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I.  INTRODUCAO

Inmeros compostos quimicos, resultantes do crescimento industrial vem
sendo despejados no meio ambiente, ao longo de anos. Estes compostos chegam até
0 ambiente aquatico, na maioria das vezes sem nenhum tratamento prévio e acabam
por poluir o meio ambiente e se inserir em cadeias alimentares (Wu et al, 2016). Dentre
eles, os metais pesados se caracterizam por serem persistentes, estarem em diversas
formas quimicas e em varios compartimentos biolégicos como solo, agua
contaminada, em particulas de ar e em centros urbanos (Castellanos & Fuente 2016),
e possuirem um potencial citotoxico conhecido, sendo atualmente um problema
ambiental e de saude publica (Zhua et al, 2014). Os metais pesados também fazem
parte dos componentes ativos de muitos agrotoxicos, sendo que o uso de sais de
zinco, arseniatos de cobre e de chumbo e compostos metalo-organicos tém elevado
0s niveis de contaminacdo do solo com esses elementos. Portanto, 0 acimulo dos
metais pesados também € causado pelo uso repetido e excessivo de fertilizantes,
pesticidas e residuos organicos, nesse caso ndo somente em corpos aqguaticos (pela

acao de chuva), mas também no solo (Barbosa et al, 2010).

O material genético dos seres vivos esta sujeito a diversas alteracdes ao
longo de sua existéncia, devido a acdo de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. Ao
ocorrer uma modificacdo estrutural ou quimica no DNA, esta é denominada de
mutacdo (DUsman et al, 2012). Considerando o potencial mutagénico de varias
substancias poluentes, dentre estas os metais pesados, o surgimento de uma nova
area de pesquisa se fez necessario, a toxicogenética, na qual a interacdo do genoma

com agentes quimicos € avaliada (Abilev & Glazer, 2013).



1.1 Mercurio

O mercurio € um metal de transicdo, possui o numero atbmico 80 e massa
atdbmica 200,6. Possui um baixo ponto de fusdo -38,9°C, 0 que permite seu estado

liquido em temperatura ambiente (Berlin et al, 2015).

O mercurio é utilizado pela humanidade ha cerca de 3000 anos, atualmente
ainda é usado na fabricacdo de termémetros, barébmetros, amalgama dentaria e em
cosmeéticos branqueadores (Ye et al, 2016), pode ser encontrado em varias formas:
elementar, metélica, inorganica e em compostos organicos, em sua maioria em formas
associadas a outros elementos. Todas as suas formas podem ser encontradas no
meio ambiente, e causam inumeros efeitos toxicos. O efeito varia conforme a forma

do mercurio e o tempo de exposicao (Pirrone et al, 2010).

Esse metal pode ser naturalmente encontrado no ar, solo e em meios
aguaticos, a partir de atividades vulcanicas e pelo intemperismo de rochas. Em
ambientes aquaticos, o metil mercario (MeHg) € o composto organico mais toxico,
sendo naturalmente encontrado como produto do metabolismo, resultado da
metilacdo do mercurio inorganico realizado por organismos anaerdbicos em metil

mercurio organico (Berlin et al, 2015; Kim et al, 2015).

Uma caracteristica importante a se destacar do mercurio é sua capacidade
de biomagnificar e bioacumular nos organismos, em especial nos predadores de topo
de cadeia. Todavia, tracos de mercurio, em sua maioria na forma de metil mercurio,
podem ser encontrados em quase todos os peixes (Amaro et al, 2014, Burger &
Gochfeld, 2011). O homem acaba se contaminando com mercurio preferencialmente
pela ingestao de peixes contendo mercurio (Figura 1), porém a exposi¢cao ao mercurio
também se da pela inalacdo de vapores e atraveés do contato topico com a pele. O
mercurio ainda continua sendo utilizado em cosméticos clareadores, em sabonetes e
batons (Ho et al, 2017). A medicina tradicional chinesa utilizou por séculos metais
pesados, como mercurio e arsénio na composicdo de seus medicamentos herbais
(Wu et al, 2013).



