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RESUMO 

 

Metal com características ímpares e de ampla utilização, o mercúrio tornou-se uma 

preocupação mundial a partir do momento em que seus riscos ao meio ambiente e à 

saúde humana foram compreendidos. Valores de referência para concentração 

plasmática foram estabelecidos, mas há estudos que demonstram a ocorrência de 

efeitos prejudiciais do metal, mesmo em concentrações próximas ou abaixo dos 

valores considerados seguros. Para melhor compreender os efeitos do mercúrio sob 

a fisiologia dos diversos sistemas biológicos, ensaios crônicos têm sido 

desenvolvidos em modelos para simular a intoxicação humana. Os resultados 

desses estudos têm esclarecido pontos das vias metabólicas que direta ou 

indiretamente participam da transformação, acumulação ou excreção do mercúrio. 

Mesmo com esses avanços, ainda há poucos estudos de genotoxicidade associados 

a modelos crônicos com baixas dosagens de intoxicação pelo metal. Dessa forma, o 

objetivo deste trabalho foi verificar a ocorrência e identificar os tipos de aberrações 

cromossômicas (AC) em um modelo de exposição de ratos Wistar fêmeas ao cloreto 

de mercúrio (HgCl2) durante 15 e 30 dias. Outro objetivo foi registrar possíveis 

variações em parâmetros hemodinâmicos. Os animais foram divididos em três 

grandes grupos, sendo um controle negativo, um controle positivo e um tratamento 

com mercúrio. Após anestesia, registros hemodinâmicos indicaram a ausência de 

variação na pressão arterial e na frequência cardíaca dos animais tratados com 

HgCl2. Com a utilização de citogenética clássica foi possível observar a presença de 

aberrações do tipo quebra e gap nas amostras de medula óssea dos animais 

tratados por 15 dias e 30 dias. Foram registrados a frequência absoluta de 

aberrações cromossômicas (FCAA), os totais de gaps e quebras (TG e TQ) e os 

totais de cromossomos com gaps e quebras (CG e CQ). De todos os resultados, 

somente as amostras de 30 dias apresentaram diferença estatisticamente 

perceptível para todos os parâmetros citogenéticos avaliados, quando comparadas 

com o controle negativo. Duas vias metabólicas que sofrem influência direta do 

mercúrio podem estar relacionadas aos resultados obtidos. A primeira é a via em 

que atua a enzima dUTPase, que quando desbalanceada provoca a  fragilização da 

fita de DNA. A outra é a via da Glutationa, a qual está relacionada ao controle dos 

níveis de radicais livres, e cujo desequilíbrio aumenta a produção de espécies 



 
 

reativas de oxigênio levando ao estresse oxidativo. Com base nos resultados 

obtidos, concluiu-se que a baixa concentração de mercúrio utilizada no modelo de 

exposição crônico foi genotóxica, clastogênica e potencialmente mutagênica para as 

células de medula óssea de ratos Wistar fêmeas tratadas pelo período de 30 dias. 

 

Palavras-chave: Aberrações cromossômicas; Medula óssea; Pressão arterial; 

Citogenética; Clastogenicidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

Metal with unique characteristics and wide use, mercury became a global concern 

from the moment that its environmental and human health risks were known. 

Reference values for plasma concentrations were established, but studies have 

shown the occurrence of adverse effects of the metal, even at near, or below, 

considered safe concentration levels. To better understand the effects of mercury on 

the physiology of various biological systems, chronic tests have been developed in 

models to simulate human poisoning. The results of these studies have clarified 

points of metabolic pathways that directly or indirectly participate in the 

transformation, accumulation or excretion of mercury. Even with these advances, 

there are few studies of genotoxicity associated with chronic models of metal 

intoxication. We began a study to verify the occurrence and to identify the types of 

chromosomal aberrations (CA) in a model of exposure of Wistar rats to mercuric 

chloride (HgCl2) for 15 and 30 days. Another purpose was to record possible 

changes in hemodynamic parameters. The animals were divided into three groups, 

negative control, positive control and a treatment with mercury. After anesthesia, 

records from arterial pressure showed no change in arterial pressure and heart rate 

of the animals treated with HgCl2. Classical cytogenetic alowed to observe the 

presence of aberrations such as breakage and gap, both in bone marrow samples 

from animals treated for 15 days and 30 days. The absolute frequency of 

chromosomal aberrations (AFCA) the total gaps and breaks (TG and TB) and total 

chromosomes with gaps and breaks (CG and CB) was recorded. From all results, 

only samples of 30 days showed statistically noticeable difference for all evaluated 

citogenetic parameters when compared with the negative control. Two metabolic 

pathways that suffer direct influence of mercury may be related to the results 

obtained. The first is the way in which acts the dUTPase enzyme that, when 

unbalanced, makes DNA strand breakable. The other one is the Glutathione 

pathway, which is related to the control of the levels of free radicals, and whose 

imbalance increases the production of reactive oxygen species, leading to oxidative 

stress. Based on these results, it was concluded that the low concentration of 

mercury used in the chronic exposure model was genotoxic, clastogenic and 



 
 

potentially mutagenic to cells of bone marrow from female Wistar rats treated for 30 

days. 

 

 

Keywords: Chromosomal aberrations; Bone marrow; Arterial pressure; 

Cytogenetics; Clastogenicity; 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 METAL TÓXICO 

 

O mercúrio se apresenta em diversas formas químicas, dentre elas o mercúrio 

elementar ou metálico, os compostos inorgânicos, ou ainda formando compostos 

orgânicos. A contaminação por mercúrio é resultante da liberação/ descarte de 

mercúrio metálico e seus derivados no meio ambiente. No sedimento de 

ecossistemas aquáticos, os microrganismos promovem a oxidação das formas 

inorgânicas a metil e dimetilmercúrio (Betti et al., 1992; UNEP/WHO, 1995).  

A forma com maior potencial tóxico aos seres vivos é o metilmercúrio ([CH3Hg]+), o 

qual facilmente se difunde pela cadeia alimentar, atingindo os seres humanos por 

meio da ingestão de alimentos oriundos de áreas contaminadas (Krishnani & 

Ayyappan, 2006; Mergler et al., 2007; Selin et al., 2010  ). Diversos estudos em 

humanos e em outros animais têm relatado os efeitos adversos da exposição ao 

mercúrio, no que se refere a alterações na fisiologia cardiovascular (Wiggers, 2008; 

Peçanha, 2009; Furieri, 2011), renal (El-Shenawy & Hassan, 2008), no 

funcionamento do sistema nervoso (Kurland et al., 1960; Matsumoto et al., 1965) e 

sobre a divisão celular (Silva-Pereira et al., 2005). 

 

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Radicais livres são produzidos por processos fisiológicos naturais e continuamente 

atuam como mediadores, transferindo elétrons em reações bioquímicas. Quando 

produzidos em quantidades adequadas, os radicais possibilitam, por exemplo, a 

geração das unidades de energia (ATP), a fertilização de óvulos e a ativação de 

genes (Barbosa et al., 2010), sendo,  portanto, elementos importantes para a 
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manutenção da homeostasia. Contudo, a produção anormal dessas espécies 

químicas é alvo de preocupação, já que o aumento na produção de radicais livres 

caracteriza a manifestação de doenças humanas, tais com câncer e doenças 

cardiovasculares (Jacob & Burry, 1996). 

A periculosidade do mercúrio também se relaciona ao fato de ele possuir grande 

afinidade pelos grupos sulfidrila (-SH), ácido alfa lipóico (AAL) e glutationa (GSH), 

que são responsáveis por cerca de 10-50% da capacidade antioxidante das 

proteínas plasmáticas. O mercúrio substitui o zinco, cobre e outros metais-traço em 

ligações com metaloproteínas, o que reduz a efetividade das metaloenzimas. Além 

disso, provoca disfunções mitocondriais diminuindo, por um lado, a produção de 

ATP e glutationa reduzida, e, em contrapartida, aumentando a peroxidação lipídica. 

Em suma, o mercúrio reduz a disponibilidade de antioxidantes, o que diminui a 

defesa celular ao ataque de radicais livres e, por consequência, aumenta o estresse 

oxidativo (Houston, 2007; 2011). 

 

1.3 GENOTOXICIDADE E CLASTOGENICIDADE 

 

A inespecificidade é uma das características da genética toxicológica, no que diz 

respeito ao estudo de um determinado efeito adverso à saúde. Isso, porque avalia 

efeitos genotóxicos em potencial, por serem considerados elementos precursores de 

alterações graves que culminem, por exemplo, em câncer (Ribeiro & Marques, 

2003). A genotoxicidade, então, trata-se da capacidade que um agente físico, 

químico ou biológico tem de alterar a estrutura do DNA, ou de uma forma simplista, 

é a toxicidade manifestada no material genético celular (Sorsa, 2011). Aqueles com 

capacidade de promover quebra ou perda de cromossomo são denominados 

clastogênicos (Tucker & Preston, 1996), e há elevado grau de associação entre as 

respostas positivas encontradas nos testes de toxicidade genética e a 

carcinogenicidade, tanto em roedores quanto no homem (Ribeiro & Marques, 2003).   
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Segundo Houston (2007), diversos estudos têm demonstrado que o mercúrio gera 

radicais de oxigênio. O aumento na quantidade de estudos dessa natureza permite 

evidenciar que metais tóxicos e carcinogênicos são capazes de interagir com 

proteínas nucleares e DNA, causando dano oxidativo em macromoléculas 

biológicas.  

A formação de nucleobases (produtos típicos, resultantes de ataque dos radicais de 

oxigênio ao DNA) nas células animais cultivadas em meio contendo metais 

carcinogênicos, é uma forte evidência que sustenta a hipótese da natureza oxidativa 

do dano genotóxico (Valko et al., 2005). Estudos mais específicos demonstraram 

que metais, dentre eles o mercúrio, produzem radicais reativos, que danificam o 

DNA, causam peroxidação lipídica e alterações nas proteínas, ligando-se a os 

grupos sulfidrila nelas presentes (Chen et al., 2005). 

