdo, o qual é caracterizado pela exposicdo a baixas
concentracdes deste xenobiotico por um longo intervalo de tempo. (Hong, Kim et al.

2012). Apesar de haver sido relatada a presenca do mercurio em outros componentes da
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dieta, o consumo de pescado contaminado com este metal é descrito como a principal
fonte de intoxicacdo por este metal pesado (Li, Wang et al. 2010). Portanto, a exposi¢ao
humana est& diretamente relacionada ao nivel de mercdrio encontrado na alimentacgao e
na frequéncia do consumo destes peixes contaminados (Santos, Jesus et al. 2000;
Pinheiro, Macchi et al. 2008).

Nesse contexto, a Regido Amazodnica se destaca por possuir todos 0os componentes
necessarios para a manutencdo do ciclo biogeoquimico do mercurio e a exposi¢do
humana a este xenobiotico (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 2010;
Rodriguez Martin-Doimeadios, Berzas Nevado et al. 2014). Os primeiros registros de
despejo deste metal pesado sdo relacionados ao periodo colonial e pds-colonial na
América do Sul, onde se estima a liberacdo de quase 200 mil toneladas de mercurio
pelos portugueses e espanhdis (Nriagu 1993), embora ndo seja conhecido ao certo,
qguanto deste total foi despejado na Regido Amazbnica. Ainda, a presenca de
quantidades significativas de ouro no ambiente amazonico resultou novamente em uma
intensa extragdo aurifera, um evento que ficou conhecido como “corrida do ouro”.
(Wasserman, Hacon et al. 2003). Estima-se que durante este periodo de intensa
atividade aurifera (entre 1980-1990), foram despejadas, no meio ambiente, mais de duas

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

Por outro lado, outros autores defendem que a presenca do mercurio no solo
amazonico poderia ter uma origem natural (revisado por Warsermann et al., 2001). Esta
teoria surgiu em meados da década de 1990, a partir de avaliagBes quimicas do solo
amazobnico. Estas analises revelaram uma presenca elevada de mercdrio formando
complexos com ferro (Roulet 1995). A partir desses dados, foi calculado que a
quantidade presente de mercurio nos solos amazonicos é muito superior ao que estima
ter sido liberado neste ambiente atraves da extracdo aurifera (Roulet 1996). Contudo, é
importante ressaltar que para estas conclusdes, foram analisadas amostras cuja coleta foi
realizada de forma muito pontual e os calculos ndo levaram em consideragdo a

heterogeneidade do solo amazoénico (Wasserman 2001).

Independente da origem do mercudrio na Regido Amazonica, € possivel observar a
presenca deste metal pesado acima dos limites de seguranca definidos para peixes (0,5
Mg/g, peso unido) até mesmo em espécimes comercializados em Belém (capital do

estado do Para), uma regido 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 presencga deste metal pesado constitui um risco a saide humana,
uma situacdo que pode ser agravada em regides em que 0 peixe constitui a principal
fonte proteica, como é o caso das comunidades que residem as 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

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

Todavia, 0 monitoramento da exposi¢do do mercurio, nessas populacdes, vem
sendo acompanhado nas Ultimas décadas. (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-
Doimeadios et al. 2010). Estudos avaliando a quantidade deste metal pesado em
amostras bioldgicas dessas populacdes ribeirinhas, relataram a presenca deste
xenobiotico em altas concentracdes, chegando até 25 ppm (partes por milhdo) na década
de 1990 (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 2010). Dessa forma, é
possivel observar que essas populacdes apresentavam quantidades de mercdrio bem
acima do limite de seguranca proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que
é de 10 ppm para o cabelo (WHO 1990).

Afortunadamente, ao longo das ultimas décadas, tem sido observada uma reducéo
nos niveis de mercario nas amostras bioldgicas das populacgdes ribeirinhas da regido do
Tapajés (uma das principais regides amazonicas afetadas pela exposicdo mercurial),
chegando préximo ao limite de seguranca proposto pela Organizacdo Mundial de Saude
(revisado por Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al., 2010). Cabe
destacar que esses limites de seguranca foram estabelecidos baseando-se em episodios

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

Por outro lado, as consequéncias de uma exposi¢do cronica a niveis relativamente
baixos de mercdrio, como as observadas na regido do rio Tapajés, sdo pouco conhecidas
(Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al. 2010). Assim, na Gltima década
vem crescendo a discusséo se esses limites de seguranca estabelecidos pela OMS seriam
adequados, especialmente considerando que a exposicdo prolongada a doses
relativamente baixas de mercirio é capaz de produzir alteracbes subclinicas
neurocomportamentais (relacionadas principalmente a coordenacdo motora) e alterages

genotoxicas (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 intoxicagdo mercurial
1.2.1 Toxicocinética e efeitos no sistema nervoso central

Durante o ciclo biogeoquimico do mercurio, é possivel observar que a conversao
do mercurio em metilmercurio é uma etapa fundamental para que ocorra 0 processo de
biomagnificacdo deste metal. As formas organicas apresentam uma maior toxicidade
qguando comparadas com a forma inorganica. Além disso, a maior fragdo do mercdrio
encontrada em amostras esta na forma de metilmercurio (Berzas Nevado, Rodriguez
Martin-Doimeadios et al. 2010). Quando comparado ao mercurio metélico, o0 MeHg
apresenta um maior facilidade de atravessar barreiras bioldgicas, conferindo a este
composto uma alta absor¢cdo e distribuicdo (Syversen and Kaur 2012).
Interessantemente, as caracteristicas quimicas do metilmercurio também conferem a
este composto uma ampla distribuicdo no organismo e o longo tempo de meia vida,
aproximadamente 60-70 dias (Brunton 2007; Syversen and Kaur 2012). A afinidade
deste xenobiotico por grupamentos sulfidrila (-SH) é responsavel pela ligacdo deste
composto as proteinas plasmaticas e teciduais, o que resulta em uma facilidade na

distribuicdo e de permanéncia deste metal no organismo (Brunton 2007).

Apbs alcancar o0 SNC, observa-se o inicio de uma série de eventos deletérios, no
qual as células gliais apresentam um papel fundamental. O papel fisiologico das células
gliais envolve a manutencéo da concentracdo normal de ions e do pH, prevencdo contra
0 aumento de neurotransmissores (por exemplo, glutamato), producdo de fatores
neurotroficos para divisdo, diferenciagdo neuronal e fagocitose de restos celulares
(debris) e mediacéo da reposta imune no SNC (Shanker, Syversen et al. 2003; Ni, Li et
al. 2012). Este tipo celular, apresenta uma funcdo protetora fundamental durante a
intoxicacdo por MeHg (Shanker, Syversen et al. 2003). Inclusive, esse suporte pode ser
detectado in vitro durante o cultivo simultaneo de células gliais e neuronais (cocultura
ou cultura mista), em que € observado um aumento na resisténcia neuronal ao MeHg
(Morken, Sonnewald et al. 2005).
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As células gliais apresentam os astrécitos e microglias como componentes
principais, (Ni, Li et al. 2012) e durante a intoxicacdo mercurial, algumas caracteristicas
podem ser observadas em ambos os tipos celulares (Ni, Li et al. 2012). Essas
particularidades incluem o depoésito de mercuario intracelular, formacdo de eventos
oxidativos o aumento na expressdo do fator Nrf-2 (relacionado a expressdo de enzimas
antioxidantes). (Nevado, Martin-Doimeadios et al. 2011; Ni, Li et al. 2011).

Além disso, é conhecido que 0 MeHg é capaz de alterar a reposta dos astrocitos
em relacdo aos niveis de glutamato, aumentando o nivel deste neurotransmissor na
fenda sinaptica, o que resulta no quadro de ecxitotoxicidade neuronal (Shanker,
Syversen et al. 2003). Este evento, é resultado da acdo do MeHg sobre o sistema de
captacdo do glutamato originando uma inibicdo da captacdo e a0 mesmo tempo um
aumento na liberacdo deste neurotransmissor (Aschner, Du et al. 1993).

Também € observado em células gliais uma acdo inibitéria do MeHg na
captacdo de precursores para a sintese de glutationa (Shanker and Aschner 2001). E
importante destacar que em células mamiferas, este composto é responsavel por 90%
dos tiois livres, ndo ligados as proteinas, e uma reducdo na sintese deste composto deixa
as células mais vulneraveis a acdo do MeHg (Anderson and Meister 1983; Belletti,
Orlandini et al. 2002). Este mecanismo de agédo pode estar associado com o fato de que
os disturbios celulares observados em células gliais ocorrem antes dos danos em células
neuronais, durante a intoxicacdo com MeHg (Shanker and Aschner 2001).

De fato, apés a exposicdo ao MeHg, foi observado que neur6nios se destacam
dos outros tipos celulares por reterem uma menor quantidade de metal pesado no
interior celular (Charleston, Bolender et al. 1994) sendo essa caracteristica 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 atribuido as células
gliais, essa capacidade de acumulacdo de MeHg ap0s a exposi¢do, ocorre tanto em
células astrocitarias 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 areas bem especificas do
cortex cerebral. Estas regioes sao denominadas ‘““areas primarias do cortex cerebral” e o
comprometimento dessas estruturas afetam diretamente os sistemas visual, auditivo,

somatico sensorial e motor (do Nascimento, Oliveira et al. 2008).
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A exposicdo aguda a altas doses de metilmercdrio esta associada a dores de
cabeca, tremor, reducdo da atividade cognitiva, constricdo do sistema visual, distdrbios
nos sistemas somatico sensorial (perestesias), auditivo, ataxia cerebelar e deficiéncia na
memoria (do Nascimento, Oliveira et al. 2008). Em contrapartida, a exposi¢do crénica é
caracterizada por sintomas aparentemente mais brandos, incluindo tremores
(principalmente em membros superiores), distdrbios emocionais (irritabilidade, timidez

e ansiedade), insdnia, perda de memodria e deficit cognitivo (Brunton 2007).
1.2.2 Toxicodinamica do mercurio: eventos celulares e moleculares

Os sintomas apresentados apds a exposicdo ao metilmercurio estdo usualmente
associados a degeneracao celular em regides cerebrais. Uma vez que este xenobiotico se
acumula no tecido cerebral, é desencadeada uma série de eventos nocivos, que
dependendo da intensidade resultam em processos de neurodegeneracdo. Apesar de 0s
mecanismos celulares pelos quais 0 mercurio exerce e os efeitos ainda ndo terem sido
completamente elucidados, algumas ac¢des tém sido associadas a exposi¢do mercurial
como o desequilibrio nos niveis de neurotransmissores excitatérios, alteracbes na
homeostase dos ions célcio, desarranjo nos microttbulos, faléncia da cadeia respiratoria,
formagdo de radicais livres, reducdo 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 relacdo direta na formacao de eventos
genotoxicos. Este evento é capaz de promover a oxidacdo de biomoléculas como
proteinas, lipideos e DNA (Catala 2006; Negi, Pande et al. 2014; Ge, Yan et al. 2015).
O mecanismo exato que o MeHg promove e sua acdo genotdxica ainda nao €

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

Além da interagdo com microtubulos, o estresse oxidativo e a interagdo direta do
metal pesado com os acidos nucleicos sdo eventos que podem estar subjacentes a acao
genotoxica deste poluente (Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009). Dentre os efeitos
promovidos pelo estresse oxidativo, dois sdo especialmente importantes para indicar
esta via como participante na formacéo de eventos genotdxicos dos compostos contendo
mercurio: a oxidagdo direta das bases nucleicas e a mudanca conformacional das
proteinas do sistema de reparo do DNA (Crespo-Lopez, Macedo et al. 2009).

