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RESUMO

O mercudrio € uma importante fonte de poluicdo ambiental em diversas partes do mundo e
especialmente na Amazonia. Atualmente, existem evidéncias de que a exposi¢do cronica a
concentracgdes relativamente baixas de mercurio poderia estar iniciando processos genotdxicos
(dano a0 DNA) em humanos. Porém, foram realizados até agora poucos estudos
epidemioldgicos com populagdes amazonicas expostas que nao incluiram uma comparacao
com uma populacdo controle. O objetivo do presente estudo foi identificar a técnica mais
adequada para analisar gentoxicidade mercurial em populaces amazoénicas e estabelecer os
valores normais de genotoxicidade em uma populacéo ribeirinha amazonica. Para a realizagédo
dos testes in vitro foram aplicadas e comparadas duas técnicas tradicionais de deteccdo de
genotoxicidade (microndcleos e aberragfes cromossdmicas). Culturas primérias de linfocitos
sanguineos de voluntarios de Belém foram expostas a concentracdes relativamente baixas de
metilmercario (1-500ug/l ou 0,004-2 uM). O indice mitdtico (propor¢do de células em
metafase) originado com a técnica de deteccdo de aberracBes cromossémicas revelou-se como
0 parametro mais sensivel a genotoxicidade mercurial. Apds a identificacdo da técnica e o
parametro mais sensivel a genotoxicidade mercurial, essa técnica foi aplicada para estudar
uma populagdo ribeirinha amazonica que funcionasse como controle para os estudos de
genotoxicidade mercurial que estdo sendo feitos. Foi selecionada a populacdo de Panacauera,
e a média do indice mit6tico encontrado nos individuos dessa populacéo foi de 0.077 + 0.045.
Os valores de indice mitdtico detectados apresentaram uma variabilidade que ndo esteve
relacionada com a idade ou o sexo. Quando esses valores foram comparados com o0s valores
de Brasilia Legal (comunidade exposta ao metilmercurio) registrados na literatura, foi
verificado que para alguns grupos o indice mitético de Brasilia Legal foi inferior ao de
Panacauera, 0 que indicaria uma inibicdo da progressdo do ciclo celular e/ou uma perda da
capacidade proliferativa causada pela intoxicacdo mercurial. Estes resultados apoiam a idéia
de que o indice mitdtico poderia servir como parametro essencial para o diagndstico precoce
do dano causado pela exposicdo mercurial e contribuem para o escasso conhecimento
epidemioldgico sobre as conseqliéncias que estd tendo a exposicdo cronica de mercurio nas
populacdes da Amazénia.

Palavra-chave: Mercurio, Micronucleos, AberracGes Cromossémicas
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ABSTRACT

Mercury is an important environmental pollutant for the world and, specially, for the Amazon.
Presently, there are some evidences about chronic exposure to relatively low concentrations of
mercury initiating genotoxic processes (DNA damage) in humans. However, to date, few
epidemiological studies were carried out with Amazonian populations exposed to mercury,
but no study included a population as a control to compare. The aim of this study was to
identify the technique more adequate for analyzing mercury genotoxicity in Amazonian
populations and to establish control values of genotoxicity in an Amazonian riverside
population. To carry out in vitro tests, two traditional methods to detect genotoxicity
(micronuclei and chromosomal aberrations) were applied and compared. Primary cultures of
blood lymphocytes of volunteers from Belém, were exposed to relatively low concentrations
of methylmercury (1-500ug/l or 0,004-2 uM). Mitotic index (proportion of cells in
metaphase) originated with the method of detection of chromosomal aberrations was the
parameter more sensitive to mercury genotoxicity. After identification of the method and the
parameter more sensitive to mercury genotoxicity, this method was applied to study an
Amazonian riverside population as a control for studies about mercury genotoxicity.
Panacauera was selected as control population and mitotic index for this population was 0.077
+ 0.045. Detected values of mitotic index showed variability, not related to age or sex. When
these values were compared to the values of Brasilia Legal (community exposed to
methylmercury) registered in literature, mitotic index of Brasilia Legal for some groups was
below mitotic index of Panacauera, pointing to an inhibition of the cell-cycle progression
and/or loss of proliferative capacity due to mercury intoxication. These results support the
idea that mitotic index may serve as an essential parameter for the early diagnosis of the
damage provoked by mercury exposure, and they contribute to the epidemiological
knowledge about the consequences of the chronic exposure with mercury in Amazonian
populations.

Key word: Mercury, Micronuclei, Chromosome aberrations
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Figura 1. Mapa do Brasil mostrando os estados federais com as capitais indicadas por
estrelinhas pretas (esquerda). A direita encontra-se ampliado o mapa do Estado do Para com a
localizacdo das comunidades de Panacauera, na bacia do rio Tocantins, e Brasilia Legal e Sdo
Luis do Tapajos, na bacia do rio Tapajos, todas indicadas com pequenos circulos brancos.
Também ¢é indicada com um circulo grande cinza, a localizagdo aproximada da principal area
(0[N0 T U110 o TSR SSSSPS 15
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Figura 5. Média dos indices de binucleacdo (xdesvio médio) encontrados através da técnica
de deteccdo de micronucleos realizada em culturas de linfécitos humanos tratados in vitro
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Figura 6. Micronucleos (setas) detectados nas culturas de linfocitos sangliineos expostas in
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Figura 7. Nimero de metafases encontradas nas culturas de linfocitos, expostas in vitro ao
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Figura 8. Média dos indices Mitéticos (+ desvio médio) de culturas de linfocitos tratadas com
diferentes concentracdes de metilmercurio. *p<0.05 vs Controle; ** p<0.05 vs 10ug/l e 100
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1. INTRODUCAO

1.1 MERCURIO E CONTAMINACAO DO AMBIENTE AMAZONICO

O mercurio é um dos elementos quimicos de mais antiga utilizagdo pelo homem.
Sua versatilidade como metal credencia sua utilizacdo na industria, na odontologia, na
agricultura e em atividades de mineracdo primaria de ouro (SANFELIU et al., 2003). A
intensificacdo de seu uso resultou no aumento significativo da contaminacdo ambiental
(especialmente da agua e dos alimentos) e em episodios de intoxicacdo humana [NATIONAL
RESEARCH COUNCIL (NRC), 2001; GODCHFELD, 2003; SANFELIU et al., 2003;
CRESPO-LOPEZ et al., 2005]. Assim, o mercurio é considerado um poluente de alto risco,
sendo regulado por varios 6rgdos ambientais, como por exemplo, a USEPA (UNITED
STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) (LIN et al., 1999).

Em seu estado elementar, o mercdrio apresenta-se como um liquido branco-
prateado, sendo também conhecido como mercurio metalico (Hg °). Além disso, 0 mercurio
pode se apresentar em duas formas oxidadas [fon mercuroso (Hg »™?) e fon merctrico (Hg *2)]
e sob diferentes espécies organicas (alquilmercuriais, alcoximercuriais e fenilmercuriais).
Existem também os compostos derivados do mercurio inorganico como: cloreto mercuroso
(Hg2Cl,), cloreto de mercurio (HgCl,), nitrato de mercurio [Hg(NOg3),], o fulminato de
mercurio [Hg (CNO),] e sulfeto de mercurio (HgS), entre outros. Os alquilmercuriais de
cadeia curta, como metilmercurio (CH3zHg) e dimetilmercurio ((CHs3),Hg) representam os
compostos mercuriais de maior interesse toxicolégico. Essas formas organicas tém maior
solubilidade em lipidios quando comparadas as formas inorganicas, o que facilita sua difusdo
pela matriz lipidica da membrana para o interior da célula aumentando o seu potencial toxico
(USEPA, 1997; NRC, 2001; AZEVEDO, 2003; BAIRD AND CANN, 2004).

O mercurio é uma importante fonte de poluicdo ambiental em diversas partes do
mundo e especialmente na Amazénia. Este fato esta intimamente relacionado ao seu intenso
uso pela atividade garimpeira em virtude da capacidade do mercurio de se ligar a outros
metais, principalmente aqueles de interesse econdmico, como o ouro (CAMARA et al., 1997;
CRESPO-LOPEZ et al., 2005; SA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007). Esta ligacdo forma
amalgamas que facilita a separacdo de ambos os metais dos sedimentos de rios e solos
(AZEVEDO, 2003; BAIRD AND CANN, 2004).
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A liberagdo do mercurio para o ambiente se d& quando a amalgama formada €
aquecida para recuperar o ouro. Por acdo da forca da gravidade o mercurio precipita no leito

misturando-se ao sedimento.

Este mercurio sofre, entdo, o processo de biotransformacdo, onde bactérias
metanogénicas transformam mercurio inorganico em metilmercario (BAHIA et al., 1999;
BOENING et al., 2000; BAIRD AND CANN, 2004).

Aplés o processo de biotransformacdo, ocorre também outro processo
denominado de biomagnificacdo, que suple a tendéncia do metal a se acumular nos seres
vivos a medida que se avanca nos niveis troficos da cadeia alimentar.

Assim, a biota aquéatica é a principal via de transferéncia do mercdrio de um
ambiente contaminado para os seres humanos, especialmente quando o peixe faz parte da
dieta alimentar (GODCHFELD, 2003; CRESPO-LOPEZ et al., 2005; SA et al., 2006;
PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007).

Vérios estudos sobre contaminacdo mercurial na Amazodnia demonstraram
concentracdes varidveis de metilmercurio em diferentes espécies de peixes sendo mais
elevados nas espécies predadoras (MALM, 1998; SANTOS et al., 2000).