Outros estudos indicam que o dano oxidativo ao DNA contribui ativamente para a 

formação da placa de ateroma (Andreassi, 2003; Weakley et al., 2010). Há ainda o 

fato de que a identificação de poliploidias, anomalias cromossômicas e mutações, 

auxilia na compreensão de como lesões no material genético celular podem 

contribuir para o desenvolvimento de doenças graves como a Colaginite 

Esclerosante Primária (DeHaan et al., 2007) e prejuízos bioquímicos severos (Reeve 

et al., 2008). Rotineiramente, testes de toxicidade genética têm sido utilizados para 

avaliar o espectro toxicológico de compostos químicos e medicamentos (Ribeiro & 

Marques, 2003).  

No que diz respeito à influência do mercúrio na dinâmica celular, estudos têm 

alertado sobre o seu potencial genotóxico e mutagênico na forma de diferentes 

compostos, como amálgamas dentárias (Akiyama et al., 2001), o metil e o 

etilmercúrio  (Popescu et al., 1979; Amorim et al., 2000), e o cloreto de mercúrio 

(Shurz et al., 2000), os quais conhecidamente promovem alterações citogenéticas, 

como aberrações cromossômicas, formação de micronúcleo e excisão de cromátides 

irmãs (Silva-Pereira et al., 2005). 
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Apesar dos grandes avanços e descobertas sobre os mecanismos de ação deste 

metal no organismo de mamíferos, nota-se ainda o uso de doses elevadas nos 

tratamentos (0,5 mg/kg nos estudos in vivo de El-Shenawy e Hassan, 2008; 50 mM 

nos estudos in vivo de Shurz et al., 2000 e  de 0,1 a 1000µg/l nos estudos in vitro de 

Silva-Pereira et al., 2005), ainda que sejam consideradas, por alguns desses 

autores, doses baixas.  

 

1.4 ABERRAÇÕES CROMOSSÔMICAS 

 

Qualquer agente mutagênico é capaz de promover lesões no DNA celular, as quais 

são reparadas por diversas vias, como por exemplo, a excisão de nucleotídeos, o 

mecanismo de reparo por excisão de base, a junção de extremidades não 

homólogas, a reparação por recombinação homóloga e o reparo de pontes cruzadas 

(Natajaran & Palitti, 2008). Quando uma gama de modificações sem reparo no DNA 

se acumula e torna-se visível ao microscópio, recebe a denominação Aberração 

Cromossômica (AC) (Obe et al., 2002).  

Savage discorre sobre a „Teoria Molecular‟ em seu trabalho de 1998. O autor afirma 

que a interpretação das aberrações cromossômicas tomou uma abordagem mais 

molecular, devido ao avanço dos estudos e a maior compreensão sobre a 

complexidade da arquitetura intranuclear. A integridade do DNA cromossômico e a 

grande quantidade de mecanismos associados à sua manutenção e/ou reparo, 

permitem inferir que a quebra em uma única fita (do inglês Single Strand Break) 

pode se tornar um gatilho para a propagação de uma lesão.  

Pontos suscetíveis a quebras (do inglês Breakpoints) não são distribuídos de forma 

aleatória nos cromossomos, eles ocorrem com maior frequência em regiões de 

cromatina ativa. Regiões eucromáticas como o telômero e regiões repetitivas 

intersticiais, também desempenham papel fundamental na formação de AC. Trocas 

simétricas entre cromátides homólogas e aberrações crípticas em regiões 

subteloméricas são constantes e estão associadas a anormalidades humanas 

congênitas (Obe et al., 2002). 
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Grandes alterações cromossômicas e a maior parte das mutações espontâneas em 

células somáticas de mamíferos estão associadas ao câncer. Algumas aberrações 

específicas, manifestadas após a exposição a agentes cancerígenos, tendem a 

encurtar o caminho que leva ao início da doença (Bailey & Bedford, 2006).  Em 

células cancerosas as taxas de instabilidade cromossômica, avaliadas por meio de 

ganho/perda de cromossomos inteiros ou segmentos cromossômicos, são elevadas 

e podem causar desequilíbrio na expressão gênica (Gollin, 2005). 

As aberrações cromossômicas numéricas e estruturais são importantes 

biomarcadores de exposição a agentes nocivos ao DNA. Tais anormalidades têm 

sido associadas a neoplasias, anomalias congênitas (frequência de 0,6% de 

aberrações cromossômicas, no total de nascidos vivos) e abortos espontâneos 

(Natarajan, 2002; Obe et al., 2013). 

Estudos de prospecção indicam que há correlação entre a manifestação do câncer e 

o aumento na frequência de aberrações espontâneas em linfócitos periféricos. Esses 

dados conferem ao ensaio de AC em linfócitos de sangue periférico sensibilidade 

suficiente para que seja aplicado nos casos em que há suspeita de exposição a 

agente genotóxico (Tawn & Whitehouse, 2001; Natarajan, 2002). 

É necessário salientar que as aberrações cromossômicas ainda são reconhecidas 

como o único biomarcador válido para apontar o risco de câncer em humanos 

(Durante et al., 2013). Esse fato ressalta a importância da compreensão dos 

mecanismos de formação das AC, bem como de suas vias de reparo e proteção ao 

DNA (Natarajan, 2002; Natarajan & Boei, 2003; Natajaran & Palitti, 2008). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Estudos com modelos crônicos de baixa dosagem de mercúrio elucidaram aspectos 

importantes das correlações entre o sistema cardiovascular, a dose e o tempo de 

exposição ao metal. Esses resultados possuem alta relevância no que diz respeito 

aos cuidados com o risco cardiovascular, já que são reflexo de um tratamento que 

simula o modelo de exposição crônica em seres humanos.  

Apesar de nas últimas décadas terem ocorrido muitos avanços nos estudos 

toxicológicos sobre a exposição ao mercúrio e seus derivados, ainda há lacunas a 

serem preenchidas, principalmente no que diz respeito à genotoxicidade e 

mutagenicidade em modelos crônicos de intoxicação.  

A carência de informações que quantificassem ou qualificassem os efeitos 

citotóxicos, genotóxicos ou mutagênicos que a exposição crônica à intoxicação por 

baixas concentrações de cloreto de mercúrio pode apresentar em células de medula 

óssea de ratos Wistar fêmeas, levou ao desenvolvimento deste estudo.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar e dimensionar o potencial genotóxico do mercúrio em células da medula 

óssea do rato Wistar normotenso quando exposto a um modelo crônico de 

intoxicação por cloreto de mercúrio.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Verificar a ocorrência de alterações nos parâmetros hemodinâmicos tais como: pressão 

arterial média, sistólica e diastólica, e frequência cardíaca em fêmeas de ratos Wistar, ao 

final dos tratamentos com cloreto de mercúrio; 

Investigar a presença de aberrações cromossômicas nas metáfases das células de medula 

óssea dos animais tratados durante 15 e 30 dias com cloreto de mercúrio; 

Qualificar os diferentes tipos de aberrações cromossômicas presentes nas células 

medulares de fêmeas de ratos Wistar, ao final do período de exposição crônica ao metal; 

Identificar possíveis diferenças entre os tratamentos de 15 e 30 dias, quanto às medidas 

hemodinâmicas e à ocorrência de aberrações cromossômicas nas células de medula óssea.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DILUIÇÃO E ARMAZENAMENTO DAS SOLUÇÕES DE CLORETO DE 

MERCÚRIO  

 

As Soluções de Cloreto de Mercúrio (HgCl2) aplicadas nos animais foram obtidas por 

meio de diluição seriada, conforme descrito no trabalho de Wiggers (2008) e 

disposto na figura 1. A massa de 0,01302g de HgCl2 (Sigma Aldrich) foi pesada e 

dissolvida em um total de 10 mL de solução salina de Cloreto de Sódio (NaCl) 0,9%. 

Essa solução recebeu o nome de Estoque 1. A solução de Estoque 2 foi obtida por 

meio da diluição de 0,1mL da Solução Estoque 1 em 9,9mL de solução salina. A 

Estoque 2 foi aliquotada em quatro tubos de 2,5mL e renomeada como Dose de 

Ataque para posterior aplicação nos animais no primeiro dia de tratamento. O 

volume restante da solução foi utilizado nas diluições seguintes e armazenado em 

tubo plástico do tipo falcon de 14 mL. O volume de 1mL da Estoque 2 foi diluído em 

9ml de solução salina para obtenção da Solução Estoque 3.  A Dose de 

Manutenção, que foi a solução utilizada ao longo dos 14 ou 29 dias de tratamento 

dos animais, foi obtida com a diluição de 13,5 µL da solução Estoque 3 em 86,5 µL 

da solução salina. Um volume total de 50mL da Dose de Manutenção foi preparado, 

sendo que 25mL foram aliquotados em 10 tubos de 2,5mL para uso e o restante da 

solução foi disposto em tubo tipo falcon de 50mL. Todas as soluções foram 

conservadas em tubos protegidos da luz e armazenadas em freezer com 

temperatura de -20°C.  
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Figura 1: Descrição do protocolo de diluição do mercúrio para a obtenção das 

doses de ataque e manutenção, utilizadas nos tratamentos com duração de 15 e 

30 dias (Retirado de Wiggers, 2008). 

 

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) normotensos foram obtidos no Biotério 

Central da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). O protocolo 

metodológico utilizado neste estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de 
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Animais (CEUA), da UFES, e teve certificado de aprovação emitido sob o número 

052/2012.  

