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N&o importa quanto a vida possa ser ruim, sempre ha
algo que vocé pode fazer, e triunfar. Enquanto ha

vida, ha esperanca.

Stephen Hawking
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Resumo

As formas orgénicas e inorgénicas de mercdrio vem sendo apontadas como importantes
contaminantes em varias regides do mundo devido suas caracteristicas toxicologicas. Diversos
estudos ja relataram que a intoxicacao por metilmercurio (MeHg) e cloreto de mercurio (HgCl»)
podem ocasionar danos ao SNC. Acredita-se que as células da glia sdo reconhecidamente
importantes para 0s mecanismos de protecdo celular frente aos danos ocasionados pelo
mercurio. No entanto, pouco se sabe a respeito da influéncia deste metal no genoma dessas
células. Desta forma, neste trabalho nds realizamos um mapeamento completo da rede génica
de células da glia humana, da linhagem U87 apds exposicdo mercurial, com o intuito de
identificar as possiveis alteracfes genéticas ocasionadas pelas formas organicas e inorganicas
do mercurio. Nossos resultados demonstraram que as células U87 sdo mais sensiveis a
exposicdo ao MeHg quando comparado com a exposi¢do ao HgClo. Apos analise de curvas de
concentragdo, foi identificado uma LCso de 28.8uM e 10,68uM apos 4h e 24h de exposigéo a
MeHg e uma LCsp de 92.25uM e 62.75uM apds o mesmo tempo de exposicao a HgCl.. Em
relacdo ao conteudo génico, nossos resultados demonstraram que ambos 0s metais ocasionaram
alteracdo na dosagem génica, sendo a exposicdo ao MeHg altamente influenciada pela
concentracdo e tempo de exposicdo, enquanto a exposicdo a HgCl, parece ser fortemente
influenciada pelo tempo de exposicao. No total, foram identificados 205 genes com diminuicéo
na dosagem génica e 188 genes com expressdo aumentada (Fold change > 5) apds 4h de
exposicao a 54uM de MeHg e 204 genes down-regulados e 180 up-regulados ap6s exposi¢do na
mesma concentracdo de HgCl.. As analises apos 24h de exposicao identificaram alteracdo em
90 genes down-regulados e 3 genes up-regulados apos exposicdo a 1uM de MeHg, 116 genes
down-regulados e 66 genes up-regulados apds exposicdo a 10uM de MeHg. Ja em relacdo ao
HgCl,, foram identificados 98 genes down-regulados e 73 genes up-regulados nos grupos
expostos a 5pM de HgCl,, 326 genes down-regulados e 66 genes up-regulados nos grupos
expostos a 62,75uM de HgCl.. Nossos dados sugerem que ambas as formas mercuriais séo
capazes de alterar o perfil génico das células da linhagem U87, interferindo assim em
importantes vias de sinalizagdo capazes de ocasionar alteracfes bioquimicas e fenotipicas nas
células gliais.

Palavras-Chave: MeHg, HgClz, Genotoxicidade, Alteracdo génica, Glia, Sistema nervoso
central
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Abstract

The organic and inorganic forms of mercury have been pointed as important contaminants in
several world regions due to its toxicological characteristics. Various studies have reported that
the intoxication by methylmercury (MeHg) and mercury chloride (HgCl2) can lead to central
nervous system impairment. It is generally agreed that glial cells are important for the
mechanisms responsible for cellular protection against the damages caused by the mercury.
However, little is known about the influence of the mercury in the cells genome. Hence, in the
present study we did a complete mapping of the humam glial cells genetic network after
mercury exposition with the aim to indentify the possible genetic alterations that occurred via
the organic and inorganic forms of mercury. Our results demonstrated that U87 lineage cells
are more sensitive to MeHg exposition when compared with HgCl> exposition. Using an
analysis of the concentration curves the LCso was obtained from 28.8uM and 10,68uM after 4h
and 24h exposition to MeHg and a LCso of 92.25uM and 62.75uM after the same time periods
exposition to HgCl>. Regarding the genic pool, our results have shown that both metal forms
led to alterations in the genic dosage where the MeHg exposition was highly influenced by the
concentration and time, whereas the HgCl. exposition seemed have been strongly influenced by
the exposition time. In total there were 205 indentified genes with a lower genic dosage and
188 genes with elevated expression, (Fold change > 5) after 4h exposition and 5uM of MeHg,
and 204 down-regulated genes; and 180 up-regulated genes after HgCl2 exposition in the same
concentration. The analysis after 24h exposition showed 90 down-regulated genes and 3 up-
regulated genes after 1uM of MeHg; 116 genes were down-regulated and 66 genes were up-
regulated after a 10pM exposition of MeHg. As for the HgCl», there were 98 down-regulated
genes and 73 up-regulated genes for the groups exposed to 5uM of HgCl»; 326 down-regulated
genes and 66 up-regulated genes for the groups exposed to 62,75uM of HgCl,. Our dataset
suggests that both mercurial forms are able to alter the cell genetic expression profile thus
interfering in important signaling paths prone to gives rise to biochemical impairments and glial
cells phenotypes.

Key-words: MeHg, HgCl2, Genotoxicicity, Genetic Alteration, Glial cells, Central nervous
system.
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1. INTRODUCAO
1.1. CONTEXTO HISTORICO

Na Grécia antiga o mercurio era conhecido como “hydrargyrus” (de onde se originou
as iniciais Hg), que significa prata liquida. Era assim denominado devido se apresentar na
forma liquida a temperatura ambiente, diferenciando-se dos outros metais entdo conhecidos
(Morel e col., 1998; Damas e col., 2014). Dados historicos demonstraram que 0 primeiro
composto contendo mercurio, o cinabrio - que continha em sua estrutura o sulfeto de mercurio
- era utilizado para a obtencdo de mercdrio metalico e também para a producdo de tintas e
pinturas rupestres. Além disso, relatos evidenciam a presenca do Hg em tumbas egipcias
datadas de 1500 antes de Cristo. Nessa época, j& era conhecida a capacidade do Hg em se
conjugar ao ouro, facilitando processos de extracdo, bem como processos de producdo de
ornamentos (Caley e col., 1928; Graeme e col., 1998; Damas e col., 2014).

No entanto, foi somente durante a revolugdo industrial que o Hg ganhou grande
destaque, sendo utilizado para fabricar diversos compostos, como lampadas fluorescentes,
células eletroliticas destinadas a fabricacdo de cloro (Cl.) e hidréxido de s6dio (NaOH),
fungicidas, germicidas e amalgamas de uso odontolégico (Pacyna e col., 2010; revisado por
Miccaroni, 2000). Além disso, o mercurio e seus derivados foram bastante empregados pela
indUstria farmacéutica como conservante em vacinas, com o intuito de impedir contaminagdes
bacterianas, além de também ter sido utilizado com fins medicinais para o tratamento de
doencas como a sifilis (Tchounwou e col., 2003; Zambrano, 2004; Offit, 2007).

Apesar da intensa utilizacdo do mercdrio na induastria ter levado a um gradativo
aumento da liberacdo deste metal para 0 meio ambiente, é importante ressaltar que dados
geobiogquimicos também demonstraram que este metal pode ser encontrado naturalmente no
meio ambiente (RouletandLuccote, 1995; Wasserman e col., 2003). De acordo com Schroeder

e col. (1998), solos de determinadas regiGes possuem elevadas concentragcdes de mercurio que



contribuem com a liberacdo do metal para a atmosfera. Geralmente, sua origem é a partir do
vapor de mercurio, liberado por diversos processos naturais como queimadas, erupcdes
vulcénicas, fontes geotérmicas e evaséo de solos superficiais.

Os primeiros relatos de intoxicagdo humana por mercirio e seus derivados,
aconteceram durante a década de 50 na cidade de Minamata no Jap&o, onde centenas de pessoas
foram intoxicadas, e dezenas foram acometidas por desconhecidos sintomas neuroldgicos que
afetavam a fala e a locomocdo, culminando com a morte (Harada,1995; Hachiya, 2006). Na
década de 60, um grupo de pesquisadores da Universidade de Kummanoto, sugeriu que a
doenca de Minamata possuia intima relagdo com os altos niveis de mercirio organico
encontrado nos peixes da regido. O mercurio era utilizado pela inddstria quimica Chisso, como
catalisador para a producdo de acetaldeido e cloreto de vinila. Dados demonstraram que o0
composto foi lancado ao mar desde o ano de 1930 (Hachiya, 2006). A partir de entéo, o
aumento do aparecimento de doencas cronicas e neuroldgicas, incentivou estudos relacionados
com a problematica da intoxicacdo mercurial que havia alcancado niveis surpreendentes. Nesse
sentido, diversos grupos passaram a estudar os mecanismos de intoxicacdo mercurial, nos
diferentes organismos e tipos celulares, além de tentar compreender 0s agravantes
toxicoldgicos do metal para a salde publica e para 0 meio ambiente (Berzas Nevado JJ. e col.,

2010; Pinheiro MC. e col.,2012; Caito S. e col., 2014; Lohren H. e col., 2015).

1.2. MERCURIO E O MEIO AMBIENTE: REGIAO AMAZONICA

O Hg é um poluente global caracterizado pela sua capacidade toxicoldgica em sistemas
bioldgicos. Como mencionado anteriormente, este metal € encontrado naturalmente no meio
ambiente; no entanto, a maior parte do mercurio encontrado em determinadas regifes deve-se
a acdo antropogeénica, devido a utilizacdo e descarte inadequado do material (Nriago, 1989;

Schroeder e col.,1998; Hsu-Kim e col., 2013). O Hg pode facilmente se espalhar pelo meio



ambiente através de complexos sistemas de transporte e transformac&o. Na natureza, este metal
pode ser encontrado sob duas formas: inorganica e organica (Wasserman JC. e col., 2001). Na
forma inorgénica o mercurio existe em trés diferentes estados de oxidacdo, que possuem
diferentes caracteristicas toxicoldgicas: merctrio metalico ou elementar (Hg®), fon merctroso
(Hg2*") e ion mercdrico (Hg?*), capazes de se ligar a compostos como cloro (Cl), enxofre (S) e
oxigénio (O), dando origem aos sais de mercurio, como o HgCI2 (HgCl>), que é igualmente
toxico para os seres vivos. J& as formas organicas do Hg séo conhecidas como: etilmercurio
(C2HsHg™), metilmercario (MeHg) e dimetilmercurio ([CHs]2Hg) e sdo caracterizadas por sua
maior solubilidade e toxicidade para os seres vivos (Morel e col., 1998; WHO, 2003; Zambrano
e col., 2004).

Estudos toxicoldgicos sugerem que cada forma mercurial possui uma via de
contaminacgdo caracteristica. A contaminacdo por HgCl. ocorre, na maior parte dos casos,
através da exposicdo a produtos industriais, acidentes com ldmpadas fluorescentes, utilizacéo
de cosméticos e medicamentos que possuem o metal em sua composic¢ao, bem como através
da ingestdo de alimentos cultivados em areas contaminadas (Dyall-Smith e Scurry, 1990;
Weldon, 2000; Micaroni e col., 2000). J& a contaminacdo por MeHg ocorre principalmente
através da ingestdo de peixes contaminados. Esse tipo de contaminacdo é fortemente
influenciado pelo o que se denomina ciclo biogeoquimico do mercurio (Bradl e col., 2002;
Lindberg e col., 2007).

O ciclo do mercario € um complexo sistema de conversao entre as diferentes formas do
metal. Como demonstrado na Figura 1, o mercuario proveniente da deposicdo atmosférica se
encontra predominantemente em sua forma idnica (Hg?"), que pode se depositar em solos ricos
em ferro, como os solos da regido amazoénica, ou entdo se depositar diretamente na superficie
de rios e lagos, onde podera ser biotransformado para suas formas organicas, ou sedimentar

para posteriormente ser liberado por difuséo ou ressuspensao (Wasserman e col., 2001).



Reciclagem rapida de Hg Retencao de Hg em solos ricos em ferro

Fig.1: Ciclo biogeoquimico do mercdrio. As vias de conversdo do mercurio em suas isoformas representa
um mecanismo complexo onde o Hg*? proveniente de fontes naturais ou da acdo antropogénica se deposita
nos rios onde é metilado por bactérias sulforredutoras a sua forma orgéanica, MeHg. O depdsito de MeHg
nos peixes atinge os niveis troficos mais altos da cadeia alimentar (seres-humanos) devido ao processo de

biomagnificacéo trofica (Modificado de Wasserman e col., 2001).