Entretanto, outros eventos observados durante a exposicdo ao MeHg também



20

sdo apontados como possiveis mecanismos moleculares do estresse genotdxico, como,
por exemplo, a interagdo do mercurio com os microtibulos 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 monomeérico dos microtibulos, uma vez que este metal apresenta um
tropismo por este tipo de molécula (Farina, Aschner et al. 2011). A associa¢do deste
xenobiotico aos microtibulos resulta tanto na inibicdo do agrupamento dos mondmeros
de tubulina quanto na despolimerizacdo dos filamentos ja formados, inclusive em
células do SNC (Sager, Doherty et al. 1983). Este evento se torna especialmente
importante uma vez que 0s microtibulos possuem um importante papel no
desenvolvimento do sistema nervoso, atuando ativamente no processo de proliferagdo

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

Os microtabulos apresentam um papel fundamental no ciclo celular,
especialmente, durante a divisdo dos cromossomos entre as duas células filhas.
Portanto, é provavel que um composto quimico que tenha uma agdo deletéria nestes
filamentos do citoesqueleto resulte em erros na divisdo do DNA. De fato, € possivel
observar um efeito genotoxico deste metal em células originarias do sistema nervoso
central, com exposicGes que normalmente ndo induziriam alteracbes comportamentais

(Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Crespo-Lopez, Macedo et al. 2011).
1.2.3 Toxicologia mercurial in vitro

Devido a diversidade de mecanismos moleculares subjacentes aos eventos
deletérios do MeHg no SNC, a avaliagdo 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 mamiferos tém normalmente dois propoésitos: investigar as formas e o0s
mecanismos relacionados a acdo bioldgica de compostos quimicos e descrever novas
moléculas quimicas com potencial neurotdxico. Este modelo de avaliacdo apresenta
vantagens como a possibilidade de conduzir os experimentos em um ambiente uniforme
e altamente controlado, além de reduzir o numero de animais sacrificados, o tempo e 0s

custos dos experimentos (Giordano and Costa 2011).

Estes experimentos podem ser conduzidos com culturas primérias (tecido obtido

diretamente de um doador, normalmente roedores) ou utilizando linhagens celulares
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imortalizadas. Para a avaliacdo em toxicologia, os dados obtidos com esses modelos
apresentam uma boa correlacdo 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 populacdo homogénea de células, o cultivo ser
rapido e facil (Giordano and Costa 2011). Alguns tipos celulares podem ser induzidos a
se diferenciar em um tipo mais especifico, entretanto, estes novos fenétipos podem néo

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

Para os estudos envolvendo MeHg, € observado o uso frequente de algumas
linhagens de neuroblastoma e glioma como modelos para avaliacdo da acdo toxica
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
ja foram registradas diferencas 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 0 mecanismo de neurotoxicidade do MeHg ainda ndo ser
completamente conhecido, nas Ultimas décadas, tém sido descritos novos alvos
moleculares deste metal com o uso de estudos in vitro, como, por exemplo, a formacao
de eventos genotdxicos em células do SNC apOs exposicdo a concentracdes

relativamente baixas de MeHg (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007).
1.3 Genotoxicidade e disturbios de proliferagédo celular

As consequéncias da exposicdo humana a agentes genotoxicos tém sido
relacionadas principalmente a dois processos: teratogénese e carcinogénese (Crespo-
Lopez, Macedo et al. 2009). Estes dois processos estdo relacionados com o surgimento
de problemas ao organismo decorrente de alteragBes na informacdo genética levando a
ma formac&o da prole ou surgimento de tumores no proprio individuo respectivamente.
As modificacbes no genoma celular sdo realizadas por compostos mutagénicos e esses
agentes podem agir diretamente com o DNA celular ou atraves 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 lesdes diretamente ao DNA sdo descritos
alguns tipos de virus, fotossensibilizagdo e compostos quimicos com capacidade de
ligagdo 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 possivel observar
a ocorréncia de eventos genotdxicos atraves de interagcdes com intermediarios, ou seja,
alvos diferentes da molécula de DNA. Essas vias sdo denominadas de forma genérica
como mecanismos indiretos de genotoxicidade (Kirsch-Volders, Vanhauwaert et al.
2003). Esse grupo intermediario de biomoléculas é constituido principalmente por
proteinas relacionadas com os sistemas enzimaticos de reparo do DNA e antioxidante,
sistemas de controle do ciclo celular e apoptose ou componentes do citoesqueleto
relacionados a 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 bioldgico é exposto ao agente mutagénico, sdo
observadas agressoes ao DNA que podem variar na intensidade. Dessa forma, sé&o
gerados diferentes tipos de danos que variam desde quebras na molécula de DNA ou
trocas de nucleotideos até lesdes mais intensas envolvendo alteragdes cromossdmicas de
carater numérico ou estrutural (Mateuca, Lombaert et al. 2006). Uma alteracdo
estrutural cromossdmica esta relacionada com a perda da integridade resultante de uma
quebra cromossémica (efeito clastogénico). Em contrapartida, uma alteragdo numérica
estd relacionada ao aumento ou reducdo no numero de cromossomos (efeito
aneugénico). Dessa forma, os agentes mutagénicos podem ser classificados em
clastogénicos ou aneugénicos, caso apresentem potencial para induzir alteragdes

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

Para avaliar o potencial mutagénico dos xenobidticos no organismo foram
desenvolvidos ensaios citogenéticos capazes de detectar danos ao material genético
nuclear, os quais s@&o 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 fragmentacéo,
ou testes capazes de identificar danos em niveis cromossomais como quebras ou perda
da molécula de cromossomo, como a avaliagdo de micronucleos. Além disso, 0 uso

concomitante dos ensaios do cometa e de microndcleos ja demonstrou ter uma alta
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especificidade para distinguir compostos genotdxicos e ndo genotdxicos com alta

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

O ensaio do cometa possui tal nome devido as imagens produzidas do material
genético celular, parecidas com corpos celestiais. Dentre as aplicabilidades mais
comuns deste ensaio, encontra-se a avaliacdo genotoxica de xenobidticos encontrados
no meio ambiente (Azqueta and Collins 2013). Esse teste é capaz de revelar, de forma
individualizada para cada célula, o aumento no nimero de quebras que a molécula do
DNA sofre durante a exposi¢do ao poluente (Azqueta and Collins 2013). Quanto mais
dano a molécula de DNA, durante o tratamento, maior é a fragmentacdo observada, e
consequentemente aumento da quantidade de material genético na regido da “cauda do

cometa”.

Porém, para avaliar danos envolvendo danos estruturais ou numericos, €
utilizado o ensaio de micronicleos ou (CBMN) (do inglés, cytokinesis-block
micronucleus assay) (Fenech 2002; Fenech 2007). Esse teste € uma importante
ferramenta para avaliacdo da instabilidade do genoma celular em nivel molecular
(Fenech 2002). Os parametros de morte celular sdo complementares aos de
genotoxicidade, uma vez que o dano ao genoma esta relacionado com uma menor taxa
de proliferagdo celular e inducdo de morte (Lukas, Lukas et al. 2004).
Interessantemente, o ensaio de micronucleo também fornece um parametro associado a
proliferacdo, chamado de indice de Divisdo Nuclear (Fenech 2007). Este indicador leva
em consideracdo a proporcao de células binucleadas fornecendo informacGes sobre a

taxa de divisdo celular através do sucesso no ciclo celular.

Nas Ultimas décadas, as alteragdes na técnica do ensaio de micronucleos
evoluiram permitindo a avaliacdo de biomarcadores relacionados a quebra e/ou perda
cromossémica, rearranjo ou ndo disjungdo cromossdmica ou citostase, entre outros
(Fenech 2007). Este ultimo indicador, leva em consideracdo a proporcdo de células
binucleadas fornecendo informac6es sobre a taxa de divisdo celular atraves do sucesso

do ciclo celular.
1.4 Ciclo celular: controle e resposta ao dano no DNA

A principal fungéo do ciclo celular é a formacéo de uma nova célula, e para isso é

necessario a duplicacdo exata do genoma celular e a divisdo correta do material genético
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entre duas células novas (Lukas, Lukas et al. 2004). Além do material genético, é
necessario 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 sdo responsaveis
por uma tarefa especifica; e o controle de cada etapa do ciclo realizado por enzimas
denominadas de cinases dependentes de ciclinas (CDKSs) e suas respectivas ciclinas
(Duronio and Xiong 2013). (Fig. 2).

Em organismos multicelulares, as células diferenciadas estdo em um estdgio
metabolicamente ativo exercendo fungdes especializadas, onde ndo é observada
atividade mitotica (fase GO0). Sendo que, algumas células em GO apds serem estimuladas
por agentes mitdticos, podem retornar ao ciclo celular, entrando na fase G1 (Duronio
and Xiong 2013).

Cak1/CycA, :
Cych ™ Cdk 2,3,4/CycD

(Mitosis) ?
M

~ . GlGap1)

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

O comprometimento celular com o evento de divisdo ocorre na fase G1 do ciclo
de divisdo celular de uma célula de mamifero, nesse sentido, a entrada na fase S
representa um ponto em que ndo ha retorno e ocorre o completo envolvimento com o
ciclo e a divisao celular. Na fase G1 é observado o controle por trés CDKs distintas
CDK2, CDK4 e CDK®6. A primeira destas é regulada pela ciclina E engquanto que as
outras duas sdo controladas por ciclina D. Durante o ciclo celular, os niveis de CDK2,

CDK4 e CDK®6 nao alteram, entretanto, nestas enzimas sua atividade é regulada através
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de proteinas inibidoras ou dos niveis de ciclinas no interior celular (Duronio and Xiong
2013).

Em mamiferos, a ciclina D parece ter uma participacdo pequena na regulacdo da
transicdo G1/S (Malumbres, Sotillo et al. 2004). Por outro lado, a regulacdo dos niveis
de ciclina E se mostra fundamental para a progressdo do ciclo celular, e a ativacédo de
CDK2 sinaliza o comeco da replicagdo do DNA(Massague 2004). E descrito, entdo, a
formagéo do complexo de CDK2 com a ciclina E; e posteriormente com a ciclina A
(Massague 2004; Duronio and Xiong 2013).

A replicacéo do genoma celular € uma tarefa a ser concluida na fase S. O inicio do
processo de replicagdo é coordenado pela ativacdo de CDK2 e esté relacionada com o
recrutamento de enzimas como DNA helicase, primase e polimerase pelo complexo pré-
replictivo, promovendo o desenrolamento e a replicacdo da dupla hélice do DNA
(Massague 2004). Este evento deve ocorrer somente uma vez a cada ciclo de divisao
celular, e este fato pode estar associado ao observado em células em proliferagdo que
expressam um pico de ciclina E na transicdo G1/S e apds este momento, esta uma baixa

concentracdo ou ausente (Duronio and Xiong 2013).

Apbs a duplicacdo do DNA celular, € iniciado o segundo estagio 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 estagio de
mitose (fase M) (Duronio and Xiong 2013). Assim, como as CDK2, responsavel pela
transicdo G1/S, a CDK1 mantém a sua concentracdo constante durante todo o ciclo
celular (Deckbar, Jeggo et al. 2011). Dessa forma, € observado que varia apenas 0S
niveis de ciclina B cujo pico maximo é ao final de G2 (Fung and Poon 2005).

O ultimo estagio do ciclo celular é a fase M, a qual pode ser dividida em dois
momentos: mitose ou cariocinese (divisdo do nucleo) e citocinese (separagdo em duas
filhas). A mitose celular apresenta cinco estagios: Préfase, Pro-metafase, Metafase,
Anafase e Telofase. O material genético replicado na fase S é condensado na forma de
cromossomos no inicio da mitose (Profase), e em seguida, € alocado na regido
equatorial do fuso mitdtico celular (Metafase). O fuso mitdtico € a maquinaria
responsavel pela segregacdo dos cromossomos durante a mitose, o qual é composto por
centenas de proteinas (Vicente and Wordeman 2015).
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Apesar de algumas diferencas, todos os eucariotas estudados até hoje utilizam o
sistema microttbulos e cinesinas para segregacdo dos cromossomos (Wickstead, Gull et
al. 2010). O estagio em que ocorre a separacdo é denominado Anafase, resultando na
separacdo das cromatides-irméds a partir do centro do eixo em direcdo aos polos
celulares (Anafase A), seguido do alongamento do fuso mitotico (Anéafase B). A dltima
etapa da cariocinese é a Teldfase, a qual é caracterizada pela formagdo 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 formacao do anel contrario de actina e miosina (na regido equatorial)

e resulta na formac&o de duas células filhas (Fig. 3).

cytokinesis
mitosis

metaphase-to-anaphase transition
interphase prophase prometaphase  metaphase anaphase telophase

v

® — ® -k 190 - @ - @

INTERPHASE

DNA replication

Fig 3: Eventos da divisdo celular eucariética. Adaptado de (Alberts 2004)

Estes eventos acima descritos ocorrem em situagcdo normal, no qual ndo ha uma
exposicdo a compostos quimicos capazes de atuar sobre o genoma ou citoesqueleto
celular. Uma vez que a integridade da informacdo genética ¢ fundamental para que a
célula desempenhe a sua fungdo no organismo, os sistemas biolégicos contam com um
conjunto de mecanismos para reverter 0os danos ao genoma. Este aparato € denominado
de sistema de reparo do DNA, e apresenta diversas vias para restaurar o material
geneético os quais sao ativados seletivamente de acordo com a natureza do dano causado
(Ermolaeva, Dakhovnik et al. 2015). A importancia deste sistema para o0 organismo é
observado, principalmente, em algumas sindromes congénitas, cujo mau funcionamento

ou auséncia do sistema de reparo estd associado a comprometimento no
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desenvolvimento, susceptibilidade ao surgimento de cancer e envelhecimento precoce
(Schumacher, Garinis et al. 2008; Wolters and Schumacher 2013).