Esse protocolo incluiu o tratamento crônico com injeção intramuscular (i.m.) de 

cloreto de mercúrio para obtenção da concentração plasmática final aproximada de 

30 nM, leitura da frequência cardíaca (FC) e aferição da pressão arterial (PA) por 

meio do transdutor de força e, coleta de medula óssea após o sacrifício dos animais.   

 

4.3 TRATAMENTO DOS ANIMAIS 

 

 Durante os experimentos foram utilizados 36 animais, que permaneceram 

acondicionados em gaiolas devidamente identificadas. A aclimatação ocorreu no 

biotério do Laboratório de Eletromecânica Cardíaca e Reatividade Vascular da 

Universidade Federal do Espírito Santo, respeitando o período mínimo de 72 horas, 

conforme diretrizes estabelecidas pela Boston University (2009). No local, a 

temperatura foi controlada e períodos claro/escuro intercalados a cada 12 horas. 

Água e ração padrão (Presence da Purina®) foram oferecidas para livre consumo. 

Durante todo o tratamento, as injeções e troca da palha foram realizadas pelas 

mesmas pessoas, sempre no período da manhã, de forma a minimizar o estresse 

decorrente da manipulação.  

Grupos de seis animais foram formados e a cada um deles foi atribuído um número 

de 1 a 6, que foi marcado em sua cauda com caneta de tinta permanente. Após a 

marcação, houve randomização por sorteio, e cada grupo foi subdividido de forma a 

conter dois indivíduos Controle Positivo (CT+), dois Controle Negativo (CT-) e dois 

Tratamento com Mercúrio (Hg). 

Os animais foram distribuídos em 6 grupos e receberam tratamento crônico com 

durações de 15 ou 30 dias. Os indivíduos dos grupos foram tratados com injeções 

i.m. de cloreto de mercúrio (No Grupo Hg), Solução Salina de Cloreto de Sódio 0,9% 

(No Grupo CT -) ou Salina + Cisplatina (No Grupo CT +).  
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Na primeira dose, para os animais dos grupos Hg foi utilizada uma solução com 

concentração maior de mercúrio para elevar imediatamente à concentração 

desejada do metal no plasma. A partir do segundo dia de tratamento foi utilizada a 

dose de manutenção, que repõe as perdas do mercúrio e mantém a concentração 

plasmática próxima a 30 nM.   

Para evitar a precipitação do metal e neutralizar possíveis efeitos inflamatórios, 

houve alternância das injeções nas patas traseiras, a cada cinco dias consecutivos 

de aplicação, como mostra o esquema descrito na tabela 1. Para a correção das 

doses, os animais foram pesados a cada cinco dias e a dose recalculada com o 

valor médio dos pesos dos seis animais do grupo.   

Para os animais CT+ o tratamento foi idêntico ao dos CT- até as 24 horas que 

antecederam o sacrifício, ou seja, nos dias 14 ou 29 dos tratamentos de 15 ou 30 

dias, respectivamente. Nesses dias, foi aplicada a cisplatina na concentração de 10 

mg/kg. 
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Tabela 1 – Sequência da aplicação das injeções de HgCl2 nas patas traseiras dos animais do grupo Hg. 

PREFERÊNCIAS PARA INJEÇÃO - TRATAMENTO DE 15 DIAS 

Revezamento de Injeção Dias 1- 5 Dias 6-10 Dias 11-15 Dias 16-20 Dias 21-25 Dias 25-30 

Pata Traseira Direita SIM NÃO SIM 
TRATAMENTO DE 15 DIAS 

Pata Traseira Esquerda NÃO SIM NÃO 

PREFERÊNCIAS PARA INJEÇÃO - TRATAMENTO DE 30 DIAS 

Revezamento de Injeção Dias 1- 5 Dias 6-10 Dias 11-15 Dias 16-20 Dias 21-25 Dias 25-30 

Pata Traseira Direita SIM NÃO SIM NÃO SIM NÃO 

Pata Traseira Esquerda NÃO SIM NÃO SIM NÃO SIM 
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4.4 HEMODINÂMICA 

 

Os animais foram pesados para o cálculo da dose individual do anestésico. Cada 

animal recebeu injeção de Uretana (1,2 mg/kg/i.p.) e os reflexos foram testados a fim 

de evitar qualquer sofrimento durante o procedimento cirúrgico. Somente após a 

certificação da ausência de reflexos teve início a cirurgia. 

Na altura da traqueia foi realizada a tricotomia no local indicado pela figura 2A. Em 

seguida foi feita uma incisão com auxílio de tesoura e pinça para expor a musculatura 

e os vasos adjacentes. A artéria carótida foi localizada e dissecada (Figura 2B). Nela 

foi realizada uma pequena incisão para a introdução e passagem da cânula (PE-50/ 

Clay Adams) preenchida com solução de heparina 50 U/mL. À cânula foi conectado o 

transdutor de força (TSD 104A- Biopac) que registrou os valores da pressão arterial 

sistólica, diastólica, média e da frequência cardíaca.  

 

 

Figura 2: Localização e dissecção das estruturas durante a 

canulação da artéria carótida. Em A o quadrado evidencia o local 

onde ocorre a tricotomia e a incisão para exposição da musculatura 

(Modificada de Khajuria et al., 2012); Em B a seta aponta para a 

artéria carótida, na qual é introduzida a cânula (Foto: Gilson Brás). 
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O tempo mínimo de vinte minutos foi aguardado para a estabilização das leituras no 

sistema (MP 30 Biopac Systems, Inc; CA). Após a coleta dos registros, a cânula era 

desconectada do sistema e retirada do vaso. 

 

4.5 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS PARA CITOGENÉTICA 

 

Imediatamente após o término das leituras hemodinâmicas, os animais foram 

conduzidos ao Laboratório de Genética Animal da UFES, onde teve início o protocolo 

para obtenção da suspensão celular de medula óssea.  

Adaptado do protocolo de Guerra & Souza (2002), para cada 200 g de peso corporal, 

1 mL de solução de colchicina 0,1% foi injetado por via subcutânea na coxa direita de 

cada animal. O período de incubação foi de 25 minutos. Em seguida, o animal foi 

sacrificado por exsanguinação e o fêmur direito retirado para obtenção da suspensão 

celular. 

Para retirada do fêmur, foi feita uma incisão na altura do joelho do animal, com 

desligamento dos tendões e desarticulação do osso. No primeiro momento, foi 

preservada a cartilagem que cobria a epífise. A extremidade superior do fêmur, que 

estava articulada à bacia, foi deslocada e, com o auxílio de tesoura, desarticulada. A 

epífise foi cortada, deixando livre a medula do osso para a passagem da solução 

hipotônica de KCl 0,075M, utilizada durante a lavagem. A cartilagem anteriormente 

preservada foi removida e uma agulha 23 G inserida para conduzir 7 mL de solução 

hipotônica. A lavagem e homogeneização da suspensão celular da medula ocorreram 

em placa de Petri. O material resultante foi aspirado, transferido para um tubo tipo 

falcon de 14 mL e disposto em banho-maria à temperatura de 37°C, onde 

permaneceu por 40 minutos. 

Para a fixação do material foi preparada, 30 minutos antes do uso, a solução fixadora 

contendo Metanol P.A. e Ácido Acético P.A. na proporção de 3:1. A solução foi 

armazenada a -20°C, em recipiente com tampa para evitar a evaporação. 
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Após banho-maria, a suspensão celular foi pré-fixada por cinco minutos com seis 

gotas de solução fixadora gelada. Em seguida foi fixada com 3 mL de solução 

fixadora gelada. Nas duas etapas acima descritas, o conteúdo do tubo foi lentamente 

homogeneizado.  

Após centrifugação por 7 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante de todas as amostras 

foi descartado. A ressuspensão do material foi realizada com 7 mL de solução 

fixadora gelada, seguida de centrifugação a 1000 rpm por 7 min e descarte do 

sobrenadante.  Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. O material resultante 

foi diluído e homogeneizado em aproximadamente 2 mL de solução fixadora gelada - 

o volume varia de acordo com a quantidade de material obtido após as centrifugações 

- e duas gotas foram pingadas em cada lâmina. Para cada animal foram pingadas 

cinco lâminas que secaram ao ar por, no mínimo, 24 horas. 

Após a secagem, todas as lâminas passaram pelo processo de hidrólise, sendo 

imersas em solução de Ácido Clorídrico (HCl) 1 N, a 60 °C por 7 minutos e, em 

seguida, lavadas com água destilada e secadas ao ar. As lâminas foram coradas com 

Giemsa (MERK) e solução A+B (NaCl e KCl) na proporção de 1:30, durante 5 minutos 

e novamente lavadas com água destilada e deixadas para secar ao ar. 

 

4.6 ANÁLISE CITOGENÉTICA PARA AVALIAÇÃO DAS ABERRAÇÕES 

CROMOSSÔMICAS 

 

Para cada animal foram analisadas, às cegas, 100 metáfases em fotomicroscópio 

óptico Nikon Eclipse 40i. Para as análises das aberrações cromossômicas foram 

consideradas metáfases bem espalhadas com grau de condensação suficiente para 

possibilitar a observação da morfologia dos cromossomos. 

Todas as metáfases que possuíam o mínimo de um cromossomo com anomalia foram 

consideradas metáfases aberrantes, conforme demonstrado na figura 3.  
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Figura 3: Registros de duas metáfases com apenas uma aberração cada uma. Em A é possível 

visualizar, indicada pela seta, uma quebra; Em B a seta aponta para uma aberração do tipo gap. 

Observação em fotomicroscópio óptico (objetiva de 100X). 

 

O registro das imagens foi obtido por meio do software GraphPad 2.0 (Applied 

Spectral Imaging, Software, USA). 

