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RESUMO

O merctrio é considerado um metaltéxicocom concentragdes relativamente altas nos corpos d“dgua da Bacia
Amazdnica. Quando disponivel no meio aqudtico, este metal se biotransforma em metilmercirio (MeHg) e
torna-se ainda mais toxico para os organismos aqudticos, sofrendo bioacumulacio e biomagnificacdo, atingindo
a populac@o humana especialmente por consumo de peixe contaminado. Pouco se sabe sobre alteracdes causadas
por esse composto em tecidos de peixes. Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar alteracdes celulares
causadas pela exposi¢do ao MeHgin vitro em culturas primdrias de células branquiais de Astyanaxmexicanus.
Ascélulasforam expostas a diferentes concentracdes de MeHg(0,5,1,25, 2,5, 3,5 e 5 uM), e posteriormente
submetidas a testes de viabilidade celulare metabolismo celular. Os resultados demonstraram que nao houve
alteracdes nesses parametrosapos a exposi¢cdo as concentragdes 0,5, 1,25 e 2,5 uM. Na concentracdo de 3,5 uM
as andlises demonstraram umaqueda significativa do nimero de células vidveis e de atividade metabdlica, sendo
que em 5SuM foi observado 100% de morte celular. Esses resultados confirmam o poder desse metal em se
acumular na cadeia alimentar, sem aparentemente causar grandes alteracdes em doses subletais, e assim
potencializando sua ingestdo pelo homem, causando diversas altera¢des clinicas ja bem documentadas na
ciéncia.

Palavras-chave:Citotoxicidade; MTT; Viabilidade celular.

INTRODUCAO
A toxicologia define-se como o ramo da ciéncia que compreende os efeitos adversos
dos agentes quimicos e fisicos em organismos vivos. Os testes de toxicidade mostram-se de

suma relevancia ao analisar o potencial de risco ambiental, sobretudo, ao considerar-se que
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somente as andlises quimicas tradicionalmente realizadas ndo sdo capazes de abranger os

efeitos dessas substancias sobre sistemas bioldgicos (COSTA et al., 2008).

Na Amazodnia, um dos principais poluentes encontrados no ambiente aquético é o
mercurio. O mercurio € considerado altamente téxico e detém propriedades bioacumulativas e
de biomagnificacdo, fomentando numerosos estudos direcionados a sua distribuicio no meio
aqudtico. E também no meio aquético que este metal é biotransformadoem metilmerciirio
(MeHg), suaespécie quimica de maior toxicidade para os organismos vivos e também mais
frequente em incidentes por contaminacdo ambiental (JAISHANKAR, 2014; HONG; KIM;
LEE, 2012).

Apesar de sua conhecida toxicidade para organismos aquaticos, pouco se sabe sobre as
alteracOes causadas pelo MeHg a nivel celular em organismos que representam a principal
rota de contaminacdo humana por ingestdo: os peixes(OKPALA et al., 2017).Estudos da acdo
de doses subletais de MeHg em organismos aquaticos auxiliardo no melhor entendimento do

processo de suabioacumulacdo e biomagnificac@o na biota aquatica.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo fazer uma anélise toxicoldgica de
célulasbranquiais de peixes a exposicdo a diferentes concentracoes de MeHgin vitro. Para
isso, foram utilizadas culturas primdrias branquias da espécieAstyanaxmexicanus,espécie com
amplo destaque em estudos com enfoque na genética evolutiva e distribuido comercialmente
como espécie ornamental (FAO, 2018). Ja as branquias sdo consideradas orgdos-alvo para
estudos ecotoxicoldgicos em vertebrados aquaticos (excluindo-se mamiferos) e invertebrados,
uma vez que sao responsaveis por funcgdes fisioldgicas vitais nestes organismos, além de estar
em contato direto com o meio aqudtico e assim, com toda contaminacdo nela encontrada

(GIULIO; NEWMAN, 2012).

METODOLOGIA

Cultivo Celular: Biopsias foram coletadas no Laboratério de Genética Evolutiva
(UEPG), conforme metodologia aprovada pela autorizag¢io 04509/08 do Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa, e enviados ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos e Citogenética do Instituto Evandro Chagas para estabelecimento de
culturas primdrias. As células foram dissociadas enzimaticamente e cultivadas em garrafas de
cultura celular usando meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal. As culturas

foram mantidas a 27°C.
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Exposicdo ao Metilmercirio: Cultura primdria de células branquiais de A.
mexicanusforam semeadas em placas de cultivo celular, e apds sua aderéncia (~24h) foram
iniciadas as exposicdes ao MeHg nas concentracdes de 0,5, 1,25, 2,5, 3 e 5 uM. Apds 24h de

exposicao, as células foram analisadas nas metodologias descritas posteriormente.

Viabilidade celular: Estimou-se o ndmero de c€lulas vidveis e ndo viaveis com o uso
do corante azul de Trypannas diferentes concentracdes deMeHg. Os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem.