Na bacia do rio Tapajés no Estado do Para (Figura 1), os niveis mais elevados de
concentracdo de mercurio (acima de 500 ppb) foram encontrados em peixes carnivoros como
da familia Sciaenidae (Plagisocion squamosssimus, conhecido como pescada branca),
Pseudoplatystoma sp.(surubim), da familia Pimelodidae (Brachyplatystoma filamentosum,
conhecido como filhote; B. fravicans, conhecido como dourada) e da
familia Cichlidae (Cichla sp., conhecido como tucunaré) entre outros (MALM, 1998;
SANTOS et al., 2000). Essas familias de peixes constituem a principal fonte protéica dos
ribeirinhos, que geralmente consumem peixe em cinco ou mais refei¢cdes por semana (LEBEL
etal., 1998; PINHEIRO et al., 2003; PINHEIRO et al., 2008).

A exposi¢do humana com mercurio, na regido do rio Tapajos no Estado do Par3,
vem sendo estudada pela andlise de amostras de cabelo das populacdes de diferentes
comunidades ribeirinhas (PINHEIRO et al., 2003; PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al.,
2007; PINHEIRO et al., 2008).

Os estudos realizados em algumas dessas comunidades (por exemplo, Brasilia
Legal, Barreiras e S&o Luis do Tapajos) situadas proximo a grande reserva mineral de ouro do
Tapajos, tém demonstrado que no passado niveis de exposicdo relativamente elevados de

mercurio em amostras de cabelo (acima de 10pg/g) (revisado por SA et al., 2006). Assim, esta
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Regido vem sofrendo uma exposicdo cronica a niveis moderadamente elevados de mercurio

desde os anos 70.

Panacauera/
2 ® Barreiras

A S3o Luis do Tapaj

a2

Figura 1. Mapa do Brasil mostrando os estados federais com as capitais indicadas por estrelinhas pretas
(esquerda). A direita encontra-se ampliado o mapa do Estado do Para com a localizagio das comunidades de
Panacauera, na bacia do rio Tocantins, Brasilia Legal e Barreiras, na bacia do Rio Tapajos, indicadas com
pequeno circulo branco. Também € indicada com um circulo grande cinza, a localiza¢do aproximada da principal
area de garimpos nessa regido. Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, Brasil).

A exposicdo ao mercurio (em especial os episddios de intoxicacdo aguda, como
os acidentes de Minamata e no Iraque) tem despertado a preocupacdo dos Orgdos
internacionais, como a Organizacdo Mundial de Satde - OMS, pela gravidade a respeito de
seus efeitos sobre as populagdes atingidas [WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO),
1990; LIN et al., 1999].

O sistema nervoso central é o alvo principal da intoxicacdo aguda por
metilmercurio, pois é o 6rgdo que sofre os danos mais importantes observados em humanos
(SANFELIU et al., 2003; BAIRD AND CANN, 2004; CRESPO-LOPEZ et al., 2005;
CRESPO-LOPEZ et al., 2007). Esse tipo de intoxicacdo se caracteriza principalmente por
ataxia (perda da coordenacdo dos movimentos voluntarios), disartria (problemas na
articulacdo de palavras), parestesia (perda da sensibilidade nas extremidades das méos e dos
pés e em torno da boca), constricdo do campo visual, perda de audicdo e alteracBes no
desenvolvimento nervoso em criangas (TCHOUNWON et al., 2003; CRESPO-LOPEZ et al.,
2005; SA et al., 2006; CRESPO-LOPEZ et al., 2007). Outro quadro tipico da intoxicacio
crénica (ocasionada pelo vapor de mercario) € o eretismo mercurial caracterizado por
transtornos de comportamento e de personalidade, os quais podem evoluir para um quadro de
disforia depressiva (BERLIN, 1986; TCHOUNWON et al., 2003).

Entretanto, os efeitos de longo prazo causados pela exposi¢do crénica ao mercurio

ainda ndo sdo tdo bem conhecidos, tornando este fato preocupante, especialmente em
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populacbes humanas expostas, como na Regido de Tapajés. Nos Ultimos anos, foram
publicados varios estudos que apdiam a idéia que a exposicdo crbnica as concentracoes
moderadamente altas de mercurio poderia estar iniciando processos genotdxicos em humanos
(AMORIM et al., 2000; WESTPHAL et al., 2003; CRESPO-LOPEZ et al., 2005). A possivel
acdo genotdxica dos compostos mercuriais ocasionaria alteracbes no material genético,
resultando eventualmente no desenvolvimento de processos carcinogénicos, teratogénicos

e/ou mutagénicos nas populagcdes humanas expostas.

1.2 GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade ou a genética toxicoldgica estuda os efeitos de agentes
genotdxicos que desencadeiam processos que alteram a base genética da vida. Essa alteragdo
pode acontecer na estrutura fisico-quimica do DNA (processo este classificado de
mutagénese) ou no determinismo genético ao nivel celular ou organico (processos

identificados respectivamente como carcinogénese e teratogénese) (SILVA et al., 2003).

No decorrer da vida, o0 DNA sofre alteragdes denominadas de mutacles, que
podem ser causadas por erros durante a duplicacio do DNA na divisdo celular. O
aparecimento de mutacGes ocorre em todos 0s seres vivos, sendo um processo fundamental

para a evolucao e diversidade das espécies (RIBEIRO et al., 2003).

Muitas das mutacGes ndo implicam mudancas detectaveis na atividade metabdlica
da célula ou do organismo, e, portanto, passam despercebidas. Outras mutacGes podem
determinar a morte celular. Assim, apenas um pequeno ndmero de mutacdes que ocorrem em
genes especificos pode determinar vantagens e/ou um crescimento desordenado das células
(RIBEIRO et al., 2003).

Os chamados agentes genotoxicos alteram a seqliéncia das bases no DNA, e
podem acelerar ou aumentar o aparecimento de mutacdes que estdo associadas ao
desenvolvimento de neoplasias. A mutacdo é uma conseqiiéncia do erro no DNA e este pode
ser 0 estagio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcin0genos quimicos inicia a
formagdo do tumor (BISHOP, 1991). ApoOs passar por varias divisdes, uma célula pode
acumular mutagdes que, se em numero elevado, determinam a perda do controle da sua

divisdo, levando, assim, ao aparecimento do cancer (RIBEIRO et al., 2003). Assim, 0s
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mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar intrinsecamente ligados (RIBEIRO
et al., 2003).

Para o estudo do efeito dos agentes genotoxicos nas populacdes humanas expostas
aos compostos mercuriais, atualmente séo utilizados alguns pardmetros como a presenca de
micronucleos contendo fragmentos de DNA ou cromossomos, a identificagdo de aberracdes
cromossdmicas e trocas de crométides irmds e técnicas de biologia molecular
(sequenciamento de determinadas regides do DNA, clonagem de genes codificadores de
enzimas de biotransformacéo e técnicas que utilizam PCR de DNA mitocondrial) (FENECH,
2000; SILVA et al., 2003; BONASSI et al., 2005; MATEUCA et al., 2006).

O monitoramento das popula¢fes humanas expostas aos agentes genotoxicos é
normalmente realizado pela combinacao das evidéncias genéticas citadas anteriormente. Por
exemplo, os testes de aberragfes cromossémicas e micronicleos estdo se convertendo nos
parametros de maior validade para detectar alteracGes genéticas (FENECH, 2000; SILVA et
al., 2003; BONASSI et al., 2005; MATEUCA et al., 2006).

A analise de aberragbes cromossémicas (Figuras 2 e 3) identifica dois tipos de
substancias mutagénicas: as que produzem aberracfes estruturais (quebras e falhas)
denominadas clastogénicas e as que produzem aberraces numéricas (devido uma
interferéncia na formacdo do fuso mitdtico o que provoca alteragdes na distribuicdo dos
cromossomos durante a divisdo celular) denominadas de aneugénicas (SILVA et al., 2003).
As falhas e quebras podem ser classificadas em: cromossémicas quando ocorrem nas duas

cromatides ou cromatidicas quando ocorrem em apenas uma cromatide.
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Figura 2. Esquema para a diferenciacdo de quebras e falhas cromossdmicas e cromatidicas nas aberracGes
estruturais. a, b quebras cromossdmicas; ¢, d quebras cromatidicas; e falha cromossdmica; f falha cromatidica.
Fonte: Citogenética Humana (Bernardo Beiguelman), 1982.
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Figura 3. Cari6tipo humano com uma alteragdo numeérica, a seta indica uma trissomia do cromossomo 21.
Fonte: Citogenética Humana (Bernardo Beiguelman), 1982.

Além disso, a anélise de micronlcleos detecta pequenos corplsculos compostos
por material cromossémico formados ap0ds a separacdo das cromatides no processo mitotico.
Se um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossémico acéntrico ndo se integra aos
novos nucleos (por ndo estar unido ao fuso), este pode constituir a formacdo de um
micronucleo (Figura 4). Os micronucleos, entdo sdo estruturalmente pequenos nucleos
representando o material genético que foi perdido pelo ndcleo principal, como consequéncia
de um dano genético que pode ser causado por agentes genotdxicos, capazes de interferir no
processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso, ou que possam induzir a perda de
material genético (cromossomos inteiros ou fragmentos) (FENECH, 2000; SILVA et al.,
2003).
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Figura 4. Esquema de formagédo de microndcleos. Fonte: Fenech, 2000.
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Estas ferramentas revelaram-se extremamente Uteis em estudos relacionados com

efeitos genotdxicos do mercurio e seus compostos em individuos expostos a este agente.

1.3 MERCURIO E GENOTOXICIDADE HUMANA

Ainda ndo estd bem esclarecida a relacdo entre exposicdo mercurial e cancer
(como uma das possiveis consequiéncias mais perigosas do dano ao DNA), pois existem
estudos com resultados indicativos da acdo genotoxica do mercurio, no entanto outros estudos
ndo confirmaram esta possivel agdo tdxica no DNA (SCHUURS, 1999; NRC, 2001;
TCHOUNWON et al., 2003).