Uma única pessoa realizou as análises de todas as lâminas, e foram registradas 

apenas as aberrações evidentes, como quebras, cromossomos em anel, gaps (erros) 

e desestruturação da metáfase (pulverizações). 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para análise estatística foram aplicados o teste não paramétrico de Mann-Whitney, e 

o teste paramétrico t de Student, conforme descrito na tabela a seguir (Tabela 2). O 

software utilizado foi Prisma 5.01 (GraphPad, Software, USA), sendo os resultados 

apresentados como média ± desvio padrão da média, e considerados significantes ao 

nível de 5%. 
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Tabela 2: Descrição dos tipos de testes estatísticos e suas respectivas aplicações nos dados do estudo.  

Teste Variável Dado Comparação 

t de Student 

Pressão Arterial; 

Pressão Sistólica; 

Pressão Diastólica; 

Frequência 

Cardíaca. 

Média Grupo Controle Negativo X Grupo Mercúrio 

Mann-Whitney 

Aberrações 

Cromossômicas 
Frequência Absoluta 

Grupo Controle Positivo X Grupo Controle Positivo e 

Grupo Controle Negativo X Grupo Mercúrio Tipos de Aberrações 

Cromossômicas 

Quantidade de 

Cromossomos afetados por 

Tipo de Aberração 
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Foram calculados a média e o desvio padrão dos valores de cada um dos grupos. 

Quando presentes, os valores aberrantes (outliers) foram excluídos e substituídos 

pelos valores médios de seus respectivos grupos.  

As comparações ocorreram entre os dados dos grupos CT- e CT+. Após a validação, 

os dados de CT- foram comprados aos dados do grupo Hg a fim de obter as 

informações sobre a significância estatística.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 PESO E IDADE 

 

A diferença de idade observada entre os indivíduos de um mesmo grupo não foi 

superior a três dias, sendo a idade média observada ao final dos tratamentos foi de 

114 dias. Para os animais de todos os grupos, o peso médio observado ao final do 

tratamento foi de 257 g. Um resumo dos valores de pesos médios é demonstrado na 

tabela 3. Foi aplicado o teste t para simples conferência e não foi encontrada 

diferença estatisticamente significante entre os pesos dos grupos tratados por 15 dias 

e 30 dias.  

 

Tabela 3 – Pesos médios dos seis animais de cada um dos grupos ao final 

dos tratamentos de 15 e 30 dias. 

15 dias 

Grupo Peso Inicial Média ±EPM Peso Final Média ±EPM 

G1 246 

243 1,2 

254 

255 4,8 G3 247 266 

G4 236 245 

30 dias  

Grupo Peso Inicial Média ±EPM Peso Final Média ±EPM 

G2 235 

245 3,4 

273 

258 3,5 G5 245 250 

G6 233 251 
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5.2 HEMODINÂMICA 

 

Abaixo seguem dispostos na figura 5 os dados obtidos após processamento dos 

registros hemodinâmicos, representados por suas médias. Na Pressão Arterial 

Sistólica (PAS) não houve diferença significativa quando comparado o grupo controle 

com o grupo mercúrio (Figura 4A). Da mesma forma, os dados da Pressão Arterial 

Diastólica (PAD) também não apresentaram diferença estatisticamente significante 

quando comparados os dois grupos (Figura 4B). Na Figura 4C está disposto o 

resultado da Pressão Arterial Média (PAM), o qual não foi significativo do ponto de 

vista estatístico.  A comparação entre os dados de Frequência Cardíaca (FC) também 

retornaram valor de p>0,05, como pode ser observado na figura 5D.  

Figura 4: Gráfico comparativo entre os dados hemodinâmicos dos grupos controle e tratamento com 

mercúrio (teste t de Student, n = 6 para cada grupo). Em A, B, C e D, respectivamente, comparação 

das médias da PAS, PAD, PAM e FC; C-/ 15D – Animais controle do tratamento de 15 dias; Hg/ 15D – 

Animais mercúrio do  tratamento de 15 dias; C-/ 30D – Animais controle do tratamento de 30 dias; Hg/ 

30D – Animais mercúrio do  tratamento de 30 dias. As barras representam a média ± desvio padrão. 
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5.3 GENOTOXICIDADE E CITOTOXICIDADE 

 

Durante as análises das lâminas, foram encontrados quatro tipos de aberrações 

cromossômicas, as quebras, os gaps, os cromossomos em anel e as pulverizações, 

as quais estão exemplificadas na figura 5. Para cada tratamento, abaixo serão 

descritos os resultados obtidos referentes ao tipo de aberração contabilizada.  

 

 

Figura 5: Imagens de todas as aberrações cromossômicas registradas durante observação 

sob microscopia óptica (objetiva de 100X). Em A o evento de pulverização, caracterizado pela 

ocorrência de eventos aberrantes em quase todos os cromossomos de uma única metáfase; 

Em B a seta indica uma quebra em um dos braços do cromossomo; Em C a seta maior indica 

um gap que associou três cromossomos, enquanto a seta menor indica outra aberração do 

tipo gap; Em D a seta aponta para um cromossomo em anel.    
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5.4 ABERRAÇÕES CROMOSSÔMICAS 

 

5.4.1 Tratamento por 15 Dias 

 

5.4.1.1 Frequência absoluta de aberrações cromossômicas 

 

Os dados foram validados através da comparação entre o controle positivo, tratado 

com cisplatina, e o controle negativo, tratado com solução salina de NaCl 0,9% (p < 

0,05).  

Quando comparados os números de metáfases com aberrações dos grupos controle 

negativo e mercúrio, as diferenças foram significativas,  como pode ser observado na 

figura 6. 

 

Figura 6: Teste de Mann- Whitney para comparação entre o 

número de Metáfases Aberrantes do grupo controle (n = 6) e 

do grupo tratado pelo período de 15 dias (n = 6).  Cada barra 

representa a média do número de Metáfases Aberrantes do 

grupo Controle Negativo (C-) e do grupo Tratamento com 

Mercúrio (Hg); *p <0,05. 
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5.4.1.2 Quebras  

 

Um dos tipos de aberrações cromossômicas encontrados nas amostras foi a quebra. 

Foram contabilizadas as metáfases além da quantidade de cromossomos que 

continham esse tipo de aberração e o resultado foi plotado na figura 7.  

Quando comparados os dados dos grupos controle negativo e tratamento por 15 dias 

com mercúrio, a diferença encontrada não foi significante tanto para o número total de 

quebras encontradas nas metáfases com aberrações cromossômicas (p > 0,05), 

quanto para o número de cromossomos com quebra, contabilizados no total de 

metáfases anômalas (p > 0,05). 

 

 

Figura 7: Gráfico comparativo entre as médias dos grupos controle negativo (C-) e tratamento 

com mercúrio por 15 dias (Hg).  A figura A mostra os resultados do teste de Mann- Whitney 

para a comparação entre as médias dos totais de metáfases que apresentam quebra (p > 

0,05). Em B a representação das médias do número de cromossomos com quebras para 

cada um dos grupos (p > 0,05). Cada barra representa a média ± desvio padrão da média. 
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5.4.1.3 Gaps 

 

Na figura 8 estão dispostos os resultados da comparação entre os grupos controle 

negativo e tratamento com mercúrio. O número Total de Gaps, representado pela 

figura 8A apresenta diferença significativa. Por outro lado, quando comparados os 

números de cromossomos afetados pela anomalia do tipo Gap, o p-valor foi não 

significante (figura 8B), embora com valor limítrofe.  

 

 

Figura 8: Os gráficos mostram a comparação entre as médias dos dados da anomalia do tipo 

Gap para os grupos controle negativo (C-) e tratamento com mercúrio por 15 dias (Hg), 

obtidos por meio do teste de Mann- Whitney. Cada barra representa a média ± desvio padrão 

da média. Em A, foram comparadas as médias dos totais de metáfases que apresentam esse 

tipo de anomalia (* p<0,05). De forma similar, B representa as médias dos totais de 

cromossomos com Gap (p=0,05).  
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5.4.2 Tratamento por 30 Dias 

 

5.4.2.1 Frequência absoluta de aberrações cromossômicas 

 

O experimento foi validado por meio da comparação entre os dados dos grupos 

controle positivo e negativo, e os resultados foram significantes. 

Como pode ser observado na figura 9 a comparação entre os grupos controle 

negativo e tratamento por 30 dias com mercúrio retornou com valor de p <0,05, sendo 

considerada uma diferença perceptível do ponto de vista estatístico. 

 

 

Figura 9: Comparação entre o número de Metáfases Aberrantes do 

grupo controle e do grupo tratado pelo período de 30 dias. Cada barra 

representa a média ± desvio padrão da média das Metáfases 

Aberrantes dos grupos Controle Negativo (C-) e Tratamento com 

Mercúrio (Hg); Teste de Mann- Whitney **p < 0,05, com n = 6. 
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5.4.2.2 Quebras  

 

Para o tratamento de 30 dias, também foram encontradas aberrações do tipo quebra. 

Na figura 10 estão dispostos os resultados provenientes da contabilização do número 

de metáfases e do número de cromossomos que continham este tipo de aberração.  

Para o número total de metáfases que apresentaram aberração do tipo quebra, 

quando comparados os dados dos grupos controle negativo e tratamento por 30 dias 

com mercúrio, a diferença encontrada foi significante (Figura 10A). Da mesma forma a 

comparação com o número de cromossomos que apresentaram quebras retornou 

valor de p<0,05 (Figura 10B). 

 

 

Figura 10: O gráfico apresenta a comparação entre as médias dos grupos controle negativo 

(C-) e tratamento com mercúrio por 30 dias (Hg). Em A cada barra representa a média ± 

desvio padrão da média dos totais de metáfases que apresentam quebra (*p < 0,05), 

enquanto em B representam os números de cromossomos com quebras para cada um dos 

grupos (*p < 0,05). 
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5.4.2.3 Gaps 

 

Os resultados da comparação entre os grupos controle negativo e tratamento com 

mercúrio estão dispostos na figura 11. O número total de metáfases com Gaps está 

representado pelos valores médios na figura 11A, e apresenta diferença significativa. 