Em ambientes andxicos, as formas ibnicas do mercurio podem ser metiladas por
bactérias sulforredutoras, dando origem ao MeHg (Benoit e col., 2003; Wasserman e col., 2001,
Lin e col., 2012). De todos os derivados do metal, o MeHg é o que apresenta maior capacidade
de acumulo nos tecidos bioldgicos, além de ser considerado de dificil eliminacdo. Por estes
motivos, e pela sua lipossolubilidade - que confere a capacidade de atravessar membranas
bioldgicas - 0 MeHg é considerado 0o mais toxico de todos os derivados do metal (Boudou e
col., 1997).

Essas caracteristicas inerentes a propriedade quimica do MeHg, confere a ele a
capacidade de se bioacumular a medida que aumentam os niveis troficos da cadeia alimentar —
um processo denominado biomagnificagdo (Wasserman JC. e col., 2001). Dados da literatura
demonstraram que a concentracdo de MeHg em peixes carnivoros € superior a concentragao
encontrada em peixes que se alimentam de planctons e crustaceos (Morel e col., 1998; Pouilly
e col., 2013). Importante ressaltar que a presenca do metal em peixes ndo carnivoros ocorre
devido a rapida absor¢do por planctons e algas, fazendo com que a contaminagdo mercurial
atinja desde os niveis troficos mais baixos aos mais elevados da cadeia alimentar, como o
homem por exemplo (KehrigHdo e col., 2008). Dessa forma, os efeitos da contaminagao por
MeHg sdo facilmente evidenciados em populagdes ribeirinhas da regido amazonica, que
possuem o pescado como principal fonte proteica da sua dieta (Malm e col., 1995; Santos e
col., 2000; Lacerda e col., 2004; Hacon e col., 2008; Berzas Nevado e col., 2010; Pinheiro e
col., 2012).

Os primeiros relatos da utilizacdo de mercurio na Amazénia datam do final da década
de 70 e inicio da década de 80, quando houve uma intensa exploracéo de ouro na regido (Malm,
1998). O mercurio era utilizado pelos garimpeiros para separar o ouro dos sedimentos dos rios,
formando um composto denominado amalgama (mistura de ouro e mercurio). Em seguida, esse

amalgama era aquecido a elevadas temperaturas com o intuito de evaporar os residuos de



mercurio. Dessa forma, duas vias de contaminacdo eram estabelecidas para a populagéo: a
primeira por meio do depo6sito de mercurio nos rios da regido, e a segunda pela liberagdo de
vapor de mercurio para a atmosfera e consequente inalacdo pelos garimpeiros e populagdo
local. Estima-se que aproximadamente 130 mil toneladas de mercurio foram lancadas por ano,
durante a corrida do ouro na Amazonia, sendo responsavel por deixar danos irrepardveis ao
meio ambiente e & populacéo da regido amazonica (Malm e col.,1990).

Dentre as regides amazonicas mais afetadas pela contaminac¢éo por mercurio encontra-
se a Bacia do rio Tapajos, no oeste do estado do Pard, com inicio de exploracdo ainda na década
de 60, e a regido do Carajas, que entrou na corrida do ouro a partir da década de 80. Estima-se
que aproximadamente 500 toneladas de ouro tenham sido exploradas nessa regido desde a
década de 80, com um progressivo aumento de 4 tonelada de ouro por més no inicio da década
de 90. Essa intensa atividade garimpeira foi responséavel pela liberacdo descontrolada de
toneladas de mercdrio na regido como mencionado anteriormente. Dados sugerem que
aproximadamente 40% do Hg proveniente da acdo extrativista foram depositados nos rios
préximos as areas de garimpo, e 60% liberados para a atmosfera, sendo consequentemente
arrastado para regides mais distantes devido a a¢do do vento (Santos; 2002).

A literatura sugere que peixes comercializados nas regides impactadas pela exploracéo
do ouro, bem como em regides mais afastadas, como a cidade de Belém localizada no estado
do Para, possuem niveis de MeHg acima do permitido (0,5ug/Kg) pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) (WHO, 2003; Berzas Nevado e col., 2010). Da mesma forma, a analise de
amostras de cabelo da populacgéo ribeirinha revelou que os niveis de mercurio se encontravam
acima do limite tolerado pela OMS de 10 pg/g de cabelo, sugerindo uma estreita relacdo com
0 consumo de peixes pela populacéo (Oliveira Santos e col., 2000; Dolbec e col.,2001; Pinheiro
e col., 2012). Vale ressaltar que o limite de 0,5ug/Kg de ingestdo de mercurio estabelecido pela

OMS, aplica-se para um consumo de até 400 gramas de peixes por um adulto pesando em



média 60Kg. No entanto, sabe-se que o pescado € a principal fonte de proteinas para populagdes
que vivem em torno dos rios na regido amazonica, fazendo com que, na maior parte das vezes,
esse limite estabelecido seja ultrapassado numa escala de dez vezes (WHO, 2003). Esta
situacdo ainda é agravada devido as caracteristicas da dieta proteica. Estudos demonstraram
que pessoas que se alimentam primordialmente de peixes carnivoros possuem niveis mais
elevados de mercurio quando comparado com pessoas que se alimentam de peixes ndo
carnivoros (Wasserman e col., 2003). De acordo com a agéncia nacional de vigilancia sanitaria
(ANVISA), o limite estabelecido como aceitavel para o consumo de peixes considerados
predadores é de 1mg/Kg, o dobro daquele aceitado para o consumo de peixes ndo carnivoros
(Pouilly e col., 2013; Berzas Nevado e col., 2010).

Apesar do intenso consumo de pescado pela populagéo ribeirinha na regido amazonica
e os altos niveis de MeHg encontrado em amostras de cabelo, urina, sangue e outros tecidos,
nenhum caso com sintomas neurolégicos semelhantes ao diagnosticado na cidade de Minamata
no Japdo foi até entdo identificado (Passos e col., 2007). No entanto, foi demonstrado que a
populacdo amazdnica intoxicada por mercudrio pode apresentar alteragdes neuroldgicas (Lebel
e col., 1998). Alguns autores, recentemente sugeriram que a dieta peculiar dessa regido, rica
em frutas e compostos antioxidantes, poderia proporcionar protecdo frente aos danos
ocasionados pela intoxicacdo por MeHg (Passos e col., 2007; Puty e col., 2014; Le&o e col.,
2015; Brasil e col., 2016).

Nesse sentido, fazem-se necessarios estudos que avaliem os efeitos da intoxicacao
mercurial em diferentes tecidos e tipos celulares, com o intuito de elucidar os mecanismos
relacionados com a toxicocinética e toxicodindmica do mercurio, bem como facilitar a

compreensdo dos seus efeitos deletérios a nivel celular e molecular.



1.3. TOXICOCINETICA E TOXICODINAMICA

Quando organismos complexos sdo expostos a metais como 0 mercdrio, varios eventos
celulares e moleculares podem ser caracterizados desde a sua absorgdo até a sua excregdo. E
importante ressaltar que a absorcao e excrecdo das diferentes formas do mercurio (organica e
inorgéanica) possuem mecanismos distintos de a¢do. Essas diferengas ocorrem principalmente
quando s&o comparados organismos intoxicados por diferentes vias de exposicao (oral, contato,
aerea). De maneira geral, al intoxicacdo por mercurio ocasiona deposito em diversos tecidos e
tipos celulares. Uma vez depositado nas células, o merclrio é capaz de se conjugar com
grupamentos heme das hemacias sendo transportado pela corrente sanguinea até atingir
diversos tecidos, como rins, figado, medula 6ssea, coracdo, musculos, placenta, glandulas
salivares e sistema nervoso central (Gochfeld, 2003; Hong e col., 2012).

No SNC, as células da glia representam a primeira linha de defesa contra os efeitos
toxicologicos do mercurio. Estudos sugerem que em condicdes de intoxicacdo essas células
possuem importante papel na manutencdo da homeostasia, garantindo os niveis normais de
neurotransmissores na fenda sinaptica, como por exemplo o glutamato (Shanker G e Aschner
M, 2001), bem como a producdo adequada de enzimas antioxidantes que sdo capazes de
proteger as células neuronais dos efeitos ocasionados pelo aumento de espécies reativas de
oxigénio (ERO), ja bem descritos no quadro de intoxicacdo mercurial. Dessa forma, estes
trabalhos sugerem uma expressiva capacidade protetora das células gliais em prol da
manutencdo da viabilidade neuronal frente a exposi¢do ao mercurio (Shanker G e Aschner M,
2001).

Em seguida, serd dado enfoque nas duas formas de mercurio que serdo utilizadas nesse

estudo, salientando suas principais diferencas na toxicologia mercurial.



1.3.1. HgCl,

A principal forma de intoxicagcdo por mercurio inorganico, como o HgCI2, ocorre
através de exposi¢Oes ocupacionais, que podem ocorrer tanto por vias pulmonares, como por
via oral. Nos pulmdes, € possivel que ocorra um acimulo de aproximadamente 75% da
concentracdo do metal presente na atmosfera. Apos se depositar nos pulmdes, o0 HgCI2 pode
ser transportado para outros tecidos através da corrente sanguinea (Nielsen e Andersen, 1989;
Naruse e col., 1991, Clarkson e col., 2007). Na contaminac&o via oral, foi observado uma baixa
absorcdo pelo trato gastrointestinal, no entanto o efeito corrosivo dos sais de mercdrio na
mucosa pode ocasionar danos severos a este 6rgdo. Além disso, estudos posteriores
demonstraram que, como consequéncia da diminuicdo da funcionalidade do intestino, é
possivel que sejam observados danos teciduais nos rins, ocasionado principalmente por necrose
celular (Berlim, 1986; Nielsen e Andersen, 1989).

Dados da literatura sugerem que o figado e os rins sdo os drgdos mais afetados pelo
HgCl2 (Rocha e col., 2009). Nielsen e Andersen (1989) demonstraram que a intoxicagao por
HgCl, via oral possui uma cinética de eliminacdo diferente quando comparado com a
intoxicacdo via intravenosa. Apo6s a absor¢do do HgCl2, as principais vias de excrecdo
consistem na urina, saliva, rins e pele (devido a sudorese).

Os residuos de HgCl> que ndo sdo absorvidos pelas células, sdo excretados
principalmente pelas fezes. No que se refere a toxicodindmica do HgCl», estudos demonstraram
que assim como outras formas mercuriais, 0 HgCl. possui afinidade por residuos sulfidrilas,
além de ocasionar despolarizagdo da membrana interna da mitocondria, gerando
consequentemente a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO). E importante ressaltar
que o HgCI2 possui baixa habilidade em atravessar membranas biologicas, como a barreira
hematoencefalica e a placenta, sendo por este motivo incorporado as proteinas de membrana

celular. No entanto, recentemente alguns autores demonstraram a presenca de mercurio
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inorganico no SNC, depositado preferencialmente em neurdnios. De forma interessante,
também foi demonstrado que o deposito de mercurio inorganico parece ser maior em neurénios
motores quando comparados com neurdnios sensoriais (Syversen e Kaur, 2012). Em 2014,
Teixeira e colaboradores sugeriram pela primeira vez, que a exposi¢do ao HgCl, ocasionou
severos danos ao SNC de roedores, incluindo alteracfes cognitivas e motoras. Porém, os
mecanismos de absor¢do e deposito de mercurio inorganico no SNC ainda ndo sdo bem

esclarecidos.

1.3.2. MeHg

A principal via de contaminacdo por MeHg acontece devido a ingestdo de agua e
alimentos contaminados. O MeHg é considerado a forma mais tdxica do metal para os seres-
humanos, devido sua completa absorcao, enquanto as formas inorgéanicas s6 possuem em média
2 a 16% de absorcéo (Abernethy e col., 2010; Syversen e Kaur, 2012). A absorcdo do MeHg
ocorre ainda no duodeno, quando as moléculas quimicas ja foram previamente separadas pela
acdo do acido gastrico e entdo ligadas as moléculas de L-cisteina e glutationa (GSH) (formando
0s compostos metilmercdrio-cisteina (MeHg-Cys) e metilmercurio-glutationa (MeHg-GSH)
respectivamente) (Do Nascimento e col., 2008). Sabe-se que a absor¢cdo do MeHg ocorre em
média 17 a 35 vezes mais rapida quando comparada com a absorc¢ao do HgCl..