Porém, o dano ao DNA ndo ativa somente a maquinaria responsavel pelo reparo
ao DNA. Outros eventos séo observados, como a estagnagéo do ciclo de diviséo celular
(Ermolaeva, Dakhovnik et al. 2015). Esta parada em determinadas etapas do ciclo de
divisdo celular pode ocorrer até que o conteudo genético esteja restaurado. Além disso,
uma importante caracteristica deste evento é a pausa em momentos bem definidos,
denominados pontos de checagem (do inglés, checkpoints). Os pontos de checagem
estdo associados a conclusdo de uma determinada etapa no ciclo e este controle evita o

avango sem a conclusdo de uma fase anterior (Alberts 2004).

Os pontos de checagem formam um complexo constituido de sensores de dano ao
DNA, moléculas sinalizadoras e varias vias efetoras enzimaticas. Durante a acdo dessas
enzimas de reparo € observado um aprisionamento do ciclo celular nas fases G1, S ou
G2. De fato, no ciclo celular ha pontos de checagem (ou rede de pontos de checagem)
relacionados ao dano no DNA, 0s quais sdo importantes para prevenir que células com o
genoma modificado se proliferem, dando a oportunidade de reparo (Bartek and Lukas
2007). Por outro lado, é possivel observar também um ponto de checagem que, durante
a Metéfase é acionado, caso ndo ocorra ligacdo correta dos cromossomos ao fuso
mitotico (Jordan and Wilson 2004), causando um aprisionamento nesse estagio, no qual
¢ denominado como aprisionamento mitético (Jordan and Wilson 2004; Parker,

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

Para evitar a entrada na fase S com o genoma danificado, resultando em uma
replicacdo do DNA defeituosa, existe um ponto de checagem no final do estagio G1. A
presenca de lesdes 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 retencdo nesta etapa do ciclo é
associada a sintese de uma proteina denominada P53. (Lukas, Lukas et al. 2004; Rodier,
Campisi et al. 2007). O prolongamento ou a permanéncia neste ponto de checagem
devido a danos ao DNA esta relacionado com a indugdo de morte celular por apoptose
(Lukas, Lukas et al. 2004; Blagosklonny 2007).

Assim como na fase G1, o estagio S possui um ponto de checagem sensivel aos

insultos no DNA. Entretanto, diferentemente do ponto encontrado em G1, a regulacao
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em S € menos intensa sendo observado apenas um transitorio e reversivel 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 € particularmente nociva
devido ao surgimento de aberra¢bes cromossdmicas e outras mutacfes no genoma

podendo formar sindromes genéticas ou doencas como cancer (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 inicio da mitose, caso 0 genoma celular possua algum dano adquirido
durante o estagio G2 ou herdado de etapas anteriores (Lukas, Lukas et al. 2004). Uma
vez que esta etapa é superada, ocorre a entrada no estagio de Profase e nesse caso a
célula esta comprometida com a divisdo 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 acdo de enzimas cinases e transcricdo de fatores
proteicos (Lukas, Lukas et al. 2004; Rieder 2011).

Na ultima etapa do ciclo celular também pode ocorrer uma retencdo, mais
especificamente, na transicdo entre a Metafase e Anafase (Jordan and Wilson 2004).
Este fato também é chamado de aprisionamento mitético e pode ocorrer apés a acao de
um xenobidtico diretamente sobre o citoesqueleto celular (Jordan and Wilson 2004;
Parker, Kavallaris et al. 2014). Durante a mitose, os microtibulos formam fusos
responsaveis pela separacdo dos cromossomos. Dessa forma, drogas com potencial de
ligagdo a estas proteinas provocam um aprisionamento mitético promovendo rapida
morte celular de células em divisdo (Jordan and Wilson 2004; Parker, Kavallaris et al.
2014).

A perda da viabilidade ou morte celular apds o processo de genotoxicidade
envolve diversas vias de sinalizacdo, as quais convergem para apenas dois destinos:
necrose ou apoptose. Estas rotas parecem ser ativadas pela expressdo de P53, uma
proteina que surge em respostas ao dano ao DNA (Reinhardt and Schumacher 2012;
Elkholi and Chipuk 2014)

O processo de necrose normalmente ocorre apds a exposicdo a uma situagédo
extrema, tais como, mudanca de temperatura, de pH ou estresse mecanico. Esse evento
pode ocorrer no organismo em situagdes como neurodegeneracao, isquemia ou infecgéo,

entre outras (Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). Uma caracteristica marcante deste
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tipo de morte celular é o colapso energético com rapida perda da capacidade de
producédo de ATP (Elkholi and Chipuk 2014).

E possivel diferenciar morfologicamente se um processo degenerativo ocorreu por
necrose ou apoptose, uma vez que cada via de morte celular apresenta caracteristicas
préprias. Durante a necrose, é observado um inchacgo das organelas celulares, que pode
ser acompanhada da lise a membrana plasmatica. Caso esta membrana nao seja
rompida, a permeabilidade é rapidamente perdida, assim, juntamente com o formato
celular. O nucleo celular tem uma caracteristica distendida e permanece aparentemente
intacto (Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013)

Por outro lado, a morte celular por apoptose é um processo programado pelo qual
o0 corpo elimina as células ndo necessarias ou potencialmente perigosas. Ha duas rotas
responsaveis subsidiando este evento, denominadas extrinseca e intrinseca
(Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). A via extrinseca é iniciada pela ativacdo de
receptores de membrana por ligantes extracelulares, enquanto que a via intrinseca é
desencadeada por fatores internos, surgimento de fatores estressantes no interior celular

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

O excesso de mutacBes no conteddo genético resulta na expressao de p53 e pode
iniciar o processo de morte celular por apoptose (Elkholi and Chipuk 2014). O resultado
da ativacdo da via apoptética culmina com a ativacdo de proteases denominadas
caspases, que atacam a maquinaria proteica da célula. Além disso, é observada a
condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA (Nikoletopoulou, Markaki et al.
2013). Essas caracteristicas morfologicas e funcionais sdo fundamentais para distinguir

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

Portanto, todas as respostas desencadeadas apds o estresse genotdxico, como
atraso no ciclo celular ou inducdo de morte estdo relacionadas com a expressdo génica
de fatores proteicos (Rodier, Campisi et al. 2007; Reinhardt and Schumacher 2012;
Nikoletopoulou, Markaki et al. 2013). De fato, esse € um importante mecanismo na
prevencdo do desenvolvimento de carcinogénese (Rodier, Campisi et al. 2007). Este
fato € especialmente importante, pois alteracbes em genes que controlam a morte ou
proliferacdo celular podem resultar na proliferagdo descontrolada de células e
carcinogénese (Rodier, Campisi et al. 2007; Reinhardt and Schumacher 2012).
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1.5 Genotoxicidade do Metilmercurio

Embora a exposicdo a metais pesados esteja associada a carcinogénese, dentre
estes poluentes, parece haver uma diferenca no potencial carcinogénico. Nesse sentido,
a formacdo de neoplasias esta mais relacionada aos metais arsénio, cromio, cadmio e
niquel; enquanto o chumbo e o mercario sao classificados como “fracos
carcinogénicos” (Martinez-Zamudio and Ha 2011; Koedrith, Kim et al. 2013). A
avaliacdo do potencial genotoxico dos compostos contendo mercirio mostra que
metilmercurio € o que apresenta 0 maior potencial genotdxico (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 genotoxico do metilmercdrio sao
majoritariamente conduzidos em culturas de linfdcitos. Estes constituem importante
modelo de estudo, principalmente no biomonitoramento de populagfes cronicamente
expostas a este metal pesado (Berzas Nevado, Rodriguez Martin-Doimeadios et al.
2010; Crespo-Lopez, Macedo et al. 2011). Interessantemente, a genotoxicidade
relacionada a exposicdo cronica, ja foi descrita até mesmo em individuos que
apresentaram niveis de metais dentro dos limites de seguranca preconizados pela OMS
(Queiroz, Bincoletto et al. 1999; Amorim, Mergler et al. 2000).

Entretanto, o érgdo-alvo do metilmercdrio € o SNC, no qual existe um acumulo
preferencial deste metal pesado. Neste contexto, as células gliais se destacam por
possuir um papel fundamental em casos de intoxicacdo mercurial (protegendo os
neurdnios em virtude da retirada desse metal do meio extracelular). Em um SNC adulto,
as células gliais atuam na homeostase ajudando na manutengdo dos niveis de
neurotransmissores, liberacdo de fatores troficos e retirada do meio extracelular de
componentes potencialmente nocivos, como o metilmercurio (Aschner, Syversen et al.
2007). Esse fato pode estar relacionado com o acimulo preferencial deste metal pesado
em células gliais quando comparado aquele dos neurdnios (Nevado, Martin-Doimeadios
et al. 2011). Além disso, é neste tipo celular que sdo observados os primeiro eventos

deletérios ap0s a exposicdo ao MeHg.

De fato, a exposicdo a este xenobidtico € capaz alterar o papel fisioldgico das

células gliais através de uma série de eventos deletérios dos quais é possivel destacar a
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genotoxicidade. A genotoxicidade apds a exposicdo mercurial é observada em
concentragOes tdo baixas quanto 0,1 UM em células de origem glial e neuronal (Crespo-
Lépez et al, 2007), fazendo deste um marcador muito sensivel de dano por
metilmercdrio. Desta forma, é possivel que este evento aconteca in vivo mesmo na
presenca de baixas concentracfes que ndo provocam sintomas neuropatoldgicos

evidentes.

Uma das principais dificuldades ao analisar e comparar os estudos in vitro que
mostram efeitos genotdxicos da exposicdo a este xenobidtico é a grande diversidade de
condicdes experimentais encontradas, dificultando a tentativa de determinacdo dos
niveis minimos requeridos para promover danos ao DNA (Crespo-Lopez, Macedo et al.
2009). Esta variacdo tem sido relacionada com diferengas nas técnicas de avaliagdo e
nos desenhos experimentais utilizados nos diferentes estudos (Crespo-Lopez, Macedo et
al. 2009). Nesse sentido, é possivel observar que o fator tempo de exposi¢do ao MeHg
ou a presenca de soro sdo varidveis muito relacionadas a discrepancias entre os dados
registrados (Lee, Lin et al. 1997; Rao, Chinoy et al. 2001). Além disso, outras
divergéncias entre os estudos que avaliaram a acdo genotdxica do metilmercirio podem

ser observadas, principalmente, quanto aos resultados.