Figura 1. Ciclo do mercurio e a rota de contaminacao por ingestao, adaptado de [ISD
2017.

A conscientizacdo dos impactos causados pela exposicdo ao mercurio
ganhou importancia em meados de 1950, ap6s um acidente envolvendo uma indudstria
quimica japonesa, na costa do Japdo, que ficou conhecida como a doenca de
Minamata, sindrome caracterizada por danos neurologicos, causando disturbios
motores e sensoriais as maos e nos pés, danos oculares e auditivos e até a morte (Ha
et al, 2016). Na Amazbnia, em meados de 1970, a extracao de ouro resultou em uma
expansao garimpeira, trazendo como consequéncias o despejo de mercurio no meio
ambiente. Para a amalgamacé&o do ouro, estima-se que na década de 80 a 90, cerca
de 2.500 toneladas de mercurio foram lancadas nos rios da Amazonia Legal (Siqueira
et al, 2012, Santos 2002).

|.2 Testes de Genotoxidade e Citotoxidade

A genética toxicoldgica surgiu a partir de uma necessidade de avaliar o
potencial carcinogénico de agentes quimicos em humanos, entretanto pela dificuldade
em se realizar testes in vivo, os testes in vitro foram ganhando destaque por se
tornarem mais aplicaveis em relacdo aos testes in vivo, pelo custo menor de
manutencao, pela possibilidade da repeticdo das técnicas e pela substituicdo de um
modelo vivo por células sanguineas ou cultura celular (Ellis et al, 2013). O teste do
microndcleo e o ensaio cometa sdo atualmente testes utilizados na deteccdo da

citotoxidade e genotoxidade.



.2.1 Teste do micronucleo

O protocolo atual do teste do micronucleo foi desenvolvido por Fenech e
Morley em 1985. Este teste foi estabelecido para a detec¢do de danos cromossémicos
numéricos e estruturais, permitindo a avaliagdo da aneuplodicidade e
clastogenicidade de uma determinada substancia. A presenca de micronucleos
possibilita a deteccdo do potencial genotoxico de um agente mutagénico, visualizados
como um atraso na separagcao dos cromossomos durante a metafase, resultando na
perda de um cromossomo inteiro, ou em uma quebra de um segmento cromossomico.
Este atraso resulta em uma aneuploidia (perda de um cromossomo inteiro) ou em um
efeito clastogénico (perda de um segmento) (Torres-Bugarin et al,2015; Kimura et al,
2013, Rosales-Rimache et al, 2013). O teste do micronutcleo também € utilizado como

uma ferramenta para a avaliacdo de contaminacdo ambiental (Soto-Ri et al, 2010).

O protocolo do teste do micronucleo in vitro que utiliza a citocalasina B (CtB)
foi uma modificacéo realizada por Fenech, que inibe a polimerizacéo do filamento de
actina, impedindo a clivagem da célula mde em duas células filhas (citocinese), porém

ndo inibe a divisdo celular, resultando em uma célula contendo dois nucleos

Os parametros utilizados na avaliacdo do efeito genotoxico e citotdxico
demonstram 0s possiveis danos resultantes, por meio da presenca de células
contendo micronucleo, indicando uma perda cromoss6mica, uma quebra
cromossémica ou uma amplificacdo cromossdmica. Além disso, a presenca de pontes
intranucleares pode ser resultado de uma migracao de cromatides para polos opostos
na célula durante a divisdo celular, enquanto a presenca de brotos pode indicar uma
amplificagdo que estd em processo de eliminagdo do nucleo. Adicionalmente, a
observacdo de necroses e apoptoses indica danos que inviabilizam a célula,
resultando na morte celular imediata e a morte celular programada (Figura 2) (Fenech,
2006).
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Figura 2. Alteracfes avaliadas pelo teste do micronucleo.
[.2.2 Ensaio cometa

O ensaio de eletroforese em gel de célula Unica, também conhecido como
ensaio cometa, foi desenvolvido por Ostling e Johanson (Kimura et al, 2013). E um
teste simples, rapido e sensivel para a deteccdo de danos ao DNA, se destacando
dos demais testes utilizados na avaliacdo genotéxica por necessitar um baixo niumero
de células, possuir um baixo custo e conseguir detectar quebras pequenas no DNA
(Glei et al, 2016).