Apobs a fase de absorcdo, o mercurio segue pela corrente sanguinea e se acumula
principalmente no sistema nervoso central. A capacidade que o MeHg tem em se acumular em
diferentes tecidos se deve principalmente a sua afinidade pelos grupamentos sulfidrilas (-SH),
o0 que facilita sua ligacdo em proteinas plasmaticas e teciduais, bem como sua permanéncia nos
tecidos e células (Hultberg e col., 2001). Dessa forma, a dosagem de MeHg pode ser realizada
de forma integral apos analisar amostras de sangue e cabelo, demonstrando uma relagéo direta

com as concentragdes encontradas nos mais diversos tecidos (Hong e col., 2012).



11

O acumulo de MeHg nas células ocorre devido a presenca de proteinas transmembranas
do sistema de transporte de aminoacidos do tipo L, responsavel por transportar aminoacidos de
elevado peso molecular (Aschner e col., 1990). Uma vez dentro das células, o MeHg pode
ocasionar diversos efeitos deletérios que alteram a homeostasia da célula. Dentre as principais
alteracdes, sabe-se que o MeHg possui a capacidade de se acumular nas mitocondrias,
ocasionando alterag¢fes bioquimicas, como por exemplo, a diminuicdo da atividade enzimatica
das enzimas mitocondrias citocromo C oxidase (CCO), superoxido dismutase (CD) e
sucinatodesidrogenase (SD), contribuindo para a perda da homeostasia celular. Além disso, a
intoxicacdo por MeHg pode ocasionar a formagdo de espécies reativas de oxigénio, como
radical superoxido (O2"), peréxido de hidrogénio (H20z) e radicais hidroxil (OH"), estando esse
fendmeno intimamente relacionado com os danos celulares ocasionados pela intoxicagdo, num
processo denominado estresse oxidativo (Yee e col., 1996; Do Nascimennto e col., 2008; Ercal
e col., 2001).

Sabe-se que um dos principais efeitos ocasionados pela acdo de ERO é a oxidacédo de
lipideos, proteinas e de moléculas de DNA, podendo dessa forma, a intoxicagdo por MeHg
estar associada com alteragdes genéticas e aberracGes cromossdmicas (Ercal e col., 2011).

Além dos efeitos relacionados com o estresse oxidativo, diversos outros mecanismos
celulares estdo intimamente ligados com a intoxicacdao por MeHg. Outro evento observado € a
capacidade que o MeHg tem de se associar aos microtabulos. Os microttbulos sédo estruturas
proteicas que possuem importancia reconhecida na formacéo do citoesqueleto celular. Essas
estruturas sdo compostas de proteinas denominadas tubulinas, que possuem em sua composi¢ao
grupamentos —SH (Crespo-Lopez e col., 2009).

Como mencionado anteriormente, 0 MeHg possui uma grande afinidade por esse tipo
de residuo molecular, o que faz com que esse metal apresente uma espécie de tropismo por

moléculas que tenham este residuo em sua composicdo. A intoxicagdo por MeHg é capaz de
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ocasionar efeitos deletérios nessas estruturas, principalmente através da despolimerizacao dos
microtUbulos, o que é capaz de interferir na fisiologia da célula, levando a diversos problemas
durante os processos de diferenciacdo e proliferacdo celular (Sager e col., 1983; Miura e col.,
1984; Ercal e col., 2001; Bonacker e col., 2004; Stoiber e col., 2004). A literatura sugere que a
despolimerizacdo dos microtibulos, ocasionada pela intoxicagdo por MeHg, ocorre em
diversas linhagens de células, principalmente em cultura de células provenientes do SNC (Do
Nascimento e col., 2008).

Dentre as regiGes do sistema nervoso mais afetadas pela intoxicacdo por mercurio,
podemos citar 0 hipocampo e o cerebelo, onde ocorre 0 maior acimulo do metal (Pedersen e
col., 1999; Herculano e col., 2006). Quando avaliado o efeito do MeHg em cultura de células
do SNC, foi demonstrado que o Hg é capaz de ocasionar problemas durante a proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo neuronal, sugerindo uma possivel relacdo da intoxicacdo mercurial
com a diminuicéo de neurdnios no SNC (Pletz e col., 2016).

Outra importante modulacdo no SNC ocasionada pelo mercurio, € a alteracdo no
sistema de neurotransmissores. Na literatura encontra-se bem esclarecido os efeitos da
intoxicacdao mercurial na captacao e liberacdo de L-glutamato e D-aspartato pelas células gliais,
sendo este um provavel mecanismo de excitotoxidade neuronal (Aschner e col., 1993). De
maneira semelhante, Maximino e colaboradores (2011) demonstram que o MeHg é capaz de
ocasionar a deplecdo dos niveis de serotonina no cérebro de zebrafish, via estresse oxidativo,
ocasionando consequentemente a inducdo de comportamentos do tipo ansiedade neste modelo.

Buscando preservar o organismo dos efeitos ocasionados pela intoxicacéo, diferentes
tipos celulares possuem mecanismos de defesa que auxiliam no combate contra os danos
ocasionados pela intoxicagdo tanto pelas formas inorganicas quanto organicas do mercario.
Um mecanismo classico de defesa observado em bactérias, € a presenca de sequéncias génicas

que sdo responsaveis por ativar uma mesma via de acdo, que atua na detoxificacdo celular. A
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ativacdo dessa via se inicia quando o mercUirio no organismo se conjuga & proteinas do tipo
mer, que possuem grupamentos —SH livres. Ao se conjugar com essa proteina citoplasmatica,
0 mercurio ocasiona a ativacao de cinco genes in tandem (merP, merT, merA, merD e merB)
(Sarafian e col., 1996).

Inicialmente, o mercirio se conjuga com a proteina merP presente no meio
periplasmatico. Em seguida, ele é transferido para outra proteina denominada merT, que 0
transporta para o citoplasma celular, onde seré alquilado (retirada de residuos etil e metil) e
consequentemente transformado em sua forma idnica Hg?*. Em seguida, Hg?* sofre a agéo da
proteina merA que o reduzira entfo para a sua forma metélica e mais volatil Hg®, ocasionando
a saida do metal do interior da célula (Sarafian e col., 1996).

Em eucariontes, tal mecanismos ndo foi observado, no entanto, estudos demonstraram
que organismos superiores possuem outras formas de protecdo igualmente Gteis para a
detoxificacdo de metais. Dentre os mecanismos classicos de protecdo observados em
eucariontes, podemos destacar a utilizacdo das metalotioneinas (MT), que sdo proteinas de
baixo peso molecular e que possuem 20 grupamentos de cisteina em sua composicao. Dentre
as suas principais funcdes, essas proteinas foram descritas por possuirem alta afinidade por
metais como o mercurio, exercendo reconhecido papel no sequestro desse metal, bem como
protecdo frente ao estresse oxidativo (Fig.2) (Rising e col., 1995; Hidalgo e col., 2001,

Gonzales-Duarte e col. 2003).
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Fig.2: Sistema de detoxificacdo do mercurio em eucariontes. A entrada do metal (M) favorece a transcri¢do
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das Metalotioneinas no nlcleo da célula, de forma dependente de zinco (Zn). A principio o fator de transcri¢éo de
metal (MTF) se encontra inibido por uma proteina inibidora da transcri¢éo de metal (MTI). O zinco ativa o complexo
MTF-MTI que dirige a transcri¢do génica de MT através de elemento regulatério de metais (MRE). Uma vez
produzida, a MT se liga ao metal presente no citosol da célula garantindo a detoxificagdo de proteinas importantes

para o funcionamento celular. (Modificado de Roesijadi e col., 1996).
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As metalotioneinas foram primeiramente descritas por Piscator em 1964 que
demonstrou o aumento de MT em coelhos expostos a altas concentragcdes de cddmio. Dessa
forma, estudos posteriores sugeriram a utilizagéo dessa classe proteica como indicativo indireto
da presenca de altas concentracBes de metais toxicos para a célula. Procurando entender o
mecanismo de acdo, acredita-se que as MT se ligam a forma metélica do mercurio que é
incorporado pelas células e posteriormente promovem a remocao do metal dos ligantes ndo-
tioneinas que sdo considerados alvos de toxicidade do mercdrio, proporcionando assim, a
detoxificacdo do metal das estruturas celulares (Roesijadi e col., 1996).

Recentemente, foi demonstrado a presenga de novos mecanismos de protecao celular
que envolvem a ativacdo de fatores de transcricdo como Nrf2 e Hsfl e a producdo de
metabdlitos secundarios, como o sulfeto de hidrogénio (H2S), que contribuem para a reducéo
dos efeitos toxicos do mercario (Fig.3). O fator de transcricdo Nrf2 foi previamente
identificado por atuar em diferentes mecanismos de protecdo celular, sendo considerado de
extrema relevancia no metabolismo de xenobioticos, bem como na resposta frente ao estresse
oxidativo (Hwang, 2012). Toyama e colaboradores (2007) demonstraram que células que
expressam tal fator de transcricdo possuem maior resisténcia aos danos ocasionados pelo
mercUrio, enquanto que células com baixos niveis de Nrf2 se tornam mais sensiveis ao metal.

Procurando entender os mecanismos envolvidos na via do Nrf2, foi demonstrado que
este fator é responsavel por ativar a expressao de genes que codificam proteinas envolvidas na
protecdo celular, como a enzima antioxidante heme oxigenase-1 (HO-1), bem como enzimas
envolvidas no metabolismo de drogas, como por exemplo, a fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina desidrogenase [NAD (P)H], quinona | (NQOL) e a proteina associada
aresisténcia a multidrogas (MRPs). Da mesma forma, demonstrou-se que o fator de transcricao

Hsf1 atua na detoxificacdo de metais, principalmente por induzir a expresséo de proteinas de
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choque térmico (HSP), que sdo capazes de bloquear os efeitos toxicos ocasionados pela

intoxicacdo por MeHg (Morimoto e Santoro, 1998; Hwang, 2012).

MeHg* >|Toxicidade
\ T H s
Gsut
MeHg-S-HgMe
(ndo-eletréfilo)

Fig. 3: Novos mecanismos de defesa celular frente a toxicidade do mercirio. O MeHg induz a ativacdo dos
fatores de transcricao Hsfl e Nrf2 que dirigem a sintese das proteinas de choque térmico (HSP) e as enzimas antioxidantes
heme-oxigenase 1 (HO-1) e quinona 1 (NQO-1). Além disso, 0 MeHg também é capaz de induzir a producdo do
metabolito secundario, sulfeto de hidrogénio (H,S) ocasionando o aumento de glutationa reduzida (GSH). A producéo
dessas enzimas e proteinas induzido pela acdo do MeHg atuam da diminui¢do da toxicidade do metal (Adaptado de

Hwang, 2012).
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Outra via de protecdo, envolve a producdo de H.S a partir da L-cisteina. Kimura e
colaboradores (2004) demonstraram que o H>S produzido pelas células é capaz de se ligar
covalentemente a duas moléculas de MeHg formando um residuo menos toxico, o sulfeto de
bismetilmercurio (MeHg-S-MeHg). Dessa forma, sugere-se que o0s altos niveis de mercurio no
meio intracelular induzem a formacdo de H.S, podendo este ser considerado como um
importante mecanismos de protecéo intracelular.