Resultados aparentemente contraditérios entre os dados registrados de diferentes
estudos podem ser observados na avaliacdo de parametros como o indice mitético
(Silva-Pereira, Cardoso et al. 2005; Eke and Celik 2008; Crespo-Lopez, Macedo et al.
2009), a presenca de microntcleos (Bonacker, Stoiber et al. 2004; Crespo-Lopez, Lima
de Sa et al. 2007) ou a presenca de quebras na cadeia do DNA (Bhowmik and Patra
2013; Pieper, Wehe et al. 2014). Da mesma forma, também sdo observados desacordos
na resposta a agressao genotoxica quanto ao ciclo e uma possivelmente proliferagcdo
celular. Além de poucos, os relatos divergem entre si sobre o0 ponto exato onde ocorre 0

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

Entre os estudos que avaliaram a acdo deste xenobiotico, hd descricbes que a
exposicdo a baixas doses de MeHg esta associado a um distarbio 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 cientifica ndo
é possivel observar um estudo descrevendo a acdo deste xenobiodtico em células glias,

apesar de a importancia deste tipo celular para o processo de intoxicacdo mercurial.
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Recentemente, nosso grupo langou a hipdtese de que o indice mitotico seria um
dos primeiros pardmetros a ser afetado pela intoxicacdo mercurial e que baixas
concentragfes deste metal incrementariam a proliferacdo celular. Porém, doses
relativamente mais elevadas (ou a exposicao crbnica por tempos mais prolongados)
inibiriam a proliferacdo e/ou provocariam morte celular (Crespo-Lopez, Macedo et al.
2011). O fato de um dano genotdxico estar associado a exposi¢do ao metilmercurio em
baixas concentraces (consideradas relativamente seguras até hoje) é muito
preocupante, uma vez que o dano ao genoma tem uma relacdo direta com a ocorréncia
de distarbios na proliferacdo celular (e, em consequéncia, o tipo de morte celular),
podendo conduzir eventualmente a processos de carcinogénese e/ou teratogénese. Desta
forma, um estudo mais detalhado da acdo genotdxica de doses relativamente baixas de

metilmercdrio e sua relagdo com a proliferacdo 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 acdo deste metal pesado, em células neuronais, negligenciando a participagdo glial na

intoxicacdo mercurial.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a genotoxicidade e as alteracGes na proliferacdo celular provocadas pela

exposicdo a concentracdo baixa e ndo letal (permitindo 100% de viabilidade celular) de

metilmercdrio em células de origem glial.
2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um desenho experimental adequado (considerando tempo de
incubacdo e presenca ou auséncia de soro bovino fetal) para o estudo da resposta

a exposi¢cdo a uma concentracao baixa e ndo letal de metilmercurio;

e Auvaliar o efeito dessa concentracdo de metilmercdrio no material genético da

linhagem C6 de glioma;

e Elucidar a acdo dessa concentragdo de metilmercurio sobre o ciclo celular da

linhagem de glioma C6;

e Descrever o efeito do metilmercirio em concentracdo subletal sobre a

proliferacdo celular da linhagem de glioma C6.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo e estoque da solucéo de metilmercurio

O cloreto de metilmercurio (251,08 g/Mol) foi adquirido da Sigma-Aldrich. Sendo
feita, entdo, uma solucdo estoque de MeHg na concentracdo de 1 mg/mL, (4 mM) em
tampdo fosfato salino (PBS) e armazenadas a temperatura de -20 °C. Para realizar o
tratamento, a solugdo estoque de MeHg foi diluida 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 pg/mL). As culturas foram incubadas
em estufas a 37 °C contendo 5% CO,.

3.3 Tratamentos

Para a realizacdo dos tratamentos, as células viaveis foram quantificadas, e em
seguida foi feita umas semeaduras padréo para todos os experimentos. A quantificagdo
de células viaveis foi realizada pela diferenciacdo com o corante Azul de Tripan. Este
composto ndo é capaz de entrar em células viaveis, que permanecem incolores,
enquanto celulas ndo viaveis sdo coradas em azul. A contagem se realizou em camara
de Newbauer e a densidade celular calculada de acordo com protocolo ja padronizado
em nosso laboratério (Curi 2005). Dessa forma, todos os experimentos foram
conduzidos com uma densidade celular inicial de aproximadamente 25 , 10°

células/cm?, seguido de um periodo de 24 horas em estufa.

Apdbs a incubacdo, as células foram expostas a concentragdes crescentes de
metilmercudrio (Sigma-Aldrich) diluido em DMEM (concentragGes finais variando no
intervalo de 1-100 puM). Para avaliar a influéncia do tempo de exposi¢do ao MeHg,
foram feitas curvas dose-resposta avaliando a viabilidade celular ap6s o tratamento com
metilmercdrio por 4 ou 24 horas. A determinacdo da influéncia do SBF, durante a
exposicao a este metal pesado, foi realizada comparando a viabilidade celular em curvas
dose-resposta com meio de cultura livre de SBF ou suplementado na proporcao de 10%
(VIV).
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Ao final dos experimentos acima, as condi¢des escolhidas para a realizacdo dos
ensaios de genotoxicidade, ciclo celular e proliferagao celular foram exposi¢des por 24h
a uma concentracdo de 3 pM de MeHg em meio de cultura suplementado com SBF
(10%, VIV) (Fig. 4).

Sobrevivéncia

Genotoxicidade
Ciclo celular
IProIiferagéo
lcelular
24 H 24 H 24 H 24 H
Semeadura Inicio da Fimda
exposicdo exposicao

Fig. 4: Resumo esquematico da exposi¢do ao MeHg em culturas de células gliais da linhagem C6.

3.4 Viabilidade celular

A quantificacdo de células viaveis foi realizada pelo método de conversdo do 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) por enzimas desidrogenases
presentes em mitocondrias de células viaveis. A reacdo enzimatica que ocorre nas
células viaveis produz um sal pouco soltvel de cor parpura, que pode ser solubilizado
em dimetilsulfoxido (DMSO). A producdo de cristais é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis na coldnia, podendo ser quantificado por espectrofotometria
(Mosmann 1983).

Ap0s o tratamento, as culturas de células C6 foram lavadas com PBS e incubadas
com solucdo de MTT (0,05 mg/mL) por duas horas. Em seguida, se descartou o
sobrenadante e os cristais insollveis foram solubilizados com 300 pL de DMSO.
Posteriormente, adicionados 700 puL de agua ultrapura e a solucdo foi analisada em
espectrofotdbmetro (A= 570 nm). Os resultados foram expressos em porcentagem de

células viaveis em relagdo ao grupo controle.
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3.5 Deteccdo de apoptose e necrose

A confirmacdo da auséncia de processos degenerativos foi realizada por
microscopia de fluorescéncia através da dupla coloragdo com brometo de etideo (BE) e
alaranjado de acridina (AA). Esta metodologia combina a avaliagcdo da integridade da
membrana plasmatica e o aspecto morfolégico no nucleo. A membrana plasmatica de
uma celula viavel é permeavel somente ao alaranjado de acridina, enquanto que células
em estagio tardio de apoptose e necrose sdo observadas a entrada de ambos os corantes
(Takahashi, Matsumoto et al. 2004).

O nucleo de células vidveis tem uma caracteristica uniforme e corada em verde
devido a ligacdo do AA ao material genético (Fig. 5a). Por outro lado, células em
necrose sdo observadas em vermelho intenso devido a ligagdo do BE com o DNA (Fig.
5b). Enquanto isso, células em estagio inicial de apoptose podem ser vistas com a
cromatina parcialmente clivada resultando em aspecto fragmentado, entretanto, sem o
vermelho intenso caracteristico do BE, pois a membrana ainda se mostra impermeével a
este corante (Fig. 5¢). O estagio tardio de apoptose é caracterizado pela coloragdo com o
BE, ao mesmo tempo, no qual se percebe a formacdo dos corpos apoptoticos (Fig. 5d)
(Takahashi, Matsumoto et al. 2004).

Fig 5: Padrdo utilizado para analise de células viaveis (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 analise, realizou-se o protocolo descrito por Takahashi (2004). Apos o
tratamento, as culturas foram lavadas com PBS e em seguida, com auxilio de solucéao de
tripsina (2,5 g/L, CULTILAB®), desprendidas da placa de cultura e formando uma
suspensdo celular.. Apos adicdo de 2 ml de DMEM suplementado com 10% de SBF, as
células foram centrifugadas (750 g, 3 minutos), resuspensas em DMEM (1 x 10°
celulas/ml) e tratadas com uma solugdo de BE/AA (concentracédo final de 10 mg/ml de
cada corante). Sendo a suspensdo celular colocada em ladmina e observada no
microscopio de fluorescéncia (Aexcitagio= 490 € 545 nm) foram contabilizadas 300 células
de cada amostra, as quais foram classificadas entre células viaveis ou nao-viaveis
(células em apoptose ou necrose) de acordo com a morfologia e coloracao (Fig. 2). Os

resultados foram expressos em porcentagem de células viaveis e ndo viaveis.
3.6 Analise da fragmentacdo do DNA pelo ensaio cometa

O ensaio cometa ou SCGE (do inglés, Single Cell Gel Electrophoresis) é uma
técnica de quantificacdo de danos ao DNA capaz de avaliar uma célula por vez. Apds o
processo de eletroforese é observado um local onde é mais intensa a coloracdo
denominada “cabeca”, a qual possui 0 DNA intacto. Ao lado da “cabega” é observada a
regido de cauda, no qual séo observados pontos luminosos espacados que consiste em
DNA fragmentado, sendo a extensdo proporcional a extensdo de danos no DNA sendo
possivel guantificar o DNA presente nas regides de cabeca ou cauda, com auxilio do
software KOMET 6®.

Para realizar este teste foi seguido o protocolo estabelecido no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Citogenética do Instituto Evandro Chagas (Singh, McCoy et al.
1988)) com adaptacbes. ApoOs a exposicdo ao metilmercurio, a cultura foi lavada com
tampdo Hank's. Em seguida, as células foram ser resuspensas com auxilio de solucéo de
tripsina-EDTA 0,025%, seguida de uma centrifugacgdo (750g por 3 minutos) e descarte
do sobrenadante, sendo o pellet resuspenso em Iml de meio de cultura. 20 pl de
suspensédo celular foram transferidos para tubo contendo 120 pl de agarose de baixo
ponto de fusdo (0,5%). O volume total transferido para uma lamina de vidro
previamente tratada com uma fina camada de agarose de fusdo normal (1,5%). Em
seguida, as laminas contendo a suspensdo celular foram incubadas por no minimo 12
horas em uma solucdo de lise (1 ml de triton X-100, 10 ml de DMSO e 89 ml de
solucéo de lise estoque — Solucéo de lise estoque: NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10
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mM, pH 10). As laminas foram colocadas em cubeta de eletroforese e cobertas com
solucdo tampao a 4 °C recém-preparada (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH > 13). Ap6s
esta etapa, as laminas foram lavadas com PBS a 4 °C. Antes do inicio da eletroforese, as
laminas foram incubadas por 20 minutos, e apds intervalo ocorreu o processo de
eletroforese por 20 minutos utilizando os parametros: 20V da cubeta, 300 mA pelo
intervalo de 20 minutos. Apos isso, as laminas foram lavadas trés vezes com solucéo de
neutralizagdo (Tris 19,5 mM, pH 7,5), ficando 10 minutos em contato, antes do descarte
da solucdo. Apds o periodo para secagem, as laminas foram imersas em etanol absoluto
para fixacdo por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram coradas com 30 ul de
solugdo de DAP (10ug/ml) acrescido com Antifade. Foram analisadas 100 celulas por

lamina.

As laminas foram analisadas com um microscopio de fluorescéncia utilizando o
comprimento de onda de 330nm, com aumento de 400x. Sendo nucléolos avaliados com
auxilio do software KOMET 6®, foram utilizados como parametros: % de DNA na
cauda e % de DNA na cabeca (Fig. 6).

Cabeca

Cauda

DNA fragmentado

DNA integro

Fig. 6: Imagem do nucléolo durante a avaliagdo da fragmentacdo do DNA através da técnica do ensaio do
cometa. Adaptado de Benhusein e colaboradores 2010 (Benhusein, Mutch et al., 2010)

3.7 Avaliacao da genotoxicidade através da formacéo de micronucleos

Os micronucleos sdo produtos de uma divisdo celular incorreta, na qual um

cromossomo inteiro ou apenas uma parte sdo segregados do restante do material
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genético celular, sendo observados como uma pequena massa nuclear delimitada por
membrana separada no nucleo principal (Fenech 2002; larmarcovai, Bonassi et al.
2008). Apobs o periodo de tratamento, as culturas foram lavadas com tampdo Hank's
seguido da adicdo de 5 ml de meio de cultura novo contendo citocalasina B (3 pg/ml) e
um periodo de incubacdo de 30 horas em estufa. Apos este periodo, as culturas foram
lavadas duas vezes com tampdo Hank's e resuspensas com auxilio de solugdo de
tripsina-EDTA (0,025%). Apos centrifugacdo (400 g, 10 minutos), as células foram
tratadas com 2 ml de solucdo hipotdnica de KCI (0,85 mg/100ml) por 30 segundos.
Posteriormente, adicionados 2,5 ml de fixador metanol: acido acético (3:1). Apos isso,
as células foram transferidas para lamina e coradas com Giemsa por 5 minutos. As
laminas foram analisadas através de microscopia de campo claro na objetiva 40x, sendo
registrada a frequéncia de células mononucleadas, binucleadas e biomarcadores de

genotoxicidade como micronucleos, pontes nucleoplasmicas e brotos nucleares (Fig. 7).

Fig. 7: Parametros de avaliagdo no ensaio de formacdo de micronicleos. (a) células mononucleada, (b)
células binucleada, (c) célula multinucleada, célula em processo degenerativo por necrose (d) ou apoptose
(e), células apresentando micronucleo (MN) (f), pontes nucleoplasmaticas (NPB) (g) ou brotos nucleares
(NBUD) (h). (Fenech 2007).