Da mesma forma, quando comparados os números de cromossomos afetados pela 

anomalia do tipo Gap, foi observada que a diferença foi significante (Figura 11B). 

 

 

Figura 11: Representação gráfica da comparação entre as médias dos dados da anomalia do 

tipo Gap para os grupos controle negativo (C-) e tratamento com mercúrio por 30 dias (Hg). Em 

A cada barra representa a média ± desvio padrão da média dos totais de metáfases que 

apresentam esse tipo de anomalia (**p < 0,05). Da mesma forma, B representa as médias dos 

totais de cromossomos com Gap (**p < 0,05). 

 

 

 

 

 



49 
 

6 DISCUSSÃO 

 

6.1 PESO E IDADE 

 

Quanto ao peso e à idade não foi encontrada diferença significante entre os valores 

das médias dos grupos testados (p > 0,05). É importante destacar neste ponto, que 

todos os animais utilizados nos experimentos compõem um grupo homogêneo no que 

diz respeito ao peso. Como não foi encontrada diferença estatisticamente perceptível 

entre as médias dos pesos, é possível inferir que o método de seleção e 

randomização dos grupos foi eficiente para evitar vieses advindos de variações na 

massa corpórea dos animais. 

A idade também é um fator cuja variação tem influência em experimentos que avaliem 

citotoxicidade e mutagenicidade. A literatura indica a idade como um fator que 

predispõe ao aumento da frequência de erros provocados pela fragilização do sistema 

de reparo (Bendtsen et al., 2012). Por esse motivo, o uso de animais jovens foi 

cuidadosamente determinado desde o desenho experimental. Os animais utilizados 

em cada grupo randomizado possuíam a mesma idade e os grupos dos tratamentos 

(CT+; CT- e Hg) apresentaram variação máxima de cinco dias entre si.  

Uma vez que o modelo experimental em que cada grupo contendo dois animais CT+, 

dois animais CT- e dois animais Hg seguiu as diretrizes descritas por Ribeiro (2003), 

infere-se que a variável idade não influenciou nos demais resultados obtidos.   

 

6.2 HEMODINÂMICA 

 

A ausência de alteração dos parâmetros hemodinâmicos foi considerada um produto 

esperado, sendo já documentada pela literatura a influência do mercúrio na 

reatividade vascular sem alteração na pressão arterial. (Wiggers, 2008; Furieri et al., 

2010; Lemos et al., 2012).  



50 
 

Devido à ausência de estudos com fêmeas, os dados aqui apresentados não se 

tratam de uma repetição, mas sim da certificação de que não há influência do gênero 

nas medidas hemodinâmicas. 

 

6.3 GENOTOXICIDADE E CITOTOXICIDADE 

 

6.3.1 Frequência Absoluta de Aberrações Cromossômicas 

 

Mesmo em baixas concentrações o mercúrio é capaz de promover alterações 

morfológicas nos cromossomos das células da medula óssea de ratos. As alterações 

presentes nas metáfases dos animais tratados durante 15 e 30 dias foram as quebras 

e os gaps, as quais foram mais profundamente analisadas e discutidas.  

Devido ao baixo suporte estatístico observado para a Frequência Absoluta de 

Aberrações Cromossômicas, fica evidente apenas que há tendência das células 

metafásicas sofrerem com o efeito genotóxico do mercúrio nos primeiros 15 dias de 

tratamento.   

Por outro lado, os dados de 30 dias apresentam permitem afirmar que o mercúrio 

apresenta efeito genotóxico no modelo de exposição crônica utilizado. 

 

6.3.2 Quebras  

 

De forma mais evidente é possível verificar que o baixo suporte estatístico observado 

nos resultados de 15 dias para a frequência absoluta de aberrações cromossômicas é 

suportado pelos dados das aberrações do tipo quebra, encontradas nos animais 

expostos ao mercúrio.  
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A ausência de suporte estatístico, tanto para os dados do Total de Quebras quanto 

para os do Número de Cromossomos com Quebras , também evidencia a tendência à 

genotoxicidade que as amostras do grupo tratado por 15 dias apresentam.  

De modo a corroborar com os resultados da frequência absoluta de aberrações 

aromossômicas, o fato de os dados do total de quebras obtidos das amostras dos 

animais tratados por 30 dias apresentarem suporte estatístico reforça a constatação 

da genotoxicidade provocada pelo mercúrio, nas células de medula óssea dos grupos 

expostos por 30 dias.   

Da mesma forma, ressaltando a argumentação anteriormente descrita, quando 

considerados os números de Cromossomos com Quebras dos grupos 15 e 30 dias, 

os valores de p encontrados permitem inferir que a genotoxicidade do mercúrio 

manifesta-se apenas nas amostras dos grupos tratados por 30 dias, ou seja, é tempo 

dependente. 

 

6.3.3 Gaps 

 

Para as aberrações do tipo gap, os dados apresentam a mesma tendência que os da 

frequência absoluta de aberrações cromossômicas, do total de quebras e dos 

cromossomos com quebras. De modo geral, dados do tratamento com duração de 15 

dias retornam valores de p com pouco ou nenhum suporte estatístico o que não 

permite afirmar sobre a existência de genotoxicidade. Enquanto no tratamento de 30 

dias, a estatística permite afirmar com clareza que o mercúrio promove efeito 

genotóxico. 

 No caso do Total de Gaps encontrados em animais tratados por 15 dias, houve 

diferença perceptível do ponto de vista estatístico, mas é importante destacar que 

esta diferença possui baixo suporte estatístico, colocando em dúvida a precisão de 

qualquer afirmação feita a respeito deste dado. Em contrapartida, a significância 

estatística apresentada pelos dados dos animais tratados por 30 dias reforça a 

ocorrência de genotoxicidade. 
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Quanto aos resultados do número de Cromossomos com Gap, para os animais 

tratados por 15 dias, não há significância estatística. Entretanto, da mesma forma 

como nos dados anteriores é possível notar a tendência para a ocorrência de 

citotoxicidade. Já nos resultados de 30 dias, é possível notar não somente a 

tendência, mas afirmar com segurança que ocorre genotoxicidade.  

Este estudo é a primeira documentação sobre a avaliação da genotoxicidade do 

modelo crônico de intoxicação por mercúrio proposto por Wiggers et al (2008). Após a 

análise dos dados como conjunto, o que fica evidente é a existência de uma janela 

entre o 15º e o 30º dia de tratamento em que alterações provocadas pela constante 

exposição ao metal levam ao aumento das lesões provocadas no DNA.  

A via de produção da desoxitimidina monofosfato (dTMP), por exemplo, sofre 

influência direta do Hg 2+, como mostra o esquema a seguir (Figura 12). O metal se 

liga irreversivelmente ao sítio ativo da dUTPase (enzima conversora da desoxiuridina 

trifosfato - dUTP em desoxiuridina monofosfato - dUMP ), provocando retenção na via 

e desbalanço da razão dUTP/dTMP (Williams et al., 1987). Com o aumento da 

concentração de  dUTP, a incorporação uracila ao DNA é favorecida, em detrimento à 

de timina. Esse erro ativa o sistema de reparo por excisão de base promovido pela 

Uracil-DNA glicosilase, a qual retira cada uracila para que seja substituída (Nelson & 

Cox, 2004). Com a presença constante do mercúrio, a via permanece congestionada 

e a concentração de dTMP é insuficiente para preencher todas as lacunas geradas 

pelo sistema de reparo. Mesmo com ação de proteínas estabilizadoras como as 

SSBs, o DNA fica suscetível à ocorrência de quebras em fita simples, ou dupla a qual 

é uma possível explicação para o aumento na frequência de aberrações 

cromossômicas observada nos indivíduos tratados com mercúrio.  
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Figura 12 – Figura esquemática da ação do mercúrio sobre via metabólica da formação de 

desoxitimina monofosfato. Em A observa-se o efeito sobre o DNA quando o Hg se liga ao sítio 

ativo da enzima dUTPase. A incorporação incorreta de uracila às fitas de DNA está 

representada pela letra „U‟ em vermelho. A partir da excisão das uracilas o DNA fragilizado 

segue por um, de dois caminhos diferentes, dependendo da magnitude do dano sofrido. Em B 

a via normal está representada de forma simplificada, e com destaque para a área pontilhada 

que sinaliza o local onde o metal se liga.  
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A forma mercúrica também se liga a dois resíduos de timina formando pontes 

cruzadas (Rossman, 1981), as quais prejudicam os processos de replicação e 

transcrição do DNA. Além disso, causam alterações cromossômicas consistentes com 

quebra na fita, e se acumuladas, podem levar a célula à morte (Noll et al., 2006).  

Outra via que merece destaque é a da Glutationa. Uma vez que o mercúrio apresenta 

grande afinidade por grupos sulfidrila, a glutationa atua como carreador do metal, 

diminuindo a toxicidade intracelular (Miura & Clarckson, 1993). É também a maior 

fonte de proteção antioxidativa em eritrócitos humanos, e, embora não tenha sido 

medida a sua concentração plasmática, a literatura descreve que em presença de 

mercúrio a glutationa tem a concentração de sua forma reduzida (GSH) diminuída, 

enquanto a forma oxidada (GSSG) tem sua concentração aumentada (Lee et al., 

2002).  

Apesar de, em concentrações moderadas, a presença de um agente 

estressor/xenobiótico estimular o aumento na capacidade dos sistemas antioxidantes 

celulares (Kromidas et al., 1990; Chen et al., 2005), há um momento em que a 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) supera o limite e o sistema 

biológico não mais consegue proteger a célula da ocorrência de danos.   