Apesar das células possuirem diversos mecanismos de protecdo a xenobidticos, como
a inducdo de enzimas e proteinas que atuem na detoxificacdo e inibicdo dos danos ocasionados,
0s mecanismos de excrecdo celular séo considerados de suma importancia pois representam a
principal via de eliminacgéo intracelular (Hong e col., 2012). Dados sugerem que a meia vida
do metal no organismo é de aproximadamente 70 dias apds a primeira ingestdo. Sabe-se que
as principais vias de excrecdo de MeHg ocorre através da bile e das fezes. A maior parte do
MeHg que n&o é absorvida, é demetilada e excretada na forma de Hg*2. Além disso, é possivel
que o mercdrio ainda seja excretado através do leite materno, devido a sua alta capacidade de
atravessar barreiras bioldgicas, onde foi identificado em niveis bem maiores em mulheres
durante o periodo de amamenta¢do (Hong e col., 2012). Em conjunto, tais processos de defesa
e excrecgdo celular, sdo capazes de amenizar os danos ocasionados pela intoxicagcdo no que se
refere tanto a nivel celular, como as alteragdes bioquimicas mencionadas anteriormente, quanto
a nivel molecular, fazendo com que este metal possa ser caracterizado como potente agente

mutagénico.
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1.4. GENOTOXICIDADE DO MERCURIO

A grande maioria dos metais citotoxicos para 0 seres-vivos, possuem caracteristicas
que podem estar associadas com altera¢fes genotoxicas e mutagénicas. De acordo com Crespo-
Lopez e colaboradores (2009), esses compostos sdo capazes de causar alteracfes genéticas,
resultando em mal-formacdes congénitas, além de ocasionar o desenvolvimento de tumores
malignos, em processos denominados teratogénese e carcinogénese respectivamente. Diversos
estudos tém demonstrado os possiveis efeitos genotoxicos das mais variadas isoformas do
mercUrio, no entanto, os dados encontrados até hoje parecem ndo elucidar tal caracteristica,
visto que os efeitos genotoxicos e mutagénicos podem variar de acordo com o tipo celular
estudado, bem como da via de intoxicagdo e forma do metal utilizado (De Flora e col., 1994;
Crespo-Lopez e col., 2009).

Em 1994, De Flora e colaboradores sugeriram que os efeitos genotdxicos ocasionados
pelo HgCl> variam de acordo com a espécie utilizada. Nesse sentido, foi demonstrado que em
bactérias, fungos e plantas, a intoxicacdo por altas doses de HQCI. pode ocasionar o
aparecimento de aberracfes cromossémicas bem como diversas mutagdes somaticas.
Utilizando roedores como modelo, Bhwmik e col. (2012) sugeriram que a administracéo
intraperitoneal de HgCl» possui efeito toxico e mutagénico mesmo em baixas doses (10 e
12mg/Kg), sendo capaz de ocasionar aberragcBes cromossdmicas e alteracGes genéticas. No
entanto, este efeito ndo foi observado quando culturas de células ndo-humanas foram expostas
as altas concentracdes de HgCl.. Nessas celulas, foi demonstrada a inibigdo da sintese de DNA
bem como a presenca de DNA fragmentado, o que pode estar relacionado com diversos
problemas durante a divisdo e replicacéo das células (Cavas e col., 2008).

Devido a grande diferenca de dados e respostas frente a intoxicagcdo mercurial, diversos
grupos de pesquisas procuraram avaliar como cada tipo celular responde a intoxicagdo por

HgCl2, de maneira isolada. As células da linhagem Hela quando expostas a altas doses de
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HgCl,, apresentaram mitose anormal, porém nesse tipo celular ndo foi identificado o
aparecimento de alteragdes genéticas. Ja em linfocitos humanos, estudos demonstraram que a
intoxicacao por HgCI2 € capaz de ocasionar transloca¢fes nas cromatides-irmas (Akiyama e
col., 2001; Silva-pereira e col., 2005; Crespo-Lopez e col., 2011). Schurs e colaboradores
(2000) sugeriram que a avaliacdo toxicologica em cultura de células pode ser prejudicada
devido a uma baixa absor¢do do metal presente no meio de cultura, bem como da possivel
incorporagdo a componentes presentes nesse meio. No entanto, tal justificativa pode ser
refutada pela anélise da presenca do metal nessas células tanto por técnicas de quantificacdo
direta, quanto pela superexpressdo de proteinas de defesa a intoxicacdo, como as
metaloproteinas.

No que se refere ao MeHg, sabe-se que essa é a forma mercurial caracterizada por
apresentar maior toxicidade para 0s organismos vivos, além de ser caracterizada como a de
maior potencial genotoxico quando comparada com o HgCl» (Crespo-Lopez e col., 2009). Esse
efeito pode ser facilmente evidenciado em bactérias, nas quais foi demonstrado que a acao
genotdxica do MeHg ocorre em concentracdes em media 10 a 15 vezes mais baixas quando
comparadas com as concentra¢fes do HgCI2 que possuem mesmo efeito (Kanematsu e col.,
1980). Da mesma forma, tal diferenca pode ser observada quando a genotoxicidade do
mercurio é avaliada em cultura de células, sendo que o MeHg causa alteracBes no genoma
celular em concentracGes em média 2,5 vezes mais baixas do que as concentracdes de HgCl»
(Miura e col., 1978; Morimato e col., 1982; Pieper e col., 2014).

Dentre os possiveis mecanismos capazes de explicar os danos genéticos ocasionados
pelo mercdrio (tanto organico quanto inorganico), o aumento das espécies reativas de oxigénio
parece ser a hipotese mais aceita. Estudos demonstraram que o aumento de ERO ocasionado
pela intoxicagcdo mercurial pode ocasionar diversas alteracBes genéticas devido a interacGes

com os acidos nucleicos. Além disso, foi observado que tais radicais livres sdo capazes de
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ocasionar alteracGes conformacionais em proteinas importantes para a sintese e manutencéao do
DNA, como a tubulina, presente nos microtibulos, a DNA-polimerase, e proteinas
responsaveis pela segregacdo cromossdmica e reparo de erros durante a divisao celular (Fig.4)
(Stohs e col., 1995; Stoiber e col., 2004; Ercal e col., 2001).

O estudo do efeito toxicoloégico do mercurio a nivel celular e molecular é capaz de
elucidar as possiveis complicacGes estruturais, morfoldgicas e comportamentais de individuos
intoxicados. Schramm e colaboradores (1999), sugeriram que 0S organismos intoxicados
respondem de forma coordenada e hierarquica, sugerindo que as alteragdes ocorrem de maneira
sequencial afetando primeiramente as func@es celulares e entédo a estrutura tecidual.

Apesar do grande enfoque em elucidar os mecanismos genotdxicos de metais, observa-
se na literatura que a grande maioria dos estudos é direcionada para andlise de casos clinicos
em populacdes expostas ao mercdrio, direcionando-se assim para uma analise genética em
linfécitos humanos (Crespo-Lopez, ME., 2009 e 2011). Esse fato faz com que haja uma grande
necessidade de compreensdo dos efeitos genotoxicos do mercurio no SNC, principalmente no
que se refere aos efeitos nas células neuronais e celulas da glia (Pieper I, 2014).

Em 2016, Crespo-Lopez e colaboradores demonstram que a exposicao de células gliais
de roedores da linhagem C6 sdo sensiveis a baixas concentra¢fes de mercurio. Neste trabalho,
foi demostrado que concentracfes de 3uM de MeHg séo capazes de ocasionar danos ao DNA
bem como ocasionar a formacao de microndcleos que sdo formados ap6s problemas durante a
divisdo celular. Alem disso, observou-se alteragcdes no controle do ciclo celular mesmo em
condicdes que ndo levassem a célula a morte. Por outro lado, pouco se sabe a respeito do efeito
do HgCl> nas células do sistema nervoso central, sendo por este motivo necessario a
emergéncia de novos estudos capazes de elucidar os mecanismos genotoxicos do mercurio no

encéfalo.
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Fig.4: Mecanismo molecular da genotoxicidade do mercurio. A entrada de mercurio na célula ocasiona alteragdes
no material genético por quatro vias distintas: pela inducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que é capaz de
atuar diretamente no DNA da célula (1), pela ligagéo do mercurio diretamente ao DNA (2), pela ligagdo do mercurio
a proteinas importantes no nucleo celular que controlam a divisdo e controle do ciclo (3) ou pela ligagcdo aos

microtubulos (4) (Adaptado de Crespo-Lopez e col., 2009)



22

Apesar da importancia de tais estudos na compreensdo dos mecanismos genotdxicos de
metais como o mercurio, ainda se faz necessario uma anélise que facilite a identificacdo de
genes que possam servir tanto como marcadores toxicoldgicos, e que também possam ajudar
na compreensdo de patologias associadas a intoxicacdo por metais. Analises desse tipo tém
surgido nos ultimos anos com o advento de tecnologias mais refinadas que sdo capazes de
proporcionar 0 mapeamento genético de diversos genes simultaneamente, o que torna as

andlises mais rapidas e confiaveis.

1.5. EXPRESSAO GENICA POR MICROARRAYS

A anélise do transcriptoma celular tem emergido como alternativa promissora para
identificar alteracdes em dosagem génica e suas influéncias nas vias de sinalizacdo molecular.
Dessa forma, a andlise da rede génica apds a exposicdo de organismos a metais como o
mercurio pode ser aplicado na identificacdo de marcadores, além de auxiliar na compreenséo
dos mecanismos toxicoldgicos do metal. A técnica de microarray de expressdo consiste na
utilizacdo de cDNAs, que em um Unico ensaio de hibridizacdo nos permite conhecer a
expressao de todo o genoma celular em diferentes condi¢cfes experimentais (Brown, B, 1999).
Os microarray sao chips que contém sequéncias de cDNA e que com o auxilio de equipamentos
de alta preciséo, favorecem a hibridizacdo com a amostra de interesse. Uma vez que as amostras
sdo processadas, as sequéncias de MRNA sdo convertidas em cDNA e marcadas com o auxilio
de peptideos fluorogénicos que posteriormente sao hibridizados ao chip de microarray. Cada
lamina contem centros de hibridizacdo com diversas sequéncias hibridizadas, que quando
escaneadas ddo origem a valores numéricos referentes a intensidade das hibridizagoes.

Em 2011, Toyama e colaboradores demonstraram pela primeira vez as alteracOes a
nivel de mRNA em cultura de células neuronais humanas, sugerindo diversas alteracfes

génicas que podem ser responsaveis pelos danos ocasionados pelo mercurio. Além disso tais
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alteracfes podem servir como marcadores no diagndstico de intoxicagdo, podendo futuramente
ser usada para 0 monitoramento de doencas que possam estar relacionadas com a intoxicagéo
mercurial. Compreendendo que as células da glia possuem reconhecido papel na manutencao
neuronal, neste trabalho iremos identificar as alteragdes de mMRNA de células gliais humanas
expostas ao mercurio organico e inorganico, além de avaliar suas redes génicas de interacéo

em mecanismos de protecdo e manutencao da viabilidade celular no SNC.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar as alteracfes genéticas de células gliais humanas da linhagem U87 expostas
ao mercudrio organico e inorganico, além de avaliar suas redes génicas de interacdo em

mecanismos de protecdo e manutencado da viabilidade celular no SNC.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Determinar as concentragdes ndo-toxicas e LCsode MeHg e HgCl.em cultura de células

U87 apds exposicao por 4h e 24h

2.2.2. Avaliar o efeito das concentracdes ndo-toxicas e LCso de MeHg e HgCl2 no perfil de

MRNA de células U87

2.2.3. ldentificar as alteraces na rede génica das células U87 apos 4h e 24h de exposicéo a
MeHg e HgCl;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. METAIS

MeHg (115-09-3) e HgCl> (10112-91-1) foram obtidos da Sigma Brasil. Os metais
foram diluidos em agua destilada (H20q4) em solucéo estoque de 5mM. As solugdes foram
filtradas com filtros de seringa (0,22um) e em seguida mantidas a 4°C. Para 0s experimentos,

foram feitas diluicdes seriadas em meio de cultivo DMEM+10% de FBS.

3.2. CULTURA DE CELULAS

Células humanas de glioblastoma da linhagem U87, armazenadas em nitrogénio
liquido, foram descongeladas e diluidas em 5mL de meio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e combinacao
de penicilina (10U/mL), estreptomicina (10pg/mL) e fungizona (1%). As células foram
armazenadas em estufa a 5% de CO. ¢ 37°C até atingir confluéncia de 95%. Para as condigdes
experimentais, as células foram semeadas em placas de cultivo de 96 pocos e/ou garrafas de

cultivo de 25cm?, e armazenadas em estufa por 24h para o inicio dos experimentos.

3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos de acordo com 0s seguintes grupos experimentais:
- Grupo controle: células incubadas em DMEM+10% de FBS
- Grupo veiculo: células incubadas em DMEM+10% de FBS + H2Oq (solucédo de diluicdo dos
metais)
- Grupos exposicao (teste de MTT): células incubadas com DMEM+10% de FBS + diferentes
concentragdes de MeHg nas concentragfes de 1, 5, 10, 50 e 200uM, ou de HgCl; nas
concentragdes de 5, 10, 20, 50, 100 e 200uM.
-Grupo exposicao (microarray de expressdo): células incubadas com DMEM +10% de FBS +

metais nas concentracGes selecionadas apds analise da curva de sobrevivéncia.

