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RESUMO 

 

A neurotoxicidade do metilmercúrio (MeHg) em indivíduos adultos é 

relativamente conhecida, contudo são escassos os trabalhos que 

analisam os estudos sobre a ação desse metal em duas estruturas do 

SNC durante o desenvolvimento. Este trabalho teve como objetivo 

relacionar os efeitos do MeHg sobre a organização estrutural e 

ultraestrutural do mesencéfalo e cerebelo, bem como identificar sua 

ação nos processos de proliferação e diferenciação celular, utilizando 

como modelo experimental embriões de Gallus domesticus. Os 

embriões foram tratados in ovo no 3° dia de incubação (E3) com uma 

única dose de metilmercúrio (MeHg) (0,1 μg diluído em 50 μL de 

salina) e analisados no 10° dia de incubação (E10). Os embriões do 

grupo controle foram tratados somente com 50 μL de solução salina. 

As análises morfológicas e morfométricas do mesencéfalo e cerebelo 

foram realizadas a partir de secções histológicas coradas com HE. A 

quantificação e imunolocalização de proteínas relacionados ao ciclo 

celular (ciclina E; p21 e p53), diferenciação celular (NeuN; Tubulina 

III e GFAP), proliferação celular (fosfohistona H3) e dano ao DNA 

(ƴPH2Ax), bem como relacionados a dinâmica mitocondrial (Drp-1 e 

Mfn-1) foram obtidos a partir de técnicas de imuno-histoquímica e 

citometria de fluxo. Foram realizados ensaios de detecção do MeHg 

através do espectrofotômetro de absorção atômica e análises por 

microscopia eletrônica de transmissão, para investigar alterações 

ultraestruturais. Os resultados mostraram deposição de Hg no 

mesencéfalo e cerebelo. A exposição ao MeHg provocou aumento da 

expressão da p21 no mesencéfalo e p53 no cerebelo, e significativa 

redução da expressão da ciclina E e de fosfohistona H3, sugerindo 

parada no ciclo celular e da proliferação celular. No grupo tratado 

foram observadas alterações ultraestruturais, sendo as mais evidentes 

nas mitocôndrias das células do mesencéfalo e principalmente do 

cerebelo. Os insultos ao ciclo e a estrutura celular alteraram os 

processos de diferenciação, provocando uma diminuição no número 

das células das linhagens neural e glial. Este estudo revelou que os 

insultos do MeHg no cerebelo foram mais severos do que no 

mesencéfalo, demonstrando que a toxicodinâmica do MeHg é 

dependente do período do desenvolvimento, podendo comprometer 

funções importantes para a sobrevivência do embrião. 

 

Palavras-chave: Desenvolvimento. SNC. Toxicidade. Metilmercúrio. 

Ciclo celular. Diferenciação celular. Mitocôndrias.  
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ABSTRACT 

 

Neurotoxicity of Methylmercury (MeHg) has been studied for years, 

but their relationship with the development of two CNS structures 

(midbrain and cerebellum) is highly unusual. This study aimed to 

analyze the effects of MeHg in the structural and ultrastructural 

organization and its influence on the processes of proliferation, 

differentiation and cell cycle of the midbrain and cerebellum of Gallus 

domesticus embryos. The embryos were treated in ovo on the 3rd day 

of incubation (E3) with a single dose of methylmercury (MeHg) (0.1 

ug in 50 uL of diluted saline) and analyzed on the 10th day of 

incubation (E10). The control group embryos were treated only with 

50 uL saline solution. The morphological and morphometric analysis 

of the midbrain and cerebellum sections were taken from histological 

sections stained with hematoxylin-eosin. The quantification and 

immunolocalization of proteins related to cell cycle (Cyclin E, p21 

and p53), cell differentiation (NeuN; tubulin III and GFAP), cell 

proliferation (phosphohistone H3) and DNA damage (ƴPH2Ax) and 

related mitochondrial dynamics (Drp-1 and Mfn-1) were obtained 

from immunohistochemistry and flow cytometry techniques. Metal 

detection assays were conducted using the atomic absorption 

spectrophotometer and analysis by transmission electron microscopy 

to investigate ultrastructural changes. The results showed deposition 

of Hg in the midbrain and cerebellum. Exposure to MeHg caused 

increased p21 expression in the midbrain and p53 in the cerebellum, 

and significant reduction in the expression of cyclin E and 

phosphohistone H3, suggesting cell cycle arrest and cell proliferation. 

Ultrastructural changes were observed, being more evident in the 

mitochondria of cells of the midbrain and especially of cerebellum. 

The insults to the cycle and the cellular structure altered the processes 

of differentiation, causing a decrease in the number of cells of neural 

and glial lineages. This study revealed that MeHg insults in the 

cerebellum were more severe than in the midbrain, demonstrating that 

the toxicology of MeHg is dependent on the developmental period and 

could compromise functions important for the survival of the embryo. 

 

Keywords: Development. CNS. Toxicity. Methylmercury. Cell cycle. 

Cell differentiation. Mitochondria. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O mercúrio (Hg) é um metal comum no ambiente, apresentando 

tanto origem natural como antropogênica. As fontes naturais estão 

principalmente relacionadas com os processos de desgastes da crosta 

terrestre e com a atividade vulcânica, enquanto que a antropogênica 

está relacionada com a produção industrial. O mercúrio (Hg) é 

amplamente utilizado na indústria química, na produção de papel, de 

plásticos, tintas, baterias e lâmpadas fluorescentes (TCHOUNWOU et 

al., 2003). Os compostos de Hg liberados por fontes antropogênicas 

no ambiente representam uma forma importante de intoxicação animal 

ou humana sendo atualmente a forma mais comum (CLARKSON et 

al., 2003), causando prejuízos em vários sistemas corporais como no 

sistema nervoso central (SNC), cardiovascular e urinário (AGUADO 

et al., 2013; GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006). 

A forma orgânica mais tóxica de Hg é o metilmercúrio (MeHg) 

(BRAUNE et al., 2012; GOLDMAN; KORBAS et al., 2011; 

SHANNON, 2001), cuja capacidade de bioacumulação na cadeia 

alimentar oferece riscos ao bem estar das populações (CRESPO-

LÓPEZ et al, 2005; SYVERSEN, 2012). O MeHg é encontrado nos 

organismos sob a forma metilada, podendo se acumular em vários 

órgãos como rins, fígado e principalmente no SNC (CRESPO-

LÓPEZ, 2005), sendo considerado um agente neurotóxico para o 

homem e animais de diferentes níveis tróficos (WHO, 1976). 

Estudos relatam a neurotoxicidade do MeHg em diversas 

espécies, incluindo humanos (GRANDJEAN; HERZ, 2011; 

MORIYAMA E HANNAGA, 2013), primatas (BURBACHER et al. 

1990), roedores (FAUSTMAN et al., 2002; JAYASHANKAR et al., 

2013); e em aves, (BERTOSSI et al, 2004; GREENER; KOCHEN, 

1983; HEINZ et al., 2009) e as alterações morfológicas decorrentes da 

intoxicação por MeHg são dependentes da dose e do tipo de 

exposição, provocando prejuízos severos em embriões, fetos ou na 

vida pós natal (HARADA et al., 2005). A exposição ao MeHg durante 

os períodos críticos do desenvolvimento do SNC, pode gerar 

alterações morfofuncionais severas que dificultam a sobrevivência do 

neonato (SAKAMOTO et al., 2013; STRINGARI et al., 2008).  

As primeiras pesquisas sobre a toxicidade do MeHg em aves 

abordavam o contexto ambiental, descrevendo a toxicinética deste 

metal, no organismo e no ambiente, a partir de estudos sobre a 

presença desta substância na dieta e sua interferência no perfil 
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reprodutivo desses animais (CAMPBELL et al. 2005; BRAUNE et al., 

2007).  

No presente estudo foram avaliados os efeitos neurotóxicos do 

MeHg, utilizando-se embriões de ave da espécie Gallus domesticus 

como modelo experimental, os quais são amplamente utilizados em 

estudos de Biologia do Desenvolvimento e Embriologia. Esse modelo 

apresenta potencial para estudos experimentais, como: (i) 

características morfológicas externas bem definidas, que permitem o 

estagiamento dos embriões, descritas por Hamilton e Hamburger 

(1951); (ii) facilidade em realizar análises qualitativas e quantitativas 

de diversas estruturas anatômicas; (iii) o ovo embrionado apresenta-se 

independente de fatores externos e; (iv) fácil manipulação e baixo 

valor econômico para sua obtenção e permanência no laboratório 

durante a experimentação (DOMOWICZ et al., 2011; HO et al., 

2011). 

O Laboratório de Reprodução e Desenvolvimento 

Animal/BEG/CCB/UFSC desenvolve pesquisas utilizando o modelo 

de G. domesticus desde a década de 1990, sendo analisados os efeitos 

neurotóxicos do acetato de chumbo (CARVALHO, 2002; SCHATZ, 

2003; RIVERO, et al., 2006), e MeHg (CARVALHO et al., 2008, 

FERREIRA et al., 2015) no encéfalo e medula espinhal de embriões. 

Esses estudos e a literatura corrente demonstraram que a toxicidade do 

MeHg é complexa e requer diferentes abordagens experimentais.  

Neste contexto, consideramos que o período de tratamento com 

MeHg durante a formação de duas estruturas nervosas distintas, o 

mesencéfalo e o cerebelo, apresentam respostas celulares 

características devido aos ritmos celulares de proliferação e 

diferenciação serem diferentes. 

 

1.1 A PRESENÇA DO MEHG NO AMBIENTE  

 

O MeHg é um composto orgânico altamente tóxico presente 

nos sedimentos aquáticos (CLARKSON, 2002, FENG et al., 2008). 

Uma vez formado, o MeHg entra na cadeia alimentar através das 

membranas celulares onde interage com grupamentos sulfidrila (SH), 

acumulando-se nos seres vivos, representando riscos significativos 

para a saúde humana e animal (AZEVEDO et al., 2012). 

Os primeiros relatos de contaminação acidental por este 

composto orgânico ocorreram em 1860, em Londres, a partir de 

exposições ocorridas em laboratório durante sua produção sintética 

(CLARKSON, 2002), chamando assim a atenção da comunidade 
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científica sobre o potencial toxicológico do MeHg. Por outro lado, a 

descoberta dos efeitos tóxicos do MeHg foram posteriormente 

utilizados com sucesso na agricultura, com ação antifúngica 

(GOLDMAN; SHANNOM, 2001). No entanto, diversos estudos 

descreveram a ocorrência de muitos casos de intoxicação por MeHg, 

em decorrência de seu uso generalizado (ETO et al., 2010, BAKIR et 

al., 1973 WHO, 1976). 

A contaminação com MeHg da Baía de Minamata em 1953, no 

Japão, provocou a intoxicação da população local. O consumo de 

pescados foi a principal fonte de contaminação da população costeira 

(NINOMYA et al., 1995). Os sintomas mais graves diagnosticados 

foram distúrbios neurológicos que caracterizaram uma patologia 

denominada como doença de Minamata, apresentando tremores ou 

espasmos involuntários, dormência ou insensibilidade nos membros, 

falhas na coordenação muscular, problemas na fala ou expressão 

verbal, estreitamento do campo de visão e perda do equilíbrio 

(EKINO et al., 2007, KURLAND et al., 1960;). 

Em 1971 e 1972, no Iraque, o consumo de pão caseiro, 

preparado com grãos contaminados por MeHg e utilizado na época 

como conservante antifúngico, resultou na intoxicação de cerca de 

40.000 indivíduos, os quais apresentaram distúrbios neurológicos 

(BAKIR et al., 1973).  