 É possível que o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio, associado à 

diminuição e até mesmo inativação da defesa desempenhada por antioxidantes como 

a glutationa, (Houston, 2011; Vassallo et al., 2011) também seja uma das justificativas 

para a elevação da frequência de aberrações cromossômicas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Inúmeras vias metabólicas são afetadas em organismos expostos de forma crônica à 

intoxicação por mercúrio, dentre elas estão as vias relacionadas à manutenção da 

integridade do DNA. Como observado nos resultados, esse metal provoca o aumento 

na ocorrência de aberrações cromossômicas de dois tipos, quebra e gap, em células 

de medula óssea dos animais. Portanto, é possível sugerir que o Hg tem sua 

atividade clastogênica elevada a níveis estatisticamente perceptíveis após 30 dias de 

exposição.  

Da mesma forma, conclui-se que a elevação na atividade genotóxica e 

potencialmente mutagênica do mercúrio reflete-se no aumento da ocorrência de gaps 

e quebras nos cromossomos das células de animais tratados por 30 dias.  

O estudo demonstra ainda que aparentemente o 15º dia de tratamento é um limiar a 

partir do qual as vias de reparo e proteção antioxidante ao DNA têm sua eficiência 

reduzida. Essa redução pode ser visualizada, do ponto de vista estatístico, por meio 

da elevação nos números de aberrações cromossômicas. 

Por fim, vale ressaltar que embora na literatura seja difundido o conhecimento sobre o 

potencial clastogênico, genotóxico e mutagênico de mercúrio, o presente estudo traz 

dados sobre esses efeitos em um tratamento crônico com elevação progressiva na 

concentração plasmática do metal. Como esse tratamento se assemelha ao modelo 

de exposição humana, a intenção é agregar os dados aqui descritos aos já existentes, 

no sentido de melhor compreender os mecanismos da toxicidade desse metal.   
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8 LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

Para a execução do estudo houve limitação no fornecimento de animais pelo biotério, 

devido à execução de obras no prédio do Biotério Central da UFES, o que demandou 

alterações no projeto originalmente proposto.  

Outra limitação foi a possibilidade de concluir de forma clara sobre o potencial 

mutagênico do mercúrio, uma vez que os dados apresentados foram gerados com 

base em análises realizadas apenas em células somáticas. A avaliação do efeito 

desse modelo crônico de exposição ao metal sobre as células germinativas seria 

ideal, já que o conceito de mutagenicidade inclui a probabilidade de transmissão das 

mutações para as gerações seguintes. Contudo, seria necessária a aplicação de outra 

metodologia, a qual, lamentavelmente, não se encaixava no cronograma de 

execução.  

Apesar do volume de dados gerado ao longo da execução desse estudo, a demanda 

de informações sobre os efeitos genotóxicos do tratamento crônico com mercúrio em 

células germinativas abre possibilidades, tornando-se uma das perspectivas para 

projetos futuros. 
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RESUMO 

 

 

Um dos compostos derivados de platina mais utilizados em tratamentos de câncer é 

a cisplatina. A despeito da eficiência, seu uso fica limitado devido à alta toxicidade 

que apresenta, principalmente no que se refere ao sistema renal. Diversas vias 

metabólicas e processos fisiológicos tem sido utilizados para explicar as 

complicações advindas do tratamento com cisplatina, contudo nem todos processos 

estão plenamente descritos. O presente trabalho buscou avaliar se havia correlação 

entre a progressão no dano ao DNA e alterações em parâmetros hemodinâmicos em 

ratos tratados com uma única dose de cisplatina. Vinte e quatro horas após a 

injeção, foram obtidas medidas de pressão arterial sistólica, diastólica e média, além 

de frequência cardíaca. Da medula óssea foram obtidas amostras para avaliação 

das aberrações cromossômicas. Os dados mostraram correlação negativa entre 

cada um dos parâmetros hemodinâmicos e as aberrações cromossômicas, o que 

permite observar que o aumento no número de aberrações reflete diretamente na 

queda da pressão arterial e na frequência cardíaca.  

 

Palavras-chave: Aberrações cromossômicas; Hemodinâmica, Quimioterapia; 

Medula óssea; Frequência cardíaca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

One of the platin compounds currently used in cancer treatment is cisplatin . Despite 

of its efficiency, the use is limited because of its high toxicity which occurs, primarily, 

on renal system. Several metabolic pathways and physiological processes have 

been used to explain the complications of treatment with cisplatin, however not all 

processes are fully understood. The present study attempted to assess if there was a 

correlation between the progression in DNA damage and changes in hemodynamic 

parameters in rats treated with a single dose of cisplatin. Twenty four hours after 

injection, systolic, diastolic and mean arterial pressure, in addition of heart rate were 

obtained. Bone marrow samples were obtained for assessment of chromosomal 

aberrations. The data showed a negative correlation between hemodynamic 

parameters and chromosomal aberrations, which allowed to infer that the increase in 

the number of aberrations is linked to the reduction of blood pressure and heart rate. 

 

Keywords: Chromosomal aberrations; Hemodynamics; Chemotherapy; Bone 

marrow; Heart rate. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 CISPLATINA 

 

A cis-diamminedichloroplatinum (II), ou cisplatina, é um complexo químico 

coordenado planar, solúvel em água, cuja estrutura é descrita como um átomo de 

platina ligados a dois átomos de cloro e dois grupamentos amônio como mostra a 

figura 1 (Prestayko et al., 1979). 

 

 

 

Figura 1: Fórmula estrutural da csplatina. 

 

 

Devido a suas características químicas, é o principal componente dos antitumorais 

derivados de platina. O primeiro registro de sua administração em um paciente com 

câncer ocorreu no ano de 1971. Em 1978, tornou-se disponível no Canadá para a 

prática geral da oncologia e pouco tempo depois, teve utilização difundida em todo 

mundo (Lebwohl & Canetta,1998). 

 

Antineoplásico de amplo espectro, a cisplatina é empregada no tratamento de 

inúmeros tipos de câncer (Lau, 1999). Atualmente, regimes combinados de 

quimioterapia com cisplatina são utilizados na primeira linha no tratamento contra o 

câncer de células germinativas em testículos e ovários, câncer do epitélio ovariano, 

de endométrio, do colo do útero (avançado), câncer de cabeça e pescoço, de 
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bexiga, mesotelioma, câncer do epitélio pulmonar, melanoma maligno, carcinóides, 

câncer do pênis, carcinomas adrenocorticais e carcinomas de origem desconhecida 

(Desoize & Madoulet, 2002; Hanigan & Devarajan, 2003) 

 

A eficiência da cisplatina é notável, principalmente em terapias contra tumores 

sólidos onde os tratamentos convencionais normalmente falham, entretanto sua 

toxicidade inspira precauções (Lebwohl & Canetta,1998; Hanada et al., 2000). Com 

quase três décadas de utilização, há relatos de que o tratamento com cisplatina 

provoca efeitos indesejáveis tais como ototoxicidade, gastrotoxicidade, 

mielosupressão, distúrbios eletrolíticos como hipomagnesemia, hipocalemia, 

hipofosfatemia, hipopotassemia e reações alérgicas. Além disso, desencadeia 

nefrotoxicidade e neurotoxicidade, que são os principais fatores limitantes de sua 

dosagem (Miller et al., 2010; Arunkumar et al., 2011).  

 

  

1.2 NEFROTOXICIDADE 

 

Apesar da melhora na resposta terapêutica com o aumento da dose, a terapia de 

alta dosagem é limitada devido à acumulação da cisplatina, que ocorre 

principalmente nos rins e no tecido nervoso (Hanigan & Devarajan, 2003). Da 

mesma forma como alcança os objetivos terapêuticos, a cisplatina estimula 

mecanismos inflamatórios e afeta as vias de proteção antioxidante das células, 

deixando-as susceptíveis a ação de radicais livres (Nasri, 2013a).   

 

Inflamação, indução da morte celular por apoptose, e necrose tecidual estão 

associados à toxicidade renal da cisplatina, a qual afeta principalmente o 

seguimento S3 do túbulo proximal. Em consequência do efeito tóxico às células 

tubulares, ocorre redução do volume de sangue drenado promovendo hipóxia na 

medula externa, o que agrava o dano renal (Weidemann et al., 2008). Há relatos de 

que até 30% dos pacientes tratados apresentaram injúrias agudas nos rins e um 

terço dos pacientes submetidos à terapia com cisplatina terminam o tratamento com 

algum tipo de lesão renal irreversível (Nasri, 2013a).   
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Estudos tem sido desenvolvidos para melhor compreender a farmacocinética e a 

farmacodinâmica da cisplatina, buscando reduzir sua toxicidade. Urien e 

colaboradores (2005), discutiram a administração por via oral como alternativa à alta 

toxicidade do tratamento endovenoso com cisplatina. Esforços também tem sido 

empregados para o desenvolver e testar drogas alternativas, além questionar sobre 

a influência de outros fatores, como a idade (Erdlenbruch et al., 2001; Minami et al., 

2004) e o gênero (Nasri, 2013b) no grau de toxicidade da cisplatina. 

 

 

1.3 INFLUÊNCIA SOBRE O DNA 

 

A configuração isomérica cis do complexo tem importância chave, já que uma das 

formas de atuação da cisplatina contra o crescimento tumoral ocorre por meio da 

inibição da síntese de DNA. Essa configuração favorece a formação de pontes 

cruzadas (do inglês Crosslinks) entre as fitas de DNA (Reed et al., 1987). A 

eficiência da cisplatina também está relacionada à saturação de mecanismos de 

reparo do DNA (Szymkowski et a., 1992). Além disso, os adutos formados entre a 

configuração trans do complexo platinado e o DNA são reparados com mais 

facilidade do que os que se formam com a configuração cis (Mello et al., 1995). 