Foram analisadas trés laminas por amostra, contabilizando 500 células em cada
lamina. Os resultados foram expressos como indice de microndcleos, brotos ou pontes
nucleoplasmicas (nimero de células contendo micronucleos, brotos ou pontes/ nimero
total de células, respectivamente) e indice de células binucleadas (nimero de células

binucleadas/namero de células mononucleadas).
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3.8 Avaliacgo do Indice Mitético pelo bloqueio do ciclo celular com colchicina

Para avaliar a acdo do metilmercdrio sobre a taxa de células em metafase foi
avaliado o Indice Mitético (IM) como pardmetro. Uma alteraco no valor de IM indica
uma mudanga na taxa normal de divisdo celular. Este ensaio leva em consideragéo a
diferenca estrutural do DNA nos estagios de intérfase e metafase. Durante a intérfase, o
DNA ¢ encontrado em forma de cromatina, caracteristicamente menos condensado,
enquanto que na metafase, o material genético nuclear se encontra na forma de
cromossomo, altamente condensado. Esta diferenca € facilmente observada na
microscopia de campo claro. Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo
padronizado previamente no nosso laboratério (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al., 2007;
Crespo-Lopez, Macedo et al., 2011). Para realizar este ensaio, a cultura celular foi
realizada sobre laminas previamente tratadas com poli-ornitina (50 pg/ml, em tampao
borato, pH 8,0) por 24 horas.

Apdbs a exposicdo ao xenobidtico, foram adicionados 30 uL de colchicina (50
mg/ml), seguida de incubag&o por 4 horas. Depois de 4 horas adicionais de incubagéo,
as culturas foram lavadas com tampédo fosfato, sendo adicionado uma solucédo
hipotdnica de KCI 0,0075M a 37 °C por 10 minutos. Posteriormente, foi realizada uma
fixacdo com metanol: acido acético (3:1) gelado, por 5 minutos. Repetindo este
procedimento mais duas vezes, totalizando trés exposicGes a solucdo fixadora. Apds a
secagem das laminas em temperatura ambiente, a coloracéo foi realizada com solugéo
de Giemsa (5% em tampédo Sorensen). As laminas foram montadas e observadas em
microscopio oOptico de campo claro, e os resultados foram expressos como indice

mitotico (nimero de metafases/ 1000 células).
3.9 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

A anélise do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo, utilizando como
marcador o corante fluorescente de acidos nucleicos lodeto de Propidio (IP) (Krishan
1975). Devido a variacdo na quantidade de acidos nucleicos e o tamanho celular durante
0 processo de duplicagdo, esse ensaio é capaz diferenciar as etapas do ciclo celular com

base nestes parametros.

Ap0s a exposicdo ao MeHg, as culturas foram resuspensas com auxilio de tripsina
(2,5 g/L, CULTILAB ®) e centrifugadas (750 g, 3 minutos). Ap6s uma nova lavagem

com PBS e centrifugacdo ocorreu a fixacdo (etanol 70% a 4 °C) por no minimo um e no
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maximo sete dias. Ap0s a retirada do fixador foram realizadas duas lavagens com PBS e
posterior centrifugagdo (750g, 3 minutos). As células foram resuspensas em solucdo de
RNAse (100 pg/mL) e incubadas a 37 °C por 15 minutos. Imediatamente antes da
analise no citbmetro de fluxo, sendo adicionada solucéo de IP (50 pg/mL) e registrados

10 eventos por amostra (Krishan 1975).
3.10 Determinacao do tempo de duplicacéo da cultura celular

Apds a exposicdo ao metilmercdrio por 24 horas, o0 meio de cultura foi substituido
por DMEM recéem-preparado, suplementado com SBF (10% V/V) e livre do metal
pesado. A incubacdo apds a troca do meio de cultura decorreu por mais 24 ou 48 horas
(37 °C, 5% CO2) para permitir a proliferacdo da cultura celular. Apés este periodo, as
células foram lavadas com PBS, resuspensas auxilio de tripsina (2,5 g/L, CULTILAB®)
e centrifugadas (750 g, 3 minutos). O excesso de sobrenadante foi descartado e apds
homogeneizar a suspensdo celular, retirou-se o volume de 100 pL adicionando a um
tubo contendo 100 pL de solucdo de Azul de Tripan (0,5 % p/v, em PBS). O nimero
total de células viaveis em cada cultura foi calculado de acordo com o protocolo
utilizado em nosso laboratério (Curi 2005). O tempo de duplicacdo celular foi calculado
no software DOUBLING TIME® (Roth 2006). Os dados foram expressos em nimero
total de células e tempo de duplicagdo celular.

3.11 Avaliacdo da confluéncia e padrdo morfoldgico da cultura celular

Para determinar diferencas entre a confluéncia celular e o padrdo morfolégico das
culturas de células de C6, ap6s a exposicdo ao metilmercurio, foi utilizado microscopia
de contraste de fase, sendo os resultados registrados com auxilio 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 tipica
semelhante a fibroblastos (Wypych and Baranska 2013). Dessa forma, alteracdes na
morfologia ap6s a exposicdo ao MeHg puderam ser avaliadas e registradas. Para a
avaliacdo da mudanga na morfologia celular, foram feitos registros nos tempo de 2, 4 8,

16 e 24 horas ap0s a exposi¢do ao xenobiotico.

Para a avaliacdo da confluéncia celular foram feitos registros no inicio e ao final
da exposicdo ao metilmercurio, Para os experimentos de proliferacdo, foi avaliada a

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

coordenadas entre as diferentes placas placa de cultura.
3.12 Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados através do software SIGMAPLOT® 12.5
utilizando, primeiramente, o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da
normalidade. Para os dados considerados paramétricos, foi realizado o Teste t quando
houve somente dois grupos. Com o numero de grupos era maior ou igual a trés, foram
utilizadas a Analise de Variancia de um Critério (ANOVA) e teste post hoc de Tukey.
Para os dados apontados como ndo 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 Metilmercurio altera a viabilidade e morfologia celular de acordo com o tempo
de exposicao e a presenca/auséncia de soro no meio de cultura

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

de sobrevivéncia da cultura apds a exposicdo a concentracdes crescentes de

metilmercUrio com periodos de exposicdo de 4 (a) ou 24 horas (b). Em ambos o0s

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

semelhantes, mas em intervalos de concentragdes diferentes.
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Fig. 8: Viabilidade celular da linhagem C6 exposta a diferentes concentragGes de metilmercirio por um
intervalo de tempo de 4 horas (a) e 24 horas (b). Dados expressos em médias + erro padrao (N=4-8). *P <
0,01 versus todos 0s grupos.
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Entretanto, apesar da similaridade das curvas na exposi¢do por 4 horas, sao
necessarias concentracfes de metilmercdrio variando de 0-100 uM para detectar o
decaimento (Fig. 8a), enquanto que para 24 horas € necessario um intervalo menor de 0-
10 uM (Fig. 8b). A LCs. Para o tratamento com o metal pesado variou de 30,04 uM em

4 horas para 5,68 UM com 24 horas de exposicao.

Quando as células foram incubadas com 10 uM de MeHg por 24h foi registrada
uma intensa mudanca na morfologia celular das culturas expostas (Fig. 9). O formato
fusiforme caracteristico desta linhagem celular que pode ser observado no inicio do
experimento (Fig. 9) foi perdido paulatinamente com a exposicdo ao MeHg. As células
foram adotando um formato esférico (Fig. 5; 2, 4, 8 e 16 horas), de forma que no final
da exposi¢do toda a coldnia se mostrou esférica com grande nimero de células

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

Outro fato a ser notado é que a taxa de sobrevivéncia celular das culturas expostas
a 10 uM de MeHg apds 4 horas foi semelhante aquela do grupo controle (Fig. 9a)
enguanto que posteriormente, no final das 24 horas de incubacdo, foi observada uma

sobrevivéncia de aproximadamente 10% (Fig. 9b).
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Fig. 9: (a) Avaliacdo da morfologia celular da linhagem C6 exposta a 10 uM de metilmerclrio em
diferentes periodos. Células em formato semelhantes a fibroblastos (setas continua grossa), caracteristico
da linhagem celular, células esféricas aderidas a placa (setas tracejadas) ou em suspensdo (seta continua
fina). Aumento de 40x. (b) Viabilidade celular da linhagem C6 exposta a metilmercirio na concentragao
de 10uM por um intervalo de tempo de 4 horas e 24 horas. Dados expressos em médias + erro padréo
(N=4-8). *P < 0,01 versus todos 0s grupos.



46

Portanto, o aumento do tempo de exposicdo esteve associado a um efeito nocivo
mais intenso do metilmercurio. As concentra¢fes ndo letais deste xenobidtico em cada
caso foram bastante diferentes: a concentragéo subletal em 4 horas (10 uM) foi capaz de
promover a reducdo de viabilidade em praticamente 90% ap0s 24 horas de exposi¢édo
(Fig. 9b). Esse fato mostrou que uma quantidade de MeHg aparentemente néo letal para
curtos periodos de exposicdo, pode dar inicio a uma série de eventos deletérios que
resultem na intensa formagdo de morte celular. Por este motivo, foi escolhido o tempo

de 24 horas para o desenho experimental.

Em seguida foi avaliada a influéncia da presenca/auséncia do soro bovino fetal na
exposicdo ao metilmercurio por 24h. Na figura 6 sdo mostradas as curvas dose-resposta
avaliando a viabilidade celular apés a exposicdo ao MeHg pelo intervalo de 24 horas em
DMEM livre de soro bovino fetal (Fig. 10a) ou suplementado na proporcédo de 10%
(v/v) (Fig. 10b).
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Fig. 10: Viabilidade celular das culturas de células da linhagem C6 expostas a metilmercirio por um
intervalo de tempo de 24 horas em meio de cultura suplementado com soro bovino fetal (SBF) na
proporcdo de 10% (a) ou somente em meio de cultura (b). No canto superior direito da figura b é possivel
observar a acao da privacdo de SBF pelo periodo de 24 horas (24H) em relacéo a viabilidade inicial em 0
horas (C). Dados expressos em médias + erro padrdo (N=4). *P < 0,01 versus todos 0s grupos.

O decaimento da viabilidade celular com ambos os tratamentos iniciou com a
mesma concentracdo testada de metal pesado (5 uM) (Fig. 10). Além disso, tanto na
exposicdo conduzida com meio de cultura suplementado quanto naquela isenta de SBF

foram encontrados valores relativamente préximos de LCso (6,08 UM e 6,52 uM,



48

respectivamente). Entretanto, € importante ressaltar que exposi¢cdes as concentracoes
mais altas apresentaram valores de viabilidade significativamente mais baixos em meio
de cultura contendo SBF (Fig. 10).

Além da andlise quantitativa, uma avaliagdo morfologica foi realizada para
comparar acdo do metilmercurio sobre as culturas de células C6. O grupo tratado em
meio de cultura suplementado com SBF apresentou a morfologia celular mais

conservada do que o0 grupo exposto ao metal pesado na auséncia de soro (Fig. 11).

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

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

0 horas 24 horas

0 horas 24 horas

Fig. 11: Morfologia celular da linhagem C6 exposta ao metilmercirio na concentragdo de 5 uM por um
periodo de 24 horas na auséncia de soro bovino fetal (linha superior) ou suplementado na propor¢do de
10% (V/V; linha inferior). Aumento de 100x.
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4.2 A exposicdo ao metilmercurio na concentracdo de 3 UM néo esta associado a
processos iniciais de apoptose
Com objetivo de avaliar o efeito de uma contracdo de MeHg ndao relacionada a
morte celular, foi escolhida a concentracdo de 3 pM, por ser a maior concentragdo que
n&o reduziu a viabilidade celular (Fig. 10).

Entretanto, para descartar a possibilidade da presenca de células em estagio inicial

de apoptose foi realizado o ensaio de coloracdo diferenciado com brometo de etidio e

alaranjado de acridina. Na figura 8, pode ser observado tanto no grupo controle quanto
no tratado com MeHg (3 uM) ha a mesma proporcao de células viaveis e ndo viaveis.
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Fig. 12: Viabilidade celular das culturas da linhagem C6 expostas & metilmercirio (MeHg) na
concentracdo de 3 UM em DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal por 24 horas. (a)
resultados quantitativos da viabilidade celular utilizando o ensaio de colora¢do com alaranjado de acridina
e brometo de etidio (b) registro fotografico das células exibindo o mesmo padréo de coloracdo em ambos
0s grupos. Dados expressos em média * erro padrao (N=3). Aumento de 100x.
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4.3 A exposicado ao metilmercurio em concentracdo nao letal esta relacionada com

0 surgimento de danos genotoxicos em células de origem glial

Ensaios de cometa e de microndcleos foram realizados para determinar a

genotoxicidade da concentracdo néo letal de MeHg (3 uM) (Fig 9, 10, 11 e 12).