A contaminação por MeHg no Brasil pode ser regionalizada, 

onde nas regiões Norte e Centro-Oeste a presença deste composto está 

relacionada principalmente com as atividades de garimpo, enquanto 

que nas regiões Nordeste, Sudeste e Sul, a principal causa de emissão 

é oriunda da indústria eletroquímica (PINHEIRO et al., 2009).  

 O acidente ambiental mais recente no Brasil ocorreu com o 

rompimento da barragem de Fundão/MG (2015), provocando a 

liberação de rejeitos no meio ambiente e atingindo Áreas de 

Preservação Permanente (APPs). A presença da atividade extrativista 

de ouro também é comum na região Sudeste e esta característica 

regional está associada com a utilização de mercúrio e outros 

elementos como ferro e manganês, oferecendo riscos consideráveis de 

contaminação, uma vez que ao entrarem na dinâmica do sistema 

hídrico e não serem degradados, estes compostos permanecem 

solubilizados nas águas ou precipitados junto aos sedimentos do fundo 

(IBAMA, 2015). 

Outra fonte de contaminação por MeHg no Brasil está 

relacionada à ingestão de peixes e frutos do mar, sendo que o sistema 
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de tratamento de resíduos tóxicos é  legislado pelo Conselho Nacional 

de Meio Ambiente (CONAMA) (MICARIONI et al, 2000).  

O CONAMA instituiu a Política Nacional dos Recursos 

Hídricos e a Resolução 357, de 17 de março de 2005, define que   as 

águas doces destinadas ao abastecimento humano e as atividades 

relacionadas ao seu uso, podem apresentar a concentração de no 

máximo 0,0002 mg/L Hg a 0,002 mg/L de Hg. 

 

1.2 O DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO 

CENTRAL  

 

Estudos descreveram que a exposição materna ao MeHg 

geraram danos neurológicos em sua prole (GRANDJEAN et al., 1997, 

MURATA et al., 2007). Os efeitos do MeHg sobre o SNC em 

desenvolvimento podem ser relacionados com a espécie e a idade do 

concepto, associado à concentração e o tempo de exposição (CHOI, 

1989, JAYASHANKAR et al., 2014). A complexidade do SNC em 

desenvolvimento e a imaturidade dos sistemas de defesa podem 

contribuir para a maior susceptibilidade a compostos orgânicos 

tóxicos como o MeH.  

O processo de neurulação é característico dos vertebrados, e 

ocorre precocemente, pela indução de moléculas sinalizadoras 

produzidas pela notocorda, que agem sobre o folheto embrionário 

ectoderma, formando a placa neural. Através de movimentos 

morfogenéticos, esta última estrutura constituirá o tubo neural, o qual 

apresentará características regionais bem definidas durante sua 

organização, pré-estabelecidas através dos processos de neurulação 

primária e secundária (SHOENWOLF; FRANKS, 1984). 

A neurulação primária se estende do encéfalo até a região 

truncal, envolvendo o processo de transformação da placa em sulco e 

tubo neural, pela fusão das pregas neurais na linha médio-dorsal 

(COLAS; SCHOENWOLF, 2001). A neurulação secundária envolve a 

formação mais caudal do tubo neural, e ocorre por processos de 

cavitação de uma estrutura com aspecto cordonal (SCHOENWOLF; 

DELONGO, 1980) podendo ocorrer de modo diferente entre as 

espécies (LOWERY; SIVE, 2004). 

As regionalizações ântero-posterior, médio-lateral e 

dorsoventral do tubo neural irão definir as características 

morfofuncionais do SNC, com a formação do encéfalo e da medula 

espinhal (SCHOENWOLF; FRANKS, 1984, SHOENWOLF; 

ALVAREZ, 2009). Como as pregas neurais se dobram na região entre 
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o encéfalo e a medula, o tecido dorsal comprime o tubo neural na base 

do encéfalo de maneira que esta oclusão separa a região cerebral da 

futura medula espinhal (DESMOND; LEVITAN, 2002).  

Com relação às características anatômicas, o tubo neural 

apresenta dilatações e constrições, que se rearranjam para formar as 

diferentes regiões funcionais do encéfalo e medula espinhal. A 

expansão da cavidade central, em função do aumento da pressão 

positiva do fluido interno, garante o crescimento das vesículas 

encefálicas, que são mais evidentes em sua porção mais anterior, pela 

formação de dilatações e constricções, que organizam as três vesículas 

encefálicas primárias: cérebro anterior (prosencéfalo), cérebro médio 

(mesencéfalo) e cérebro posterior (rombencéfalo). O prosencéfalo se 

subdivide em telencéfalo e mais caudalmente em diencéfalo. O 

telencéfalo formará os hemisférios cerebrais e o diencéfalo, o tálamo e 

hipotálamo, regiões estas importantes para o recebimento de 

informações do ambiente. O mesencéfalo não se subdivide e forma o 

aqueduto cerebral. O rombencéfalo se subdivide em duas vesículas, 

uma mais anterior, denominada de metencéfalo que formará o 

cerebelo e a ponte e o mielencéfalo, localizada posteriormente, que 

formará o bulbo (LENT, 2005; SCHOENWOLF; FRANKS, 1984) 

(Figura 1).  
 

Figura 1: Vesículas encefálicas de embrião de G.domesticus 

 
Fonte: Adaptado de (Tufan et al., 2004). 

 

A parede do tubo neural é formada pelo neuroepitélio, 

constituído pela população de células neurais em processo de 
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proliferação, capazes de originar os diferentes tipos celulares 

presentes no SNC (GILBERT, 2010, WOLPERT; TICKIE, 2010).  

Para a estruturação das diversas camadas que constituem a 

parede das vesículas encefálicas, ocorre um intenso processo de 

sinalização, oriundo dos tecidos adjacentes ao SNC. Desta maneira 

são constituídos os arranjos celulares, a partir de populações de 

células com características morfofuncionais distintas e que 

estabelecem na região dorsal, uma estrutura celular, denominada de 

placa alar, que apresenta conexões sensitivas enquanto que na região 

ventral (ou placa basal), se encontram as conexões motoras 

(GILBERT, 2010).  

A população celular do sistema nervoso em formação apresenta 

características típicas de células epiteliais, apresentando-se 

polarizadas e com junções de adesão na porção apical (WODARZ; 

HUNTTNER, 2003). Durante o ciclo celular, os núcleos migram no 

sentido apical-basal, migração denominada de nuclear intercinética, 

formando um epitélio onde os núcleos das células se dispõem em 

diferentes alturas, dando a impressão de ser formado por diversas 

camadas celulares. Estas células neuroepiteliais são precursoras dos 

neuroblastos e dos glioblastos (G TZ; HUNTTER, 2005) (Figura 2). 

Com o início da neurog nese, as c lulas neuroepiteliais 

originam as c lulas da glia radial (G T ; HUTTNER, 2005). Essas 

células possuem processos radiais que se expandem da superfície 

apical à superfície ventricular do tubo neural, servindo como guia 

durante a migração dos neurônios, tanto na formação do encéfalo, 

quanto na medula espinhal. As células da glia radial mantêm 

propriedades de células neuroepiteliais, que incluem: a expressão de 

proteínas citoplasmáticas, manutenção da polaridade apical-basal da 

célula através da presença de junções celulares de membrana e a 

manutenção do contato celular com a cavidade ventricular (G T ; 

HUTTNER, 2005, DOMOWICZ et al., 2011). 

Durante a neurogênese, as células precursoras migram através 

da glia radial estabelecendo na camada do manto a região onde as 

células se diferenciam para dar origem aos neurônios. Os neurônios 

imaturos passam por uma série de mudanças para se tornarem 

funcionais, adquirindo uma morfologia que confere a habilidade de 

sintetizar neurotransmissores e conduzir sinais elétricos (FARKAS; 

HUTTNER, 2008). As moléculas responsáveis pelo início dessa 

diferenciação são as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs, do 

inglês, bone morphogenetic proteins) e o Shh (do inglês, Sonic 

hedgehog). A distribuição destas moléculas obedece a um gradiente ao 
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longo do eixo dorsoventral do tubo neural, levando à formação de 

diferentes classes de neurônios – motoneurônios, interneurônios e 

neurônios sensoriais – e orientando o crescimento axonal destes, 

permitindo o estabelecimento de conexões apropriadas (CHIZHIKOV; 

MILLEN, 2005). 

 
Figura 2: Secção esquemática da vesícula encefálica em desenvolvimento. 
Demonstração das camadas ventricular (CV); subcamadas: pré-placa (PP); 

intermediária (I); subplaca (SP); placa cortical (PC) e camada  marginal 

(CM). 

 
Fonte: Adaptado de (Nadarajah; Parnavelas, 2002). 

 

A organização básica do SNC já é reconhecida em 24h de 

desenvolvimento em embriões de espécie G. domesticus 

(HAMBURGER; HAMILTON, 1951), apresentando as expansões das 

vesículas encefálicas primordiais e organização primitiva da camada 

ventricular (GILBERT, 2010). 

Como anteriormente apresentado, o mesencéfalo não se 

subdivide e é uma estrutura nervosa com menor número de 

modificações estruturais observadas ao longo do desenvolvimento. 

Sua organização celular é constituída por vias associativas sensoriais, 

com a presença de células ganglionares da retina (CGR), 

desempenhando papel central na análise da informação visual 

(SCICOLONE et al., 1995). Poucos estudos relacionam sua estrutura e 

função (NARAYANAN; NARAYANAN, 1978, GOLBERG, 1974) 

com a toxicidade ambiental (LEWANDOWSKI et al., 2003). Por 

outro lado, durante o desenvolvimento do mesencéfalo são observadas 

mudanças significativas na sua porção mais posterior junto ao 

metencéfalo, com a organização do cerebelo e da ponte, que são 
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estruturas relacionadas com a função associativa motora, além da 

estruturação do IV ventrículo cerebral (KINOSHITA; ITO, 2006).  

Na estruturação do mesencéfalo, os neuroblastos migram das 

placas alares e constituem o teto, formando quatro grupos de 

neurônios, presentes em quatro projeções do tecido nervoso, os 

colículos superior e inferior, que estão relacionados com os reflexos 

visuais e auditivos, respectivamente (GOLDBERG 1974, 

SCICOLONE et al., 1995) (Figura 3). 

Os neuroblastos das placas basais darão origem aos neurônios 

do tegmento (núcleos vermelhos; do terceiro e quarto nervos 

cranianos e, os reticulares). Além disso, a substância nigra, localizada 

adjacente ao pedúnculo encefálico, tornam-se cada vez mais 

proeminentes a medida que mais grupos de fibras descendentes 

(cortico-pontino, cortico-bulbar e cortico-espinhal) passam através do 

mesencéfalo para o tronco encefálico em direção a  medula espinhal 

(MOORE, 2008).  

 
Figura 3: Desenvolvimento do mesencéfalo. Mesencéfalo em corte 

transversal em duas fases do desenvolvimento: fase inicial (A) e tardia (B). 

As setas em (A) mostram a migração de células da placa alar. Aqueduto 

cerebral (AC). 

 
Fonte: http://clinicalgate.com/the-midbrain.  

 

No mesencéfalo são reconhecidos neurônios dopaminérgicos, 

relacionados com o controle do movimento voluntário e de 

associações entre as respostas comportamentais aos estímulos 

ambientais. O adequado funcionamento desses neurônios é importante 

http://clinicalgate.com/the-midbrain
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para o comportamento básico dos animais, e alterações relacionadas a 

esta população de células neurais causam algumas patologias 

neurológicas, representando um elo importante entre a aprendizagem, 

memória e a expressão de padrões cognitivos (BISSONETTE; 

ROESCH, 2016). 