Durante o processo, a célula é embebida em agarose de baixo ponto de
fusao, é lisada em uma solucéo rica em sais, onde todas as estruturas celulares séo
degradadas, restando somente o DNA e sua matriz nuclear, passando esta célula a
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ser chamada de nucledide, que é

pY

submetida a uma corrente elétrica de baixa
voltagem. Como resultado, o DNA danificado irA migrar para o &nodo da cuba, o rastro

formado resulta em uma estrutura semelhante a um cometa (Figura 3) (di Paolo 2006).

Vérias versdes deste ensaio foram desenvolvidas, com o objetivo de

avaliar diferentes tipos de danos ao material genético, entretanto a versdao mais



utilizada é a versao alcalina (pH > 13), que se mostrou mais efetiva na avaliacdo de
danos causados por agentes genotoxico, pois possibilita a identificacdo de quebras
primérias ao DNA (Bruschweiler et al, 2016, Pu et al, 2015).

Figura 3. Imagem representativa do ensaio cometa em uma linhagem celular, onde
em A o dano é minimo e em B, C e D ocorre uma progressao no tamanho da cauda,
retirado de Glei 2016.

1.3 JUSTIFICATIVA

O progresso e o0 desenvolvimento industrial trouxeram, como consequéncia
inevitavel, a mudanca do ambiente quimico e exposi¢do do ser humano a um nimero
crescente e variavel de agentes quimicos. A crescente exposi¢cdo a metais pesados,
pode, em um curto prazo, contribuir a etiologia de varias doengas como cancer,
diabetes, e doencas cardiovasculares. Portanto, a quantificacdo de eventos
mutagénicos induzidos por estes metais pesados, tornaram-se de vital importancia. A
utilizacao de cultura de células em teste in vitro possibilita uma ampla aplicabilidade
de estudos a nivel celular e genémico, pois sao rapidos, sensiveis e com 6timo custo
beneficio em relagdo aos estudos in vivo (Rogero et al, 2012). Os metais pesados
podem causar uma variedade de efeitos téxicos conhecidos. O teste do micronucleo
in vivo e in vitro, juntamente com 0 ensaio cometa sdo exemplos de testes
recomendados por diferentes 6rgdos controladores, como por exemplo, a ANVISA.
Além disso, devido a sua versatilidade, esses dois testes também tém sido
amplamente utilizados em toxicogendmica, nutrigendmica, danos e reparo no DNA,

biomonitoramento humano e ambiental, pesquisa e potencial uso no tratamento do



cancer, sindromes genéticas, estudos clinicos, fertiidade humana e animal, etc
(ANVISA, 2016). A literatura relata trabalhos onde a dose escolhida se refere a LCso
da cultura celular escolhida, na sua maioria culturas neurais ou linhagens comerciais.
Poucos trabalhos descrevem os efeitos relacionados a doses nao letais em linfocitos
e linhagens neurais. Portanto ndo se tem registro dos efeitos resultantes de uma
exposicdo a uma dose subletal em um periodo menor que 2 horas e em culturas

primérias de células epiteliais (Maués et al, 2015).

.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Analisar as propriedades citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas do Metil

mercurio in vitro, em uma linhagem de fibroblastos humanos.

1.4.2 Objetivos especificos

- Investigar a ocorréncia de danos celulares permanentes apds a exposi¢cao ao metil

mercurio, que resultem em quebras cromoss6micas e formacado de microndcleos;

- Investigar a ocorréncia de danos imediatos ao DNA apds a exposicdo ao metil

mercurio na forma de quebras e formacédo de cometas;

- Investigar a citotoxicidade ap0s a exposi¢cado ao metil mercurio, pelo teste de MTT.