3.4. EXPOSICAO AOS METAIS
Para a realizacdo dos experimentos, as ceélulas viaveis foram quantificadas através do

método de exclusdo por azul de Tripan (Strober, 2001). Para a quantificacdo, as células foram
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desprendidas das garrafas com tripsina + acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(0,0025%), centrifugadas a 1500rpm durante 5min, e posteriormente diluidas em DMEM
+10%FBS. As células foram quantificadas com o auxilio de um contador automatico de células
e em seguida semeadas em placas de cultura de 96 pogos (10* células/pogo) ou em garrafas de
cultivo (25cm?; 7x10° células/pogo). As células foram mantidas em estufa a 5% de CO2 e 37°C
por um periodo de 24h. Apds esse periodo, as células foram expostas a diferentes concentracoes

de MeHg e HgCl. durante os tempos de 4h e 24h.

3.5. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Para a obtengdo das concentragfes ndo-toxicas e LCso do MeHg e HgCI2, a viabilidade
celular foi avaliada pelo método de reducdo do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] (MTT) proposto por Mosman (1983). Apds os periodos de incubacdo com
MeHg e HgCly, as células foram lavadas 2x com tampdo fosfato-salino (PBS), em seguida foi
adicionado 100uL de solucdo de MTT em cada poco por um periodo de 2,5h a 37°C.
Posteriormente, a solucdo de MTT foi retirada e os cristais de formazan diluidos em 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO). A leitura do sobrenadante foi realizada com o auxilio do
equipamento Glomax (Promega) com um filtro para comprimento de onda de 570nm. A
densidade 6tica do grupo controle foi considerada com 100% de células viaveis. Em posse da
curva de concentracdo para ambos os metais em diferentes tempos, foi possivel calcular a
concentracdo letal (LCso) para cada composto, com o auxilio do programa MatLab. Os

experimentos seguintes foram realizados utilizando as concentracdo ndo-toxicas e a LCsqo.

3.6. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Para a analise da expressdo génica, 7 x 10° células foram semeadas em garrafas de
cultivo celular (25cm?) contendo 7mL de meio (mantendo a proporcéo célula/area/metal) e
armazenadas por 24h em estufa de CO, a 37°C. Em seguida, células do grupo controle
receberam somente troca de meio de cultivo, enquanto as células dos grupos experimentais
foram expostas aos metais (nas concentragfes determinadas pela curva de concentragéo) e

armazenadas em estufa por 4 e 24h.
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3.7. EXTRACAO TOTAL DE RNA

A extracdo de mRNA foi realizada através da utilizagdo do Kit “SV total RNA isolation
system” da Promega de acordo com as especificacbes do fabricante. ApGs o periodo de
exposicdo, células do grupo controle e expostas aos metais foram preparadas para a extracdo
de mRNA. As amostras foram lisadas com tampao contendo beta-mercaptoetanol e em seguida
diluidas em tampdo de diluicdo de RNA. As amostras foram centrifugadas por 10min a maxima
velocidade. Em seguida, foi adicionado etanol 95% para garantir condi¢cdes adequadas de
ligacdo a membrana. As amostras foram entdo repassadas para colunas de centrifugacdo onde
0 RNA pdde se ligar a membrana da coluna, facilitando a lavagem para eliminacao de possiveis
contaminantes, além de favorecer a extragdo de RNA total de alta qualidade. Ao final do
procedimento, 0 RNA foi diluido em 60uL de agua livre de nuclease. A quantificacdo do RNA
total foi realizada com o auxilio de espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 UV-VIS versdo
3.2.1, onde também foi avaliado a qualidade do RNA através da analise da razdo de Azeo/A2g0
conforme especificacdes do fabricante. O RNA purificado foi estocado a -80°C para posterior

ensaio de microarray de expressao.

3.8. MICROARRAY DE EXPRESSAO

Para a leitura de microarray, foi utilizando o kit “One-color microaarays-based gene
expression. Analysis” (Agilent technologies, EUA), de acordo com protocolo fornecido pelo
fabricante (Fig. 5). O perfil da expressdo génica foi avaliado nas células expostas e ndo expostas
aos metais. O RNA total obtido durante a fase de extracdo foi utilizado como molde para a
sintese da primeira fita de cDNA, que ocorre através de transcri¢do reversa com o auxilio da
enzima T7 RNA polimerase. A sintese da segunda fita de cDNA serve de molde para a reacao
da transcrigéo in vitro para a produgéo de cRNA. O fluorocromo 3-cianina (Cy-3) foi entdo
incorporado cRNA utilizando o kit “Low Input Quick Amp Labeling” (Agilent Technologies) e
protocolo fornecido pelo fabricante.
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Em seguida, deu-se inicio ao processo de purificacdo do cRNA. Para isso 84pL de 4gua
ultrapura foram adicionados a 350uL de buffer RLT e 250uL de etanol 100%. A solucédo entao
foi transferida para a coluna de purificacdo do kit RNeasy mini spin. A cada amostra foi
adicionado 500uL de buffer RPE e as amostras centrifugadas a 4°C por 60s. Em seguida, as
amostras foram diluidas em 30uL de &gua livre de nuclease para eluicdo do RNA purificado.
O cRNA foi entdo quantificado por espectrofotometria (em pmol/uL), onde p6de-se analisar a
relagdo de absorbancia em (260 nm/280 nm) e a concentracdo de cRNA (ng/ulL) em cada
amostra. Para a reacdo de hibridizagdo, o RNA marcado foi adicionado ao mix de fragmentacao
(300ng de Cyanine 3-labeled, cRNA amplificado, 5uL de 10xGene Expression Blocking
Agent, 1uL de 25xFragmentation Buffer e agua ultra-pura) e incubado a 60°C por 30min, para
fragmentar as amostras antes da hibridiza¢cdo. Em seguida cada amostra recebeu 25ul de 2%
Hi-RPM Hybridization Buffer a 4°C. Para a hibridizacdo, 40uL de cada amostra foram
adicionadas as laminas de hibridizacéo, e em seguida deixados em cadmara de hibridizacao por
17h a 65°C com rotacdo de 10rpm. Apos esse periodo a lamina foi lavada e imediatamente
escaneada no scanner de microarray da Agilent (G4900DA). Foi utilizado o seguinte setup
para escanear as laminas de microarray de uma cor: area de escaner: 61 x 21.6 mm; resolucéao
de 5um; canal de marcacdo: verde. Em seguida, as imagens foram obtidas com auxilio do
software Feature Extraction v10.10 e os dados analisado com o auxilio dos programas
GeneSpring GX 9.0 e IPathwayguide (ADVAITA Bioinformatics Company). A identificacéo

dos genes seguiu um critério de restricdo com um fold change > 5.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados de viabilidade e morte celular foram analisados com o auxilio do programa
Graphpad 5.0. A diferenca estatistica entre os grupos foi testada usando analise de variancia de
um critério (ANOVA) seguido de pds teste Tukey. Os dados expressos como média + desvio

padréo, sendo considerado como significativos os dados que possuirem um p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DO MeHg E HgCl, NA VIABILIDADE E PROLIFERACAO DE
GLIOBLASTOMA U87

Células da linhagem U87 expostas a concentracfes crescentes de metal (0 a
200uM) demonstraram uma relacdo independente de concentragdo quando avaliadas para a
diminuicao da viabilidade celular. As analises foram feitas apos exposi¢do ao MeHg por 4h
(Fig.6A e Tabela 1) e 24h (Fig.6B e Tabela 1) com uma LCso de 28.8uM e 10,68uM
respectivamente. A andlise apds a exposicdo ao HgCl. em 4h (Fig.7A) e 24h (Fig.7B)
demonstrou uma LCso de 92.25uM e 62.75uM respectivamente.

Em posse da curva de concentragédo, foram estabelecidas as concentragdes que seriam
utilizadas para a analise do transcriptoma celular. Dessa forma, foi determinada a utilizacdo
das concentracGes de 5uM de MeHg e 5uM de HgCl. para analises apos 4h de exposicao, sendo
consideradas concentracfes ndo toxicas para a célula, ou seja, que ndo ocasionam morte
celular. Para as analises apds 24h de exposicdo, foi selecionado uma concentracdo ndo toxica
e a concentracdo correspondente a LCso do metal para o tempo em questdo, com o intuito de
observar os diferentes mecanismos de protecdo da célula baseado na for¢a do estresse causado.
Dessa foram, foram selecionadas as concentragdes de 1uM e 10,68uM de MeHg e as

concentragdes de 5uM e 62,75uM de HgClo.
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Fig.6: Curva de concentracdo para o MeHg nos tempos de 4h (a) e 24h (b). Os dados foram
avaliados com ANOVA de uma via, com pds teste Tukey, considerando como significativo um
p<0,05. *p<0,001 vs controle. Ao lado imagens de microscopia de luz (10x).
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Tabela 1: Dados estatisticos referentes a exposicao a MeHg por 4h e 24h, a analise foi realizada

com ANOVA de uma via, seguida de pos-teste Tukey

F337=344; p<0.0001 24h

F376=34.48; p<0.0001 4h controle 100%9,7
controle 100%=11.01 veiculo 104%=+4.11
veiculo 104%+15 1M MeHg 96.5%=2 91

5uM MeHg 105.2%+20.2 5uM MeHg 90%=4 .36

10uM MeHg 102%+£17 10pM MeHg 41%=3.5
20pM MeHg 61.5%=20.2 20,M MeHg  |34.04%=12

50pM MeHg 27 4%+16.3 50pM MeHé 32%+ 1.6
200uM MeHg 6.5%+2 200pM _\‘Iel-fg 12.8%+0.6

Tabela 2: Dados estatisticos referentes a exposicdo a HgCl, por 4h e 24h, a analise foi realizada

com ANOVA de uma via, seguida de pos-teste Tukey

F477=252.1; p<0.0001 4h F3;7=214.4; p<0.0001 24h
controle 100%=4 .45 controle 100%=5_.8
veiculo 102,6%=+6 veiculo 98.6%+5.07
5uM HeCl, 104.7+£3.5 5uM HgCl, 98.8+3.7
10pM HgCl?. 104,5%=4 8 10puM HgCI2 99.2%+3.01

20pM 106.14%+5.3 | 106.14%=5.3 20pM 106.14%+53 |86.6%=11.2

50uM 91.6%=6.01 | 91.6%+6.01 50uM 91.6%=6.01  |83.2%+6.03
100puM HgCl 35.5%=2.5 100pM HgCl, 24.8%=0,35
200pM HgCl, 30.8%=0.8 200pM HgCl, 24.8%+1.1
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4.2. MeHg E HgCl, OCASIONAM ALTERACAO NO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA
DAS CELULAS U87

Buscando compreender os efeitos da exposicdo a metais como MeHg e HgCl2 no
genoma de células gliais, nos realizamos um mapeamento completo do transcriptoma da célula
de gliblastoma da linhagem U87 em condicdes de exposi¢cdo aos metais por 4h e 24h. N0ssos
resultados demonstraram uma significativa alteracdo na expressdo de diversos genes do
genoma da célula quando comparadas com a situacdo controle. Além disso, a analise nao
supervisionada de clustering hierarquico, que busca analisar a similaridade da rede génica nas
diferentes condigOes experimentais, demonstrou que a concentracdo do metal durante a
exposicdo e o tempo de exposicdo representa um fator impactante na alteragdo do perfil génico
da célula (Fig.8). Apos a andlise de clustering também foi possivel identificar um total de 3907

genes alterados ap0s a exposi¢do por um periodo de 4h e 5364 genes ap0s a exposicdo por 24h,

Apbs analisar o efeitos das diferentes concentragbes de metal de maneira
supervisionada, levando em consideracdo alteracdo génica com um fold change > 5, nossos
dados demonstraram que apés exposicdo a 5uM de MeHg por 4h, um total de 205 genes
tiveram sua expressdo diminuida quando comparado com células do grupo controle. A
exposi¢do ao HgCl> na mesma concentracdo (5uM) ocasionou a diminuicdo da expressdo de
204 genes, sendo que desse total, 105 genes estavam presentes com expressao diminuida tanto
no grupo exposto a MeHg quanto no grupo exposto a HgCl, (Fig.9A). Por outro lado, houve
um aumento na expressdo de 188 genes apds exposicdo a 5uM de MeHg e 180 genes ap6s
exposicdo a HgCl,, quando comparados ao controle. Deste total 19 genes foram identificados

nas duas condicBes experimentais (Fig.9B).