Na figura 13 é mostrada a fragmentacdo do DNA nuclear induzida pela exposi¢do

a uma concentracdo baixa deste metal pesado (3 uM).
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Fig. 13: Fragmentacdo de DNA detectada através do ensaio cometa (Single cell gel eletroforesis assay).
(a) Quantidade de DNA, em porcentagem do total, presente na regido da cabeca e da cauda dos grupos
controle e exposto ao metilmercurio na concentracdo de 3 UM por 24 hora (MeHg). Dados expressos em
médias + erro padrdo (N=100). *P < 0,01 versus grupo controle. (b) Registro fotografico dos nucléolos
dos grupos controle ou exposto ao MeHg. Aumento 400x.

Os resultados do ensaio cometa revelaram que a exposi¢do a 3 uM de MeHg,

apesar de ndo resultar em morte celular significativa, é capaz de promover a
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fragmentacdo do DNA nuclear (Fig. 13). Este evento pode ser observado pela reducgéo
da quantidade de DNA na regido da “cabega” (DNA integro) do nucléolo nas células
expostas ao metilmercurio quando comparada com as amostras do grupo controle (Fig.
9a). Em seguida, foi avaliada a ocorréncia de danos genéticos a nivel cromossomal.
Como pode ser observado na figura 14, a exposicdo ao MeHg esteve associada ao
aumento na frequéncia de alteragfes genotdxicas como micronucleos (Fig. 14 a,b),
brotos nucleares (Fig. 14 c,d) e pontes nucleoplasmicas (Fig. 14 ¢,f)..
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Fig. 14: Alteracdes genotdxicas detectadas com a técnica do microndcleo em células C6 expostas por 24h
a 3uM de metilmercario (MeHg). (a) indice de células contendo microntcleos (MN). (b) Célula
binucleada com microntcleo. (c) indice de células apresentando broto nuclear (BR). (d) Células exibindo
broto nuclear. (e) indice de células com pontes nucleoplasmicas (PT). (f) célula binucleada com ponte
nucleoplasmica. Dados expressos em média + erro padrdo (N=6). *P < 0,01 versus grupo controle.
Aumento de 100x.

Vale ressaltar que apesar de que o tratamento com MeHg, aumentou a frequéncia

dos trés biomarcadores de dano genémico (Fig. 14 a, c, €), a formacdo de pontes
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nucleoplasmaticas destacou-se como a que apresentou a maior frequéncia nas culturas

expostas ao MeHg (Fig. 14 e).
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Fig 15: Células binucleadas detectadas pela técnica de micronicleos em células C6 expostas 24h a
metilmercdrio (MeHg) 3 pM. (a) indice de células binucleadas (BN). (b) Célula binucleada. Dados
expressos como media + erro padrdo (N=6). *P < 0,01 versus grupo controle. Aumento de 100x.

O grupo exposto ao metilmercirio apresentou um menor indice de células
binucleadas quando comparado ao grupo controle (Fig. 15a). Uma vez que este dado
pode estar relacionado a proliferacéo celular, a préxima etapa foi a avaliacdo do efeito

deste metal pesado sobre o ciclo celular.
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4.4 A exposicdo ao metilmercurio promove alterac6es no equilibrio do ciclo celular
das células de origem glial

Na figura 16, é possivel observar um aumento no indice mitético da linhagem
glial C6 apos a exposicdo ao MeHg.
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Fig. 16: indice mitotico de células C6 expostas a 3 UM de metilmercdrio (MeHg) por 24h. Dados
expressos em média + erro padrdo (N=3). *P < 0,05 versus grupo controle.

Este dado indica uma alteracdo no equilibrio da divisdo celular, e por este motivo

uma andlise mais aprofundada do ciclo foi realizada através da citometria de fluxo.

O tratamento com o metal pesado promoveu uma alteracdo no perfil do ciclo
celular da linhagem C6, a qual apresentou uma reducdo na populacdo celular nas fases
GO0 e G1 a0 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 UM de metilmercario (MeHg) por 24h: perfil do ciclo
celular dos grupos controle (esquerda) e MeHg (direita) e analise quantitativa das populacGes celulares de
acordo com a fase do ciclo celular. Dados expressos em média + erro padrdo (N=3). *P < 0,01 versus
grupo controle.
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45 Apés o desequilibrio no ciclo celular, provocado pela exposicdo ao
metilmercurio segue-se um atraso no crescimento populacional da linhagem
com a retirada do xenobiotico
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Fig. 18: Viabilidade celular das culturas C6 expostas a 3 uM de metilmercirio (MeHg) por 24h e
posterior recuperagdo por mais 48h apds a retirada do MeHg. Dados expressos como média + erro padrdo
(N=3). *P < 0,01 versus grupo controle.

Embora ndo existam diferencas na viabilidade celular apés 24h de incubagdo com
3 UM de MeHg (Fig. 18), a viabilidade celular diminuiu significativamente ap6s 24h da
retirada do xenobioGtico quando comparada aquela 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

aquele do grupo controle.

Para confirmar se esta diferenca na viabilidade celular é de fato relacionada a uma
diferenga no nimero de células viaveis, foi avaliado o nimero de células viaveis e a

confluéncia 24 horas apos a retirada do MeHg do meio de cultura. (Figs. 19 e 20)
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Fig. 19: Namero total de células viaveis presentes na cultura de C6 24 horas ap6s o fim da exposicdo a 3
UM de metilmercurio (MeHg) por 24h. O periodo de 24 horas de recuperagdo foi realizado em DMEM
livre de MeHg. Dados expressos em média + erro padrdo (N=9). *P < 0,01 versus grupo controle.

Na figura 19 é possivel ver que o grupo exposto a MeHg apresentou um nimero
menor de células viaveis quando comparado ao grupo controle (Fig. 19), confirmando o

resultado encontrado com a técnica de MTT.

Quando calculado o tempo de duplicacdo da cultura, é constatado que o grupo
controle necessita de 20,9 horas para que ocorra a duplicacdo do nimero de células. Por
outro lado, o grupo previamente exposto ao metal pesado exigiu 28,2 horas para dobrar

o tamanho da cultura.

A avaliacdo morfologica da cultura, apds a exposicdo, revelou que depois do
periodo de tratamento, as culturas expostas ao metal pesado mantiveram o0s parametros
de morfologia e confluéncia celular semelhante ao observado no grupo controle.
Entretanto, 24 horas ap0s a retirada do MeHg, ¢é possivel perceber uma diferenca na

confluéncia celular entre os grupos controle e exposto ao MeHg (Fig. 20).
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Fig. 20: Confluéncia celular das células C6 no inicio do experimento (linha superior), ao final da
exposicdo ao metilmercario (MeHg) 3 UM por um intervalo de 24 horas (linha média) e apds o periodo de
recuperacado 24 horas apds o fim da exposicéo ao metal pesado (linha inferior).
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5 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou, pela primeira vez, que a exposicdo ao metilmercurio em
concentracdo baixa e subletal é capaz de promover eventos genotdxicos e distdrbios na
proliferacdo celular em células de origem glial. As avaliacGes bioquimica (atividade
mitocondrial — medida pelo ensaio de MTT -) e morfofuncional (integridade da
membrana — avaliada pelo ensaio com os corantes BE e AA —) confirmaram a auséncia
de morte celular apds a exposicdo ao metal pesado na concentracdo de 3 UM por um
intervalo de 24 horas. Mesmo sem promover processos de morte celular, o tratamento
com esta concentracdo subletal de MeHg foi capaz de aumentar significativamente os
niveis dos marcadores de genotoxicidade (fragmentacdo do DNA, formacdo de

micronucleos, pontes nucleoplasmica e brotos nucleares).

Ao mesmo tempo, foi possivel observar uma alteracdo no ciclo celular através do
aumento do indice mitético e uma mudanga no perfil do ciclo celular com aumento da
populagéo celular nas fases S e G2/M, sugerindo um aprisionamento nessa etapa. Esta
mudanca no ciclo celular provocada por 24h de exposi¢do ao MeHg, foi seguida de uma
reducdo no numero de células viaveis e confluéncia celular 24h apos a retirada do
MeHg e substituicdo do meio de cultura, além do aumento no tempo de duplicacdo da
cultura mesmo. Assim, este trabalho demonstra que mesmo a exposi¢do por um tempo
limitado a uma concentracdo baixa e subletal de MeHg provoca um efeito citostatico
significativo que, ap6s a retirada do xenobiético, é seguida por uma diminui¢do no

numero total de células viaveis de forma continuada.

Este trabalho foi conduzido in vitro utilizando culturas de células da linhagem C6
de glioma, devido a importancia desta ferramenta na avaliacdo de resposta a compostos
neurotoxicos (Ehrich and Veronesi. 1999). Trabalhos in vitro utilizando linhagens
celulares do SNC sdo Uteis para a predicdo dos mecanismos moleculares de
xenobidticos e por este motivo é amplamente utilizado em pesquisas nas areas de
neurofarmacologia e neurotoxicologia (Giordano and Costa 2011). Alem disso, 0 uso
deste sistema in vitro apresenta grandes vantagens como a reducdo de custos e de
animais sacrificados para experimentos, permite a avaliagdo da resposta de um tecido ou
tipo celular especifico, minimiza a complexidade do sistema biologico, além de
apresentar uma cultura celular de facil crescimento e manutencdo (Giordano and Costa
2011).
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Os estudos in vitro permitem a avaliacdo do mecanismo de acdo de compostos
quimicos relacionados ao surgimento de eventos neurotoxicos (Giordano and Costa
2011). Esses estudos usam tanto culturas primérias quanto linhagens celulares, como
SH-5YH (neuroblastoma) e C6 (glioma) (Giordano and Costa 2011). Nos trabalhos que
usam linhagens, € possivel observar que este modelo gera resultados com boa
correlacdo aos observados em culturas primarias e estudos conduzidos in vivo
(Clemedson and Ekwall 1999; Ekwall 1999). Assim, o uso de linhagens é descrito como

0 primeiro passo para estudos toxicoldgicos (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007).

Neste trabalho foram registrados valores de LCso de 6,52 uM e 6,08 uM apoés a
exposicdo ao MeHg por 24 horas em meio de cultura livre de SBF ou suplementado,
respectivamente (Fig. 10). Esse valor encontra-se préximo a LCsy descrita em outros
estudos que utilizaram linhagens celulares ou culturas primarias 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, ja
foi descrita uma LCsy de 6,96 UM ap6s a exposicdo ao MeHg por 24 horas em meio
livre de SBF (Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014), proximo, portanto, ao observado
neste trabalho. Estes dados também se aproximam das LCsy observadas em linhagens
celulares humanas U373 (glioma) e B103 (neuroblastoma) apds a exposicdo a este metal
pesado por 24 horas, de 5,53 uM e 6,12 uM respectivamente (Crespo-Lopez, Lima de
Sa et al. 2007).Mais relevante ainda, é o fato de que nossos resultados de LCsy com 0
modelo de C6 parecem ficar mais perto da LCs ja relatada para culturas primérias de
astrécitos humanos expostas a este xenobidtico, que os dados de outros modelos de

gliomas sob condigdes semelhantes a deste estudo (Sanfeliu, Sebastia et al. 2001).

Uma possivel limitagdo do modelo in vitro é que barreiras fisiologicas como a
protecdo da barreira hemato-encefalica (BHE), sdo desconsideradas, sendo elas
importantes para conservar as caracteristicas farmacocinéticas dos xenobidticos.
Entretanto, essa limitacdo ndo se aplica aos estudos envolvendo compostos cuja
habilidade de transpor membranas bioldgicas ja € bem conhecida, como o MeHg. Este
composto atravessa facilmente a BHE, se acumulando no tecido cerebral (Syversen and
Kaur 2012) e resultando em alteracGes histologicas, bioquimicas e comportamentais
(Xu, Xu et al. 2012).
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Outra caracteristica do modelo in vitro é a possibilidade do rigoroso controle dos
parametros de cultivo e exposicdo a drogas (Ehrich and Veronesi. 1999). Esse controle
permite que possam ser estudadas de forma aprofundada as respostas ao xenobidtico em
diferentes situacdes. Entretanto, a grande variabilidade nas condicdes usadas dificulta a
comparagdo entre estudos. Entre os parametros com maior variagdo entre os estudos se
destacam a composicdo do meio de cultura, a presenca ou auséncia de soro fetal,
densidade celular e o tempo de exposicao ao xenobidtico (Ehrich and Veronesi. 1999).