Il. MATERIAIS E METODOS

1.1 Cultivo Celular

A linhagem de células AN-27 é oriunda de células derivadas de tecido
epitelial de prepudcio humano, que se encontra no Banco de Células do Laboratorio de
Cultura de Tecidos do Instituto Evandro Chagas. Estas células foram cultivadas a
partir da passagem #10, em garrafas de cultura celular de 25 cm?, utilizando meio F-
10 (GIBCO), suplementado com 20% de soro bovino fetal (GIBCO). As culturas foram
mantidas a 37°C, em atmosfera constituida de 95% de ar ambiental e 5% de CO?,
trocando-se o0 meio de dois em dois dias. Com aproximadamente uma semana, as
células presentes na garrafa foram retiradas utilizando-se Tripsina—EDTA (0,025%)
(SIGMA), e divididas em novas garrafas a fim de se obter o nimero necessério para

execucao dos experimentos.

I1.2 Tratamento das Culturas

[1.2.1 Exposicdo ao Mercurio

Apos o crescimento, foram realizadas as exposi¢des das culturas celulares
ao mercurio por um periodo de 30 minutos. Depois da exposicéo, estas foram lavadas
com tampéo HANK'S (GIBCO) e as células utilizadas no teste de micronucleo foram
mantidas em Citocalasina B (8ug/ml) (GIBCO) por 30 horas para induzir a formacgéo
de células binucleadas. Ja as células destinadas para o ensaio cometa, foram colhidas

com a agéo da tripsina.

Utilizou-se uma solucéo de 5 uM de Metil Mercurio [CH3sHg]* em meio F-10,

pH ajustado para 7.4, segundo metodologia de Amoli (2011).

O controle foi tratado com o meio F-10, sem adicdo de nenhuma substancia

genotoxica.



[1.3 Teste de Viabilidade celular por MTT

Para a identificacdo da toxicidade do metil mercuario, as culturas foram
plagueadas em uma placa de 24 pocos e expostas a diferentes concentragdes (1, 3,
10, 30 e 100 uM) de metil mercurio por 30 minutos e em seguida foram lavadas com
HANK'S e na sequéncia a placa foi incubada por 2 horas com o MTT ( 4,5
dimethylthiazol-3,5-diphenyltetrazolium, 0.5 mg/ml, LIFE TEHCNOLOGIES), a 37°C e
revelada com DMSO ((CH3)2S0O, DINAMICA), a absorbancia dos pogos foi medida
em um comprimento de onda de 560 nm, a viabilidade foi mensurada a partir da
porcentagem da média dos pocos de cada concentracdo e comparados com 0 grupo

controle.

I1.4 Teste do Micronucleo

Para a colheita das células, o conteudo das garrafas (meio + soro) foi
transferido para tubos de centrifuga e reservado. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com 5 mL de HANK'S e soltas da parede da garrafa, utilizando-
se 800 ul de Tripsina—EDTA (0,025%). O conteudo das garrafas foi reservado e as
células em suspensao foram homogeneizados e transferidos para tubos de centrifuga.
A suspenséo celular foi centrifugada por 10 minutos a 1000 rpm e o0 sobrenadante
resultante descartado, reservando-se apenas o0 pellet, e posteriormente foram
adicionados 3,5 mL de KCI (0,075M), e apds 30 segundos, foram adicionados 3 ml de
fixador Carnoy (3 metanol:1 acido acético). O material foi homogeneizado e
novamente centrifugado por 10 minutos a 1000 RPM para lavagem. Esse
procedimento foi repetido por mais duas vezes. Apos a Ultima lavagem o
sobrenadante foi novamente desprezado, deixando-se cerca de 2 ml para suspenséao

do pellet e preparo das laminas.

Foram preparadas doze laminas para cada tratamento, e contabilizadas
500 células por lamina, totalizando 6.000 células por tratamento. A analise seguiu 0s
critérios utilizados por Salvadori (2003), em que séo selecionadas células binucleadas
com delimitagBes nucleares e citoplasmaticas intactas e ndo sobrepostas, além de
considerar o tamanho, o padréo e a intensidade de coloracdo dos nucleos. O MN

presente deve ter padrdo de coloracdo semelhante ao do nucleo principal, ndo
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apresentar refringéncia e ter um tamanho entre 1/16 a 1/3 do nucleo da célula. A

analise dos resultados foi realizada pelo teste estatistico Teste T (p<0,05).