A analise ap6s 24h de exposicao aos metais demonstrou uma diminuicdo da expressao
(fold change >5) de 90 genes no grupo exposto a 1uM de MeHg e 116 genes no grupo exposto
a 10uM de MeHg. Quando as células foram expostas ao HgClz, nossos dados demonstraram a
diminuicdo da expresséo de 98 genes no grupo exposto a 5SM e 325 genes no grupo exposto a
62,75uM de HgCl; (Fig. 9C). Em relacéo aos genes que tiverem sua expressdo aumentada apos
24h de exposicdo, nossos dados demonstraram que a 1uM de MeHg € capaz de ocasionar o
aumento de expressdo em 31 genes enquanto 10uM de MeHg ocasionou 0 aumento de 66
genes. Ja a exposicdo a 5uM de HgCl2 ocasionou a superexpressdo de 73 genes enquanto a
exposicdo a 62,75uM ocasionou o0 aumento da expressdo de 66 genes quando comparado com
0 grupo controle (Fig. 9D).
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Fig.8: Anélise de clustering apos exposicao a MeHg e HgCl, nos tempos de 4h e 24h,
com o auxilio do software GeneSpring GX. 1: MeHg 5uM 4h; 2: HgCl> 5uM 4h; 3: HgCl2
62,75uM 24h; 4: controle 24h; 5: MeHg 1uM 24h; 6: HgCl> 5uM 24h; 7: controle 4h; 8
MeHg 10uM 24h. Vermelho: dosagem génica up-regulada; Verde: dosagem génica down-

regulada.
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. Fc (cont. vs. 5uM HgClz)
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Fig. 9: Representacdo por meio do Diagramas de Venn da dosagem génica agrupada
de acordo com a concentragdo de metal utilizada, nos tempos de 4h (A e B) e 24h (C e
D).
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A partir desses resultados, a avaliacdo foi direcionada para alteraces que poderiam
estar relacionadas com os mecanismos basicos de toxicidade, buscando compreender como as
alteracBes nas dosagens génicas influenciam eventos moleculares e bioquimicos de células
expostas ao mercurio. Uma das principais hipoteses acerca do potencial citotoxico do mercdrio
diz respeito ao aumento das espécies reativas de oxigénio e como o desbalanco energético da
célula pode ocasionar danos ao DNA, afetando os principais mecanismos de controle do ciclo

celular, culminando com a morte por apoptose.

Dessa forma, apds identificar os genes que participam das vias moleculares de controle
do ciclo celular, resposta ao estresse oxidativo ocasionado por mercurio e morte celular, nossos
resultados identificaram a alteracdo na expressdo de genes ja conhecidamente ativados da
exposicdo ao mercurio, como por exemplo os genes de metaloproteinas (MMP) e genes do
ciclo da GHS (GSTO2) que participam durante os eventos de protecéo do organismo frente aos
danos ocasionados pelo mercdrio. Além disso, nossos dados demonstraram a expressdo de
genes de ativacdo de vias apoptdticas como FOS, e expressdo de genes de resposta ao estresse
como os genes da familia de proteinas de choque térmico HSP que ocorrem durante a inducéo
de estresse oxidativo. Nossos resultados também demonstraram alteracGes de outros genes que
possuem relacdo com as vias de interesse e que ndo foram descritos anteriormente pela
literatura (Tabelas 1-4).

Sendo assim, foi possivel observar que o perfil de expressdo génica das células U87
nédo apresenta grandes diferengas quando comparado 0s grupos expostos ao MeHg e HgCl» na
mesma concentracgdo, por um periodo de 4h. Foram identificados 33 genes com diminuicdo na
dosagem génica ap6s exposicdo aos metais (Tabela 1; Fig. 9A) e 26 genes que apresentaram
aumento na expressdo, quando comparados com o grupo controle (Tabela 2; Fig. 9B). Também
foi possivel observar que alguns genes, como HSPB6, BATF2, HRK, RPS6KA5, IL2RA e
KIF20A tiveram sua expressdo exclusivamente diminuida apos a exposi¢do a 5uM de MeHg.
Ja em relacdo aos genes que tiveram sua dosagem aumentada, nossos resultados sugerem que
a exposi¢do ao HgCl> ocasiona, exclusivamente, o aumento na dosagem génica de IL19,
MDM1, AMBRA1, UGT2A1, MIR17HG, TTPA, NRAP e CREBRF.



37

Tabela 3: Genes down-regulados ap6s 4h de exposicdao a MeHg e HgCI2 na concentracdo de
5uM. Os genes foram selecionados no programa GeneSpring GX, baseado na sua relagcdo com
as vias de estresse oxidativo, morte celular e controle de ciclo celular.

Genes down-regulados apds 4h de exposicdo

5uM MeHg | 5uM HgCl2
Gene Descricdo Fold change | Fold change
HSPB6 Familia de proteinas de choque térmico 6 5.0 -
BATF2 Fator de transcri¢do do tipo 2 5.1 -
HRK Harakiri, proteina de interacdo a Bcl2 5.4 -
RPS6KA5 | Proteina ribossomal 6S cinase A5 5.6 -
IL2RA Subunidade alfa do receptor de interleucina 2 5.7 -
KIF20A Membro da familia kinesina 20A 7.5 -
MAP3K9 | Proteina-mitogena ativada cinase cinase cinase 9 5.0 11.0
MMP11 Metalopeptidase de matriz 11 9.2 21.0
MAP3K8 | Proteina-mitogena ativada cinase cinase cinase 8 5.3 2,16
CCNB1 | CiclinaB1 6.0 3,17
CDCA3 Diviséo de ciclo celular associado 3 7.0 3,18
TRIB2 Pseudo cinase 2 6.8 2,17
NFATC4 | Fator nuclear de ativacdo de células T4 3,13 5.6
L3MBTL1 | L3MBT tipo 1 5.8 2,58
RAB25 Membro RAS da familia de oncogene 7.4 10.1
ERBB4 Receptor Erb2 tirosina cinase 4 4,21 7.8
PLK1 Polo tipo cinase 1 8.7 3,29
SIRT4 Sirtuina 4 8.8 5.6
CABLES1 | Substrato 1 cdk5 e Abl 9.6 12.3
TMEM102 | Proteina transmembranas 102 9.9 2,81
GLI1 Familia de ligacdo ao zindo GL1 4,66 10
ATRNL1 | Atractina tipo 1 10.3 3,48
FOS Osteorsarcoma oncogénico viral homologo 11.3 16,4
FOSB Osteorsarcoma oncogénico viral homologo B 5.7 3,82
INSC Homologo Inscuteable 6.3 4,44
DDIT4 Indutor de dano ao DNA 4,44 6.7
PRL Prolactina 7.8 8.4
GSTO2 Glutationa S-transferase 39.2 42.3
GAS2L2 | Controle de crescimento especifico 5.7 6.3
AJAP1 Proteina 1 associada a juncOes aderentes 4,0 5.1
MID1 Midline 1 5.1 5.7
CORO2A | Coroina 2A 4,92 5.5
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Tabela 4: Genes up-regulados ap6s 4h de exposicdo a MeHg e HgCI2 na concentracgdo de 5pM.
Os genes foram selecionados no programa GX baseado na sua relagdo com as vias de estresse
oxidativo, morte celular e controle de ciclo celular.

Genes up-regulados apds 4h de exposi¢éo

5uM MeHg | 5uM HgCl2
Gene Descricao Fold change | Fold change
IL19 Interleucina 19 - 5)
MDM1 Proteina nuclear MdM1 - 5.3
AMBRA1 | Regulador de autofagia e beclina 1 - 6.1
UGT2A1 | Familia gluconosil transferase membro 2 - 6.2
MIR17HG | Cluster gene MIiR-17-92a-1 - 6.5
TTPA Proteina de transferéncia de tocoferol - 6.8
NRAP Proteina ancoradora relacionada a tubulina - 13.5
CREBRF | Fator regulador CREBRF - 111.0
WDR31 Dominio repetitivo 31 12.3 -
MAPKS Proteina-mitogena ativada cinase cinase cinase 8 2,55 5.2
PTPRG Proteina tirosina fosfatase, receptor tipo G 5.1 9.2
ADAMTS6 | Metalopeptidase com trombospodina 12.7 3,11
CARDS Familia 8 recrutadora de caspase 12.1 3,24
KRTAP13-4 | Proteina associada a queratina 8.1 2,02
CD274 Molécula CD274 8.7 5.8
HAS1 Sintese de hialurona 1 9.9 5.2
STRIP1 Proteina 1 integradora de estriatina 6.6 3,64
PMEPA1 | Proteina transmembranas andrdgena induzida 1 6.9 2,99
WNK1 Proteina cinase deficiente de lisina 6.6 3,09
CCNT2 Ciclina T2 5.1 4,29
FHL2 Dominio Quatro e LIM 2 5.2 3,35
KRTAP2-3 | Proteina associada a queratina 2-3 13.6 12.0
THBS1 Trombospodina 1 7.7 6.7
PDCD1LG2 | Ligante 2 de morte celular programada 6.6 6.8
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A analise dos resultados ap6s 24h de exposicéo identificou 28 genes com diminuicéo
na dosagem génica (Tabela 3) e 26 genes que apresentaram aumento na expressdo génica,

quando comparados com o grupo controle (Tabela 4).

Alguns genes como, HOOK2, FN1, CLN8, CDK13 e DAPL1, foram identificados por
apresentarem sua expressdo diminuida exclusivamente apds exposicéo a 62,75uM de HgClo,
enquanto que na concentracdo de 5uM de HgCl» foi possivel identificar a expressao exclusiva
de somente dois genes: CDK1, MMPP7. Ja em relacdo aos genes que apresentaram aumento
de sua dosagem génica, somente no grupo exposto a concentracdo de 62,75uM HgCl, foi
identificado os genes TRIB3, MT1CP, MT1X, CHAC1, BEX2, GDF15, MT1M, MT1G e
NLRP3.
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Tabela 5: Genes down-regulados apos 24h de exposicdo a MeHg e HgCI2 na concentracdo de
5uM. Os genes foram selecionados no programa GX baseado na sua relacdo com as vias de

estresse oxidativo, morte celular e controle de ciclo celular.

Genes down-regulados apés 24h de exposi¢ao

1uM 10uM SuM 62,75uM
MeHg | MeHg | HgCl: HgCl2
Gene Function Fold Fold Fold Fold
symbol change | change | change | change
HOOK?2 Proteina ancoradora de microtubulo - - - 5,2
FN1 Fibronectina 1 - - - 53
CLN8 Cero6ide-lipofuscinoide neural 8 - - - 7,7
CDK13 Cinase dependente de ciclina 13 - - - 7.8
DAPL1 Proteina associada a morte tipo 1 - - - 12,9
CDK1 Cinase dependente de ciclina 1 - - 5,3 -
MMP7 Metalopeptidase de matriz 7 - - 7,0 -
BIRC7 Bucoloviral repetitivo contendo IAP 7 - - 2,03 19,8
FOS Osteorsarcoma oncogénico viral homologo - - 445 13,3
ADRAILB | Adrenoreceptor alfa 1B - - 6,4 6,1
FOSB Osteorsarcoma oncogénico viral homologo B - - 16,3 8,8
DUSP1 Fosfatase dual especifica 1 - - 5,7 2,34
FNBP1L | Proteina ligadora tipo 1 - 54 - -
EFHC1 EF contendo dominio 1 - 6,4 - -
CDs1 CDP diaglicerol sintase 1 - 5,2 2,05 3,10
ID4 Inibidor De ligacdo ao DNA - 2,62 4,22 6,0
EGR1 Fator de crescimento inicial tipo 1 - 2,23 16,4 7,1
CTGF Fator de crescimento de tecido conectivo - 2,75 6,3 2,61
SHROOM3 | Membro da familia SHROOM 3 - 6,5 5,6 -
ENC1 Cortex neuroectodermal 1 - 5,6 2,21 -
TIMP3 Metaloproteinas - 2,54 - 10,1
HSD17B6 | Hidroxiiesteroide desidrogenase 51 4,89 - 3,84
ANOS8 Anoctamina 8 2,47 - 5,7 2,45
HSPB11 Proteina de choque térmico da familia B 51 - 3,43 8,2
IL5 Interleucina 5 3,15 4,26 491 52
POLH Polimerase Eta 3,75 6,19 6,1 4,2
ETV3 ETS variante 3 3,08 6,61 6,8 49
TTC28 Dominio repetitivo tetratricopeptideo 5,86 6,19 5,45 9,7
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Tabela 6. Genes up-regulados apds 24h de exposicdo a MeHg e HgCI2 na concentracdo de
5uM. Os genes foram selecionados no programa GX baseado na sua relacdo com as vias de
estresse oxidativo, morte celular e controle de ciclo celular.