Em 2001, a Comissao de Ciéncias da Vida do Conselho Nacional de Pesquisa dos
Estados Unidos (NCR, 2001) declarou que eram necessarios estudos epidemioldgicos para
avaliar a prevaléncia de aberragdes cromossomicas e cancer nas populagfes expostas
cronicamente aos compostos de mercario como o metilmercdrio. Isso é ainda valido

atualmente.

Por isso, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (International Agency
for Research on Cancer) e a Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection
Agency) dos Estados Unidos classificaram o metilmerctrio como “possivel” carcindgeno
humano (USEPA, 1997; NRC, 2001), e recomendaram que a capacidade do metilmercurio
para causar dano cromossdémico e promover o crescimento tumoral deve ser considerada para

0 estabelecimento de medidas de protecéo.

Apesar das recomendacGes do NRC e da USEPA, até agora poucos estudos
epidemioldgicos foram conduzidos sobre intoxicacdo mercurial e incidéncia de morte por

cancer. Esses estudos sdo resumidos na tabela 1.

Os primeiros estudos in vivo com o objetivo de compreender os efeitos
genotoxicos do mercurio foram realizados por Skerfving e colaboradores em 1970
(SKERFVING et al., 1970 apud FLORA et al., 1994). Depois disso, alguns estudos foram
realizados durante os anos 70 e 80 (KATO AND NAKAMURA, 1976; MONSALVE AND
CHIAPPE, 1987 apud FLORA et al., 1994) a fim de esclarecer se os biomarcadores de

genotoxicidade, tais como aberragbes cromossOmicas, troca de crométides irmas e
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micronucleos, poderiam revelar danos ao DNA por exposi¢cdo ao mercurio (revisado por

FLORA et al., 1994).

Tabela 1. Principais estudos epidemioldgicos sobre mercdrio e cancer. Fonte: NRC (2001); BOFFETTA et al.

(1998).

Tipo de estudo

Tamanho da Amostra

Conclusbes

Referéncias

Coorte
Retrospectiva

334 mortes em Coorte
com alta exposicéo;
668 em Coorte com

baixa exposicao.

Nenhum aumento de
casos de dbitos por
cancer; ndo foi
analisado por érgdo
especifico.

TAMASHIRO et al.
(1984).

Coorte

416 mortes em Coorte
com alta exposicéo;
2.325 mortes em

Aumento de nimeros
de ébitos por cancer de

TAMASHIRO et al.

Retrospectiva Coorte com baixa figado avaliado entre (1986).
. homens.
exposicao.
Estudo de caso controle Concentrag6es
de c,or_1centragoes de . al,Jmentadas de JANICKI et al.
mercurio no cabeloem 47 casos; 79 controles.  mercurio no cabelo em (1987)
pacientes com pacientes com leucemia '
leucemia. aguda.
Coorte
Retrospectiva de 1.351 sobreviventes Aumento de mortes por
" ) . ; . KINJO et al.
sobreviventes da DM; 5.667 populacdo  leucemia avaliada entre (1996)
Doenca de Minamata geral. sobreviventes DM. '
(DM).
Estudo com Relacdo positiva entre
6784 homens e 265 exposicdo mercurial e BOFFETTA et al.
trabalhadores expostos >
mulheres nimeros de casos de (1998)

as minas de mercurio

cancer no figado

Na maior parte destes trabalhos, especialmente aqueles que incluiram técnicas de

aberragcdes cromossomicas ndo detectaram diferengas entre os controles e as pessoas expostas
por acidente, por ocupacdo ou pela dieta aos compostos de mercudrio. No entanto, o nimero de
individuos incluidos nestes estudos foi relativamente baixo (por exemplo, no estudo de
Skerfving e colaboradores (1970) apenas nove pessoas expostas e 4 controles participaram do

estudo), e talvez tenha afetado os resultados finais.

Na verdade, Skerfving e colaboradores, em 1970, mostraram que a freqiiéncia das
aberracbes cromossémicas ndo foi significativamente diferente nos grupos expostos e de
controles, mas quando, em 1974, aumentaram o numero de individuos do estudo, a freqliéncia

foi ligeiramente superior nos individuos expostos (FLORA et al., 1994).
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Depois disso, nos anos 90, os estudos epidemioldgicos realizados ja incluiam um
maior numero de individuos tornando os resultados mais confiaveis. Assim, por exemplo, em
1994 foi realizado um estudo envolvendo um grupo de 51 pescadores que estavam expostos
ao mercurio pelo consumo de mariscos (FRANCHI et al., 1994). Neste estudo, foi encontrada
uma correlagdo positiva entre a frequéncia de micronucleos presentes nos linfocitos
periféricos e a concentracdo de mercurio no sangue, assim como correlagdo positiva entre a
idade das pessoas e a freqiiéncia de micronucleos presentes nos linfécitos, o0 que aponta para a
presenca de micronucleos como um instrumento Util para a detec¢do precoce de dano de
DNA.

Outro interessante estudo sobre a exposi¢do cronica através da dieta (peixes
contendo mercurio) foi realizado na Bacia do Rio Tapajés, principal afluente do rio
Amazonas (AMORIM et al., 2000). Até agora, este € um dos dois Unicos estudos que
analisaram a genotoxicidade in vivo em populagdes ribeirinhas da Amaz6nia. Através dos
resultados observados Amorim e colaboradores apdiam a hipétese de uma de uma atividade
genotoxica associada ao mercdrio. As principais mudancas observadas foram poliploidias e
uma diminuicdo no indice mitético (AMORIM et al., 2000). O primeiro estudo realizado
sobre genotoxicidade e mercirio na Regido Amazodnica foi realizado por Ferrari e
colaboradores (1993) em populagGes indigenas e garimpeiros. Os resultados observados neste
estudo foram: os micronlcleos reveleram-se mais frequentes nos indios e as aberracdes

cromossémicas numeéricas nos garimpeiros (FERRARI et al., 1993).

Além destes estudos de exposicdo cronica por dieta alimentar, desde a publicacao
da revisdo de Flora et al. (1994), poucos estudos epidemioldgicos com humanos foram
realizados sobre genotoxicidade provocada por outras formas de exposicdo ao mercurio.
Recentemente, Pietro et al. (2008) determinaram o potencial genotdxico de compostos de
restauracdes dentais em jovens (18 a 27 anos), utilizando uma nova ferramenta, o ensaio de
eletroforese de célula Unica (SCGE) para a deteccdo de fragmentacdo de DNA em células
individuais. Com este método sensivel, eles descobriram que linfécitos de individuos que
possuem obturacfes dentérias apresentavam parametros de fragmentagdo do DNA
(comprimento da cauda, percentagem de DNA na cauda) duas vezes superior dos linfdcitos
nos individuos controles. Este trabalho demonstra pela primeira vez o efeito adverso sobre a

salde humana das restauracOes dentarias (amalgamas e metacrilatos).

Além disso, a genotoxicidade causada pela exposi¢cdo ocupacional com

concentragOes relativamente baixas de mercurio foi o objetivo de outros dois estudos
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epidemioldgicos (QUEIROZ et al., 1999; CEBULSKA-WASILESKA et al., 2005). Queiroz e
colaboradores (1999) encontraram um aumento significativo no percentual de micronucleos
em linfocitos de trabalhadores cronicamente expostos a niveis bioldgicos considerados
seguros para a populacdo exposta. O segundo estudo, realizado por CEBULSKA-
WASILESKA et al. (2005), analisou vinte e cinco trabalhadores intoxicados por exposi¢do
ocupacional ao vapor de mercurio, que trabalhavam numa empresa de producdo de eletrélise
do cloro localizada na cidade de Tarndw, Pol6nia. Embora a exposicdo ocupacional nao
causasse diferencas significativas com a técnica de deteccdo de cromatides irmds, o dano
cromossdmico detectado pelo SCGE foi significativamente aumentado em linfécitos dos

trabalhadores expostos.

Precisamente, as diferencas observadas na sensibilidade dos métodos de deteccao
da genotoxicidade e a dificuldade para evitar outros fatores que possam interferir nos
resultados epidemiolégicos tém sido uma das principais dificuldades na hora de analisar o0s
resultados dos estudos em humanos, e especialmente das populages amazonicas.

Assim, este estudo teve por objetivo contribuir na solucdo desses dois grandes
problemas. Primeiro, para esclarecer se existe diferente sensibilidade entre as técnicas e se é
possivel comparar resultados, foram analisados os resultados de um modelo in vitro de
intoxicacdo mercurial com as duas técnicas mais usadas atualmente de deteccdo de
genotoxicidade (microndcleos e aberragdes cromossdmicas). Posteriormente, para poder
eliminar interferéncias e apoiar 0s estudos genotdxicos que ja foram feitos na regido
amazonica, foi selecionada uma populacdo e foram analisados quais seriam o0s valores

controles de genotoxicidade nesse tipo de populagéo.
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2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa contribuir no estudo da genotoxicidade do metilmercurio
procurando: 1) esclarecer qual é a técnica mais adequada para analisar essa genotoxidade em
populacdes amazonicas; e 2) estabelecer valores dessa genotoxicidade em uma populacéo
ribeirinha amazonica sem exposi¢do mercurial para avaliar os dados ja publicados de estudos

realizados em popula¢fes amazdnicas com exposi¢cdo ao mercdrio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em relac@o ao esclarecimento de qual é a técnica mais adequada para o estudo da

genotoxicidade do metilmercurio em populacdes amazonicas:

2.2.1. Analisar os efeitos genotoxicos da exposicdo de culturas primarias de
linfocitos humanos a diferentes concentragGes de metilmercurio (0-500 pg/l) usando a técnica
de detec¢do de micronucleos

2.2.2. Analisar os efeitos genotoxicos da exposicdo de culturas primarias de
linfécitos humanos a diferentes concentracdes de metilmercurio (0-500 pg/l) usando a técnica

de deteccdo de aberragdes cromossdmicas

2.2.3. Comparar os resultados das duas técnicas e esclarecer qual parametro é
mais sensivel a genotoxicidade provocada pelo metilmercurio, e, portanto, 0 mais adequado

para o estudo de populacdes humanas

Para o estabelecimento dos valores controles de genotoxicidade em uma

populacgéo ribeirinha amazonica:

2.2.4. Selecionar uma populagdo ribeirinha amazoénica ndo exposta ao mercudrio
com caracteristicas semelhantes aquelas da populacdo exposta onde ja foi demonstrada a

existéncia de genotoxicidade

2.2.5. Aplicar nessa populacdo a técnica de deteccdo de genotoxicidade mais
sensivel encontrada no objetivo 2.2.3. e estabelecer os valores de genotoxicidade nesse tipo de

populagéo

2.2.6. Comparar os resultados com os estudos realizados em populagdes

amazonicas ribeirinhas expostas ao metilmercurio.
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3.0 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os participantes da pesquisa foram informados sobre o objetivo do
estudo e solicitados seu consentimento por escrito para participar da pesquisa. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical (Protocolo N°
023/2007-CEP/NMT).