1.5 Ensaio Cometa

A montagem das laminas foi realizada seguindo-se o protocolo descrito por
Singh et al. (1988), com algumas modificacbes. As laminas foram cobertas com
agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) (SIGMA). Foi adicionada uma mistura de 20
Ml de suspensado celular e 120 uyl de agarose low melting (0,75%) (SIGMA),
posteriormente cobertas com laminula e levadas para a geladeira (4°C) por 20
minutos. Em seguidas, foram armazenadas em uma cuba escura contendo solucao
de lise (1% Triton X-100, 10% DMSO, 2.5MNacCl, 100 mMEDTA, 10 mM Tris-HCI, pH
10), por no minimo, 12 horas. Apés a lise, foram dispostas em uma cuba para
eletroforese com uma solugdo gelada e recém-preparada de eletroforese (300
mMNaOH, 1 mMEDTA, pH 13) ficando em repouso por 20 minutos, para desnaturacao
do DNA. Uma corrente elétrica de 300 mA e 20V foi aplicada a cuba por mais 20
minutos, e apds a corrida, as laminas foram neutralizadas com 5mL de solugéo
tampd&o neutralizadora com pH 7,5 de Tris 0,4 M (SIGMA), em trés séries de 5 minutos
cada. Em seguida, foram lavadas com agua destilada, postas para secar e fixadas
com alcool etilico absoluto (MERCK) por 10 minutos. As laminas foram coradas com
DAPI e antifade (LIFE TEHCNOLOGIES). Foram analisados 300 nucledides por
tratamento, por microscopia de fluorescéncia em aumento de 400 vezes, classificados
com o auxilio do Programa Komet 6.0, (Sistema Andor-Citogem), considerando os
parametros porcentagem de DNA fragmentado presente no rastro (cauda) e o
percentual de DNA integro no nucledide (cabeca). Os resultados foram analisados por

meio do teste estatistico Teste T (p<0,05).
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. RESULTADOS
[ll.1 Teste de Viabilidade celular por MTT

As células expostas as concentracdes crescentes de metil mercurio (1, 3,
10, 30 e 100 pM) mostraram uma reducéo na viabilidade celular, a partir da letalidade
por efeito, em relacdo ao controle (Figura 4), a concentracdo escolhida de 5 puM foi

baseada neste resultado, onde esta concentracéo de efeito se refere a LCos.

120

100 L é

80

60

40

20

Vlabilidade celular (% do controle)

Controle 1uM 3uM 10 uM 30 uM 100 uM

Figura 4. Viabilidade celular apds a exposi¢cao ao metil mercurio.

I11.2 Teste do Micronucleo

Diversas alteracdes foram encontradas relacionadas com danos no
material genético, como a presenca de micronucleos, apoptoses, pontes e brotos,
imagens representativas das alteracées encontradas nos diferentes tratamentos sao

demonstradas na figura 5.

A tabela 1 mostra as frequéncias de todas as alteracdes encontradas, o
namero de células em apoptose foi estatisticamente significantivo em relacéo ao grupo
nao tratado (F=239,6 e p<0,01). Ndo foram encontradas células em necrose em
ambos os grupos, assim ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos (F=-11

e p=1).
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Figura 5. Fotomicrografia demonstrando as alteracdes observadas pelo teste do
micronucleo. (A) Célula binucleada, (B) Célula com um microndcleo, (C) Célula em
apoptose, (D) Célula em necrose, (E) Célula com ponte e (F) Célula com broto,
aumento de 1000x.

Tabela 1. Frequéncia de alteragbes encontradas nos tratamentos, *p <0,05.