Genes up-regulados apds 24h de exposicao

1uM 10uM SuM 62uM
MeHg | MeHg | HgCl2 | HgCl2
Gene Fold change Fold Fold Fold Fold
symbol change | change | change | change
TRIB3 Pseudocinase 3 - - - 6,2
MT1CP | Metationeina 1C - - - 7,2
MT1X Metalotioneina 1X - - - 7,8
Gama-glutamil ciclo transferase especifico a - -
CHACL1 | glutationa - 8,4
BEX2 Expressao X cerebral - - - 8,5
GDF15 | Fator de diferenciacdo de crescimento 15 - - - 10,7
MT1M Metalotioneina 1M - - - 11,0
MTI1G Metaloteioneina 1G - - - 308,3
NLRP3 | Familia NLR, dominio contendo pirina 3 - - - 5,3
BTG2 Membro da familia BTG 2 - - 2,41 5,2
TMPRSS6 | Protease transmembranas serina 6 - - 5,2 2,23
FERMT1 | Membro da familia fermitina 1 - - 6,9 2,33
IL11 Interleucina 11 - 5,8 - -
NAPRT | Nicotil fosforibosiltransferase - 7,6 - -
STYK1 | Serina tirosina cinase 1 - 2,06 - 51
CRYAB | Cristilina alfa B - 9,36 - 6,5
NAMPT | Fosforibosiltransferase nicotinamida - 5,2 - 3,46
BRK1 Complexo de actina 50 - 2,53 -
PTPRG | Proteina tirosino fosfatase 2,16 59 - -
RPS6KA2 | Proteina ribossomal cinase A2 2,21 - 6,6 4,47
PRRG1 | Prolina enriquecida e dominio Gla 1 2,67 2,62 - 5,2
MAPKS8 | Proteina-mitogena ativada cinase cinase cinase 8 2,30 3,48 5,2 2,53
REEP1 Receptor acessorio a proteina 1 5,37 7,54 5,7 3,5
AGBL1 | Proteinatipo 1 ligadora a ATP/GTP 5,78 7,24 50 4,77
HRH2 Receptor histaminico 2,6 2,35 7,0 3,99
MSI2 Proteina ligadora a RNA 3,13 3,01 4,03 7,7
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrado pela primeira vez que concentraces letais e ndo letais de
MeHg e HgCl. apds periodos de exposicéo de 4h e 24h, sdo capazes de ocasionar alteragdes na
dosagem génica de células da glia humana da linhagem U87, visto através da andlise de
transcriptoma total por microarray. Nossos resultados demonstram ndo haver diferengas
robustas quanto ao perfil de mRNA quando comparado a acdo do mercurio organico e
inorganico nos tempos de 4h. No entanto, nas analises apos 24h de exposi¢do, nossos resultados
sugerem uma maior alteracdo génica nas células expostas ao HgCl», quando comparado com o
MeHg.

Os efeitos neurotdxicos do mercurio, ja sdo bem descritos pela literatura (Maximino C e
col., 2011; Syversena e Kaur, 2012; Teixeira B e col., 2014; Pletz e col., 2016). Estudos ja
demonstraram que, no SNC, as células da glia possuem reconhecida importancia na
detoxificacdo do mercurio, garantindo protecdo neuronal frente aos efeitos toxicoldgicos
ocasionados pelo metal. Sendo assim, as células da glia representam a primeira linha de defesa

no SNC frente aos danos ocasionados pelo mercurio (Shanker G e Aschner M, 2001).

Acredita-se que a principal causa da toxicidade ocasionada por este metal esteja
associado a inducdo de espécies reativas de oxigénio que levam a uma série de eventos
bioquimicos prejudiciais para as células. Além disso, a literatura sugere que estas alteracfes
bioguimicas ocasionadas pelo mercurio possam ser influenciadas por danos ao conteudo
genético, levando assim a quadros de teratogénese e mutagénese (De Flora, 1994; Crespo-
Lopez ME e col., 2009; Bhwmik e col. 2012; Pieper e col., 2014).

A utilizacdo de linhagens de células para estudos toxicoldgicos tem demonstrado uma
boa correlacdo com estudos realizados em culturas de células priméarias e modelos animais
(Ekwall B, e col., 1990). Além disso, é importante ressaltar que as células gliais da linhagem
U87 possuem as caracteristicas genotipicas e fenotipicas de células humanas (Xie Y, e col.,
2015) representando assim um bom modelo de estudo para a compreensdo dos mecanismos
toxicoldgicos do mercurio no SNC. Além disso, os testes in vitro tem sido utilizados como
alternativa para prever mecanismos de acdo de compostos toxicos para 0S Sseres-vivos,
minimizando assim a utilizacgdo de modelos animais de acordo com a lei ética de

experimentac¢do animal prevista pelo projeto dos 3R’s (redugdo, reposicdo e refinamento).
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Em modelo de cultivo celular é possivel avaliar o efeito de xenobidticos em células
isoladas, facilitando a compreensdo de como a toxicidade pode atuar em diferentes tipos
celulares. Sabendo-se da importancia das células na glia em condi¢Bes de exposi¢do ao
mercUrio e da capacidade que este metal tem em se acumular neste tipo de célula, séo
necessarios estudos que elucidem como as células gliais respondem frente a exposicao
mercurial e quais 0s mecanismos de sinalizacdo sao ativados para manter a protecdo neuronal.
No entanto, é importante lembrar que a utilizacdo de modelos de cultura de células para analises
toxicologicas devem prever 0os mecanismos bioldgicos especializados de cada tipo celular bem
como seus processos metabolicos, que podem interferir na analise e interpretacdo dos dados.
Por estes motivos, € importante levar em consideracdo que cada tipo celular responde de
maneira diferente ao mesmo estimulo, possuindo diferentes sensibilidades frente a exposicao
a xenobidticos (Ekwall B, e col., 1990).

Ao analisar a sensibilidade das células da linhagem U87 ap0s exposicdo ao MeHg e
HgCl> durante 4h e 24h, nossos resultados demonstraram que ambos 0s metais ocasionam uma
diminuicdo da viabilidade celular de forma independente de concentragdo (Figl e 2). Os
valores de LCso registrados para as células expostas ao MeHg foram de 28,8uM apds 4h de
exposicdo e 10,68uM apo6s 24h. Ja os valores registrados para exposicdo ao HgCl, apds os
periodos de 4h e 24h, foram de 92,25uM e 62,75uM respectivamente. Estes resultados se
encontram proximos ao observado em outros estudos que utilizaram culturas de células
secundarias para analises toxicoldgicas do mercdrio (Schurz F. e col., 2000; Crespo-Lopez ME
e col., 2007; Costa-Malaquias A e col., 2014). Nossos resultados também sugerem que em
relagdo a diminuicdo de viabilidade das células da linhagem U87, sdo necessarias menores
concentragdes de MeHg quando comparadas com a exposicdo ao HgCl. Levando em
consideracdo que esta diminui¢do na viabilidade celular gera um indicativo de toxicidade do
metal, nossos dados demonstraram que ap06s exposi¢des de curta duracdo, o0 MeHg apresentou
uma LCso aproximadamente 3x menor que a indicada pela exposi¢ao ao HgCl,, enquanto que
apos exposicdes de longa duracdo o MeHg apresentou LCso aproximadamente 6x menor que a
apresentada pelo HgCl», sugerindo assim que concentragdes elevadas de HgCl, séo necessarias

para ocasionar danos fisiologicos semelhantes ao observado apds exposic¢éo ao MeHg.

A intoxicacdo mercurial varia de acordo com a forma em que o0 mercurio se apresenta
disponivel para o organismo. Diversos trabalhos ja demonstraram que as formas organicas do

mercurio possuem maior facilidade em atravessar as membranas bioldgicas, devido
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principalmente a maior lipossolubilidade do MeHg quando comparado com o HgCl, (Boudou
e col., 1997). No entanto, MeHg e HgCl. possuem a capacidade de se acumular em diferentes
tecidos visto que ambos possuem afinidades por residuos —SH (Hultberg e col., 2001). E
importante ressaltar que as diferencas em relagdo aos mecanismos de absorcéo e excregéo do
metal, refletem principalmente nos eventos de sinalizacdo e nas respostas de protecdo celular
frente aos danos ocasionados pelo mercdrio. Estas caracteristicas sdo de extrema importancia
para a compreensdo dos mecanismos toxicoldgicos do metal, visto que a capacidade de se ligar
a proteinas importantes para a manutencao da fisiologia normal da célula representa um ponto
chave na inducéo de alterac6es bioquimicas e genéticas ocasionadas pela intoxicacdo mercurial
(Ercal e col., 2001).

Estudos in vivo tém demonstrado que o deposito de Hg no SNC de animais intoxicados
por MeHg aparenta ser superior ao depositado apés intoxicacdo por HgCl. em condicdes
experimentais semelhantes (dados nédo publicados). Essas diferencas podem ser responsaveis
por ocasionar impactos fisiologicos diferentes, como o observado nas altera¢cdes bioquimicas
e comportamentais ocasionados pelo mercudrio neste trabalho. Além disso, estudos sugerem
que sdo necessarias doses mais elevadas e maiores tempos de exposicdo ao HgCl; para
ocasionar danos semelhantes ao observado pela intoxicacdo por mercurio em sua forma

organica. Esses dados reforcariam a hip6tese de maior toxicidade associada ao MeHg.

De maneira geral o MeHg possua uma maior toxicidade tanto in vivo quanto in vitro
quando comparado com o HgCl (EFSA, 2012). Ao demonstrar uma LCso significativamente
maior para 0 HgCl. apds 4h e 24h de exposicdo em relacdo a LCsp registrada para o MeHg,
nossos resultados corroboram com o demonstrado pela literatura, sugerindo entdo que as
células da linhagem U87 apresentam maior sensibilidade a exposi¢do de curta ou longa duracao

ao MeHg quando comparada com a exposi¢do ao HgCl».

E importante ressaltar que a comparagéo de dados da toxicologia aplicada a cultivo de
células com modelos animais deve ser levada com cautela, visto que existem diversas
limitacGes no modelo in vitro. Uma dessas limitagdes é a dificuldade em mimetizar a fisiologia
das células quando presentes em organismos complexos, principalmente quando se trata de
estudos que envolvem o SNC. Neste modelo, a principal limitagdo do cultivo de células da glia
é a auséncia da barreira hematoencefalica que pode levar a erros de interpretacdo de dados
toxicologicos, visto que é esta barreira celular que mantém as caracteristicas farmacoldgicas

dos xenobidticos. No entanto, estudos sugerem que uma vez que a toxicocinéetica e
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toxicodinamica do composto seja conhecida, bem como sua habilidade em atravessar a barreira

hematoencefalica, os erros de intepretacdo podem ser minimizados (Syversen e Kaur, 2012).

Outro ponto importante a ser levado em consideracéo € o tempo de exposic¢éo que pode
induzir parametros toxicoldgicos diferentes para a analise. Dessa forma, é importante elucidar
0 momento em que a exposi¢ao ao mercurio desencadeia resposta fisioldgicas capazes de levar
a alteracBes bioquimicas e genéticas nas células. De maneira geral, as anlises toxicologicas
apresentam ensaios com exposic¢des de curta (exposicdo por 4h) e longa (exposicdo por 24h)
duracdo visando compreender a interferéncia do tempo de exposi¢do na acdo dos xenobioticos
(Ekwall B e col., 1990). Por este motivo, neste trabalho foram avaliados as alteragdes
bioguimicas, como indicativas a diminui¢do da viabilidade celular, altera¢cdes morfoldgicas e

alteracdes no perfil génico da célula apos 4h e 24h de exposicdo a MeHg e HgCl..