 

Em estudos in vitro sobre a influência da cisplatina nos componentes do DNA, 

observou-se, que a interação com as bases nitrogenadas adenina (A) e guanina (G) 

é mais rápida, tornando mais frequente a formação de pontes cruzadas A-G (25% 

dos adutos) e G-G (65% dos adutos formados na mesma fita) (Szymkowski et al., 

1992). Essas informações corroboram com dados de estudo anterior que sugere a 

susceptibilidade de configuração química da guanina para reação, apresentando-a, 

potencialmente, como ponto inicial para interação da cisplatina com DNA (Prestayko 

et al., 1979).   

 

A inibição dos processos de síntese, replicação e reparo resulta, portanto, da 

alteração na estrutura tridimensional do DNA induzida pelos adutos formados com a 

cisplatina (Suo et al., 1999). Contudo, células com intensa atividade de reparo 

apresentam resistência no tratamento com cisplatina, e esse fato tem sido o alvo de 
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diversos estudos. Um deles descreve a influência do fator de crescimento epidermal 

sobre o sistema de reparo do DNA e a resistência à cisplatina (Hsu et al., 2009). Já 

extensa revisão realizada por Crul e colaboradores (1997), detalha os mecanismos 

de reparo e a atuação da cisplatina sobre eles. 

 

Outra linha de pesquisa defende que membrana celular é mais um local de ação da 

cisplatina, e que a ligação metal-membrana desencadeia processos inflamatórios 

que podem estar relacionada aos efeitos colaterais observados em pacientes 

submetidos ao tratamento com os compostos derivados da platina (Rebillard et al., 

2008; Ciarimboli, 2012).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Este estudo desenvolveu-se a partir de resultados preliminares do projeto piloto cujo 

objetivo inicial era testar a dosagem de cisplatina para uso como controle positivo 

em ensaio de genotoxicidade. Desde as primeiras leituras hemodinâmicas, os 

animais tratados com cisplatina apresentaram dados que demandaram uma análise 

mais profunda. A fim de compreender a dinâmica da droga no organismo, quais os 

seus mecanismos de ação e que tipo de influência teria nos parâmetros 

hemodinâmicos essa investigação foi realizada. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a frequência absoluta de aberrações cromossômicas nas células de 

medula óssea de ratos Wistar fêmeas, 24 horas após a exposição a uma única dose 

de cisplatina. 

  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar a resposta hemodinâmica dos animais submetidos ao tratamento com uma 

única dose de cisplatina; 

 

Correlacionar a frequência absoluta de aberrações cromossômicas e as leituras dos 

parâmetros hemodinâmicos dos ratos; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) normotensos foram obtidos no Biotério 

Central da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). O protocolo 

metodológico utilizado neste estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA), da UFES, e teve certificado de aprovação emitido sob o número 

052/2012.  

 

Esse protocolo incluiu a exposição aguda à cisplatina por injeção intraperitoneal (i.p.) 

na concentração de 10 mg/kg de peso vivo, leitura da frequência cardíaca (FC) e 

aferição da pressão arterial (PA) por meio do transdutor de força, além da coleta de 

medula óssea após o sacrifício dos animais. 

 

 

4.2 TRATAMENTO DOS ANIMAIS 

 

 Durante os experimentos foram utilizados 24 animais do sexo feminino, que 

permaneceram acondicionados em gaiolas devidamente identificadas. A aclimatação 

ocorreu no biotério do Laboratório de Eletromecânica Cardíaca e Reatividade 

Vascular da Universidade Federal do Espírito Santo, respeitando o período mínimo 

de 72 horas, conforme diretrizes estabelecidas pela Boston University (2009). No 

local, a temperatura foi controlada e períodos claro/escuro intercalados a cada 12h. 

Água e ração padrão (Presence da Purina®) foram oferecidas para livre consumo. 

Durante o tratamento, a manipulação dos animais foi realizada pelas mesmas 

pessoas, sempre no período da manhã, de forma a minimizar o estresse ocasional.  

 

Os animais foram distribuídos em quatro grupos de seis indivíduos, e a cada um 

deles foi atribuído um número de 1 a 6. Seguido da numeração, ocorreu o sorteio 

para randomização e após a definição de cada grupo, o número foi marcado na 

cauda de cada rato com caneta de tinta permanente. Foi convencionada a tinta azul 

para os animais do grupo cisplatina (CP) e preta para os animais controle (CT). 
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Os indivíduos do grupo CP foram tratados com injeção única de cisplatina 

(10mg/kg), por via intraperitoneal, já os indivíduos do grupo CT receberam injeção 

da Solução de Cloreto de Sódio 0,9 %, cujo volume foi proporcionalmente calculado 

com base no peso do animal e na dose de cisplatina, conforme descrito abaixo.  

 

 

Dosagem de Cisplatina para Aplicação                 Solução Comercial de Cisplatina 

 

  10mg ------------------------ 1000g                              50mg ----------------------- 50mL 

 

  1mg ------------------------- 100g                                 1mg ------------------------ 1mL 

 

 

 

CISPLATINA - Volume de solução a ser aplicado (exemplo): 

 

Animal com 300g de peso corporal, considerando a concentração de 10mg/kg. 

300g peso corporal ----------- 3mg de cisplatina ----------- 3mL de solução para injeção 

 

 

SALINA (NaCl 0,9%) - Volume de solução a ser aplicado (exemplo): 

 

Animal com 300g de peso corporal, considerando o volume proporcional de 

cisplatina. 

300g peso corporal ----------------------------- 3mL de salina para injeção 

 

 

Cada animal do grupo CP recebeu a injeção da solução de cisplatina proporcional 

ao seu peso, enquanto os animais CT receberam a injeção da solução salina. Após 

a aplicação, foi aguardado um período de 24h para dar prosseguimento às demais 

etapas do protocolo experimental. 
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4.3 HEMODINÂMICA 

 

Transcorridas 24 horas após a injeção de cisplatina (CP) e salina (CT), os animais 

foram pesados para o cálculo da dose individual do anestésico. Cada animal 

recebeu injeção de Uretana (1,2 mg/kg/i.p.) e os reflexos foram testados a fim de 

evitar qualquer sofrimento durante o procedimento cirúrgico. Somente após a 

certificação da ausência de reflexos teve início a cirurgia. 

 

Na altura da traqueia foi realizada a tricotomia no local indicado pela figura 2A. Em 

seguida foi feita uma incisão com auxílio de tesoura e pinça para expor a 

musculatura e os vasos adjacentes. A artéria carótida foi localizada e dissecada 

(Figura 2B). Nela foi realizada uma pequena incisão para a introdução e passagem 

da cânula (PE-50/ Clay Adams) preenchida com solução de heparina 50 U/mL. À 

cânula foi conectado o transdutor de força (TSD 104A- Biopac) que registrou os 

valores da pressão arterial sistólica, diastólica, média e da frequência cardíaca.  

 

 

 

Figura 2: Localização e dissecção das estruturas durante a 

canulação da artéria carótida. Em A o quadrado evidencia o local 

onde ocorre a tricotomia e a incisão para exposição da 

musculatura (Modificada de Khajuria et al., 2012); Em B a seta 

aponta para a artéria carótida, na qual é introduzida a cânula 

(Foto: Gilson Brás). 
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O tempo mínimo de vinte minutos foi aguardado para a estabilização das leituras no 

sistema (MP 30 Biopac Systems, Inc; CA). Após a coleta dos registros, a cânula era 

desconectada do sistema e retirada do vaso. 

 

 

4.4 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS PARA CITOGENÉTICA 

 

Imediatamente após o término das leituras hemodinâmicas, os animais foram 

conduzidos ao Laboratório de Genética Animal da UFES, onde teve início o 

protocolo para obtenção da suspensão celular de medula óssea.  

 

Adaptado do protocolo de Guerra & Souza (2002), para cada 200 g de peso 

corporal, 1 mL de solução de colchicina 0,1% foi injetado por via subcutânea na coxa 

direita de cada animal. O período de incubação foi de 25 minutos. Em seguida, o 

animal foi sacrificado por exsanguinação e o fêmur direito retirado para obtenção da 

suspensão celular. 

 

Para retirada do fêmur, foi feita uma incisão na altura do joelho do animal, com 

desligamento dos tendões e desarticulação do osso. No primeiro momento, foi 

preservada a cartilagem que cobria a epífise. A extremidade superior do fêmur, que 

estava articulada à bacia, foi deslocada e, com o auxílio da tesoura, desarticulada. A 

epífise foi cortada, deixando livre a medula do osso para a passagem da solução 

hipotônica de KCl 0,075 M, utilizada durante a lavagem. A cartilagem anteriormente 

preservada foi removida e uma agulha 23 G inserida para conduzir 7 mL de solução 

hipotônica. A lavagem e homogeneização da suspensão celular da medula 

ocorreram em placa de Petri. O material resultante foi aspirado, transferido para um 

tubo tipo falcon de 14 mL e disposto em banho-maria à temperatura de 37°C, onde 

permaneceu por 40 minutos. 

 

Para a fixação do material foi preparada, 30 minutos antes do uso, a solução 

fixadora que continha Metanol P.A. e Ácido Acético P.A. na proporção de 3:1. A 

solução foi armazenada a -20°C, em recipiente com tampa para evitar a evaporação. 
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Após banho-maria, a suspensão celular foi pré-fixada por cinco minutos com seis 

gotas de solução fixadora gelada. Em seguida foi fixada com 3 mL de solução 

fixadora gelada. Nas duas etapas acima descritas, o conteúdo do tubo foi 

lentamente homogeneizado.  

 

Após centrifugação por 7 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante de todas as amostras 

foi descartado. A ressuspensão do material foi realizada com 7 mL de solução 

fixadora gelada, seguida de centrifugação a 1000 rpm por 7 min e descarte do 

sobrenadante.  Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. O material 

resultante foi diluído e homogeneizado em aproximadamente 2 mL de solução 

fixadora gelada – o volume varia de acordo com a quantidade de material obtido 

após as centrifugações - e duas gotas foram pingadas em cada lâmina. Para cada 

animal foram pingadas cinco lâminas que secaram ao ar por, no mínimo, 24 horas. 