Apoptose Necrose Micronlucleo Ponte Broto
Controle | 53 0 212 246 263
Metil mercario \ 150* 0 1215* 675* 688*

O numero de células que apresentaram micronucleos foi estatisticamente
significantivo em relacdo ao grupo controle (F= 241,7 e p<0,05). As células que
apresentaram pontes intranucleares foram mais frequentes no tratamento de metil
mercurio do que no controle (66,5 e p<0,01) A frequéncia de células com broto
também foram mais frequentes ndo grupo tratado com metil mercurio (F= 37,7 e
p<0,01).
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I11.3 Ensaio Cometa

Foram detectadas quebras no DNA, evidenciadas pela formacao de caudas

no tratamento de metil mercurio, abaixo segue uma imagem representativa de

nucledides encontrados de em tratamento (Figura 5)

A

Figura 6. Nucleodides encontrados nos grupos. (A) Controle, (B) Metil Mercurio,

aumento de 400x.

A figura 7 mostra os dados percentuais relacionados ao DNA integro na
cabeca dos nucledides, que corresponde a quantidade de DNA nao lesada,

observando-se a seguinte relacdo de acordo com o DNA integro.

Controle > Metil mercudrio
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Figura 7. Porcentagem de DNA integro nos tratamentos, *p< 0,05, Grau de

liberdade= 335, desvio padrao de 4,5 para o controle e 16,8 para MeHg

A figura 8 mostra os dados percentuais relacionados ao DNA danificado dos

nucledides, originada pelas quebras no DNA, observando-se a seguinte relacao:

Metil mercdrio > Controle

~
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2 40
o
€
& 30
iy
<ZE 20
o
10 3.46
0 [ ]
Controle Metil Mercurio

Gréfico 3. Porcentagem de DNA danificado nos tratamentos, *p< 0,05, Grau de

liberdade= 335, desvio padrao de 4,5 para o controle e 16,8 para MeHg.
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IV. DISCUSSAO

O mercario € um poluente global que afeta ecossistemas e ao homem, a
exposicao ao metil mercurio resulta em efeitos devastadores ja descritos na literatura,
onde o mais conhecido foi o desastre de Minamata (Ha et al, 2016). Avaliar os efeitos
relacionados com a exposi¢cdo ao metil mercurio contribuem na compreensdo dos
mecanismos de toxicidade e podem auxiliar no desenvolvimento de mais pesquisas
em monitoramentos ambientais. O potencial genotoxico do metil mercurio foi avaliado
por meio de duas técnicas de avaliacdo citotoxica e genotOxica, importantes

ferramentas utilizadas na definicdo de efeitos mutagénicos.

A utilizac&o de uma cultura celular primaria de fibroblastos se mostrou viavel
em comparacao a linhagens comerciais, pois € um tecido de origem humana de facil

obtencao e pode ser utilizada como um referencial normal ndo comercial.

A importancia de se avaliar efeitos em uma dose sub letal é referente aos
seguintes questionamentos; se com uma alta taxa de células vivas, serd que estas
células viaveis ndo sofreram alguma alteracdo diferente de morte celular? Quais

seriam estes danos? Tais danos sao permanentes ou podem ser corrigidos?

A partir dos dados obtidos pelo teste do micronucleo o tratamento com o
metil mercurio parece causar um retardo no ciclo celular e consequentemente,
aumento no numero de anormalidades celulares como pontes e brotos. Ao verificar o
namero de células com microndcleos, os altos valores podem ser justificados pela
maior frequéncia de aneuploidias nas células (Sales & Guimaraes, 2012). O metil
mercurio possui a capacidade teratogénica e um dos mecanismos afetados seria a via
de pentose fosfato, responsavel pela regulacdo da ribose para a sintese do DNA, uma
modificacdo nessa via poderia resultar em células com micronucleos, brotos e ponte.
O trabalho de Amoli et al (2011) demonstra a modificacdo nesta via resultante da
exposi¢cdo ao metil mercario em uma cultura de fibroblastos de feto humano, onde a
cultura sofre uma reducdo na proliferacdo celular em concentracfes crescentes de
metil mercurio (1, 10 e 100 uM). Ao comparar os efeitos resultantes da exposicdo em
ambos trabalhos, fica evidente que mesmo em uma baixa dose e em uma exposi¢ao

de curto prazo, os efeitos citotoxicos sdo semelhantes ao de uma exposicao por
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periodo maior. O trabalho de Zimmermann et al (2016) utiliza um curto periodo de
exposi¢cdo, semelhante a este trabalho, onde a justificativa seria baseada na cinética

e entrada dos compostos mercuriais.