3.2 POPULACOES DE ESTUDO
3.2.1 Doadores Voluntarios:

Para os testes in vitro foram usadas culturas de linfécitos de doadores voluntarios
oriundos da cidade de Belém. Todos os doadores eram estudantes universitarios que
freqientam a Universidade Federal do Para, e que passaram por avaliacGes através dos

critérios 3.3 e 3.4.

3.2.2 Populacao Ribeirinha Amazénica Controle

Comunidade ribeirinha de Panacauera do municipio de lgarapé-Miri fez parte
deste estudo como populacédo controle (Figura 1). Essa comunidade é formada por pescadores
com aproximadamente 260 habitantes. Pertence a regido das ilhas, situada na margem do rio
Panacauera, proximo a foz do rio Tocantins, no estado do Pard. Essa comunidade consume
semanalmente peixe em 5 refeicdes ou mais, ja que estes constituem a principal fonte protéica

da dieta. E importante frisar que esta area ndo sofre influéncia de exposicdo por mercurio.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO:

3.3.1 Para os Doadores Voluntérios: adultos (> 18 e < 40 anos de idade) de ambos 0s sexos

3.3.2 Para a Populacdo Ribeirinha Controle: adultos (> 18 e < 60 anos de idade), ambos os
sexos, ribeirinhos que consumem semanalmente peixe em 5 refeicdes ou mais, individuos

sadios (foi aplicado uma analise clinica basica).
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3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Os critérios de exclusdo para todos os participantes neste estudo foram: fumantes
de mais de quatro cigarros ao dia, ser portador de doencas aguda e crbnica graves, que
estejam em tratamento a base de medicamentos nos Gltimos dois meses, uso de farmacos-
dependentes, individuos que bebam quantidades significativas de alcool (mais de 200ml) ao
dia, exposicdo ocupacional e outras atividades que produzam genotoxicidade e estar em

transito pela cidade.

3.5 COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

De cada individuo foram extraidos 3 ml de sangue venoso com material estéril e

de uso unico que foi aberto pela primeira vez diante do participante.

As amostras dos participantes da Comunidade de Panacauera eram armazenadas a
-4° em tubos de vacutainer heparinizados e eram transportados ao laboratério num prazo de
até 24 horas para evitar qualquer tipo de interferéncia aos experimentos. As amostras dos
doadores voluntérios eram coletadas em seringa j& previamente heparinizada e realizada a

cultura apos alguns minutos apos a coleta.

3.6 CULTURA PRIMARIA DE LINFOCITOS HUMANOS

Para cultura de linfocitos sdo suficientes 500ul de sangue total com heparina
(Roche) no meio de cultura RPMI 1640 (Gibco), suplementado com 20% de soro fetal bovino
inativado (Cultilab), antibi6ticos (Sigma) e glutamina (Sigma). Os linfocitos foram
estimulados com 1.5% (200ul) de fitohemaglutinina (Cultilab) e incubados a 37 °C por 72
horas (MOORHEAD et al., 1960).

3.7 EXPOSICAO AO CLORETO DE METILMERCURIO E A LUZ ULTRAVIOLETA
(CONTROLE POSITIVO)
O cloreto de metilmercurio (Sigma) foi previamente diluido em &gua destilada e

completado com meio de cultura RPMI 1640 para obtencdo das concentragfes finais

utilizadas no estudo (1pg/l, 10 pg/l, 50 pg/l, 100 pg/l, 500 pg/l). As culturas de linfocitos
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humanos foram incubadas com estas concentrac@es de cloreto de metilmercdrio nas Ultimas

24 horas do inicio da cultura e mantidas a 37 °C.

A exposicdo a luz ultravioleta de culturas de linfocitos foi realizada para verificar
a validacdo dos resultados das técnicas de AC e MN, para isso, as culturas de linfocitos foram
expostas a luz ultravioleta durante 30 e 45 minutos que foram usadas como controles

positivos.

3.8 TECNICA DE DETECCAO MICRONUCLEOS

Apdbs um periodo de incubacdo de 48 horas foi adicionada citocalasina B (Sigma)
a uma concentracdo final de 6ug/ml (20ul). Estas culturas foram incubadas a 37°C até
completar as 72 horas desde o inicio do cultivo (BURGAZ et al., 1998; SRAM et al., 1998;
LEE etal., 1999).

As células dos cultivos foram separadas apds centrifugacdo por 5 minutos em
1000 rpm (rotacbes por minuto) a temperatura ambiente. Depois foi retirado 4,5 ml da
amostra deixando 0.5 ml de sedimento. Este sedimento foi homogeneizado e tratado com uma
solugéo hipotonica de KCI (Vetec) 0,075M (temperatura de 37 °C) e 0,5 ml de formalina
(formol a 40%, Sigma) durante 5 minutos na mesma temperatura. Em seguida, foi realizada
uma pré-fixacdo com 0.5 ml de metanol: acido acético (Merck) (5:1) e centrifugado por 5
minutos a 1000 rpm, a temperatura de 37°C.

Para a fixacédo final, 1 ml do sedimento foi homogeneizado e acrescentado 5 ml
dos fixadores metanol e &cido acético (5:1), para manter a morfologia celular. Em seguida, foi
centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. O fixador (5:1) foi preparado
minutos antes da fixacdo da amostras (LEE et al., 1999).

As células fixadas foram depositadas sobre laminas limpas e ficaram ao ar para
secar. As laminas foram marcadas com Giemsa (Merck) durante 5 minutos. Todas as laminas
foram observadas em microscopio (objetivas de x10, x40 e x100). Para determinar a
frequiéncia de micronucleos, foram estudadas 1000 células por cultura. Micronucleos e pontes
nucleoplasmaticas foram identificados de acordo aos critérios ja estabelecidos (FENECH,
2000; FENECH et al., 2003; THOMAS et al., 2003).
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3.9 TECNICA DE DETECCAO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Nas culturas de linfocitos humanos, as células foram cultivadas a 37°C durante 72
horas. Durante as duas Ultimas horas adicionou-se ao cultivo 50ul de demecolcina (Sigma) a
uma concentracéo final de 10pg/ml (SRAM et al., 1998; LAZUTKA et al., 1999).

As células dos cultivos foram separadas ap6s centrifugacdo por 5 minutos em
1000 rpm (rotacBes por minuto) & temperatura ambiente. Depois foi retirado 4ml da amostra
deixando 1ml de sedimento. Este sedimento foi homogeneizado e tratado com uma solugéo
hipotonica de KCI 0,075M (temperatura a 37 °C) durante 5 minutos na mesma temperatura.
Em seguida, foi centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm, a temperatura de 37°C.

Foram realizadas trés fixagOes consecutivas: 1ml do sobrenadante foi
homogeneizado e acrescentado com 5ml dos fixadores metanol e acido acético (3:1) para
manter a morfologia celular e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente
(LEE et al., 1999).

As células fixadas foram depositadas sobre laminas limpas e ficaram ao ar para
secar. Depois, as laminas foram marcadas com Giemsa durante 5 minutos. Todas as laminas
foram observadas em microscopio (objetivas de x10, x40 e x100). Para determinacdo de AC,
foram analisadas 100 metafases por individuo e quantificado o indice Mitético (n° de

metafases/ por 1000 células).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo estatistica foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) para evidenciar
as diferencas entre os grupos. Quando se observou um valor significativo de F (p<0.05), se
aplicou o teste de Tukey para a realizacdo de comparacdo multipla. Também foi utilizado a
Correlacdo de Pearson para verificacdo de associacdo das variaveis estudadas. Para todas estas
andlises foi aplicado o programa estatistico BioEstaT 5.0 (AYRES et al., 2007).
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4.0 RESULTADOS

4.1 EFEITOS GENOTOXICOS DA EXPOSIC}AO IN VITRO DE LINFOCITOS HUMANOS
A METILMERCURIO USANDO A TECNICA DE DETECGAO DE MICRONUCLEOS

A técnica de deteccdo de micronucleos, uma das técnicas tradicionais de deteccdo
de genotoxicidade, identifica agentes genotoxicos clastogénicos (quebras de DNA) e 0s que
interferem na formagdo do fuso mitotico. Assim, esta técnica foi utilizada em oito
experimentos in vitro com culturas de linfocitos sanguiineos de quatro doadores diferentes para
verificar a concentracdo de metilmercudrio que possui efeito genotoxico.

Foram contabilizados o numero total de células (N), o numero de células
binucleadas (B), o nimero de células com um, dois, trés ou mais micronucleos, o numero de
células em metéfase (M), e o nimero de células com pontes nucleoplasmaéticas. Na tabela 2,
estdo representados os resultados dos valores de indice de binucleacdo (B/N), freqliéncia de
células micronucleadas, numero de micronucleos por cada célula micronucleada (indice de
micronucleacdo), proporcdo de células em metéfase (indice mitético) e fracdo de células
contendo pontes nucleoplasmaéticas (indice de pontes nucleoplasmaticas) parametros

observados com a técnica de deteccdo de micronucleos.