Já o cerebelo é considerado uma estrutura do sistema motor 

associado ao controle do movimento e aprendizagem motora (ITO, 

2000). Diversos estudos demonstram a participação do cerebelo em 

tarefas envolvendo o processamento sensorial (GAO et al., 1996) e a 

memória operacional (DESMOND et al., 1997), portanto, não apenas 

relacionadas as funções motoras, mas também relacionados a 

processos cognitivos. 

Durante a formação do cerebelo em E4, em aves, as células 

neurais do metencéfalo apresentam um espessamento, delimitado 

anteriormente pelo istmo e posteriormente pelo plexo coróide (AKAR; 

SUR, 2010, GOLDOWITZ; HAMRE, 1998). As células migram 

tangencialmente pela superfície do cerebelo primitivo e formam a 

camada granulosa externa (CGE), surgindo às células granulares 

(MECHA et al., 2010). Os interneurônios da camada molecular (CM) 

são gerados a partir de células precursoras e migram para constituir as 

células da futura camada molecular. A migração celular ocorre através 

das fibras da glia radial, reconhecidas no cerebelo como fibras de 

Bergmann (GOLDOWITZ; HAMRE, 1998). 

Em aves, em E10 o córtex cerebelar apresenta-se organizado 

em duas camadas: granular interna (CGI) e granular externa (CGE). 

Na CGI encontram-se as células de Purkinje em fase de diferenciação 

e os precursores gliais (SEPÚLVEDA, 2005). As células precursoras 

das células de Purkinje migram da camada ependimária e durante o 

período de migração, tais células formam faixas longitudinais e 

gradualmente constituem uma estrutura plana em torno da qual se 

organizam as camadas do córtex cerebelar (AKAR;SUR, 2010) 

(Figura 4). 

A atividade proliferativa é intensa na CGE entre E8 e E15, 

produzindo aumento do número de células e a expansão desta camada 

(GOLDWITZ; HAMRE, 1998, LUCKNER et al., 2001). 

Gradualmente, os precursores das células granulares da CGE saem do 

ciclo celular e se acumulam na região interna desta camada, migrando 

tangencialmente. A partir da CGE, as células granulares iniciam o 

processo de migração radial para a camada molecular primitiva e as 

células da CGI alcançam a posição final. No percurso das células da 

CGE para a CGI, as células granulares passam por mudanças 
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morfológicas e deixam para trás os processos que formarão as fibras 

paralelas (LUCKNER et al., 2001, SEPÚLVEDA, 2005). 

A proliferação da CGE e a subsequente migração das células 

pós-mitóticas resultam no crescimento do cerebelo e em mudanças 

anatômicas. Gradualmente a estrutura lisa e encurvada do cerebelo 

forma dobras e as folhas cerebelares (MECHA, 2010). Em embriões 

de aves os lobos cerebelares só poderão ser reconhecidos entre as 

idades de E13 e E14. 

 
Figura 4: Representação esquemática do desenvolvimento do cerebelo em 

secção sagital. a) Região de origem do cerebelo com a diferenciação da 

camada neuroepitelial, manto e marginal; em b) Diferenciação da camada 

granular externa e precursores das células de Purkinje; c) Inicio da formação 

foliácea do cerebelo e migração celular; d) Diferenciação das regiões medular 

e cortical e) Camada granular externa diferenciada e migração das células de 

Purkinje; f) Camadas cerebelares diferenciadas. 

 
 

Fonte: Adaptado de http://development-of-the-nervous-system 

 

A capacidade de locomoção, coordenação motora e o 

estabelecimento das vias sensoriais visuais e auditivas estão 

http://development-of-the-nervous-system/
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diretamente relacionados com a maturidade do mesencéfalo e 

cerebelo. Tais estruturas nervosas mostram-se estruturalmente 

desenvolvidas em aves, após a eclosão (LIU; JOYNER, 2001). 

O mesencéfalo e principalmente o cerebelo se caracterizam por 

apresentar uma complexidade estrutural e funcional resultantes dos 

eventos de proliferação, migração e diferenciação celulares, 

garantindo o estabelecimento das conexões neurais. Os compostos 

orgânicos como o MeHg podem afetar o desenvolvimento do SNC. Os 

insultos neurotóxicos gerados são variáveis, sendo dependentes da 

dose, do modo de tratamento, da espécie, do sistema corporal, da 

idade considerando-se inclusive as propriedades ambientais e 

biológicas as quais esta substância está inserida. 

 

1.3 A NEUROTOXICIDADE DO MEHG 

 

Estudos sobre a toxicidade em humanos, contribuíram para as 

análises clínicas dos sintomas provocados pelas intoxicações com o 

MeHg. As alterações histopatológicas decorrentes da intoxicação pelo 

metal facilitaram a compreensão das mudanças fisiológicas, celulares 

e sistêmicas. Os mecanismos moleculares envolvidos têm sido 

elucidados, principalmente através de estudos experimentais com 

embriões e animais adultos, que contribuem com o melhor 

entendimento dos aspectos absortivos, de acumulação, 

biotransformação e excreção do MeHg (FARINA et al., 2011). 

O desenvolvimento do SNC apresenta uma sequência temporal 

na formação das várias estruturas nervosas, deixando as células do 

SNC mais vulneráveis à ação de xenobióticos do que indivíduos 

adultos. Entre estas, destacam-se os componentes da barreira 

hematoencefálica (BHE) (RONCALI et al., 1986), que se caracteriza 

como uma estrutura que exerce uma função importante na manutenção 

da homeostase do SNC (ZHENG, 2003).  

O MeHg atinge o tecido nervoso através da circulação 

sanguínea, tanto em embriões como em adultos (ZHENG et al., 2003). 

As células endoteliais da BHE formam um complexo MeHg-cisteína, 

estruturalmente semelhante a metionina, o qual funciona como um 

facilitador do transporte do metal para o interior do SNC, utilizando 

transportadores de L-aminoácidos (LAT-1 e 2) (SIMMONS-WILLIS, 

et al., 2002). O MeHg é excretado da célula na forma conjugada com 

GSH a partir da atividade de sistemas de transporte específicos 

(BALLATORI et al., 1995). 
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Os transportadores LAT-1 2, foram identificados a nível 

molecular, sendo compostos por heterodímeros e são expressos em 

muitos tecidos, incluindo o cérebro, e em níveis elevados, tanto nas 

membranas luminal e abluminal das células endoteliais que formam a 

BHE (DUELLI et al., 2000).  

A afinidade com os grupamentos SH, no SNC, pode gerar 

danos na estrutura de membrana pela formação de ligações cruzadas 

entre o íon de Hg com as proteínas de membrana ou sobre a estrutura 

proteica, inibindo atividades enzimáticas, caracterizando seus efeitos 

neurotóxicos. Neste contexto, analises ultraestruturais com ensaios de 

permeabilidade de vasos sanguíneos, demonstraram que em aves, até a 

idade embrionária E12, a BHE apresenta-se permeável e imatura, 

favorecendo o intercâmbio entre o SNC e as substâncias presentes na 

circulação sanguínea (RONCALI et al., 1986). 

No SNC, o MeHg pode ser dissociado e se acumular em 

quantidades variáveis (ASCHNER et al.,1990). Vahter e 

colaboradores (1995) descreveram que o MeHg no SNC apresenta um 

gradual processo de demetilação transformando-se em mercúrio 

inorgânico (HgI), sendo pouco solúvel, e favorecendo seu acúmulo 

nas células. O processo de demetilação parece ser não enzimático, 

contudo, seus mecanismos moleculares são pouco conhecidos. 

Animais tratados previamente com MeHg apresentam lesões 

irreversíveis no SNC, e estes efeitos foram observados após a 

exposição aguda (CHANG, 1977, BITENCOURT et al., 2013), ou 

crônica (BERNTSSEN et al., 2003, STRINGARI et al., 2008).  

A neurotoxicidade do MeHg é específica e os sistemas motor e 

visual, o hipocampo, cerebelo e a retina são alvos potenciais de ação 

de MeHg (BARBONI et al., 2004, DO NASCIMENTO et al., 2008). 

A exposição aguda ao MeHg diminui a coordenação motora, 

promovendo parestesia e ataxia, surdez, tremor muscular, conduzindo 

ao coma e morte (AMIN-ZAKI et al., 1974; GOLDMAN; 2001, 

EKINO et al., 2007).  

A intoxicação crônica por MeHg danifica o córtex cerebral, 

provocando distúrbio da sensibilidade nas extremidades, disartria, 

surdez, constrição do campo visual, fraqueza muscular, falta de 

memória, ansiedade, depressão, distúrbios de coordenação e 

equilíbrio, além de aumentar o risco de doenças cardiovasculares 

(CHANG et al., 2008). Deste modo, o grau de neurotoxicidade do 

MeHg é dependente da dose e do tempo de exposição da espécie 

animal (HEWETT; ATCHISON, 1992), assim a toxicocinética e 

toxicodinâmica do MeHg são variáveis importantes ao se comparar o 



37 

 

SNC entre adultos e embriões. Fatores intrínsecos do SNC são 

relevantes para o estabelecimento da citotoxicidade sobre as linhagens 

celulares neurais (DREIEM et al., 2005).  

A citotoxicidade do MeHg no SNC tem sido atribuída a três 

mecanismos principais: (i) alterações do Ca++ intracelular; (ii) 

indução do estresse oxidativo, tanto pela superprodução de espécie 

reativa de oxigênio (ERO) ou por redução da capacidade de defesa 

oxidativa; (iii) interações com grupamentos sulfidrila (CECCATELLI 

et al., 2010).  

Estudos realizados por centrifugação diferencial mostraram que 

o MeHg não exibe uma distribuição específica na célula, uma vez que 

está presente em todas as frações (nucleares, mitocondriais, 

lisossomais e frações solúveis) (CECCATELLI et al., 2010). Ensaios 

bioquímicos tanto in vivo como in vitro, demonstraram que as 

mitocôndrias representam o principal local de deposição deste 

composto (ATCHISON; HARE, 1994).  

 

1.4 A INTERFERÊNCIA DO MEHG NA ESTRUTURA E 

FUNÇÕES CELULARES 

 

A neurotoxicidade induzida pelo MeHg está relacionada com a 

perda da homeostase intracelular, provocando alterações na 

morfofisiologia das células do SNC em desenvolvimento (ASCHNER 

et al. 2000, MANFROI et al. 2004). 

As mitocôndrias têm sido reconhecidas como um importante 

alvo de intoxicação por MeHg (BONDY e MCKEE, 1991), bem como 

uma fonte principal de espécies reativas de oxigênio (ERO) (JEZEK e 

HLAVATA, 2005). A acumulação de MeHg na mitocôndria provoca 

depressão da respiração e produção de ATP, além de edema da matriz 

mitocondrial (POLUNAS et al., 2011) 

Metais catiônicos como chumbo, cádmio, manganês e 

mercúrio, se acumulam nas mitocôndrias (ATCHISON; HARE, 1994, 

SOKOLOVA et al., 2005). A entrada do metal nas mitocôndrias 

ocorre através de transportadores de cálcio (Ca++), por mimetismo 

molecular ou através de comportamento químico, como pH e carga 

mitocondrial (ATCHISON; HARE, 1994). 

Com isso as alterações mitocondriais estão relacionadas com a 

mobilização do Ca++ dos estoques intracelulares e da entrada de 

Ca++ através dos canais de membrana. Estudos mostraram que a 

utilização de quelantes ou bloqueadores de Ca++ serviram como 

tratamento para a intoxicação com MeHg, reduzindo os efeitos tóxicos 
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do MeHg intracelulares (SARAFIAN, 1993). A liberação 

descontrolada de Ca++ das mitocôndrias pode ocorrer como 

consequência do estresse oxidativo, uma condição resultante do 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas 

antioxidantes (MARTY et al, 1997). Com a geração de ERO no tecido 

cerebral, há aumento dos níveis de superóxido e peroxidação lipídica 

(MANFROI et al., 2004), sendo as membranas lisossomais e 

mitocondriais alvo deste processo, podendo levar a morte celular 

(CECCATELLi et al., 2010, FRANCO et al., 2009, 2010;). 