Metabolismo Celular: Apds 24 horas de exposi¢do ao MeHg, o meio de exposi¢ado foi
retirado e adicionou-se uma solu¢gdo contendo MTT (4,5 dimethylthiazol-3,5-
diphenyltetrazolium), incubando-se posteriormente por 2 horas, a 27°C. Ao final da
incubacdo, o MTT foi retirado e o DMSO adicionado afim de diluir os cristais de formazan
formados na reacdo. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos

em porcentagem.

Andlise Estatistica: Os dados foram expressos em média = desvio padrdo. As
comparacdes entre grupos experimentais nas andlises de metabolismo e viabilidade celular
foram realizados através da ANOVA de uma via, respeitando-se os pressupostos de

normalidade e considerando nivel de significancia em 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade celular analisada pelo método doAzul de Trypan demonstra que a
toxicidade do metilmercirio ocorreu a partir da concentragdo de 3,5 uM, com diminui¢do
significativa na porcentagem de células vidveis (62,1 £ 5.1%) em relac@o ao controle (100%).
Nos tratamentos de 0,5, 1,25 e 2,5 uM os valores de viabilidade celular (96,4 + 2,8, 96,6 +
1,2, 93,8 + 3,0) ndo diferem do controle (94,3 + 1,5). Por fim, a exposi¢cdo ao MeHg na
concentracdo de SuM foi extremamente toxica,causando morte das células (Figura 1). Através
desses resultados, foi possivel calcular a LC50 (concentracdo letal para 50% da populagao)

através do método de Probitos, resultando em um valor de 3,29 uM MeHg.

Os resultados encontrados por Filipak Netoet al. (2008) indicam uma diminui¢do na
viabilidade celular de hepatdcitos da traira (Hopliasmalabaricus)apds exposicdo ao MeHg
(90,0)na concentragdaode 0,25uM, apresentando-se estatisticamente significante (77,0) a partir

de 2,5 uM, valor superior ao observadono decaimento de viabilidade para A. mexicanus(93,8
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+ 3,0) na mesma concentragdo de 2,5 uM. Portanto, em fun¢do da morte celular e da
concentracdo da exposi¢cdo, constata-se que suas células branquiais de A. mexicanus, nestas

condic¢des, apresentam menor sensibilidade ao MeHgque a células de tecido hepatico.

A andlise de metabolismo celular (teste de MTT) demonstrou suadiminui¢io
significativa na concentracdo de 3,5uM MeHg (47,2 + 14,9%). No restante dos grupos
testados (0,5, 1,25 e 2,5 uM), os valores de metabolismo celular (123,6 + 15,2, 106,9 + 8,1,
108,7 + 3,8%, respectivamente) ndo foram diferentes significativamente do controle (99,9 +
3,7%; Figura 1).

Figura 1. Toxicidade e metabolismo celular da cultura primdria branquial de A. mexicanusexpostas a diferentes

concentracdes de MeHg. Letras maitsculas e mindsculas diferem com relacdo as andlises. Letras diferentes
representam diferencga estatistica entre os grupos. Dados expressos em média + desvio padrao.

160
B Toxicidade celular
— A 0 Metabolismo celular
F M0 I
@
5 120 4 A A
8 A T T
o ] T a a a
£ 100 a
o
[=]
8 80
@ b
E B
o 601
L
-
T 401
o
8
204
0 T
0.00 0.50 1.25 250 350

Concentragio de MeHg (uM)

De acordo com o index calculado através da razdo entre o metabolismo celular e
viabilidade celular, a cultura primdria de A. mexicanusmanteve-se inalterada em fun¢ao dos
aumentos das concentracoes de MeHg(Figura 2). Lee et al. (2012), ao abordar andlises
histolégicas de branquias de duas espécies de peixes expostas a MeHg (0, 25, 50, 100 mg/kg
de dieta por 8 semanas), observaram a formacao de lesdes branquiais a partir da concentracdo
de 50 mg/kg as quais podem interferir em sua eficiéncia metabdlica, aumentando sua
demanda energética do organismo.

Figura 2. Index proveniente da razdo entre o metabolismo celular e viabilidade celular em cultura primdria

branquial de A. mexicanus exposta ao MeHg. Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica. Valores
expressos em média + desvio padrio.
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CONCLUSOES

O fato das andlises de viabilidade e metabolismo celular demonstrarem que a
exposicdo ao MeHg induziu efeitos citotoxicos nas células branquiais deA. mexicanusa
somente a partir de concentracdes de 3,5 pM confirmam a capacidade de bioacumulacao
desse composto na cadeia alimentar quando os organismos sdo expostos a doses subletais, e
potencializando sua ingestdo pelo homem, no qual causadiversas alteragdes ja bem
documentadas pela ciéncia.Andlises preliminares demonstram que essa toxicidade é causada
quando hd um aumento intracelular de mercurio, indicando a importancia da andlise da
concentracdo desse poluente em organismos utilizados pela populacdo na alimenta¢do, em

areas com conhecida polui¢dao por MeHg.
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