Analisando os estudos in vitro com linhagens celulares envolvendo MeHg, pode
ser observado que a composicdo do meio e a densidade celular sdo parametros
relativamente constantes (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Costa-Malaquias,
Almeida et al. 2014), entretanto, os fatores tempo de exposicéo e a quantidade de soro
bovino fetal presente no meio se mostraram variaveis (Herculano, Crespo-Lopez et al.
2006; Kaur, Evje et al. 2010; Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014).

Em estudo prévio realizado no nosso laboratdrio, ja se levantou a hip6tese de que
algumas divergéncias entre os estudos poderiam ser atribuidas as diferencas 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 exposicdo ao MeHg conduzidos in vitro, apresentam desde exposi¢cdes
mais breves (de 50 minutos até 4 horas) (Herculano, Crespo-Lopez et al. 2006; Kaur,
Evje et al. 2010) a exposi¢Ges 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 duragdo de 24 horas a mais frequente. Por
este motivo foram escolhidos os tempos de 4 e 24 horas de exposicdo para avaliar a

diferenca entre uma exposicao curta e prolongada.

Neste estudo foi observado que o maior tempo de exposicao esta relacionado com
uma reducéo no intervalo de concentracdo necessario para reduzir a viabilidade celular
(Fig. 8). De fato, o fator tempo ja se mostrou fundamental para que seja iniciada a
formacédo de radicais livres e oxidacdo do DNA apds a exposi¢cdo ao MeHg em baixa

concentracéo (Belletti, Orlandini et al. 2002).

O efeito do tempo de exposicdo ao MeHg nas culturas celulares pode ser
observado, ainda, com o registro fotografico realizado com a concentragdo de 10 uM

(Fig.9). Durante o inicio da exposicdo, a cultura ainda mantém o formato fusiforme
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caracteristico da linhagem celular (Fig. 9, Controle). Entretanto, ap6s 24 horas é
observada uma intensa alteragcdo na conformacéo celular, exibindo um aspecto esférico,
com volume celular aparentemente reduzido e intensa vacuolizacdo (Fig. 9. 24 horas).
Essas alteracdes vem confirmar dados prévios de exposicdo ao MeHg tanto em culturas
de astrocitos humanos quanto nesta linhagem glial, sendo relacionados com processo de
degeneragdo celular (Choi, Cho et al. 1981; Belletti, Orlandini et al. 2002). Este
intervalo de tempo de 24 horas parece ser necessario para que concentracfes
relativamente baixas de MeHg, até 10 uM, exercam seus efeitos deletérios sobre as
culturas de células C6. Dessa forma, foi escolhido o tempo de 24 horas de exposi¢édo

para os experimentos subsequentes.

O segundo parametro avaliado em relacdo a resposta perante intoxicacdo por
metilmercurio foi a influéncia da presenca do soro bovino fetal. Este xenobidtico possui
uma grande afinidade pelos grupamentos sulfidrilas existentes nos residuos de alguns
aminoéacidos que compdem as proteinas do soro (Chunmei, Cunwei et al. 2014). Assim,
0 acréscimo deste aditivo no meio de cultura poderia constituir um interferente por
antagonismo quimico (sequestro por interacdo quimica direta com o metal) (Chunmei,
Cunwei et al. 2014). Por essa causa, alguns estudos prévios in vitro sobre intoxicacdo
mercurial foram realizados na auséncia de SBF (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007;
Costa-Malaquias, Almeida et al. 2014). Entretanto, também é possivel 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 influéncia do SBF na resposta a intoxicagcdo com
metilmercurio por 24h realizando curvas concentracdo-resposta em meio de cultura livre
de SBF ou suplementado (10% V/V) (Fig.10). No nosso modelo, as concentracdes ate 3
MM de MeHg nédo afetaram significativamente a viabilidade celular, tanto na presenca
como na auséncia de soro (Fig. 10). Entretanto, as propor¢des de células viaveis no
grupo exposto de 7 a 10 uM de metilmercario 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 auséncia de soro), cabe
lembrar que esses resultados sdo proporcionais a cada grupo controle em cada caso

(controle com soro e controle sem soro). So a privagdo de SBF pelo periodo de 24 horas



62

é suficiente para provocar uma reducdo 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 auséncia de soro por 24h possui
um efeito semelhante no modelo da linhagem C6 (ver resultados). Assim, quando
recalculadas todas as propor¢des em relagdo ao controle com soro, pode ser observado
que hd uma diferenga significativa entre o “grupo controle” da curva de viabilidade

realizada em meio de cultura livre de SBF ou suplementado.

A presenca do SBF no meio de cultura ndo foi relacionada com aumento da LC50
da curva de viabilidade, indicando a auséncia de antagonismo quimico. De fato, a
intoxicacdo com uma contracdo proxima da LCsy (5 uM) ndo provocou diferencas
significativas entre 0s grupos com soro ou sem soro, mas pode ser observada uma
diferenca na morfologia celular (Fig.11). Na auséncia de soro, as células expostas ao
metal pesado apresentaram uma morfologia mais esférica quando comparada aquela das
culturas tratadas sem soro (Fig. 11), o que poderia indicar um dano celular mais intenso.
A forma esférica celular apés a exposicdo ao MeHg em células astrocitarias ja foi
relacionada com a formacao de processos degenerativos (Choi, Cho et al. 1981; Belletti,
Orlandini et al. 2002).

Considerando que a auséncia de soro ja € 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 presenca de soro. Assim, as condicdes
estabelecidas para a analise da genotoxicidade, ciclo celular e proliferacao celular, neste
trabalho, foram 24 horas de exposicdo a MeHg na presenca de soro. A concentragdo
selecionada foi 3 pM, por ser a maior concentracdo testada que ndo reduziu a

viabilidade celular das culturas de células C6 (Fig.10).

Apesar do ensaio de reducdo de MTT ser um teste amplamente utilizado para
avaliar a sobrevivéncia celular apos a exposi¢cdo a um xenobidtico, especialmente em
linhagens celulares, ha uma limitacéo a ser considerada. Este teste baseia-se na deteccao
da atividade mitocondrial, podendo subestimar, assim, processos iniciais de
degeneracdo (como células nos estagios iniciais de apoptose) em que a atividade
metabdlica celular ainda estd préxima dos niveis fisioldgicos. Por este motivo foi
realizado o ensaio de viabilidade com coloracdo diferenciada com Brometo de Etidio

(BE) e Alaranjado de Acridina (AA), o qual é capaz de detectar processos degenerativos
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de apoptose em estagio inicial (Cree 2011; Sumantran 2011). Este experimento indicou
niveis semelhantes de células viaveis nos grupos controle e exposto ao metilmercdrio na
concentracdo de 3 uM, ndo sendo observada um aumento na frequéncia de células em
apoptose (Fig. 12). Essa confirmacdo de auséncia de processo degenerativo em nosso
desenho experimental se faz necessaria uma vez que a exposi¢do ao metilmercurio ja foi
relacionada com o surgimento de morte celular por apoptose em concentragdes tao
baixas quanto 1 pM (Belletti, Orlandini et al. 2002). Um dos resultados mais
preocupantes do presente trabalho € que a exposicdo a uma concentracdo baixa de
MeHg ndo afetou a viabilidade celular nem provocou processos apoptéticos
significativos, mas foi capaz de provocar uma marcada genotoxicidade, como revelada

pelo aumento de todos os parametros de dano ao DNA (Figs. 13-15).

Embora nédo tenha sido observada uma intensa fragmentagcdo do DNA celular, a
avaliacdo através do ensaio cometa revelou uma significativa reducdo na proporcéo de
DNA completamente integro apds a exposi¢cdo ao MeHg em baixa concentracao (Fig.
13). De fato, a intensa fragmentacdo do genoma ap0s a exposi¢cdo ao MeHg estd
associada a ocorréncia de processos degenerativos (Wilke, Kolbert et al. 2003). Por
outro lado, estudos in vitro conduzidos com linhagem celulares provenientes do SNC
parecem divergir na concentracdo minima necessaria para 0 surgimento de
fragmentacdo do DNA néo relacionado com morte celular (Das, Nageshwar Rao et al.
2011; Pieper, Wehe et al. 2014). Entretanto, a deteccéo de quebras na molécula de DNA
em células de origem glial, sem a ocorréncia de apoptose, s6 foi observada apds o
tratamento com MeHg na concentracdo de 25 UM por 48 horas (Pieper, Wehe et al.

2014), uma concentragdo muito superior aquela 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 ultima
aparentemente muito mais resistente que as proprias culturas primarias de astrocitos
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 exposi¢cdo a 25 uM de MeHg (48
horas), enquanto que danos a esta estrutura ja foram observados com exposi¢do a 1 uM
(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 LCso mais proxima aquela das culturas primarias.

Uma vez demonstrado, neste trabalho, que uma concentragédo subletal e baixa de
MeHg e capaz de provocar uma fragmentag&o significativa do DNA, nos perguntamos
se esse dano seria refletido também no nivel microssomal, considerando que um
trabalho recente observou um aumento na frequéncia de células neuronais apresentando
micronucleos paralelamente ao aumento na quantidade de DNA fragmentado provocado
pela exposigdo ao MeHg (Das, Nageshwar Rao et al. 2011). Ainda, um estudo realizado
no nosso laboratorio foi o primeiro a demonstrar que a exposi¢cdo a concentracoes
baixas deste metal provoca aumento na frequéncia de micronicleos e pontes
nucleoplasmicas em linhagens de neuroblastoma e glioblastoma humanos (Crespo-
Lopez, Lima de Sa et al. 2007).

Entretanto, esse estudo foi realizado na auséncia de soro e com concentracfes
baixas, mas que matavam uma quantidade significativa de células (até 20%). Ambos 0s
fatos poderiam supor uma limitacdo na hora de trasladar essas conclusdes para o que
acontece nas populac@es ribeirinhas expostas a concentra¢fes no limite ou abaixo do
limite de seguranca estabelecido pela OMS. Assim, se fez necessario a avaliagdo deste
evento na presenca de soro e com uma concentracdo de MeHg que ndo reduz a
viabilidade da cultura celular. Este trabalho demonstra pela primeira vez que, mesmo
em essas condi¢bes, 0 MeHg é capaz de causar aumento na formacdo de micronucleos,

brotos nucleares e pontes nucleoplasmicas em células de origem glial (Fig. 14).

Em relagéo a genotoxicidade humana do MeHg, quatro mecanismos moleculares
ja foram propostos: dano molecular decorrente do estresse oxidativo, inibicdo do
sistema de reparo do DNA, desarranjo de microtubulos e agdo direta do MeHg sobre a
molécula de DNA (revisado por Crespo-Lépez et al., 2009). Entretanto, esses
mecanismos foram descritos, na maioria dos casos, com intoxicaces com doses
relativamente elevadas de MeHg e/ou em células de origem diferente do SNC. Assim,
mais estudos se fazem necessarios para esclarecer quais seriam 0S mecanismos

moleculares envolvidos na genotoxocidade encontrados no nosso trabalho.

Neste estudo, a percentagem de células contendo microndcleos 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 frequéncia minima 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 exposi¢cdo a uma concentracdo tdo baixa de
MeHg é capaz de produzir um aumento significativo na incidéncia de células contendo

micronucleos em células de origem glial (Fig. 14,a).

A presenca de microndcleos esta relacionada com a perda de um fragmento ou do
cromossomo completo que se perde do restante do material genético celular durante a
fase de Anéafase (Fenech 2000). Nesse sentido, o aumento na frequéncia de células
micronucleadas observado neste trabalho (Fig. 14a) pode indicar que a exposi¢do ao
MeHg esteja associado ao surgimento de eventos clastogénicos e/ou aneugénicos nas
células de origem glial. Por outro lado, a presenca de pontes nucleoplasmicas esta
relacionada com eventos como reparo incompleto de quebra da cadeia de DNA ou a
presenca de rearranjos cromossdmicos (Fenech 2005; Fenech 2006). Portanto, €
possivel que o0 aumento na frequéncia de pontes nucleoplasmicas esteja relacionado com

0 aumento na fragmentagéo de DNA observado no ensaio cometa (Fig. 13).

Neste sentido, é importante observar que a razdo entre a frequéncia de células
micronucleadas (MN) pela frequéncia de células contendo pontes nucleoplasmicas (PT)
é um parametro capaz de caracterizar se um agente genotdxico possui caracteristicas
aneugénicas ou clastogénicas (Thomas, Umegaki et al. 2003). Dessa forma, agentes
aneugeénicos apresentam valores para PT/MN préximos de 0, enquanto um agente
reconhecidamente clastogénico é capaz de promover uma razdo de 0,77 (Thomas,
Umegaki et al. 2003).