Nossos resultados sugerem que baixas concentracbes de MeHg por curto periodo de
exposicdo ndo sdo capazes de ocasionar morte celular nem alteracbes morfoldgicas. Sendo
assim, células expostas a 5uM de MeHg por 4h mantém sua morfologia fusiforme semelhante
ao observado no grupo controle. No entanto, em exposi¢fes prolongadas (24h) foi possivel
observar que mesmo em baixas concentracdes onde ndo ocorre morte celular, ha uma
significativa alteracdo da morfologia da célula, semelhante ao observado nos grupos expostos
a altas concentracdes capazes de induzir morte celular (Fig.1). De maneira diferente, esse efeito
ndo foi observado em células expostas ao HgCl2, onde baixas concentracdes mesmo apos 4h
ou 24h de exposicdo, ndo foram capazes de ocasionar morte celular nem alteragdes
morfolégicas. Este efeito sé foi possivel apds exposicao a altas concentra¢fes de HgCl, por um
longo periodo de exposicdo (Fig.2). Sendo assim, nossos resultados sugerem que a toxicidade
do MeHg depende tanto da concentracdo utilizada, quanto do tempo de exposicdo. Ja em
relacdo ao HQCl. nossos resultados sugerem que o fator tempo parece ser mais importante,

quando comparado com a concentragdo utilizada.

Toda e qualquer alteracdo em processos bioldgicos, como a diminuigdo da viabilidade
celular e as alteragdes morfologicas observadas neste trabalho ap6s a exposicdo ao mercdrio,
podem ser diretamente relacionadas com a ativacdo ou supressao de sequéncias génicas no
DNA da célula. Estas alteracGes no genoma celular sdo responsaveis por ditar os principais
mecanismos de sinalizacdo, sejam eles de protecdo ou adaptacdo, com o objetivo principal de
garantir a sobrevivéncia da célula e a manutencdo da carga genética do organismo. Dessa

forma, sabendo-se que a expressdo génica representa as caracteristicas estruturais e funcionais
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da célula e como elas reagem frente a estimulos externos (Androulakis IP e col., 2007), apos a
andlise de toxicidade do MeHg e HgCl nas células da glia humana da linhagem U87, nos

procuramos avaliar a interferéncia dos metais na rede génica destas células.

Diversos trabalhos tem demonstrado como a intoxicacdo por metais pode interferir na
expressdo génica ocasionando alterages no fendtipo celular (Wellington K e col., 2006; Cui
Y e col., 2007). Dentre as inferéncias na maquinaria celular ocasionadas pelo mercurio, estudos
sugerem que apos a intoxicagdo ocorre um aumento de proteinas envolvidas na protecdo celular
frente estimulos estressores como as proteinas de choque térmico (HSP) e as metaloproteinas,
bem como a deple¢do de enzimas importantes para o controle redox da célula, como as enzimas
oxidativas SOD, catalase e GPX (Hwang e col., 2012). Além disso, sabe-se que o mercurio é
capaz de interferir na sintese de proteinas importantes para a manutencao e sintese do DNA,
como por exemplo a tubulina e proteinas presentes no citoesqueleto (Crespo-Lopes ME e col.,
2009).

Apds realizar o mapeamento completo da rede génica das células U87 expostas ao
MeHg e HgCl», nossos resultados demonstraram que a exposic¢ao aos metais durante 4h e 24h
ocasionam uma significativa alteracdo no perfil génico da célula. Essas alteragdes na dosagem
génica sdo fortemente influenciadas tanto pela concentracdo quanto pelo tempo de exposicéo.
Nossos resultados sugerem que a exposic¢ao ao HgCl2 por longos periodos de exposicdo e altas
concentragdes mantém a ativacdo da expressdo génica, enquanto que a exposi¢do ao MeHg
ocasiona ativacdo da expressdo génica em baixas concentracdes e por curto periodo de
exposi¢cdo, enquanto que em exposicoes de longa duracdo parece haver uma diminuicdo na

alteracdo da dosagem génica (Fig. 8).

Quando comparado a interferéncia do tipo de metal a qual a célula foi exposta, nossos
resultados demonstraram ndo haver grandes diferengas ap6s o periodo de 4h de exposicdo. Ao
analisar comparativamente a dosagem de genes, nos grupos expostos ao MeHg e HgCl, foi
demonstrado que ndo houve diferencas significativas nas dosagem génica, havendo uma
similaridade em 105 genes down-regulados e 19 genes up-regulados (Fig.9A e B). O mesmo
ndo foi observado apds exposicdes por longa duracdo, onde foi observado uma baixa
similaridade entre as dosagens génicas, identificando 38 genes down-regulados em todas as
condigdes experimentais e nenhum gene up-regulado simultaneamente em todos 0s grupos
(Fig.9C e D).
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Em posse dos dados de mapeamento completo da rede génica das células U87, nos
fizemos uma andlise de enriquecimento génico buscando compreender 0s principais processos
biol6gicos alterados apds a exposicdo mercurial. Dentre eles, a analise de ontologia génica
(OG) que consiste em agrupar genes de funcbes semelhantes, identificou alteracfes em genes
que desempenham importante funcdo no controle do ciclo celular, proliferagdo, morte por

apoptose e estresse oxidativo (Tabelas 5 e 6).

Diversos trabalhos ja demonstraram que os efeitos toxicoldgicos do mercdrio em
células do SNC ocorre devido a formacao de espécies reativas de oxigénio, que ocasionam a
inducdo de cascatas de sinalizagéo relacionadas a morte por apoptose (Aschner e col., 1990;
Do Nascimennto e col., 2008; Ercal e col., 2011). Nossos resultados demonstraram que apés a
analise supervisionada, foram indicados 33 genes down-regulados apds exposicdo a 5uM de
MeHg e 27 genes apds exposi¢do a 5puM de HgCl, (Tabela 1) indicando assim n&o haver
diferencas significativas na dosagem génica de grupos expostos a MeHg ou HgCl.. Dentre os
genes selecionados, encontram-se genes relacionados ao estresse oxidativo, sintese de
microtubulos, protecdo redox, controle do ciclo celular, sobrevivéncia e apoptose (Tabela 1 e
2). Nossos resultados sugerem entdo, que as diferencas na dosagem génica quando comparado
celulas exposta a MeHg e HgCl. comecam a ser marcantes apos longos periodos de exposi¢éo.
Quando as células foram incubadas com 1uM e 10,68uM de MeHg apés 24h, ndo foram
identificados genes unicamente regulados nesta condicdo. De maneira diferente, apo6s a
exposigdo de células a 5uM e 62,75uM de HgCl2 houve a identificacéo da ativacdo de genes
exclusivos que seriam importantes tanto para o controle do ciclo e manutencao da proliferacdo

celular.

Estes resultados, aliados a hipdtese de maior toxicidade do MeHg quando comparado
com o0 HgClz nas células U87 podem indicar uma maior facilidade em manter o funcionamento
da maquinaria celular em situac6es de intoxicacdo por HgCl, sugerindo assim que além da
menor influéncia toxicologica do mercdrio inorganico na célula, ha também um maior
mecanismo de adaptacao garantindo assim a sobrevivéncia celular frente estimulos estressores,

quando comparado com o observado em células expostas ao MeHg.
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Tabela 7: Funcdes celulares identificadas apds analise de OG em células expostas a

MeHg e HgCl> apds 4h.

N2 DE ACESSO GO TERMO GO p-valor
G0:0048523|G0:0051243 negative regulation of cellular process 0.001
G0:0048519|G0:0043118 negative regulation of biological process 0.004
G0:0042325 regulation of phosphorylation 0.012
G0:0001932 regulation of protein phosphorylation 0.023
G0:0032693 negative regulation of interleukin-10 production 0.030
G0:0019220 regulation of phosphate metabolic process 0.030
G0:0071241 cellular response to inorganic substance 0.030
G0:0031399 regulation of protein modification process 0.030
G0:0051174 regulation of phosphorus metabolic process 0.030
GO0:0051716 cellular response to stimulus 0.040
G0:0000942 condensed nuclear chromosome outer kinetochore 0.040
G0:0048518|G0:0043119 positive regulation of biological process 0.053
G0:0051239 regulation of multicellular organismal process 0.053
G0:0050896|G0:0051869 response to stimulus 0.059
G0:0043987|G0O:0043986 histone H3-S10 phosphorylation 0.059
G0:0048522|G0:0051242 positive regulation of cellular process 0.064
G0:0004672|G0O:0050222 protein kinase activity 0.064
G0:0043549 regulation of kinase activity 0.066
G0:0005515|G0:0045308 protein binding 0.066
G0:0006915|G0:0006917| apoptotic process 0.068
G0:0033129 positive regulation of histone phosphorylation 0.068
G0:0023014 signal transduction by protein phosphorylation 0.068
G0:0010038 response to metal ion 0.075
G0:0012501|G0:0016244 programmed cell death 0.075
G0:0009893 positive regulation of metabolic process 0.076
G0:0006468 protein phosphorylation 0.076
G0:0010033 response to organic substance 0.076
G0:0032570 response to progesterone 0.079
G0:0008219 cell death 0.080
G0:0009612 response to mechanical stimulus 0.080
G0:0046006 regulation of activated T cell proliferation 0.080
G0:0071310 cellular response to organic substance 0.081
G0:0070887 cellular response to chemical stimulus 0.081
G0:0071248 cellular response to metal ion 0.082
G0:0000778 condensed nuclear chromosome kinetochore 0.082
G0:0008017 microtubule binding 0.082
G0:0051246 regulation of protein metabolic process 0.082
G0:0018105 peptidyl-serine phosphorylation 0.082
G0:0048583 regulation of response to stimulus 0.090
G0:0016773 phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor 0.090
G0:0032653 regulation of interleukin-10 production 0.090
G0:0051338 regulation of transferase activity 0.090
G0:0046007 negative regulation of activated T cell proliferation 0.093
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Cont. Tabela 7

N° DE ACESSO TERMO OG p-valor
G0:0033127 regulation of histone phosphorylation 0.093
G0:0001818 negative regulation of cytokine production 0.094
G0:0048584 positive regulation of response to stimulus 0.094
G0:0033043 regulation of organelle organization 0.094
G0:0032268 regulation of cellular protein metabolic process 0.096
G0:0002684 positive regulation of immune system process 0.098
G0:0050789|G0:0050791 regulation of biological process 0.098
G0:0000165 MAPK cascade 0.098
G0:0050794|G0O:0051244 regulation of cellular process 0.098
G0:0018209 peptidyl-serine modification 0.098
G0:0042130 negative regulation of T cell proliferation 0.098

Tabela 8: Funcges celulares identificadas apos analise de OG em células expostas a MeHg e
HgCl2 ap6s 24h.

N° DE ACESSO TERMO OG p-valor
G0:0010941 regulation of cell death 0.01
G0:0048519|G0:0043118 | negative regulation of biological process 0.01
G0:0071294 cellular response to zinc ion 0.01
G0:0010033 response to organic substance 0.02
G0:0042981 regulation of apoptotic process 0.02
G0:0043067|G0O:0043070 | regulation of programmed cell death 0.02
G0:0004514 nicotinate-nucleotide diphosphorylase (carboxylating) activity 0.03
G0:0048523|G0:0051243 | negative regulation of cellular process 0.03
G0:0006769 nicotinamide metabolic process 0.06
GO0:0007167 enzyme linked receptor protein signaling pathway 0.07
G0:0046686 response to cadmium ion 0.10
G0:0072559 NLRP3 inflammasome complex 0.10
G0:0051716 cellular response to stimulus 0.10
G0:0071363 cellular response to growth factor stimulus 0.10
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Concluséo

A analise de viabilidade celular demonstrou uma maior sensibilidade das células ao
MeHg quando comparado com a exposi¢cdo ao HgClo. J& as alteragfes ocasionadas no perfil
génico das células U87 apos exposicdo aos metais demonstrou ser fortemente regulada pela
concentragdo do metal utilizado e pelo tempo de exposi¢do. Juntos, nossos resultados
demonstram que exposi¢cOes de curta duracdo (4h) mantém uma maior habilidade das células
em ativar componentes génicos para combater os danos ocasionados ao mercdrio, independente
do metal utilizado, enquanto que em exposi¢des de longa dura¢do hd uma maior habilidade em
ativar componentes génicos nos grupos expostos ao HgCl,, sugerindo assim uma possivel
compreensdo para a maior toxicidade do MeHg quando comparado com a toxicidade

ocasionada pelo HgClo,
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