Os valores do indice de binucleacdo (IB) foram variaveis entre os diferentes
doadores. Por exemplo, nas culturas dos doadores 1 e 2 os IB foram mais altos quando as
culturas foram tratadas com metilmercdrio na concentracdo de 1 pg/l. Nos experimentos
realizados com o doador 3 o maior IB foi registrado quando as culturas foram tratadas com
500 pg/l. Finalmente, as culturas do doador 4 apresentaram os valores maximos de 1B com

100 pg/l e 500 pg/l de metilmercurio.

A presenca de micronucleos foi detectada apenas nas concentracdes de 1 pg/l, 10
pg/l e 50 pg/l, mas o numero de micronucleos foi pouco abundante. Além disso, foram
detectadas células com pontes nucleoplasméaticas em dois doadores, porém o nimero de
células com essas alteracdes foram relativamente baixo.

Os resultados de IB encontrados ndo demonstraram diferencas estatisticamente
significativas entre as concentracdes de metilmercurio utilizadas (Figura 5). Contudo, parece

existir certa tendéncia ao aumento de células binucleadas com a concentracéo de 1 pg/l.
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Tabela 2. indice de binucleagdo (IB), freqiiéncia de células micronucleadas (FCM), indice de micronucleagio
(IMn), indice mitdtico (IM) e indice de pontes nucleoplasméticas (IPN) de culturas de linfocitos expostos a
metilmercurio (0-500 ug/l) usando a técnica de detec¢do de micronucleos.

Concentracbes
CH3Hg (ug/l) 0 1 10 50 100 500
Doador 1
Experimento 01
IB 0.102 0.189 0.142 0.113 0.142 0.137
FCM 0 0 0 0 0 0
IMn 0 0 0 0 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0.005 0.003 0.002 0.002 0 0.002
Experimento 02
IB 0.142 0.172 0.098 0.089 0.112 0.123
FCM 0 0 0 0 0 0
IMn 0 0 0 0 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0.002 0.007 0.004 0.002 0.001 0
Doador 2
Experimento 01
IB 0.110 0.107 0.077 0.101 0.085 0.101
FCM 0 0.2 0 0 0 0
IMn 0 1 0 0 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0.001 0.001 0 0 0.001 0.001
Experimento 02
IB 0.083 0.116 0.056 0.101 0.071 0.088
FCM 0 0 0 0 0 0
IMn 0 0 0 0 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0 0 0 0 0.001 0.001
Doador 3
Experimento 01
IB 0.075 0.096 0.105 0.072 0.091 0.113
FCM 0 0.1 0.3 0.1 0 0
IMn 0 1 1 1 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0 0 0 0 0 0
Experimento 02
IB 0.086 0.111 0.121 0.093 0.107 0.122
FCM 0 0 0.1 0.1 0 0
IMn 0 0 1 1 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0 0 0 0 0 0
Doador 4
Experimento 01
IB 0.086 0.080 0.071 0.061 0.081 0.097
FCM 0 0 0 0 0 0
IMn 0 0 0 0 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0 0 0 0 0 0
Experimento 02
IB 0.069 0.096 0.055 0.076 0.098 0.085
FCM 0 0 0 0 0 0
IMn 0 0 0 0 0 0
IM 0 0 0 0 0 0
IPN 0 0 0 0 0 0
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Figura 5. Média dos indices de binucleagdo (+desvio médio) encontrados através da técnica de deteccdo de
micronucleos realizada em culturas de linfécitos humanos tratadas in vitro com cinco diferentes concentracfes
de metilmercdrio (n=8). p<0.05 vs Controle.

Finalmente, com o objetivo de validar a metodologia empregada foram realizados
controles positivos com culturas de linfocitos expostas a luz ultravioleta onde foram
detectados microndcleos (Figura 6) e o indice de binucleacdo aumentou significativamente
com o tempo de exposic¢éo (Tabela 3).

/ e

Figura 6. Micronucleos (setas) detectados nas culturas de linfocitos sangliineos expostas in vitro a luz
ultravioleta durante 30 minutos. (aumento de 1000 x)
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Tabela 3. indices de binucleagéo de culturas de linfocitos sangiiineos expostas in vitro a luz ultravioleta

Tempo de Exposigdo indice de Binucleagao Desvio Médio
Sem exposicado 0.089 + 0,004
30 minutos 0.140 + 0,036
45 minutos 0.135 +0,039

4.2 EFEITOS GENOTOXICOS DA EXPOSICAO IN VITRO DE LINFOCITOS HUMANOS
A METILMERCURIO USANDO A TECNICA DE DETECCAO DE ABERRACOES
CROMOSSOMICAS

A técnica de deteccdo de aberragdes cromossdmicas, outra das técnicas
tradicionais de deteccdo de genotoxicidade, identifica alteracbes nas metafases e nos
cromossomos como quebras, falhas ou deformacBes. Assim, esta técnica foi utilizada em dez
experimentos in vitro com culturas de linfdcitos sanguiineos de cinco doadores diferentes para
verificar a concentracdo de metilmercurio que possui efeito genotdxico. Na tabela 4, estdo
representados os resultados do nimero de metafases encontradas e valores de indice mitético

(proporcao de células em metafase) em 1000 células contadas em cada experimento.

As culturas com indice mitotico (IM) mais elevado foram aquelas tratadas com
metilmercdrio na concentracdo de 1ug/l, exceto nos experimentos do doador 2. Porém,
qguando as culturas foram tratadas com metilmercario na concentracdo de 10ug/l, os valores
de IM diminuiram, menos nos experimentos efetuados com o doador 3. Nas culturas tratadas
com metilmercdrio na concentracdo de 50ug/l destaca-se que o IM volta a aumentar em
relacdo ao controle, exceto nos experimentos do doador 3. Nas culturas tratadas com 100ug/I
de metilmercurio ocorreram variac6es de IM (nos doadores 1, 2 e 4 aconteceu uma reducao
do IM se comparado com a concentracdo de 50ug/l, enquanto nos doadores 3 e 5 houve
aumento deste IM em relacdo a concentragdo de 50ug/l).

Finalmente, a exposicdo das culturas de linfécitos a concentracdo de 500 pg/l de
metilmercdrio, também produziu resultados diversos de indice mitético variando de 0.022

para o doador 5 a 0.077 para o doador 2.

Toda a descricdo anterior pode ser visualizada na Figura 7.
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Os resultados de IM encontrados demonstraram diferengas estatisticamente
significativas entre as concentracbes de 1upg/l e 50 g/l metilmercurio utilizadas quando
comparadas ao controle (Figura 8). Esse aumento significativo do IM indica um aumento da
proliferacdo celular, ou seja, alteracbes no processo de divisdo celular quando comparados
com o controle.

Tabela 4. Nimero de metafases (NM) e indice mitdtico (IM) de culturas de linfocitos expostas in vitro ao
metilmercurio (0-500 ug/1) usando a técnica de detecgdo de aberracdes cromossomicas.

ConcentracGes
CH3Hg (ug/l) 0 1 10 50 100 500
Doador 1
Experimento 01
NM 29 88 46 80 51 69
IM 0.029 0.088 0.046 0.08 0.051 0.069
Experimento 02
NM 25 95 56 63 50 50
IM 0.025 0.095 0.056 0.063 0.05 0.05
Doador 2
Experimento 01
NM 52 51 35 79 34 42
IM 0.052 0.051 0.035 0.079 0.034 0.042
Experimento 02
NM 47 44 36 73 39 57
IM 0.047 0.044 0.036 0.073 0.039 0.057
Doador 3
Experimento 01
NM 36 69 76 44 52 32
IM 0.036 0.069 0.076 0.044 0.052 0.032
Experimento 02
NM 30 52 61 35 62 42
IM 0.03 0.052 0.061 0.035 0.062 0.042
Doador 4
Experimento 01
NM 38 53 50 65 60 77
IM 0.038 0.053 0.05 0.065 0.06 0.077
Experimento 02
NM 31 59 54 69 68 62
IM 0.031 0.059 0.054 0.069 0.068 0.062
Doador 5
Experimento 01
NM 18 42 26 42 47 22
IM 0.018 0.042 0.026 0.042 0.047 0.022
Experimento 02
NM 21 51 36 40 53 48
IM 0.021 0.051 0.036 0.04 0.053 0.048




46

& 100
>
© 90 2
o
§ 80 //
= o0 £\ -~
5 / / \\ —e— Doador (1)/ Média
2 60 -
ey Vi N | G e
@ = / - oador édia
AT o v
5 40 4 N —— - Doador (4)/ Média
= / ~ —— Doador (5)/Média
@ ¢
©
P 20 *
g 10
IS
S
2 0 T T T T T

Controles 1 g/l 10 ug/l 50 ug/l. 100 pg/l. 500 pg/l

Figura 7. Nimero de metafases encontradas nas culturas de linfocitos, expostas in vitro ao metilmercurio, dos
cinco doadores usando a técnica de detec¢do de aberragbes cromossomicas.
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Figura 8. Média dos Indices Mitdticos (+ desvio médio) de culturas de linfécitos tratadas com diferentes
concentragdes de metilmercuirio. *p<0.05 vs Controle; ** p<0.05 vs 10ug/l e 100 pg/l; *** p<0.01 vs Controle.