No nosso trabalho, a razdo PT/MN foi de 1,75 sugerindo que o MeHg é um
agente genotoxico capaz de promover eventos clastogénicos. Esse dado vem confirmar
resultados preliminares com linhagem de glioblastoma onde foi observado também um
efeito clastogénico do MeHg (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007). Apoiando essa
hipotese, um trabalho recente demonstrou que a exposi¢cdo ao MeHg causa também com
uma menor atividade da enzima Poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) a qual atua

na reparacao de quebras na cadeia de DNA (Pieper, Wehe et al. 2014).

A formac&o de broto nuclear esta relacionada com a amplificacdo génica ocorrida

na fase S do ciclo celular, seguida da eliminacdo do DNA excedente (Fenech 2002).
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Sendo assim, é possivel que alem dos danos genotoxicos associados a quebra da cadeia
do DNA, a exposicdo ao metal pesado exerca uma acdo deletéria também sobre o
processo de replicacdo génica. Essa hipdtese também parece ser apoiada por um estudo
recente que mostra que este xenobiotico altera a expressdo de genes (Huyck, Nagarkar
et al. 2015).

Sabendo que o MN pode ser originado tanto de quebras de pontes
nucleoplasmicas quanto de brotos, além do ratio PT/MN calculado acima, o valor da
razdo entre a frequéncia de células contendo brotos (BR) e a frequéncia de células
apresentando micronucleos (MN) pode ser orientativo da origem dos MN. Para essa
razdo, foi encontrado um valor de 0,91 (muito inferior aquele observado para pontes
nucleoplasmicas/micronucleos de 1,75). Dessa forma, a comparagdo de ambos 0s ratios
estaria apontando para a formacdo de pontes nucleoplasmicas como a principal causa da

presenca de micronucleos.

O ultimo parametro avaliado no ensaio de micronucleos foi o indice de células
binucleadas, que se mostrou menor no grupo exposto ao MeHg (Fig.15a). Uma vez que
este pardmetro avalia a taxa de células que completaram o ciclo celular corretamente,
este parametro estd relacionado a proliferacdo celular (Akudugu, Gade et al. 2001;
Fenech 2007), e de fato, ja foi observada a sua associagdo com a exposi¢do ao MeHg
(Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007). Os dados do presente trabalho vém confirmar
que o efeito deste xenobiotico poderia estar alterando a proliferacdo celular de células

de origem glial, diminuindo-a, mesmo em condic¢des onde ndo existe morte celular.

Para verificar essa hipotese, foi avaliada a influéncia do MeHg sobre o indice
mitotico (IM) das culturas de células C6 (Fig. 16). A escolha deste parametro foi
realizada de acordo com a alta sensibilidade apresentada por este marcador para detectar
disturbios no ciclo celular ap6s a exposicdo ao MeHg, em trabalhos previamente
realizados no nosso laboratorio (Crespo-Lopez, Lima de Sa et al. 2007; Crespo-Lopez,
Macedo et al. 2011). Apesar de que o IM poderia ser calculado pela observacdo de
células em metéafase na técnica de micronicleos (que usa citocalasina B para deter o
ciclo celular), preferimos usar colchicina para o blogueio do ciclo celular e obtencéo de
laminas para o calculo do IM (ver metodologia). A colchicina atua sobe o0s

microtUbulos, paralisando o ciclo celular na metafase (Stanton, Gernert et al. 2011),
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enguanto que a citocalasina B atua nos microfilamentos de actina e inibe o ciclo celular

na etapa de citocinese (Fenech 2007).

A anélise do IM revelou que a exposi¢do ao metal pesado aumentou a frequéncia
de células em estagio de metafase quando comparado ao grupo controle (Fig. 16). Este
aumento pode estar associado a um aprisionamento mitético induzido pela exposicéo ao
metal pesado, uma vez que ocorre um aumento na proporcao de células em estagio de
metafase (Fig. 16), a0 mesmo tempo em que é observada uma redugdo na proporcao de
células binucleadas (Fig.15), sugerindo, dessa forma, uma perturbag&o no ciclo normal

de divisdo 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 diferenca 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 diferenca encontrada entre 0s grupos controles de
ambas as linhagens pode estar relacionada, entre outras causas, ao uso de técnicas
diferentes para a avaliacdo do IM. Como ja relatado, neste trabalho, foi utilizada a
técnica de blogueio do ciclo celular com colchicina (que promove a citostase através da
acdo nos microtubulos, impedindo a chegada a anafase) pelo periodo 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 préprio 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 nimero de
células em metéafase dentro dessas populagbes, o que indica uma alteragdo do ciclo

celular de forma consistente em diferentes modelos de célula glial expostos ao MeHg.

Mas como seria exatamente essa alteragdo? 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 analise resultou em um aumento na
populacéo celular nas fases S e G2/M (Fig.17). Por outro lado, nenhuma alteracéo é
observada na fracdo sub-G1 (apesar de ser observada uma pequena cauda, ndo é
considerado um aumento significativo) (Fig. 17b; janela P6), fracdo esta que poderia
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sugerir a ocorréncia de células em apoptose (Hong, Chung et al. 2014). Portanto, este

resultado est& de acordo com os dados obtidos nos ensaios de viabilidade (Fig. 10, 12).

De fato, a exposicdo ao MeHg tem sido relacionada com distdrbios 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
exposicdo ao MeHg provoca um aprisionamento em G1 (Burke, Cheng et al. 2006; Xu,
Yan et al. 2010). Entretanto, um aumento na populacdo em S ou G2/M também ja foi
relatada (Miura, Koide et al. 1999; Zhang, Xu et al. 2009). Essa desigualdade entre 0s
dados ndo parece ser relacionada as diferencas entre a origem das culturas de células do
SNC (priméria ou linhagens celulares), uma vez que a exposicao a este metal pesado foi
capaz de promover um aprisionamento em G2/M ap6s o tratamento com este metal
pesado também em células nédo relacionadas com o SNC, como fibroblastos (Mendoza,
Ponce et al. 2002).

A diversidade entre os resultados parece estar mais relacionada com uma variagao
na concentracdo de MeHg, uma vez que a alteracdo neste parametro de exposicao
resulta em alterac@o no perfil do ciclo celular (Ponce, Kavanagh et al. 1994). Contudo, €
importante destacar que o efeito do MeHg sobre o ciclo celular de células gliais ainda
ndo havia sido descrito, sendo que o presente trabalho demonstra que em concentracfes

subletais este metal promove um aumento na populacao 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 nimero de células alcancando o estagio de citocinese (como revelado pelo indice
de binucleacdo; Fig. 15). Estes fatos juntos apresentam indicios de processos que teriam

como consequéncia uma reducdo da proliferacdo celular.

A exposicdo ao MeHg ja foi relacionada a um reducdo na proliferacdo 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 analises
(Bose, Onishchenko et al. 2012; Ceccatelli, Bose et al. 2013). A exposi¢do ao MeHg

resultou em uma menor proliferacdo de CTN além de uma menor diferenciacdo 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 xenobidticos quando comparados com células neuronais ou
gliais diferenciada (Ceccatelli, Dare et al. 2010). Na avaliacdo de células diferenciadas é
possivel destacar que a exposicdo ao MeHg ja foi associada a uma reducdo da
proliferacdo 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 intoxicacdo
mercurial ndo afetou ao nimero total de células ou a viabilidade delas apds 24 horas
(Fig. 10 e 12). Uma possivel explicacdo para isso seria que o tempo no qual medimos a
viabilidade (24h) nédo foi suficientemente prolongado para que esse sequestro do ciclo
celular tenha tido consequéncias significativas na proliferacdo celular. Assim,
desenhamos um experimento no qual apds a exposicdo a concentracdo subletal de
MeHg por 24h, avaliamos a viabilidade celular durante as 48 horas seguintes ja na

auséncia de MeHg.

Um aspecto interessante deste experimento, € que a dose e 0 tempo de exposicao
usados (equivalente a uma exposi¢do por um tempo limitado e uma dose muito baixa),
seriam considerados relativamente seguros quando comparados aos limites
estabelecidos internacionalmente. Por isso, em principio, ndo caberia esperar alteracoes
significativas ap0s essa exposi¢do. Interessantemente, a curva temporal de viabilidade
apontou que mesmo ndo havendo diferencas apos 24 horas de exposicdo, poderia estar
acontecendo um efeito inibitorio na proliferacdo celular 24h apos a retirada do MeHg
(Fig. 18). Mas, por que e que a diferenca na proliferacdo celular somente seria
observada nesse momento e ndo antes? Apesar de serem necessarios estudos mais
aprofundados para responder a essa questdo, uma possivel explicagdo seria que, devido
ao uso de uma concentracdo tdo baixa de MeHg, torna-se necessario um acumulo de
alteracdes no DNA e no ciclo celular (como as que comecaram a ser observadas apos
24h de incubacdo com MeHg) para provocar, em um mais longo prazo, diferencas
significativas na proliferacéo celular.
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No entanto, cabe lembrar que o ensaio do MTT avalia a quantidade de células
viaveis através da atividade mitocondrial. Sabendo que as mitocéndrias constituem um
dos alvos celulares do MeHq sendo capaz de reduzir a producdo de ATP celular
(Belletti, Orlandini et al. 2002), é possivel que a diferenca observada apds a retirada do
MeHg do meio de cultura esteja relacionado com um dano mitocondrial, somente
refletido de forma significativa na proliferacdo celular em um mais longo prazo (Fig.
15; + 24 horas). Para excluir essa possibilidade, foi avaliado o numero de células
viaveis e a confluéncia celular da cultura 24 horas apds a exposi¢cdo com MeHg (Fig. 19
e 20). A diferenca na viabilidade celular observada na curva temporal foi de fato
acompanhada por uma diferenca no nimero de células viaveis e na confluéncia celular.
Estes dados associados as altera¢fes no ciclo celular observadas na exposi¢do de MeHg,
demonstram que, apesar de ndo promover morte celular, uma baixa concentracdo deste

metal pode reduzir a proliferacéo de células gliais.

Um ultimo aspecto interessante € que apesar de que as células expostas sao
capazes de recuperar um perfil semelhante de proliferacéo celular (curva exponencial de
crescimento observada ap6s 48h do fim da exposicdo ao MeHg), o atraso produzido nas
24h horas seguintes ao fim da exposi¢do ndo é recuperado, produzindo uma reducdo
significativa e relativamente permanente da populacdo celular que foi exposta, em
relacdo ao controle. A importancia deste achado contribui mais uma vez para a polémica
estabelecida na Ultima década sobre se os limites atuais estabelecidos para a exposi¢do
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 exposi¢cdo ao MeHg, em baixa
concentracdo subletal (considerada relativamente segura, de acordo aos limites atuais
estabelecidos), € capaz de promover genotoxicidade e disturbios na proliferacdo de
células de origem glial. Este fato se torna especialmente importante, uma vez que este
tipo celular apresenta um papel fundamental na protecdo do SNC em casos de

intoxicagao cronica com este metal pesado.



71

6 CONCLUSAO

As avaliacdes bioguimica (atividade mitocondrial — medida pelo ensaio de MTT-)
e morfofuncional (integridade da membrana — avaliada pelo ensaio com os corantes BE
e AA -) confirmaram a auséncia de morte celular ap6s a exposi¢do ao metal pesado na
concentracdo de 3 UM por um intervalo de 24 horas. Mesmo sem promover processos
de morte celular, o tratamento com esta concentracdo sub-letal de MeHg foi capaz de
aumentar significativamente os niveis dos marcadores de genotoxicidade (fragmentacdo
do DNA, formacdo de micronucleos, pontes nucleoplasmica e brotos nucleares). Ao
mesmo tempo, foi possivel observar uma alteracdo no ciclo celular através do aumento
do indice mit6tico e uma mudanca no perfil do ciclo celular com aumento da populacéo
celular nas fases S e G2/M, sugerindo um aprisionamento nessa etapa. Esta mudanca no
ciclo celular provocada por 24h de exposicdo ao MeHg, foi seguida de uma reducdo no
namero de células viadveis e confluéncia celular 24h apds a retirada do MeHg e
substituicdo do meio de cultura, além do aumento no tempo de duplicacdo da cultura

mesmo.

A vista do que foi exposto, este trabalho, demonstra que mesmo a exposicao por
um tempo limitado a uma concentracdo baixa e subletal de MeHg, provoca um efeito
citostatico significativo, que apds a retirada do xenobiético, € seguida por uma

diminuicdo no namero total de células vidveis de forma continuada.
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