Com uma modificagdo no ciclo celular, o grupo sulfidrila das tubulinas
celulares ndo funciona corretamente, o que pode justificar a presenca de pontes e
brotos no tratamento, resultado de uma modificacdo no ciclo celular. Em um trabalho
realizado por Nersesyan et al (2016), foi demonstrado que em uma baixa
concentragcdo de metil mercurio semelhante a utilizada neste trabalho, a frequéncia de
micronucleos foi significante em linfécitos humanos. Isso aconteceria porque o metil
mercurio interage com o DNA, resultando em modificacdes na estrutura do DNA, e
consequentemente causam quebras na molécula de DNA, produzindo os

micronucleos (Berlin et al, 2015).

A taxa de células em apoptose encontradas no tratamento na exposicao ao
metil mercurio pode ser justificada pelo aumento da caspase-3, importante proteina
ligada a morte celular programada. O trabalho de Watanabe et al (2013) mostrou que
em uma exposi¢ao de 3 a 12 horas em C6 com uma concentragao de 1 pM de metil
mercurio resultou em um aumento na atividade da caspase-3 e uma redu¢do em uma

proteina do grupo de proteinas anti-apoptética.

O trabalho de Petroni et al (2011) mostrou que concentracdes baixas (50 e
100 nM) de metil mercario em uma linhagem de neuroblastoma (SH-SY5Y) expostas
por 24 e 48 horas, estas concentracdes causaram estresse oxidativo, mostrando um
efeito genotoéxico celular, com um aumento das espécies reativas de oxigénio e uma
inducao de quebras ao DNA (Crespo-Lopez et al, 2009).0 trabalho de Ynalvez (2016)
relata o potencial toxico do mercurio, onde este atua como um potente indutor de
estresse oxidativo, resultante de interagbes que resultam na inativagédo de enzimas
importantes na reducdo de espécies reativas de oxigénio. O metil mercurio induz a
atividade do oxido nitrico, que resulta na oxidacao de biomoléculas (Costa-Malaquias
2014). Assim, é possivel que a alta porcentagem de DNA danificado observado nas
células tratadas com metil mercurio seja decorrente destes mecanismos de acao. Tal
caracteristica do metil mercario pode justificar o aumento no tamanho da cauda

encontrado nos nucléolos em relagcdo ao grupo néo tratado.
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Os resultados relacionados com o teste do micronucleo apos a exposi¢cao
ao metil mercurio sdo permanentes, tais resultados revelam que apesar da dose
utilizada induzir uma leve reducdo na viabilidade celular o metal interage com o
genoma de forma semelhante a concentracfes maiores e resulta em modificacdes
gue podem ser desde uma perda de um bragco cromossOémico ou um cromossomo
inteiro a uma amplificagdo. As quebras visualizadas pelo ensaio do cometa s&o
passiveis de correcdo pelo sistema de reparo celular. As mudancas na fisiologia
celular pos exposicéo da linhagem celular utilizada permanecem incertos, a utilizacao

de outros testes se torna imprescindivel.

V. CONCLUSOES

A exposicdo ao metil mercurio em uma dose sub letal por um curto periodo
de exposicdo em uma linhagem primaria de fibroblastos se mostrou semelhante aos
resultados a uma exposicéo por periodos maiores e em outras linhagens celulares, os
resultados dos testes aplicados corroboram com os demais trabalhos. A aplicacdo de
testes que avaliam o potencial citotoxico e genotdéxico se mostram confiaveis na
determinam deste potencial em metais pesados, todavia se faz necessaria a utilizacao
de uma gama maior de ferramentas de estudos mutagénicos, afim de cada vez mais

elucidar o perfil toxicos destes metais pesados.
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