Para evitar qualquer influencia de outros fatores que ndo fosse a intoxicagédo
mercurial, também foi testada a Correlacdo de Pearson entre a idade de cada doador e o indice
mitotico das culturas tratadas com metilmercurio nas concentracdes de 1 g/l e 50 pg/l (estas
concentracdes foram consideradas as mais significativas). Foi observada uma correlacdo
negativa (r = -0.4662, para 1 pg/l e r = -03791, para 50 pg/l) entre o IM e a idade, com nivel
de significancia igual a p= 0.4286 (1 pg/l) e p= 0.5292 (50 pg/l). Assim, a idade pode ser

considerada um fator que ndo influenciou diretamente nos valores de 1M.
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Finalmente, com o objetivo de validar a metodologia empregada foram realizados
controles positivos com culturas de linfocitos expostas a luz ultravioleta onde foram
detectados aberragdes cromossdmicas (Figura 9) e o IM aumentou com o tempo de exposi¢do

de 30 minutos e diminuiu com 45 minutos em comparac¢ao com o controle (Tabela 5).

Figura 9. Exemplo de aberracdo cromossdmica encontrada nas culturas de linfocitos sangliineos expostas in
vitro a luz ultravioleta durante 30 minutos. A seta indica um cromossomo triradial. (aumento de 1000 x)

Tabela 5. indices mitéticos de culturas de linfocitos sangiiineos expostas in vitro & luz ultravioleta

Tempo de Exposicao Indices Mitéticos Desvio Médio
Sem exposicdo 0.023 + 0,007
30 minutos 0.041 + 0,007
45 minutos 0.016 + 0,006

4.3 SELECAO DA POPULACAO CONTROLE E APLICACAO DA TECNICA DE
DETECCAO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Apo6s os experimentos realizados in vitro com culturas de linfdcitos tratadas com
metilmercdrio observou-se que a técnica mais sensivel foi a de deteccdo de aberracGes
cromossoémicas, que foi escolhida para ser aplicada em uma populacéo que venha servir como
controle para estudos epidemiolégicos de genotoxicidade de mercurio. A populacao
selecionada foi a comunidade de Panacauera (Figura 1), por ter caracteristicas muito

semelhantes as populaces ribeirinhas de Tapajos, mas sem exposi¢ao mercurial.

Foi realizada uma expedicdo & comunidade de Panacauera onde foram coletadas
amostras de sangue de 30 doadores voluntarios. N&o foram detectadas aberracGes
cromossdmicas em nenhuma das culturas. Os resultados de indices mitéticos obtidos para
cada individuo estdo representados na tabela 6.A média dos indices mitdticos e o desvio

médio para toda a populagéo foram de 0.077 £ 0.045.
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Tabela 6. Dados da populacéo controle (Panacauera) de acordo com a idade, sexo e o indice mitotico observado.

Populacdo Controle | Sexo Idade indice Mitotico
Doador 1 F 49 0.033
Doador 2 F 28 0.151
Doador 3 F 41 0.041
Doador 4 F 21 0.054
Doador 5 F 21 0.061
Doador 6 F 22 0.033
Doador 7 F 34 0.014
Doador 8 F 44 0.078
Doador 9 F 53 0.151
Doador 10 F 76 0.023
Doador 11 F 19 0.023
Doador 12 F 33 0.022
Doador 13 F 64 0.038
Doador 14 F 49 0.026
Doador 15 M 49 0.157
Doador 16 F 49 0.169
Doador 17 F 35 0.026
Doador 18 M 31 0.127
Doador 19 M 26 0.064
Doador 20 M 47 0.098
Doador 21 M 35 0.171
Doador 22 F 48 0.08
Doador 23 F 42 0.124
Doador 24 F 64 0.101
Doador 25 - - 0.04
Doador 26 - - 0.106
Doador 27 - - 0.037
Doador 28 - - 0.132
Doador 29 - - 0.175
Doador 30 - - 0.087

34%

4%

8%

0 18-25 anos
® 26-35 anos
0 36-45 anos
0 46-55 anos
W 56-65 anos
@ acima de 65 anos

Figura 10. Distribuicdo da populacdo controle (Panacauera) de acordo com intervalos de idade.
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Figura 11. indices mitéticos (média +desvio médio) dos individuos de Panacauera (verde) e Brasilia Legal
(branco) agrupados por sexo (acima) ou intervalo de idade (abaixo). Os dados de Brasilia Legal procedem de
AMORIM et al. (2000). *p<0.05 vs Mulheres; **p<0.05 vs 18 > a <25.

Devido a proporcdo relativamente elevada de pessoas com mais de 35 anos
(Figura 10), foi testada a correlacdo de Pearson entre idade e indice mitdtico, onde foi
observada uma correlacdo positiva (r= 0.0872), entre esses dados, com nivel de significancia
igual a p=0.6853. Portanto, ndo se pode inferir que a idade influencia diretamente nos

resultados dos indices mitéticos.
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Para uma melhor analise dos resultados, os dados de indice mitético de
Panacauera foram agrupados por sexo ou idade (Figura 11) e comparados com os resultados
de AMORIM et al. (2000) para a populacédo de Brasilia Legal (Figura 1).

As médias dos indices mitdticos de todos os grupos da populacdo de
Panacauera foram superiores as da populacdo de Brasilia Legal (populacdo exposta ao
metilmercario pela dieta), mostrando uma tendéncia que chegou a ser estatisticamente

significativa para os grupos de 35 a 44 anos, de 45 a 54 anos e para 0s homens (Figura 8).
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5.0 DISCUSSAO

O estudo epidemiologico de qualquer agente genotdxico € extremamente
complicado devido a dificuldade de eliminar o efeito de outros fatores que podem interferir
nos resultados. Para comecar, caracteristicas individuais, como por exemplo, a raca, pode
determinar uma sensibilidade diferenciada ao efeito genotdxico de agentes genotoxicos, como
é 0 caso da radiacdo solar (MARROT et al., 2005). As imigracdes de populacdes de diferentes
continentes e a existéncia de numerosos povos indigenas fizeram que a populacdo amaz6nica
possuisse caracteristicas fisicas muito diferentes de outras populagdes. Assim, a primeira parte
deste trabalho teve por objetivo a aplicacdo e comparacdo de técnicas tradicionais
(micronucleos e aberracfes cromossdmicas) de detecgdo de genotoxicidade mercurial em
linfocitos sangliineos de voluntarios oriundos da regido amazénica e a determinacdo de qual

seria a técnica mais adequada para a deteccao de genotoxicidade nas populacdes amazonicas.

Exceto nos garimpos, onde a exposicdo ocupacional acontece por inalacdo direta
do vapor de mercurio, o tipo de exposicdo mercurial mais comum na regido amazénica é
através da dieta pelo consumo de peixe contaminado com metilmerctrio (GODCHFELD,
2003; CRESPO-LOPEZ et al., 2005; SA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et
al., 2007). Na regido do rio Tapajos (Figura 1), por exemplo, este tipo exposicdo provocou
que os niveis de exposicdo nas populacdes ribeirinhas tenham sido elevados no passado (SA
et al., 2006). Atualmente, estes niveis sao menores (mas ainda ligeiramente acima do limite
determinado pela OMS (WHO, 1990), estando, as populagfes ribeirinhas, expostas a niveis
relativamente baixos de metilmercurio (revisado por SA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007;
PINHEIRO et al., 2008). Assim, este trabalho usou concentracdes relativamente baixas de
metilmercudrio (1-500 pg/l ou 0,004-2 uM) para testar in vitro as técnicas de deteccdo de
genotoxicidade.

A principal conclusdo que surge dos resultados obtidos com a técnica de deteccdo
de micronucleos é que ela ndo parece ser sensivel o suficiente para registrar qualquer
alteracdo genotdxica provocada pelas concentracfes de metilmercurio usadas (em muitos
poucos casos foram encontrados microndcleos ou pontes nucleoplasméticas) (Tabela 2).
Contudo, parece existir certa tendéncia ao aumento de células binucleadas com a
concentracdo de 1 pg/l (Figura 5). Essa eventual tendéncia poderia indicar um aumento da

proliferacdo celular provocada pela exposicdo a doses muito baixas de metilmercurio,
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entretanto, serd preciso aumentar o nimero de doadores e 0 numero de experimentos para

poder ter certeza.

Também nédo foram detectadas alteragdes cromossémicas visiveis nos linfécitos
expostos a essas baixas concentracdes de metilmercario (Tabela 4), porém, quando foi
determinado o indice mit6tico (nimero de metafases em 1000 células), se observou um
aumento muito significativo deste indice nas células incubadas com 1 e 50 g/l (Tabela 4 e
Figuras 7 e 8) . Curiosamente, a concentracdo de 10 pg/l ndo teve diferencas significativas

com o controle constituindo um fenémeno para o qual ndo temos explicacdo ainda (Figura 8).

Quando os linfécitos foram expostos in vitro a luz ultravioleta como controle
positivo, as duas técnicas revelaram alteracGes (Tabelas 3 e 5, e Figuras 6 e 9) validando os

resultados anteriores.

Precisamente, o indice mitdtico representa um dos parametros mais usados para a
identificacdo do efeito genotdxico do merclrio e seus compostos. Por ser um parametro
bastante sensivel e de facil execucdo ele ja foi destacado por varios trabalhos (AMORIM et
al., 2000; BAHIA et al., 2004; SILVA-PEREIRA et al., 2005; CRESPO-LOPEZ et al., 2007)
que estudaram a genotoxicidade do mercurio. O valor do indice mitotico indica alteracdo na
proliferacdo celular, ou seja, alteracbes durante o processo de divisdo celular. O aumento do
indice mitético das culturas de linfécitos sanguineos humanos expostos a baixas
concentragfes de metilmercuario indicaria aumento na proliferacdo celular e um maior risco
potencial de inicio de processos carcinogénicos. Resultados semelhantes foram encontrados
também em culturas de neuroblastoma e glioblastoma humanos expostas a 0,1 e 1 uM de
metilmerctrio (CRESPO-LOPEZ et al., 2007).