As alterações citosólicas, em especial aquelas decorrentes de 

estresses oxidativo podem atuar junto à dinâmica mitocondrial, 

diretamente na regulação morfológica e distribuição celular, cujos 

processos são diretamente mediados pela fusão e fissão mitocondriais 

(CHEN et al., 2011). 

O mecanismo de fusão mitocondrial mantém a homogeneidade 

do DNA, participando da resposta ao estresse celular, havendo a 

coordenação da membrana externa e interna da mitocôndria, com a 

participação de mitofusinas Mfn-1, Mfn-2 (membrana externa) e OPA 

1 (membrana interna) (CEREGHETTI et al., 2008). 

O mecanismo de fissão é regulado pela proteína dinamina (Drp-

1), relacionada com a proliferação, proporcionando à separação da 

população mitocondrial ente as células filhas. A fissão também é 

necessária para a renovação de partes envelhecidas ou danificadas da 

mitocôndria, favorecendo a autofagia (PALMER et al., 2011).  

O sistema de defesa antioxidante intracelular como glutationa 

(GSH) pode apresentar sua função comprometida pela toxicidade Hg 

(ERCAL et al., 2001), uma vez que o MeHg estabelece ligações com 

os grupamentos SH, diminuindo a disponibilidade de GSH, expondo 

as células aos danos provocados pelos radicais livre (SHANKER et 

al., 2005), caracterizando-se como um dos mecanismos mais 

importantes de toxicidade induzida pelo MeHg. A inibição das 

funções das proteínas do sistema antioxidante pode contribuir com a 

produção de danos oxidativos no SNC (CECCATELLI et al, 2010, 

FARINA et al., 2011). 

A toxicidade do MeHg atua sob várias vias, como geração do 

estresse oxidativo e ligação com grupamentos sulfidrila, podendo 

também comprometer elementos do citoesqueleto, afetando a 

despolimerização de microtúbulos, e com isso, alterando a 

neurotransmissão (CASTOLDI et al., 2001). Além disso, seus efeitos 

no citoesqueleto podem afetar a proliferação de precursores neuronais 

do cerebelo, pois o MeHg pode impedir a produção de novos 
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neurônios por desestabilizar o fuso mitótico, mantendo as células na 

fase de metáfase (FERRARO et al., 2009, PARKER et al., 2014). 

Os microtúbulos parecem ser também sítios da ação do MeHg 

(VOGEL et al., 1989), apresentando relativa vulnerabilidade em 

diferentes populações de células nervosas, alterando a polimerização 

do citoesqueleto das células neuronais. No entanto, não está bem 

elucidado qual o mecanismo de ação do MeHg que compromete esta 

estrutura subcelular, podendo ser através do complexo tubulina-SH, o 

qual representa o alvo de sua toxicidade, ou pela redução do GSH 

intracelular, que pode levar a incapacidade de proteger efetivamente a 

despolimerização dos microtúbulos (HE et al., 2012).  

O ciclo celular pode ser alvo de investigação da 

neurotoxicidade provocada pelo MeHg. Os sinais extracelulares 

podem estimular ou diminuir a progressão do ciclo de G1/S. Para que 

ocorram condições ideais de proliferação, as ciclinas interagem com 

Cdks, promovendo a entrada na fase S e facilitando a proliferação. Por 

outro lado, os sinais anti-mitogênicos atuam através de inibidores de 

Cdk, reduzindo a atividade do complexo ciclina-Cdk e evitar a 

transição G1/S (CUNNINGHAM; ROUSSEL, 2001).  

Estudos têm identificado reguladores positivos e negativos de 

G1/S que aumentam ou restringem a proliferação celular (CAREY et 

al., 2002; DUTTO et al., 2015). Os efeitos do MeHg sobre o ciclo 

celular estão relacionados com a redução da expressão de ciclina E, a 

partir de exposições crônicas e subtóxica do MeHg em células 

progenitoras neuronais, inibindo o ciclo celular (Xu et al., 2010).  

A regulação do ciclo celular influencia a posição e o número de 

neurônios no córtex cerebral (TAKAHASHI et al., 1995, 

VACCARINO et al., 1999), hipocampo (ALTMAN; BAYER, 1990), 

e cerebelo (HATTEN; HEINTZ, 1995). Nestas estruturas, existem 

regiões de células espacialmente distintas que geram neurônios 

específicos, os quais proliferam em períodos diferentes durante a 

embriogênese. 

Estudos in vivo e in vitro evidenciaram que a inibição da 

proliferação celular é um dos principais efeitos da toxicidade do 

MeHg (HOWARD; MOTTET, 1986; MIURA et al,  1978; XU et al., 

2010), podendo interferir na organização morfológica do SNC do 

embrião (FALLUEL-MOREL et al., 2007).  

A ativação de proteínas reguladoras do ciclo celular está 

relacionada com mecanismos de interrupção do ciclo celular, 

resultantes de interferências externas e internas ao ambiente celular. 

Entre os reguladores do ciclo destacam-se as proteínas p21 e p53 
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(HERRUP; YANG, 2007, RUSSO et al., 1995). A p21 inibe a 

progressão do ciclo celular pela ligação a complexos reguladores, 

incluindo a ciclina E- CDK/2, que controla a transição de fase G1/S 

(DUTTO et al., 2015). Enquanto que a p53 é uma proteína importante, 

capaz de induzir a parada do ciclo celular, podendo levar a apoptose. 

A capacidade da p53 em induzir a parada do ciclo nas fases G1, G2 e 

S, proporciona um período adicional para a célula reparar danos 

genômicos antes de entrar nas fases críticas de síntese de DNA e na 

mitose. As células, portanto, estacionadas nas fases podem ser 

liberadas de volta ao ciclo, facilitando o reparo do DNA 

(FAUSTMAN et al., 2002). 

Alterações na homeostase celular, como aumento dos níveis de 

Ca++ provocadas pelo MeHg aumentam a expressão da p21 

(ASCHNER et al., 2007, DUTTO et al., 2015), ou seja, a partir da 

indução direta da p21 independente da p53, que ocorre durante o 

estresse oxidativo (RUSSO et al., 1995). Outros modos de sinalização 

da p21 estão relacionados com danos ao DNA, e estes podem ser 

dependentes da via p53 (OU et al., 1999). 

A exposição ao MeHg pode, portanto, perturbar os processos de 

proliferação, diferenciação e migração celular, que são altamente 

regulados durante o desenvolvimento do SNC. A proliferação de 

células progenitoras neurais pode ser considerada como o estágio-

chave da neurogênese e os parâmetros do ciclo celular afetam as taxas 

de geração neuronal e com isso podem interferir na organização do 

córtex cerebral. Estudos neuroanatômicos revelam que altas doses de 

MeHg durante o período pré-natal podem causar diminuição no 

número de células e alterações na citoarquitetura das camadas 

encefálicas (FAUSTMAN et al., 2002).  

O SNC em desenvolvimento, parece ser mais sensível aos 

efeitos do MeHg, pois sua organização estrutural apresenta-se imatura, 

como BHE associada aos mecanismos de transporte serem mais 

permeáveis ao metal, apresenta-se como sítios de acúmulo de metais e 

as injúrias nele provocadas podem causar danos irreparáveis no 

neonato, tanto a nível celular, como fisiológico e cognitivo 

(CLARKSON, 2002, DOMOWICZ et al., 2011). 
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1.5. JUSTIFICATIVA  

 

O SNC em desenvolvimento parece ser o sistema mais sensível 

aos efeitos do MeHg, pois suas células e organização estrutural 

apresentam-se como sítios de acúmulo de metais e as injúrias nele 

provocadas podem causar danos irreparáveis no neonato, tanto a nível 

anatômico como fisiopatológico (FAUSTMAN et al., 2002, XU et al., 

2010). 

Os insultos do MeHg sobre os processos celulares do SNC 

dependem de vários fatores como espécie, dose, idade e podem ser 

atribuídos a interrupção de processos altamente regulados e 

sincronizados, como a proliferação, migração, diferenciação e morte 

celular associados com o crescimento e desenvolvimento (FERRARO 

et al., 2009). 

O fator tempo-espaço durante o desenvolvimento do SNC é 

uma característica importante a ser analisada, sobretudo em estudos 

toxicológicos, uma vez que o período de exposição ao metal pode 

afetar diferentemente estruturas nervosas, uma vez que apresentam 

etapas de desenvolvimento distintas, caracterizadas por ritmos 

específicos dos processos biológicos, como proliferação e 

diferenciação celular, das células do mesencéfalo e cerebelo. Com 

isso, pôde-se estudar o desenvolvimento de duas estruturas 

espacialmente distintas do SNC, com períodos de maturidade 

diferentes sobre a influência de uma única dose de MeHg, in ovo.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar os efeitos tóxicos do MeHg sobre as características 

morfofuncionais das células do mesencéfalo e cerebelo durante o 

desenvolvimento de embriões de Gallus domesticus em E10. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Detectar a deposição e a concentração de MeHg no 

mesencéfalo e cerebelo de embriões em E10;  

II.Investigar a interferência do tratamento com MeHg sobre a 

organização das camadas do mesencéfalo e cerebelo,  

III.Analisar o efeito do MeHg sobre o processo de proliferação 

e morte celular das células do mesencéfalo e cerebelo e sobre a 

expressão de proteínas reguladoras do ciclo celular;  

IV.Avaliar os efeitos do MeHg sobre a viabilidade celular, 

assim como ultraestrutura e a dinâmica mitocondrial nas células do 

mesencéfalo e cerebelo;  

V.Identificar os efeitos do MeHg sobre a diferenciação da 

linhagem neural no mesencéfalo e cerebelo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 OBTENÇÃO DOS EMBRIÕES 

 

Ovos fertilizados de Gallus domesticus, doados pela Empresa 

Tyson do Brasil alimentos-LTDA, São José/SC e Avícola Polastri-

LTDA, Itajaí/SC foram transportados em bandejas de papelão com 

acomodações individuais até o Laboratório de Reprodução e 

Desenvolvimento Animal (BEG/CCB/UFSC). Os ovos foram 

higienizados, pesados, numerados e mantidos no laboratório a uma 

temperatura de ± 18 ºC, onde permaneceram no mínimo 24 h para 

aclimatação. Após este período, os ovos foram colocados na 

incubadora (marca Golden) em posição horizontal a uma temperatura 

de 37.5 ºC e umidade de 65%.  

Os ovos foram inicialmente incubados por 2 h, tempo 

necessário para reiniciar o processo de desenvolvimento, já que a 

fertilização em G. domesticus ocorre antes da postura dos ovos. 

Decorrido este período, foi adotado como critério de estagiamento, o 

dia embrionário (E) o qual estabelece que cada 24 h equivale a 1 dia 

de desenvolvimento (GREENER; KOCHEN, 1983, SCHOENWOLF, 

1980).  

Foram definidas as idades embrionárias de E3 - para o início do 

tratamento, por já se reconhecer as características morfológicas 

externas do embrião, de acordo com o estagiamento em aves proposto 

por Hamburger e Hamilton (1951), observando-se a presença das 

vesículas encefálicas (TAKAMATSU; FUJITA, 1987) e a idade de 

E10 - para encerramento do experimento, considerando que a forma 

de tratamento por injeção in ovo, utilizada no presente estudo, 

atingiria todos os tecidos e principalmente o nervoso durante a fase de 

diferenciação celular. 