 

Após a secagem, todas as lâminas passaram pelo processo de hidrólise, sendo 

imersas em solução de Ácido Clorídrico (HCl) 1 N, a 60 °C por 7 minutos e, em 

seguida, lavadas com água destilada e secadas ao ar. As lâminas foram coradas 

com Giemsa (MERK) e solução A+B (NaCl e KCl) na proporção de 1:30, durante 5 

minutos e novamente lavadas com água destilada e deixadas para secar ao ar. 

 

 

4.5 ANÁLISE CITOGENÉTICA PARA AVALIAÇÃO DAS ABERRAÇÕES 

CROMOSSÔMICAS 

 

Para cada animal foram analisadas, às cegas, 100 metáfases em fotomicroscópio 

óptico Nikon Eclipse 40i. Para as análises das aberrações cromossômicas foram 

consideradas metáfases bem espalhadas com grau de condensação suficiente para 

possibilitar a observação da morfologia dos cromossomos. 

 

Todas as metáfases que possuíam o mínimo de um cromossomo com anomalia 

foram consideradas metáfases aberrantes, conforme demonstrado na figura 3.  
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Figura 3: Registros de duas metáfases com apenas uma aberração cada uma. Em A é possível 

visualizar, indicada pela seta, uma quebra; Em B a seta aponta para uma aberração do tipo 

gap. Observação em fotomicroscópio óptico (objetiva de 100X). 

 

 

O registro das imagens foi obtido por meio do software GraphPad 2.0 (Applied 

Spectral Imaging, Software, USA). Uma única pessoa realizou as análises de todas 

as lâminas, e foram registradas apenas as aberrações evidentes, como quebras, 

cromossomos em anel, gaps (erros) e desestruturação da metáfase (pulverizações). 

 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para análise estatística foram aplicados o teste não paramétrico de Mann-Whitney, e 

o teste paramétrico t de Student, conforme descrito na tabela a seguir (Tabela 1). Os 

dados foram comparados e correlacionados utilizando o Coeficiente de Correlação 

de Pearson (Tabela 1). O software utilizado foi Prisma 5.01 (GraphPad, Software, 

USA), sendo os resultados considerados significantes ao nível de 5%. Foram 

calculados a média e o desvio padrão dos valores de cada um dos grupos. Quando 

presentes, os valores aberrantes (outliers) foram excluídos e substituídos pelos 

valores médios de seus respectivos grupos.   
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Tabela 1: Descrição dos tipos de testes estatísticos e suas respectivas aplicações nos dados do estudo.  

Teste Variável Dado Comparação 

t de Student 

Pressão Arterial; Pressão 

Sistólica; Pressão Diastólica; 

Frequência Cardíaca. 

Média Grupo Controle Negativo X Grupo Mercúrio 

Mann-Whitney Aberrações Cromossômicas Frequência Absoluta Grupo Cisplatina X Grupo Controle 

Correlação de 

Pearson 

Parâmetros Hemodinâmicos X 

Aberrações Cromossômicas 
Média X Frequência Absoluta Grupo Cisplatina 
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5 RESULTADOS  

 

A queda estatisticamente significante de valores dos parâmetros hemodinâmicos, 

quando comprados CP e CT, pode ser observada por meio das médias dos valores 

dispostos na Figura 4.  

 

 

 

Figura 4: As barras representam as médias com desvio padrão da média das medidas hemodinâmicas 

obtidas dos animais controle (CT) e tratados com cisplatina (CP). Em A, B, C e D respectivamente, 

Pressão Arterial Sistólica (PAS), Pressão Arterial Diastólica (PAD), Pressão Arterial Média (PAM) e 

Frequência Cardíaca (FC); * p<0,05, comparação com o grupo controle em animais anestesiados. 

 

 

Na figura 5 estão dispostas as médias dos valores das aberrações cromossômicas 

tanto para animais CP quanto CT. As análises estatísticas também retornaram valores 

significantes os quais refletem claramente o aumento do número de aberrações nos 

animais tratados com cisplatina.  
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Figura 5: Valores médios do número de aberrações 

cromossômicas encontradas nas metáfases de animais 

estão representados nas barras ± desvio padrão da 

média, sendo controle (CT) e tratados com Cisplatina 

(CP); p < 0,05.  

 

 

Foi analisada também a correlação entre o aumento do número de aberrações 

cromossômicas e a diminuição encontrada em cada um dos parâmetros 

hemodinâmicos (Figura 6). É importante destacar que a correlação foi estabelecida 

entre os valores crescentes de aberrações cromossômicas e os valores decrescentes 

de PAS, PAD, PAM e FC. Os resultados apresentados, portanto, consideram o 

conjunto de dados como um todo, e relacionam aumento do número de aberrações 

cromossômicas, com queda nos valores dos parâmetros hemodinâmicos. 
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Figura 6: Correlação entre os dados dos animais tratados com cisplatina. De A até D, respectivamente: 

Pressão Arterial Sistólica (PAS), Pressão Arterial Diastólica (PAD), Pressão Arterial Média (PAM) e 

Frequência Cardíaca (FC), em animais anestesiados. Alfa foi significativo para todos os resultados e os 

valores de r estão dispostos em seus gráficos de dispersão correspondentes.  

 

 

As correlações fortemente negativas apresentadas na figura 6 demonstram que a 

queda, tanto nas pressões sistólica, diastólica e média, como na frequência cardíaca 

são inversamente proporcionais ao aumento na frequência absoluta de aberrações 

cromossômicas encontradas nas metáfases.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

As alterações significativas nos parâmetros hemodinâmicos e as correlações 

negativas obtidas neste estudo, após a comparação dos dados hemodinâmicos com o 

número de aberrações cromossômicas, são compatíveis com dados sobre a 

nefrotoxicidade dos compostos platinados, apresentados pela literatura.  

 

O efeito nefrotóxico da cisplatina foi descrito mesmo com uma única dose, a qual 

pode incorrer em insuficiência renal aguda (Lau,1999). Parte desse efeito se deve à 

capacidade que a cisplatina tem de agir nas células epiteliais dos túbulos proximais, 

prejudicando sua funcionalidade (Miller et al., 2010).  

 

Devido ao fato de as células epiteliais dos túbulos proximais serem as primeiras a 

sofrerem os efeitos tóxicos da cisplatina (Kaushal et al., 2001), a alteração da pressão 

arterial média, bem como de suas componentes (PAS e PAD) é um resultado 

coerente.  Desde 1985, Winston e Safirstein haviam descrito que a cisplatina é 

responsável pela queda no fluxo sanguíneo em ratos, o que também suporta as 

alterações hemodinâmicas apresentadas neste estudo.   

 

O efeito citotóxico da cisplatina se deve ao fato de ocorrer a formação de adutos de 

DNA intra e inter fitas da dupla hélice. Ela funciona como uma barreira física, 

perturbando a dinâmica de processos como duplicação e transcrição, o que promove 

a ativação dos mecanismos de reparo na célula. As quebras podem acontecer 

quando os adutos promovem paradas nas forquilhas de replicação, gerando 

instabilidades nas regiões onde a cisplatina se liga. Esse fato justifica a ocorrência de 

quebras nos cromossomos das amostras dos grupos tratados com cisplatina. Se o 

DNA da célula sofre sucessivas lesões, uma série de reações bioquímicas são 

iniciadas culminando em morte celular (Wang & Lippard, 2005; Oliver et al., 2010).  

 

Alguns estudos descrevem processos metabólicos para explicar as vias de apoptose 

e necrose ativadas nos tecidos renais em decorrência da exposição à cisplatina. 
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Alguns deles são a via das caspases (Kaushal et al., 2001; Cummings & Shnellmann, 

2002) e o fator de indução de hipóxia (HIF) (Weidemann et al., 2008).   

 

Uma vez que o rim é um dos órgãos mais afetados no tratamento por cisplatina, se 

torna evidente a relação entre o número de aberrações cromossômicas e as 

alterações hemodinâmicas. Nos rins, os níveis de platina podem atingir valores até 

cinco vezes maiores do que os plasmáticos. Além disso, são a principal rota de 

excreção, o que potencializa o acúmulo desproporcional de cisplatina e contribui para 

o aumento da nefrotoxicidade (Lau, 1999; Yao et al., 2007). 

 

As aberrações cromossômicas identificadas em células da medula óssea, permitem a 

visualização do efeito in vivo da cisplatina nas células do organismo. Apesar de o 

tecido amostrado acumular menor quantidade do quimioterápico, o número de 

anomalias encontradas foi suficientemente para ser correlacionado com as 

perturbações hemodinâmicas. A medula óssea é fonte de células sanguíneas e 

qualquer processo que influencie sua dinâmica celular (necrose ou apoptose, por 

exemplo) altera o hematócrito, que também é um fator importante para a biofísica da 

circulação. 

 

Para estabelecer os mecanismos pelas quais esses efeitos ocorrem, é preciso 

estudar profundamente a influência da cisplatina na circulação arterial, incluindo a 

regulação humoral. É necessário também uma avaliação a fim de correlacionar 

tempos de tratamento e diferentes dosagens para determinar quais são as etapas 

iniciais, e como se manifestam em escala temporal.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Por meio desses resultados é possível observar que o dano ao DNA registrado 

através de Aberrações Cromossômicas expõe seus reflexos sobre os parâmetros 

hemodinâmicos. A cisplatina induz a queda na pressão arterial após 24 h de 

exposição, e esse dado corrobora com outros encontrados na literatura. O fato de 

haver uma correlação inversa entre o aumento da quantidade de aberrações 

cromossômicas e a queda nos valores médios da pressão arterial, agrega interesse 

aos resultados obtidos e mostra uma face pouco explorada dos efeitos que este 

quimioterápico produz na fisiologia vascular. 
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