Todos esses resultados apdiam a idéia de que esse parametro seria um dos mais
sensiveis para a deteccdo da genotoxicidade causada pelo metilmercdrio e que a técnica de

deteccdo de aberracdes cromossémicas parece ser a mais adequada.

Essas diferencas na sensibilidade de deteccédo da genotoxicidade de compostos de
mercurio usando diferentes técnicas também foram registradas por outros autores no passado
(Tabela 7). Analisando os estudos in vitro que foram feitos em culturas de linfocitos
sanglineos humanos desde os anos 90 (Tabela 7), podemos observar que 0s compostos
organicos de mercuario produzem alteragcdes genotoxicas (como micronucleos e aberracoes

cromossOmicas, entre outras) estatisticamente significativas com concentracdes mais baixas,
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isto €, o potencial genotdxico desses compostos € muito maior. Entre eles se destaca o
metilmercurio como a substancia mais genotdxica das que foram estudadas in vitro até agora
(BETTI etal., 1992; OGURA et al., 1996; LEE et al., 1997; SILVA-PEREIRA et al., 2005).

Esses estudos usaram varias técnicas de genotoxicidade (deteccdo de
microndcleos, aberragdes cromossémicas, troca de cromatides irmds, e niveis de 8-
hidroxideoxiguanina), e muitas vezes, comparando algumas dessas técnicas entre si (Tabela
7). Na tabela 7 podemos observar que a técnica de aberracdes cromossomicas foi a mais

sensivel, como demonstrado também no nosso estudo.

Apesar de que os resultados foram variaveis (Tabela 7), na maioria desses estudos
s6 foram encontradas alteracdes genotdxicas quando se usou concentracGes superiores as
utilizadas no nosso estudo, o que poderia explicar a auséncia de deteccdo de microndcleos e
aberracdes cromossémicas nos nossos resultados.

Até agora, sO existe outro estudo in vitro realizado com linfécitos humanos
(SILVA-PEREIRA et al., 2005) que tenha usado concentracdes tdo baixas de metilmercurio
como as usadas no nosso estudo. Curiosamente, naquele estudo o metilmercdrio provocou
variacdes significativas no indice mitotico a partir de uma concentracao (100 /) muito maior
da encontrada nos nossos resultados (Figura 8). Assim, nossos resultados parecem ser mais
condizentes com o0s estudos in vivo realizados nas popula¢ées amazénicas (AMORIM et al.,
2000; BAHIA et al., 2004), onde variacgdes significativas no indice mit6tico foram registradas,

mesmo quando a deteccdo de aberragdes cromossémicas nao foi muito evidente.

Atualmente, existem varias hipOteses para explicar o mecanismo molecular da
genotoxicidade provocada pela exposicdo aos compostos de mercurio nos estudos in vitro
relatados acima. Essas hipoteses incluem a ligacdo direta do mercurio ao DNA, a producao de
radicais livres e estresse oxidativo, a inibicdo da formacdo do fuso mitdtico (pela acdo do

mercurio nos microtabulos), e a influéncia no mecanismo de reparo do DNA.

De acordo com os dados de Li e colaboradores (2006), os compostos de mercurio
séo capazes de se ligar diretamente ao DNA formando ligagfes covalentes com os a&tomos de
nitrogénio da cadeia. Esses autores revelaram que 0s compostos organicos de mercdrio como
metilmercdrio, etilmercudrio e fenilmercurio exibem uma maior afinidade e se ligam mais
rapidamente ao DNA, mostrando um potencial maior para causar dano. Como demonstrado

por eletroforese capilar, o metilmercario foi o que se ligou mais rapidamente a0 DNA,
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sugerindo que este composto possui uma capacidade maior que 0s outros compostos para a

formacdo de complexos estaveis com o0 DNA (LI et al., 2006).

Tabela 7. Concentracbes minimas, encontradas na literatura, de diferentes compostos de mercurio que
provocaram alteracGes genotoxicas significativas em culturas de linfécitos humanos expostos in vitro.

Composto BETTlet | OGURA et LEEetal.,, | WESTPHA SILVA- EKE AND
Mercurial al., 1992 al., 1996 1997 Letal, PEREIRA et CELIK, 2008
2002 al., 2005
Metilmercdrio >0.6 uM 2 UM (AC) 20 uM 0.1 pg/l
(AC) (TCl) (AC)
5 uM (MN)
10 uM (IPR) 100 pg/l
5uM (8- (IM)
OHdG)
Dimetilmercurio 43.4 uM
(TCI)
1.73 uM
(ACn)
Timerosal 0.05 pg/ml 0.2 pg/ml (TCI)
(etilmercdrio) (MN)
0.2 pg/ml (IPR)
ns abaixo de
0.5 pg/mi 0.4 pg/ml (IM)
(IDN)
MercUrio 10 uM (AC) | ns abaixo de 1 mg/l (AC)
inorganico 30 uM
20 uM (Tcn ns abaixo de
(MN) 1 mg/l (IM)
30 uM (IPR)
10 UM (8-
OHdG)
Acetato de 10 uM
fenilmercurio (TCI)
10 uM (IPR)

ns = ndo significativo

AC = presenca de aberragdes cromossdmicas (s=estrutural; n=numérica)

MN = presenca de micronucleos

8-OHdG = aumento dos niveis de 8-hidroxideoxiguanina
TCI = presenga de troca de cromatides irmas
IPR = reducdo do indice de proliferacdo (definido como: [(1 x nimero de metafases na primeira divisdo) + (2 x
nimero de metafases na segunda divisdo) + (3 x nimeros de metafases em subsequentes divisBes)]/total do
naimeros de metéafases)
IDN = indice de divisdo nuclear (ndo definido)
IM = reducdo do indice mitético (definido como: nlimeros de metéfases em 1000 células)

A segunda hipotese considera que a genotoxicidade da exposi¢cdo mercurial seria

provocada pelo aumento de estresse oxidativo celular através da formacéo de radicais livres
ou alteracdes nas defesas antioxidantes. Existem evidéncias de que o mercdrio e seus
compostos possuem capacidade de induzir lesbes celulares através do aumento das espécies

reativas de oxigénio (ERO), principal tipo de radicais livres envolvidos em mecanismos
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patogénicos (ERCAL et al., 2001). Por exemplo, Schurz e colaboradores (2000) registraram
um aumento significativo dos niveis de ERO (determinados indiretamente pela quantidade
intracelular de H,0;) em células expostas a cloreto de mercurio. Esse aumento foi
proporcional ao aumento na frequéncia de mutacdes observadas nas células expostas. Os
resultados obtidos por estes autores também confirmaram a influéncia do mercdrio nos niveis
das defesas antioxidantes, observando um incremento inicial nos niveis de glutationa e
metalotioneinas em resposta a exposicdo com baixas doses de mercdrio, seguido por uma

diminuicdo dos niveis de glutationa com doses muito elevadas de mercurio.

Outras evidéncias que apOiam a producdo de radicais livres como responsavel
pela genotoxicidade causada pelos compostos mercuriais consistem na protecdo exercida por
substancias antioxidantes como vitamina C (RAO et al., 2001), glutationa (SCHURZ et al.,
2000; HERCULANO et al., 2006) ou metalotioneinas (SCHURZ et al., 2000), entre outras.
Esses compostos podem influir na genotoxicidade provocada pelo mercdrio. De acordo, com
resultados obtidos por Rao et al. (2001), compostos mercuriais em baixas concentracfes
podem induzir efeito citotdxico (na avaliacdo do indice de proliferacdo) e a formacdo de
mitoses anormais em culturas de linfécitos. No entanto, esse efeito pode ser evitado com a

adicdo de vitamina C nas culturas de linfdcitos, devido a acdo antioxidante desta vitamina.

As conseqliéncias da geracdo de radicais livres sdo extensas, mas duas delas sdo

particularmente importantes para classificar os radicais livres como genotdxicos:

» a interacdo direta dos radicais livres com &cidos nucléicos que provocaria alteracdes
tais como mutacdes génicas (OLSZEWERI et al., 1995)

» & alteragcdo conformacional das proteinas, responsaveis pela formacdo e manutencédo
do DNA. Os radicais livres sdo capazes de alterar a conformagdo de uma gama de
proteinas, como as enzimas de reparo, as DNA-polimerases, € até as proteinas motoras
tubulina e cinesina, responsaveis pelo fuso mitético e segregacdo cromossémica
(STOIBER et al., 2004).

Assim, o terceiro mecanismo proposto para explicar a genotoxicidade do
mercario estd relacionado com a acdo mercurial nos microtdbulos. Existem evidéncias
indicativas da acdo dos compostos mercuriais interagindo na rede de microtubulos (estruturas
que participam de diversos processos celulares, como na formacdo do citoesqueleto, fuso
mitotico e segregacdo cromossomica) (THIER et al.,, 2003; BONACKER et al., 2004,

STOIBER et al.,, 2004). Baixas doses de mercdrio inorganico inibem de maneira dose-
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dependente a montagem e a velocidade de montagem dos microtibulos. Esse processo gera
problemas no momento da segregacdo cromossdmica durante a mitose, impedindo o
fendmeno de translocacdo dos cromossomos e induzindo microndcleos (THIER et al., 2003;
BONACKER et al., 2004; STOIBER et al., 2004). N&o se tem conhecimento do mecanismo
molecular que leva a essas alteracfes microtubulares, entretanto, o mais provavel é que a
ligacdo do mercdrio aos grupos sulfidrilas (alvos preferenciais do mercurio) da tubulina e
cinesina impeca a ligacdo do GTP (nucleosideo trifosfato) a estas proteinas, bloqueando a

cascata bioquimica responsavel pelo funcionamento da célula (LEONG et al., 2001).