 

3.2 TRATAMENTO 

 

Foram organizados 2 grupos experimentais, o grupo tratado 

com apenas uma dose MeHg 0,1 μg de ClMeHg (Sigma Aldrich®) 

diluído em 50 μl de solução salina, e o grupo controle, que recebeu 50 

μl de solução salina NaCl 0,9% pH 7,4.  

A dose utilizada no presente trabalho foi determinada a partir 

de estudos realizados em aves (HEINZ et al., 2006; 2009), 

considerando o volume aproximado de 1 μl de solução administrada 

por grama de ovo.  
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Embriões em E3 foram retirados da incubadora, colocados na 

posição horizontal, sendo efetuados os procedimentos de (I) abertura 

de orifício com agulha calibre n°16, na região da câmara de ar para 

aspiração do albúmen, visando o descolamento da membrana interna 

na face onde está o embrião; II) abertura (1 cm
2
) na parte superior do 

ovo, com tesoura ponta fina, para a administração da solução de 

tratamento, realizada com agulha hipodérmica ultrafina, calibre n°24. 

Ambas as aberturas foram seladas com fita adesiva atóxica e os ovos 

retornaram à incubadora por 7 dias, com acompanhamento diário da 

temperatura e umidade.  

Foram realizadas 16 incubações independentes, e destas foram 

obtidas 112 embriões viáveis. Estes embriões foram utilizados nas 

técnicas de microscopia de luz (60 embriões, 30 por grupo), citometria 

de fluxo (24 embriões, 12 por grupo), microscopia eletrônica de 

transmissão (6 embriões, 3 por grupo), viabilidade celular (12 

embriões, 6 por grupo) e espectrometria de absorção atômica (6 

embriões, 3 por grupo). 

Os procedimentos de incubação, tratamento e processamento 

dos embriões para as diversas técnicas foram realizados no 

Laboratório de Reprodução e Desenvolvimento Animal - 

Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG) – 

Centro de Ciências Biológicas (CCB) - UFSC em parceria com 

Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia (LAMEB), 

Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) e Laboratório 

de Pesquisas Toxicológicas (LPtox). Os procedimentos utilizados 

nesta pesquisa foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais – 175/CEUA/PROPESQ/2014. 

 

3.3 ANÁLISES MORFOLÓGICAS E MORFOMÉTRICAS 

 

Os embriões foram dessensibilizados a 4º C por 15-20 min, 

removidos das membranas acessórias e analisados em microscópio 

estereoscópico (Olympus SHZ10, 35X a 70X), para reconhecimento 

das estruturas embrionárias, de acordo com as características descritas 

por Hamburger e Hamilton (1992), sendo utilizados apenas os 

embriões que apresentavam características morfológicas externas 

esperadas para a idade de E10. Os embriões (15 por grupo) foram 

pesados para conferir se o MeHg interferiu em características 

biométricas. 

Os embriões foram fixados em formaldeído a 4% por 48 h, e 

então mantidos em etanol 70%. O encéfalo foi dissecado, pesado, 
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desidratado em série crescente de etanol 70 - 100%, diafanizado em 

xilol e incluído em parafina. Foram realizadas secções sagitais (6 μm), 

com micrótomo rotativo (CUT 4055 Olympus®), distendidas em 

banho-maria (37 ºC), e colocadas em lâminas histológicas preparadas 

com poly-L lisina a 10% ou gelatina 0,5%.  

Para que as secções fossem submetidas concomitantemente às 

mesmas condições de processamento para microscopia de luz, em 

cada lâmina foram colocadas 2 secções de cada grupo experimental. 

As secções foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) e analisadas 

em objetivas de 40 a 100x no microscópio Nikon® ECLIPSE 80.  

A morfometria das camadas do mesencéfalo e do cerebelo foi 

realizada com ocular micrométrica (aumento total - 200x), 

considerando-se, para o mesencéfalo, a porção mais posterior e 

externa do tectum óptico até a cavidade ventricular internamente, 

enquanto que para o cerebelo determinou-se a porção mais anterior do 

broto cerebelar até a porção mais profunda da camada granular interna 

(CGI), obtendo-se as espessuras de suas camadas (Figura 5). 

Para a análise morfométrica do mesencéfalo e cerebelo os 

dados obtidos foram relativizados, desconsiderando-se assim as 

variações anatômicas e de tamanho dos embriões estudados.  
 

Figura 5: Secção Sagital do encéfalo de embriões de G. domesticus em E10. 

Mesencéfalo (Ms) e cerebelo (Cb). Mesencéfalo organizado em camadas: 

Camada ependimária (Ep),  Camada do manto (Ma) e Camada marginal 

(Mar) e cerebelo em Camada Granular Externa (CGE) e Camada Granular 

Interna (CGI). Coloração HE. Aumento 10X. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de (Banfield et al., 1998). 
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3.4 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE HG 

 

Os níveis de Hg presentes no mesencéfalo e cerebelo foram 

quantificados por Espectrofotômetro de absorção atômica (Thermo®, 

modelo ICE 3000 Series acoplado ao acessório VP 100 para geração 

de vapor de frio). 

As duas estruturas foram pesadas e homogeneizadas com 

solução salina (NaCl 0,9%) na proporção de 1:10. Em seguida foi 

realizado o processo de digestão das amostras em soluções ácidas 

(ácido nítrico 65%; ácido sulfúrico; ácido perclórico P.A.; peróxido de 

hidrogênio 30 – 32%). A determinação das concentrações de mercúrio 

foi estimada a partir de uma curva padrão de Hg (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 

e 6,0 µg/L), para absorbância, obtidas a 253,7 nm, por meio de 

lâmpada de cátodo específica para Hg. 

 

3.5 VIABILIDADE CELULAR PELO MÉTODO DE MTT 

 

Embriões a fresco foram utilizados para o ensaio de viabilidade 

celular pelo método de MTT (brometo de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 

2,5-difeniltetrazólio). Os encéfalos foram dissecados, separando-se o 

mesencéfalo e o cerebelo, os quais foram pesados e mecanicamente 

fragmentados. Cada amostra, com peso médio de 20mg foi lavada 

com PBS (phosphate buffered saline) 0,1M (pH 7,6) por 10 min, 

centrifugada a 640 X g durante 10 min à temperatura ambiente. Em 

seguida foi coletado 50 ml da fração das células em suspensão para 

distribuí-las em placas de 96-poços, (em triplicata), adicionando-se 

150 µl de MTT a uma concentração final de 0,5 mg/ml, e incubadas a 

37 °C durante 30 min. Os cristais de formazan foram solubilizados em 

1500 µl de DMSO (sulfóxido de dimetilo) e quantificadas por 

espectrofotometria a 540 nm. Os resultados foram comparados com 

amostras de tecido mesencefálico e cerebelar controle, para o qual 

foram atribuídas 100% de atividade. 

 

3.6 ANÁLISES HISTOQUÍMICAS  

 

3.6.1 Deposição do MeHg - Autometalografia (AMG) 

 

A deposição de mercúrio nas camadas do mesencéfalo e 

cerebelo foi avaliada pelo método de autometalografia (AMG), em 

que as secções foram desparafinizadas e imersas na solução de 

revelação AMG (60% goma arábica, 10% tampão citrato de potássio, 
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30% de hidroquinona e 0,5% de nitrato de prata) na ausência de luz e 

durante 60 min. Em seguida, as secções foram lavadas com água 

corrente e contrastadas com hematoxilina de Harris (5 segundos). As 

lâminas foram desidratadas e montadas a partir de uma série etanólica 

crescente (70 até 100%) e xilol, sendo montadas com bálsamo do 

Canadá. A deposição de Hg foi avaliada com relação à presença de 

precipitados marrom-claros, nas camadas do mesencéfalo e cerebelo a 

partir da reação histoquímica do Hg com o nitrato de prata 

(DANSCHER, 1981). 

 

3.6.2 Detecção de células em apoptose por TUNEL 

 

A detecção de células em apoptose foi realizada com o 

emprego dos reagentes do Kit TdT-FragEL® DNA (Tunel). As 

secções desparafinizadas do encéfalo foram submetidas à reação de 

acordo com as instruções do fabricante, submetendo-se a 3 banhos em 

água corrente para a remoção do meio de montagem TissueTek®. As 

secções foram lavadas com tampão Tris-salino (TBS, do inglês Tris 

buffered saline) 0,1 M, pH 7,4 e foram permeabilizadas com 

proteinase K diluída em tampão Tris 10 mM, pH 8,0 (1:500) e lavadas 

com TBS 20 mM e em seguida, lavadas com metanol: peróxido de 

hidrogênio (2:1) para o bloqueio das peroxidases endógenas. Na 

sequência, as secções foram preparadas para a incubação com a 

enzima de marcação do TUNEL® a 37ºC, tratadas com DAB, contra 

coradas com verde de metila, e montadas com Entellan. Para os 

controles negativos, foram seguidos os mesmos procedimentos, 

suprimindo-se a adição da enzima de marcação do TUNEL®. As 

células apoptóticas foram identificadas ao microscópio de luz por 

exibirem núcleo condensado com precipitados marrom-escuros. 

 

3.6.3 Identificação de autofagia pela reação com Laranja de Acridina  

 

As células foram avaliadas quanto a presença de vesículas 

autofágicas no citosol. O Laranja de Acridina (LA) é um reagente 

caracterizado como lisosomotrófico e é um fluocromo metacromático, 

exibindo fluorescência vermelha a fim de e detectar precocemente a 

desestabilização de vesículas ácidas (DARÉ et al., 2001, YUAN et al., 

1997). 

 As secções do encéfalo foram desparafinizadas e lavadas em 

PBS para posterior incubação com o reagente LA por 15 minutos 
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(1:1000). As lâminas foram então lavadas novamente em PBS por 10 

minutos e incluídas em meio de montagem Gelmount (Sigma®). 

 

3.7 ANÁLISES IMUNOHISTOQUÍMICAS 

 

A análise de proliferação, ciclo celular, diferenciação da 

linhagem neural, dinâmica mitocondrial e de danos ao DNA foram 

realizadas por imunohistoquímica, utilizando os anticorpos específicos 

(Tabela 1), para marcação das proteínas. 

As secções do encéfalo foram desparafinizadas, reidratadas em 

série decrescente de etanol e realizado o bloqueio das peroxidases 

endógenas em solução metanol: peróxido de hidrogênio (4:1) seguida 

por banhos em PBS 0,1M pH 7.4. A permeabilização das membranas 

foi realizada com PBS + Triton X-100 a 0,3% e os sítios inespecíficos 

inativados em solução de soro fetal bovino a 5% em PBS + Triton X-

100 a 0,1%. Em seguida procedeu-se a incubação com anticorpos 

primários, overnight, a 4°C em câmara úmida. As secções foram 

lavadas com PBS + Triton X-100 a 0,1%, incubadas com os 

anticorpos secundários (quadro 1) por 3 horas a temperatura ambiente 

e lavadas em PBS. Secções imunomarcadas com anticorpos 

fluorescentes foram montadas com meio de montagem aquoso – 

Gelmount (Sigma®) contendo DAPI (4,6-diamidina-2-fenilindol). As 

secções imunomarcadas com anticorpos secundários (quadro 1) 

contendo a enzima peroxidase, foram lavadas em PBS, e tratadas com 

solução contendo 3,3- diaminobenzidina (DAB) e H2O2 (1 mg de 

DAB e 5 μl de H2O2 para cada ml de solução), posteriormente 

desidratadas e montadas com resina Entellan®.  

 
Tabela 1: Anticorpos primários e secundários utilizados nas análises por 

imunohistoquímica e citometria de fluxo 

Anticorpos 

Primários 

Diluição Anticorpos 

Secundários 

Diluição Função  

Anti-

Fosfohistona 

H3 IgG 

(policlonal, 

Santa Cruz) 

1:200 Anti-coelho 

peroxidase IgG 

(Sigma®) 

1:300 Proliferação 

celular 

Anti-Ciclina E 

IgG 

(policlonal, 

Santa Cruz) 

1:50 Anti-coelho 

AlexaFluor® 

568 (Molecular 

Probes®) 

1:1000 

 

Reguladora 

do ciclo 

celular 

Continua  
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Anticorpos 

Primários 

Diluição Anticorpos 

Secundários 

Diluição Função  

Anti-P21 IgG 

(monoclonal, 

Santa Cruz) 

1:100 Anti-

camundong

o Alexa 

Fluor® 488 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 

 

Inibidor das 

CdKs, inibindo 

a progressão 

do ciclo 

celular 

Anti-P53 IgG 

(policlonal, 

Santa Cruz) 

1:50 Anti-coelho 

Alexa 

Fluor® 568 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 

 

Proteína 

nuclear e/ou 

citoplasmática, 

sinalizadora de 

estresse 

celular. 

Anti-

Fosfohistona 

H2A.X IgG 

(policlonal, 

Santa Cruz) 

1:50 Anti-coelho 

Alexa 

Fluor® 568 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 Responde a 

fragmentação 

de DNA 

Anti-β-

Tubulina III 

IgG1, 

(monoclonal, 

Santa Cruz) 

1:100 Anti-

camundong

o 

Alexa 

Fluor® 488 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 

 

Diferenciação 

neuronal 

(marcador 

citoplasmático

) 

Anti-NeuN 

IgG1 

(monoclonal, 

Chemicon®) 

1:100 Anti-

camundong

o 

Alexa 

Fluor® 488 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 Diferenciação 

neuronal 

(neurônios 

maduros) 

Anti-GFAP 

IgG, 

(policlonal, 

Sigma) 

1:100 Anti-coelho 

Alexa 

Fluor® 568 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 

 

Diferenciação 

glial: astrócitos 

fibrosos e 

protoplasmátic

os do SNC 
Continua  
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Anticorpos 

Primários 

Diluição Anticorpos 

Secundários 

Diluição Função 

Anti-Mfn1 

(H65), IgG 

(policlonal, 

Santa Cruz) 

1:50 Anti-coelho 

Alexa 

Fluor® 568 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 Mediador da 

fusão 

mitocondrial 

Anti-Drp1(H 

300), IgG 

(policlonal, 

Santa Cruz) 

1:50 Anti-coelho 

Alexa 

Fluor® 568 

(Molecular 

Probes®) 

1:1000 Mediador da 

fissão 

mitocondrial 

Conclusão. 

 

Para a análise estereológica, células imunorreativas aos 

anticorpos utilizados para marcar proliferação celular fosfohistona H3 

(PHH3) e apoptose pela histoquímica do TUNEL®, foram detectadas 

por contagem direta através da gratícula de Weibel nº 2 – M42 

acoplada ao microscópio de luz, (Olympus®) em 200x, obtendo-se 

desta forma o número total de células imunorreativas em cada camada 

do mesencéfalo e cerebelo. Foram utilizados 11 campos alternados no 

mesencéfalo e 5 campos no cerebelo, onde foram identificadas as 

células que se localizavam no limite de cada barra. O cálculo da 

densidade celular por área foi feito através da fórmula: 

 

NA = número de células positivas * 400 

                             36,36 

 

3.8 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DO MESENCÉFALO E 

CEREBELO EM MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 

TRANSMISSÃO (MET) 

 

Amostras do mesencéfalo e cerebelo de aproximadamente 5 

mm foram fixadas em solução contendo 2.5 % de glutaraldeído e 4% 

de paraformaldeído em tampão cacodilato de sódio 0.1 M (pH 7.2) 

overnight a 4ºC. As amostras foram pós-fixadas em solução de  

tetróxido de ósmio 1% durante 4 h, após foram desidratadas em série 

crescente de soluções aquosas de acetona e infiltradas com resina 

Spurr® (Spurr, 1969). Secções semifinas de 700 ηm foram coradas 

com azul de toluidina 1% (pH 4.8%) e analisadas em microscópio de 

luz, delimitando a área a ser seccionada com espessura ultrafina. As 
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secções ultrafinas de 60-90 ηm foram contrastadas em solução aquosa 

de acetato de uranila a 5% e posteriormente em solução aquosa de 

citrato de chumbo a 1%. As secções foram analisadas e as imagens 

capturadas em Microscópio Eletrônico de Transmissão modelo JEOL 

(JEM) 1011 - (JEOL® Ltda. a 80 kV). 

As eletromicrografias dos grupos controle e tratado com MeHg 

foram analisadas em diferentes ampliações (4.000 a 100.000x) e, após 

uma avaliação geral foram detalhadamente analisadas as 

características de mitocôndrias, retículo endoplasmático rugoso, 

corpos de Golgi e inclusões citoplasmáticas (tipo vesiculares) por 

estas evidenciarem diferenças entre os grupos controle e tratado.  

As mitocôndrias foram avaliadas quantitativa e qualitativa 

através das observações de 30 eletromicrografias (20.000x) por grupo 

(5 eletromicrografias por grid/2 grids por embrião/3 embriões por 

grupo) em campos sequenciais não repetidos, utilizando contagem 

direta, considerando-se todas as mitocôndrias presentes no campo. 

Para a análise qualitativa definiu-se escores de severidade, levando em 

conta a intensidade dos danos estruturais apresentados pelas imagens 

observadas ao MET, determinados como: ausente (-); leve (+); 

moderado (++) e intenso (+++) (CARLOS et al., 2012; FERREIRA, 

2015;GLASER et al., 2010). A camada do manto do mesencéfalo e a 

camada granular externa do cerebelo foram utilizadas para a 

quantificação, devido a facilidade de observação.  

As mitocôndrias foram analisadas e quantificadas com relação 

ao: (i) número total de mitocôndrias, (ii) número total de mitocôndrias 

sem danos;(iii) número total de mitocôndrias com danos (rupturas nas 

membranas, dilatações ou alterações nas cristas, variações na 

morfologia sugerindo alteração na dinâmica mitocondrial). Os dados 

foram organizados como média ± erro padrão, onde cada 

eletromicrografia foi considerada como número amostral. Os dados 

percentuais foram estimados a partir do número total de mitocôndrias 

observadas em 12 eletromicrografias analisadas por grupo. 

 

3.9 AVALIAÇÃO POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 

Os encéfalos de embriões em E10 foram dissecados separando-

se o cerebelo do encéfalo e homogeneizados em microtubos 

independentes e submetidos a lavagens consecutivas com PBS 0,1 M 

pH 7,8 (4ºC). As células foram dissociadas utilizando Tripsina a 

0,25% durante 30 min a 37°C e acrescentado BSA a 5% sob agitação 

durante 45 min. As amostras foram centrifugadas a 640 x g durante 10 
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min, e o sobrenadante foi recolhido e distribuído em microtubos 

separados para incubação com anticorpos primários anti-γ-H2AX, 

anti-ciclina E, anti-p21, anti-p53, anti-β-tubulina III, anti-Neu N, anti-

GFAP (todos 1:1000) e incubados durante 1 h em ambiente 

refrigerado e em seguida, foram adicionados os anticorpos 

secundários (quadro 1) Alexa Fluor® 568 (anti-IgG de coelho) e 

Alexa Fluor® 488 (anti-IgG de camundongo) todos na concentração 

1:1000, em incubação por 45 min protegida de luz. A leitura das 

amostras e coleta dos dados foi realizada no citômetro de fluxo 

FACSCanto II® (BD® Biosciences).  

As análises foram realizadas separadamente para cada 

anticorpo em cada tratamento. Foi utilizado iodeto de propídio para 

refinar a observação das áreas de interesse. Com a construção do 

diagrama dotplot contendo 20.000 eventos e levando em consideração 

parâmetros de complexidade celular (SSC-A) e tamanho celular (FSC-

A), foram determinados as regiões com as populações celulares de 

interesse.. Os valores foram apresentados em contagem absoluta. Os 

dados foram processados e analisados no software livre Flowing® 3ª 

edição. 

 

3.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

Para verificar a existência de diferenças significativas entre os 

grupos controle e tratado e entre mesencéfalo e cerebelo foi utilizado 

teste de análise de variância (ANOVA) de uma via, precedida dos 

testes de homogeneidade e distribuição normal das amostras e a 

posteriori de Tukey, considerando (p ≤ 0.05). Para analises das 

diferenças médias entre dois grupos apenas, utilizou-se teste t de 

Student. Para dados não paramétricos utilizou-se o teste Kruskal-

Wallis. Para realização das análises estatísticas acima descritas, foram 

utilizados os programas GraphPad Prisma® versão 5.0 e Statistica® 

versão 10.  
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4. RESULTADOS 
 

Embriões de Gallus domesticus (E3) tratados com uma única 

dose de 0,1 μg/0,05 ml de MeHg e mantidos durante uma semana na 

incubadora, apresentaram o desenvolvimento embrionário esperado 

para embriões na idade embrionária E10.  

No entanto, o tratamento com MeHg foi capaz de interferir no 

peso corporal médio dos embriões nesta idade. Os embriões do grupo 

controle apresentaram peso médio de 3605,2 (± 138,3 mg), enquanto 

que os embriões do grupo tratados com MeHg exibiram diminuição de 

peso médio para 2367,8 (± 240,4 mg), diferença esta considerada 

estatisticamente significativa,  correspondendo a uma redução de 

34,32 % do peso total, em comparação com o grupo controle. 

Na aferição dos pesos dos encéfalos foram constatados redução 

na média dos pesos do grupo tratado (194,99 ± 25,72 mg) com relação 

ao grupo controle (222, 39 ± 22,97 mg ). O peso médio do 

mesencéfalo e do cerebelo, entre os grupos controle e tratados, 

também não apresentou diferenças estatísticas, onde o mesencéfalo 

apresentou peso médio de 65,56 (± 6,55 mg) enquanto que o peso 

médio desta estrutura no grupo tratado foi de 59,78 (± 3,38 mg). E o 

peso médio do cerebelo controle foi de 45,83 (± 3,20 mg) e o tratado 

de 40,68 (± 3,97 mg). 

 

4.1 DEPOSIÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO MeHg  

 

A reação tecidual provocada pela AMG, que consiste na 

presença de precipitados de coloração marrom nas células e matriz 

extracelular, foi observada tanto no mesencéfalo como no cerebelo do 

grupo tratado com MeHg (Figura 6 A, C - E).  

Através da espectrometria de absorção atômica, foi detectada a 

concentração média de Hg por grama de tecido mesencefálico e do 

cerebelo preparados conjuntamente, uma vez que o peso das estruturas 

individualmente eram insuficientes para sua detecção. O grupo 

controle apresentou (0,09 ± 0,03 µg/g), enquanto que no grupo tratado 

foi detectado concentrações de 0,53 ± 0,10 µg/g de tecido. 

Estes resultados demonstram a capacidade do metal em se 

depositar e de acumular-se ao longo do período de incubação 

estabelecido (Figura 7) em ambas estruturas nervosas. 
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Figura 6: Autometalografia do mesencéfalo e cerebelo realizada pelo método 

de TIMM contra corado com hematoxilina. 

 

 
Áreas de análises marcadas em (A), e detalhamento do mesencéfalo (B - C) e 

cerebelo (D - E), demonstrando a presença do MeHg precipitado nos grupos 

tratados (setas). N = 3 embriões/grupo, 3 secções/embrião. Barra de escala = 

500 μm e 20μm. 
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Figura 7: Concentração média de Hg no mesencéfalo e cerebelo juntos (µg/g) 

através da análise no espectrofotômetro de absorção atômica. 