Recentemente, também esta sendo defendida uma ultima hipdtese para explicar a
genotoxicidade do mercdrio baseada na influéncia do mercurio no mecanismo de reparo do
DNA. Os mecanismos de reparo do DNA constituem um complexo sistema de defesa
desenhado para proteger a integridade do genoma e qualquer deficiéncia deste sistema pode
conduzir eventualmente ao processo de carcinogénese. Em um estudo realizado com
trabalhadores intoxicados por exposicdo ocupacional a vapor de merctrio (0,025 mg/m?),
foram induzidos in vitro danos no DNA por raios X e luz UV nas culturas de linfocitos
sanguineos, observando-se a capacidade de reparo do DNA em cada individuo através do
ensaio de eletroforese de célula Unica (técnica que determina a fragmentacdo do DNA
individual de cada célula) (CEBULSKA-WASILEWSKA et al., 2005). A anélise mostrou
uma associagdo negativa entre a eficiéncia de reparo e a exposi¢do ocupacional e o tempo de
trabalho dos individuos expostos. Sugeriu-se ainda neste estudo que o0s danos mercuriais
seriam ocasionados pelas alteragdes no reparo da recombinacdo e excisdo de bases, e ndo
pelas alteracdes no mecanismo de reparo de excisao de nucleotideos, como sugerido por Au e
colaboradores (2003). Essa deficiéncia nos mecanismos de reparo seria causada pela ligacdo
do mercurio aos grupos sulfidrilas contidos nas enzimas de reparo de DNA, deformando
severamente a integridade estrutural e a atividade destas enzimas (CEBULSKA-
WASILEWSKA et al., 2005).

Todas as quatro hipdteses ndo sdo excludentes entre si, de forma que o mais
provavel é que o mercdrio consiga desencadear todos esses mecanismos, e talvez outros ainda
desconhecidos, para produzir genotoxicidade nas populagfes expostas. Esses estudos
demonstram também que os limites de tolerancia para a exposicdo humana ao mercurio
devem ser reavaliados, levando-se em conta a genotoxicidade e a intoxicagdo cronica pelo
metal. Para isso, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de estudos epidemioldgicos

continuos que visem estabelecer o estado de genotoxicidade das populagdes.
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Assim, nossa contribuicdo para esse problema consistiu em determinar quais
seriam os valores de genotoxicidade em uma populagdo amazonica ribeirinha para poder
eliminar interferéncias e apoiar os estudos que sdo realizados na regido amazonica. Para isso,
foi escolhida a populacdo de Panacauera (Figura 1), com caracteristicas muito semelhantes as
de populagdes ribeirinhas da regido de Tapajés. Essa populacdo de Panacauera vem sendo
monitorada e j& foi usada como populacdo controle em estudos comparativos devido a
auséncia de exposicdo mercurial (PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al.,, 2007
PINHEIRO et al., 2008). Os niveis de mercurio total encontrados nas amostras de cabelo dos
habitantes de Panacauera sempre foram de 2-3 ppm em todos os estudos realizados
(PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007; PINHEIRO et al., 2008), o que fica muito
abaixo do limite de tolerancia de 10 ppm estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 1990).

Como referido na Introducdo, existem unicamente dois estudos epidemioldgicos
realizados em comunidades da Amazonia que avaliam a genotoxicidade por intoxicagao
mercurial (AMORIM et al., 2000; BAHIA et al., 2004). Ambos os estudos foram conduzidos
na populacdo de Brasilia Legal (Figura 1) e usaram a técnica de deteccdo de aberracbes
cromossémicas em linfocitos sanguineos. Essa comunidade estd exposta a intoxicacdo
mercurial através da dieta pelo consumo de peixe contaminado (AMORIM et al., 2000;
BAHIA et al., 2004). Porém, praticamente ndo foram detectadas aberracdes cromossémicas,
mas sim varia¢6es no indice mitético. Os autores tentaram estabelecer uma correlacdo entre o
valor de indice mitdtico dos linfocitos sangliineos e a quantidade de mercurio encontrada no
cabelo de cada individuo. Amorim e colaboradores (2000) demonstraram uma correlacdo
negativa entre ambos os fatores que, posteriormente, foi rebatida por Bahia e colaboradores
(2004). Essa diferenca nos resultados foi atribuida a diferenca de cinco anos entre um estudo
e 0 outro, e a uma ligeira diminuicdo dos niveis de mercurio registrados (de 13,5 a 9,6 ppm)
(BAHIA et al., 2004). No entanto, em nenhum desses estudos foi usada uma populacdo

ribeirinha sem exposi¢do mercurial que possa servir como controle para comparagéao.

A tentativa de associacdo entre ambos os fatores (nivel de mercudrio no cabelo e
indice mitotico nos linfocitos) pode ser discutivel desde que o mercurio detectado no cabelo
se refere a uma exposigédo relativamente recente e o indice mitotico pode refletir alteragdes
acumuladas durante anos. A quantidade de mercurio absorvida pelo corpo humano em um
més é acumulada em aproximadamente 1 cm de cabelo. O primeiro centimetro de cabelo

desde a raiz contém o mercurio absorvido no ultimo més, o seguinte centimetro contém o
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mercurio absorvido ha dois meses, e assim sucessivamente constituindo um registro temporal
da intoxicagdo mercurial. Nos homens, por exemplo, o mercdrio quantificado no cabelo
corresponde normalmente a exposi¢do dos dois ultimos meses, devido a que normalmente
usam o cabelo curto. Além disso, nas populac@es ribeirinhas, devido a dificuldade para tratar
adequadamente do cabelo longo, a tendéncia é que as mulheres também usem o cabelo
relativamente curto. Assim, as medidas de mercdrio refletem s6 a exposicao recente. Porém, o
dano no DNA pode ser acumulado durante anos conduzindo finalmente a alteracdes na
proliferacdo celular em um momento determinado da vida. Portanto, eventualmente seria
possivel detectar alteracbes na proliferacdo celular sem existir necessariamente uma
correlacdo com os niveis de intoxicacdo mercurial dos Ultimos dois meses. Isso poderia

constituir uma explicacdo alternativa para os resultados de Bahia et al. (2004).

Assim, a unica forma de esclarecer se existem alteracfes causadas pelo mercurio
é através do uso de uma populacéo controle com baixa ou henhuma exposi¢do mercurial. Esse

¢ 0 caso da comunidade de Panacauera.

Os valores de indice mitético detectados nos linfocitos sanguineos da populagédo
de Panacauera apresentaram uma variabilidade (Tabela 6) que ndo esteve relacionada com a
idade ou o sexo. Embora a diferenca encontrada entre as médias de indice mitético das
populacbes de Panacauera (este estudo) e de Brasilia Legal (AMORIM et al., 2000) néo foi
significativa, foi detectada certa tendéncia que sim foi significativa para os grupos de 35 a 44
anos, de 45 a 54 anos e para 0s homens (Figura 11). Quando ambas as populacbes foram
agrupadas dessa forma, o indice mitdtico de Brasilia Legal foi inferior ao de Panacauera, 0
que indicaria uma inibicdo da progressdo do ciclo celular e/ou uma perda da capacidade
proliferativa causada pela intoxicacdo mercurial (AMORIM et al., 2000; SILVA-PEREIRA et
al., 2005). Todavia serd necessario aumentar o namero amostral para ter certeza dessas

conclus6es no nivel epidemioldgico.

A conclusdo epidemioldgica anterior parece contradizer outros resultados in vitro
onde ja foi encontrado um aumento do indice mitético provocado pelo mercurio (CRESPO-
LOPEZ et al., 2007; este estudo). Porém, as doses de metilmercdrio utilizadas neste estudo e
no estudo de Crespo-L6pez et al. (2007) foram muito baixas. Nossa hipétese é que o indice
mitotico € um dos primeiros parametros a ser afetado pelo mercurio, e que concentragdes
baixas de mercurio aumentam a proliferacdo celular, enquanto concentracfes mais elevadas

inibem a proliferacdo e/ou produzem morte celular.
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Estes resultados apdiam a idéia de que o indice mitdtico poderia servir como
parametro essencial para o diagndstico precoce do dano causado pela exposi¢cdo mercurial e
contribuem para o escasso conhecimento epidemioldgico sobre as conseqliéncias que esta

tendo a intoxicacao cronica de mercurio nas populacées da Amazonia.
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6.0 CONCLUSOES

A técnica de deteccdo de aberracbes cromossomicas foi a mais sensivel quando
comparada com a técnica de deteccdo de micronlcleos para a verificacdo da

genotoxicidade do metilmercudrio em voluntarios oriundos da regido amazénica.

Através da revisdo dos trabalhos realizados desde os anos 90 (Tabela 7) com
diferentes concentracBes de compostos de mercdrio verificamos que a técnica de
deteccdo de aberracGes cromossémicas também foi a mais sensivel, com demonstrado

por nossos resultados.

O indice mitético pode ser considerado um dos parametros mais sensiveis para a

deteccao de genotoxicidade do metilmercdrio.

O fato encontrado no nosso estudo de que o indice mitético varie significativamente
com concentracdes relativamente baixas de metilmercurio que ndo chegam a provocar
a aparigdo visivel de aberracfes cromossémicas parece condizer com 0s estudos in
vivo realizados nas populagdes amazoénicas, onde variagdes significativas no indice
mitotico foram registradas, mesmo quando a deteccdo de aberracdes cromossdmicas

ndo foi muito evidente.

A populacdo de Panacauera (comunidade ribeirinha amazo6nica) pode servir, pelas
suas caracteristicas como populacdo controle para os estudos que estdo sendo

desenvolvidos na Regido Amazonica.

A variacdo no indice mitotico parece depender da dose de mercdrio: doses baixas
como as utilizadas neste trabalho produzem um aumento da proliferacdo celular,

enquanto que doses altas parecem inibir essa proliferacdo e/ou produzir morte celular

O indice mitético poderia servir como parametro essencial para o diagnéstico precoce

de dano causado pela exposicdo mercurial.
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