 
Representação gráfica com N = 3 embriões/grupo. Os dados foram analisados 

estatisticamente pelo T-Student e representados em media (± EPM). (***) 

indica diferença significativa entre os grupos (p < 0,0001). 

 

 

4.3 AÇÃO DO MEHG SOBRE A VIABILIDADE CELULAR  

 

O MeHg afetou a viabilidade celular das estruturas nervosas 

analisadas, considerando-se diferenças significativas entre os grupos 

controle e tratado. Entretanto, observamos que a viabilidade celular 

diminuiu em cerca de 20% no mesencéfalo e 41,36% no cerebelo 

(Figura 8). Estes resultados conferem uma maior susceptibilidade das 

células do cerebelo frente à toxicidade do metal. 
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Figura 8: Viabilidade das células do mesencéfalo e cerebelo analisada pelo 

método de MTT 
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Os dados de viabilidade celular do mesencéfalo e cerebelo foram analisados 

estatisticamente pelo T-Student, individualmente e representados em valores 

percentuais.. (***) indica diferença significativa entre os grupos (p < 0,0001). 

 

4.4 EFEITOS DO MEHG SOBRE A ORGANIZAÇÃO CELULAR 

 

Os embriões em E10 apresentam-se em intensa atividade de 

diferenciação celular, sendo bem reconhecida a organização em 

camadas do mesencéfalo, identificando na microscopia de luz, a 

camada ependimária (E) e a camada do manto (M) com suas 

subcamadas: intermediária (I), subplaca (SP), placa cortical (PC) e 

camada marginal (Ma). No cerebelo, identificam-se duas camadas: 

camada granular externa (CGE) e a camada granular interna (CGI) 

(Figura 9). 

No mesencéfalo, a camada ependimária do grupo controle 

correspondeu a 11,7% da espessura total do encéfalo, e no grupo 

tratado a 13%. A camada do manto do grupo controle e tratado 

correspondeu a 79% e a 76%, respectivamente, enquanto que a 

camada marginal do grupo controle apresentou 9,28% e o grupo 

tratado a 10,96%. As análises foram realizadas também nas 

subcamadas do manto. No entanto não foram observadas diferenças 

significativas entre as mesmas, desta forma foram avaliadas apenas as 

três camadas mais facilmente reconhecíveis (ependimária, manto e 

marginal) nas análises de densidade celular (Figura 9 A – C). 

No cerebelo, foi observado que a camada granular externa do 

grupo controle correspondeu a 48,09% e do grupo tratado a 46,33%. A 
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camada granular interna correspondeu 63,08% para o grupo controle e 

78,63% para o grupo tratado (Figura D – F). Este conjunto de 

resultados mostram que o MeHg não afetou a estruturação celular das 

camadas do mesencéfalo e cerebelo. 

Na análise da organização celular, o tratamento com MeHg não 

provocou diferenças na densidade celular (Na) entre as camadas do 

mesencéfalo quando comparados os grupos controle e tratado. 

Entretanto, no cerebelo, o MeHg causou uma redução significativa da 

densidade celular na CGE, onde foi observado 97,54 (± 9,96) células 

no grupo tratado, enquanto no grupo controle foi verificado uma 

média de 310,96 (± 27,88) células. Já na CGI, não foram observadas 

diferenças na densidade celular entre os grupos (Tabela 2). As 

diferenças observadas entre as camadas do mesencéfalo e cerebelo 

estão relacionadas com a especificidade da organização celular das 

mesmas. 

 
Figura 9: Morfometria das camadas do mesencéfalo e cerebelo. 
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Área de análises no mesencéfalo (A) e cerebelo (D), e detalhamento das 

camadas (B – E).  Gráficos de barras representando valores relativos médios 

(± EPM) das espessuras das camadas das estruturas nervosas (C – F). Os 

dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de Tukey, 

considerando p< 0,05. N = 3 embriões/grupo, 3 secções/embrião. Barra de 

escalas = 200 µm; 50µm. E = camada ependimária; M = camada do manto; 

subcamadas, I = intermediária; SP = subplaca; PC = placa cortical; Ma = 

camada marginal; CGE = camada granular externa; CGI = camada granular 

interna. 

 
Tabela 2: Desidade da população celular (NA) das camadas do mesencéfalo e 

cerebelo de embriões controle e tratados com MeHg. 

 

 
 

4.5 A INTERFERÊNCIA DO MEHG NA ULTRAESTRUTURA CELULAR 

 

Foi verificado que o MeHg provocou alterações ultraestruturais 

em ambas as estruturas encefálicas analisadas. No mesencéfalo, as 

células da camada do manto do grupo controle apresentaram-se 

globosas, citoplasma denso com muitos ribossomas livres e 

polissomas com aspecto de roseta. Foram observadas mitocôndrias 

com aspecto morfológico característico. O núcleo apresenta cromatina 

frouxamente organizada e com o nucléolo evidente. Características 

estas que sustentam a capacidade de síntese destas células. (Figura 10 

A - C - E). Nos embriões tratados com MeHg, as células do 

mesencéfalo apresentaram o citoplasma com formações vesiculares. 

Verificou-se redução de polissomas livres e em forma de roseta. O 

retículo endoplasmático rugoso apresentou suas cisternas tubulares 

dilatadas e distribuídas de forma desorganizada no citosol, com 
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poucos ribossomas aderidos a sua membrana. Observou-se também a 

heterogeneidade do núcleo, com áreas elétron lúcidas, e com aspecto 

edemaciado. O envelope nuclear apresentou dilatações ao longo de 

sua extensão (Figura 10 B – D - F). 

Da mesma forma, foram analisadas características 

ultraestruturais da CGE do cerebelo. Nas células do grupo controle, 

observaram-se prolongamentos celulares e o citoplasma eletrondenso, 

com a presença de ribossomas e polissomas em roseta. As organelas 

membranosas, como as cisternas do Golgi e os túbulos do retículo 

endoplasmático rugoso, mostraram-se organizadas e esparsas no 

citosol. O núcleo apresentou variabilidade de formas, desde esféricas 

até reniforme, com cromatina levemente frouxa, nucléolo evidente e 

envelope nuclear preservado (Figura 11 A – C – E - G). As células 

cerebelares de embriões tratados exibiram o citoplasma heterogêneo e 

vesiculado. O retículo endoplasmático rugoso mostrou-se dilatado 

com poucos ribossomas aderidos a suas cisternas. Foram ainda 

observados lisossomas livres e estruturas semelhantes à 

autofagossomas. Os núcleos mostraram-se heterocromáticos, com 

nucléolo pouco evidente, além de dilatações no envelope nuclear 

(Figura 11 B – D – F – H).  

A Tabela 3 mostra a frequência da severidade dos danos 

ultraestruturais provocados pelo MeHg nas células mesencefálicas e 

cerebelares. Das alterações nucleares observadas, a dilatação do 

envelope nuclear foi encontrada moderadamente nas células tratadas 

do mesencéfalo enquanto que para o cerebelo este dano foi intenso. 

Para o citoplasma, a presença de vesículas e as alterações do sistema 

de membrana interno foram os mais frequentes, consideradas como 

moderadas para as células do mesencéfalo e intensas para as células 

do cerebelo, destacando-se nesta a grande dilatação das cisternas do 

retículo endoplasmático rugoso e as alterações mitocondriais. 

Dentre as alterações ultraestruturais observadas nas células 

neurais dos embriões tratados com MeHg,  as mais evidente foram na 

estrutura mitocondrial. Tanto no mesencéfalo como no cerebelo de 

embriões controle, estas organelas apresentaram-se dispersas pelo 

citosol, sendo observada a integridade das cristas e matriz 

mitocondrial, bem como suas membranas internas e externas (Figura 

12 A – B, F – G). Em células neurais de embriões tratados com 

MeHg, as mitocôndrias apresentaram-se com aspecto elétron-lúcido, 

sendo que a principal alteração foi constatada na membrana, 

apresentando danos nas cristas mitocondriais, além do rompimento 

das membranas interna e externa, bem como a formação de edemas na 
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matriz mitocondrial. Foram observados também, lisossomas 

associados a mitocôndrias e vesículas de autofagossomas (Figura 12 C 

– D, H – I).  

 As análises quantitativas dos danos mitocondriais no 

mesencéfalo e no cerebelo, revelaram diferenças nas características 

ultraestruturais entre os grupos controle e tratados com MeHg para 

ambas as estruturas nervosas (Figura 12 e Tabela 4). Foram analisadas 

eletromicrografias e então determinadas o número total de 

mitocôndrias com ou sem alterações morfológicas. Para as células do 

mesencéfalo do grupo controle foram avaliadas 126 mitocôndrias no 

total, e destas, 96,8% apresentaram morfologia normal e 3,2% com 

alterações na ultraestrutura. Já no grupo tratado foram identificadas 

112 mitocôndrias, das quais 93,75% não apresentaram danos e 6,25% 

com danos ultraestruturais. Nas células do cerebelo de embriões 

controle foram observadas 129 mitocôndrias, das quais 96,9% não 

apresentaram danos, enquanto que 3,1% apresentaram alterações. No 

entanto, no grupo tratado, das mitocôndrias analisadas, 56% não 

apresentaram alterações ultraestruturais e 44% apresentaram danos 

(Figura 14 E – J). Estes dados revelam que a mitocôndria pode ser 

considerada uma organela alvo da toxicidade do MeHg no SNC, 

podendo-se relacionar esta característica com a imaturidade das 

células cerebelares em relação ao mesencéfalo, uma vez que o 

desenvolvimento do SNC também ocorre no sentido ântero-posterior 

do corpo do embrião 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

Figura 10: Microscopia eletrônica de trasmissão das células mesencefálicas. 

 

 
Prancha com N = 3 embriões/grupo; 2 grids/5 campos. Barra de escala: 1 μm , 

0,5 μm. N = Núcleo; em = envelope nuclear; rer = retículo endoplasmático 

rugoso; m = mitocôndria. Dilatações do envelope nuclear (asterisco). 
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Figura 11: Microscopia eletrônica de transmissão das células cerebelares. 

 

 
Prancha com N = 3 embriões/grupo; 2 grids/5 campos. Barra de escala: 1 μm, 

0,5 μm. N = Núcleo; en = envelope nuclear; rer = retículo endoplasmático 

rugoso; m = mitocôndria; lisossomo (cabeça de seta); dilatações do envelope 

nuclear (asterisco).  
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Figura 12: Microscopia eletrônica de transmissão das mitocôndrias de células 

do mesencéfalo e cerebelo. 

 

 
Prancha e representação gráfica com N = 3 embriões/grupo, 2 grids/5 campos. 

Gráficos de barras representando valores relativos médios (± EPM) das 

alterações mitocondriais mais frequentes. Os dados não paramétricos foram 

analisados pelo Teste estatístico Kruskal-Wallis. Edema (setas). Barra de 

escala: 0,5 μm. (*) indica diferença significativa entre os grupos (p < 0,05).  
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Tabela 3: Frequência de danos ultraestruturais após  tratamento com MeHg 

no mesencéfalo e cerebelo. 

 

    

Compartimento 

celular 

Dano ultraestrutural Escores de intensidade de 

severidade 

  Mesencéfalo Cerebelo 

Núcleo 

Edemaciado + - 

Dilatação do 

envelope nuclear 
++ +++ 

Citoplasma Vacuolização ++ +++ 

Retículo 

endoplasmático 

rugoso 

Dilatação + +++ 

Poucos ribossomos 

aderidos 
+ ++ 

Polissomas 

em roseta 

Escassos formatos 

em roseta 
+ ++ 

Mitocôndria 

Ruptura de 

membrana 
++ ++ 

Edema da matriz 

mitocondrial 
++ +++ 

 
Tabela 4: Intensidade dos danos ultraestrututrais mitocondriais no 

mesencéfalo e cerebelo após tratamento com MeHg. 

 

Danos no compartimento 

mitocondrial 

Escores de intensidade de 

severidade 

 
Mesencéfalo Cerebelo 

Edema da matriz mitocondrial ++ ++ 

Ruptura da membrana 

mitocondrial 
+ ++ 

Desarranjo das cristas 

mitocondriais 
++ +++ 
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4.6 AÇÕES DO MEHG SOBRE OS MARCADORES DE FISSÃO E 

FUSÃO MITOCONDRIAL 

 

As mitocôndrias são alvos diretos da toxicidade induzida por 

MeHg e neste contexto, foi avaliada a dinâmica mitocondrial, que se 

refere aos movimentos da organela na célula assim como a regulação 

de sua estrutura (distribuição e morfologia). No mesencéfalo a 

expressão da proteína Drp-1, envolvida com o processo de fissão 

mitocondrial, não apresentou diferença significativa entre o grupo 

controle (1149,17 ± 101,13) e tratado com MeHg (1005,0 ± 115,01). 

No cerebelo, observou-se um aumento da expressão de Drp-1 no 

grupo tratado com MeHg (501,03 ± 106,76) quando comparado com o 

grupo controle (117,17 ± 16,84 < 0,001) (Figura 13).  

A expressão da proteína Mfn-1, envolvida com o processo de 

fusão mitocondrial, no mesencéfalo não diferiu entre os grupos 

controle e tratado (1031,78 ± 65,32; 117,67 ± 16,84, respectivamente). 

O mesmo foi observado para o cerebelo de embriões controle (236,50 

± 50,72) e tratado com MeHg (320,39 ± 24,72) (Figura 14). 
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Figura 13:Quantificação do conteúdo total da proteína reguladora da fissão 

mitocondrial, Drp-1 no mesencéfalo e cerebelo de embrião de G.domesticus. 

 
Imunolocalização demonstrada pela reatividade da fluorescência de anti-Drp-

1 em microscopia confocal nas células do mesencéfalo (A – D) e cerebelo (E 

– H). Histogramas de perfil e frequência relativa de células Drp-1-positivas 

no mesencéfalo (I) e cerebelo (J). Gráfico de barras representando a média (± 

EPM) do número absoluto de células reativas (K). Os dados foram analisados 

estatisticamente pela ANOVA e  pos hoc de Tukey, considerando p< 0,05. N 

= 8 embriões/grupo em 4 experimentos independentes. (**), (***) indicam 

diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05; p < 0,0001, 

respectivamente). Barra de escala: 10 μm.. 
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Figura 14: Quantificação do conteúdo total da proteína reguladora da fusão 

mitocondrial, Mfn-1 no mesencéfalo e cerebelo de embrião de G.domesticus. 

 

 
 

Imunolocalização demonstrada pela reatividade da fluorescência de anti-Mfn-

1 em microscopia confocal nas células do mesencéfalo (A – D) e cerebelo (E 

– H). Histogramas de perfil e frequência relativa de células Mfn-1-positivas 

no mesencéfalo (I) e cerebelo (J). Gráfico de barras representando à média (± 

EPM) do número absoluto de células reativas (K). Os dados foram analisados 

estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de Tukey, considerando p< 0,05. N 

= 8 embriões/grupo em 4 experimentos independentes. (***) indica diferença 

significativa entre os grupos (p < 0,0001). Barra de escala: 10 μm. 
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4.7 O MEHG E O PERFIL CELULAR AUTOFÁGICO 

 

A dinâmica entre os processos de fissão e fusão mitocondrial, 

em especial do cerebelo, foi marcada pelo aumento do Drp-1 (fissão 

mitocondrial), associada as características morfológicas 

ultraestruturais observadas nas células, como o aspecto vesicular do 

citoplasma, aos danos mitocondriais e a presença de lisossomas, que 

favoreceram a investigação de estruturas citoplasmáticas de caráter 

acidófilo, o que possibilita caracterizar um perfil celular autofágico. 

Nas estruturas nervosas estudadas com reação histoquímica de 

LA, foi possível analisar a intensidade de fluorescência difusa no 

citoplasma das células reativas, por toda a camada do manto do 

mesencéfalo e nas CGE e CGI do cerebelo (Figura 15). Analisando-se 

o perfil de expressão das marcações com caráter ácido no citoplasma 

do mesencéfalo, não foi observado diferenças entre os grupos controle 

e tratados com MeHg (1549 ± 171,98 e 1596 ± 94,72, 

respectivamente). Por outro lado, no citoplasma das células do 

cerebelo, foi verificado um aumento significativo da reatividade no 

grupo tratado com MeHg (1629,60 ± 48,93) quando comparado com o 

grupo controle (1169,80 ± 58,27).  

 
Figura 15: Perfil autofágico através da reação com laranja de Acridina. 
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Reação histoquímica demonstrada pela reatividade da fluorescência do LA 

em microscopia confocal nas células do mesencéfalo (A – D) e cerebelo (E – 

H). Histogramas de perfil e frequência relativa de células LA-positivas no 

mesencéfalo (I) e cerebelo (J). Gráficos de barras representando à média (± 

EPM) do número absoluto da expressão das células reativas (K). Os dados 

foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de Tukey, 

considerando p< 0,05. N = 8 embriões/grupo em 3 experimentos 

independentes. (***) indica diferença significativa entre os grupos (p < 0,04). 

Barra de escala: 10 μm. 

 
4.8 EFEITOS DO MEHG SOBRE MORTE E PROLIFERAÇÃO 

CELULAR  

 

4.8.1 MeHg - danos ao DNA 

 

Na análise do dano ao DNA das células neurais, os resultados 

obtidos mostraram poucas marcações, com fluorescência difusa nas 

camadas do mesencéfalo, principalmente na camada ependimária e na 

camada do manto (Figura 16 A - D) e no cerebelo, na CGE (Figura 16 

F - I).   

Não foram observados danos de fragmentação do DNA 

provocados pelo MeHg nas células do mesencéfalo e do cerebelo. No 

mesenc falo, a quantificação da expressão de γ-H2A.X foi de 41 

células reativas (± 5,90) para embriões tratados, e 28,62 células 

reativas (± 7,66) para o grupo controle. O mesmo perfil de resposta foi 

observado com as células do cerebelo, onde se observou para o grupo 

tratado (31 ± 7,08) e para o grupo controle (28,83 ± 7,16) (Figura 16 

K). 

 

4.8.2 MeHg - morte e proliferação celular 

 

A investigação dos efeitos do MeHg sobre os processos 

biológicos como morte, proliferação e ciclo celular, podem contribuir 

com o entendimento da toxicidade do metal e a plasticidade das 

respostas celulares. 

A morte celular no mesencéfalo, analisada na camada 

ependimária, e no cerebelo na CGE, evidenciada pelo método do 

TUNEL, mostraram intensa marcação para células em apoptose 

(Figura 17 A – F). Na análise quantitativa foi verificado que o MeHg 

aumentou o número de células em apoptose no mesencéfalo (camada 

ependimária), com 22,00 µm2 (± 2,15) no grupo controle e 33,00 µm2 
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(± 3,87) no grupo tratado. Já no cerebelo (CGE), não houve diferença 

entre o número de células em apoptose nos grupos controle e tratado, 

com 26,40 µm2 (± 2,02) e 29,70 µm2 (± 1,62), respectivamente 

(Figura 17 C - F). 

Em relação à proliferação celular, identificaram-se células anti-

fosfohistona H3 positivas, principalmente na camada ependimária do 

mesencéfalo e na CGE do cerebelo (Figuras 17 G - L). Foi verificado 

que o MeHg reduziu a proliferação celular do mesencéfalo, 

observando-se na camada ependimária a densidade celular de 108,34 

µm2 (± 11,99) nos embriões controle e 81,26 µm2 (± 5,57) nos 

embriões tratados. Do mesmo modo, foi observado à redução das 

células anti-fosfohistona H3-positivas na CGE do cerebelo, onde o 

grupo controle apresentou (83,08 ± 10,14) e o grupo tratado com 

MeHg (57,30 ± 5,35)  (Figura 17 I - L). 

Ao se analisar a camada ependimária no mesencéfalo, bem 

como a CGE no cerebelo, independentemente do tratamento, verifica-

se a atividade proliferativa, que é intrínseca a sua função, relacionada 

com a geração de novas populações celulares. 
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Figura 16: Quantificação do conteúdo total da proteína γ-H2A.X das células 

do mesencéfalo e cerebelo de embriões de G.domesticus. 

 
Imunolocalização demonstrada pela reatividade da fluorescência de anti- γ-

H2A.X em microscopia confocal nas células do mesencéfalo (A – D) e 

cerebelo (F – I). Histogramas de perfil e frequ ncia relativa de c lulas γ-

H2A.X-positivas no mesencéfalo (E) e cerebelo (J). Gráfico de barras 

representando à média (± EPM) do número absoluto de células reativas (K). 

Os dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de 

Tukey, considerando p< 0,05. N = 8 embriões/grupo em 3 experimentos 

independentes. Barra de escala: 10 μm. 
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Figura 17: Células apoptóticas pelo método do TUNEL e proliferação celular 

utilizando Fosfohistona H3. 

 
Células em processo de apoptose (setas) (A – B – D - E). Células 

imunorreativas para Anti-Fosfohistona H3 (setas) (G – H – J – K). Gráfico de 

barras representando à média (± EPM) da densidade de células positivas (NA) 

(C – F – I – L). Os dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e 

pos hoc de Tukey, considerando p< 0,05. N = 8 embriões/grupo em 3 

experimentos independentes. (**), (***) indicam diferenças significativas 

entre os grupos (p < 0,05 p < 0,0001, respectivamente). Barra de escala: 10 

μm. 

 

4.8.3 MeHg - ciclo celular 

 

Como o tratamento com MeHg reduziu a proliferação celular, 

buscou-se examinar as proteínas envolvidas com o ciclo celular, que 
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foi realizado a partir de análises da expressão das proteínas 

reguladoras Ciclina E, p21 e p53.  

Analisou-se a expressão da Ciclina E nas células do 

mesencéfalo (Figura 19 A, D) e do cerebelo (Figura 18 F, E) a partir 

da fluorescência das células ciclina E-positivas. Foi verificado 

marcações difusas nas células, tanto na camada do manto do 

mesencéfalo como também nas camadas CGE e CGI do cerebelo. Nas 

células do mesencéfalo, após o tratamento com o MeHg, foi 

observado uma redução das células Ciclina E-positivas (31,14 ± 6,20) 

quando comparado com o grupo controle (81,57 ± 18,43). Esta 

redução também foi observada nas células do cerebelo, onde o grupo 

controle apresentou média de 173,80 (± 45,05) células reativas, 

enquanto que o grupo tratado obteve média de 7,60 (± 1,25) (Figura 

18 K). 

A análise da expressão da p21 foi realizada a partir da 

imunolocalização da expressão da proteína nas células da camada do 

manto do mesencéfalo (Figura 19 A - B) e nas camadas CGE e CGI 

do cerebelo (Figura 21 D, E). Os valores absolutos da expressão da 

p21 nas células do mesencéfalo observou-se um aumento significativo 

no grupo tratado (589,62 ± 88,62) quando comparado com o grupo 

controle (290,62 ± 62,54). Já no cerebelo, não foi observado 

diferenças na expressão da proteína p21 entre o grupo controle 

(226,71 ± 55,79) e o grupo tratado com MeHg (175,14 ±27,68). 

A expressão da p53 foi detectada na camada do manto do 

mesencéfalo (Figura 20 A, B) e na camada CGI do cerebelo (Figura 

20 D, E). A expressão da p53 no grupo tratado do mesencéfalo foi 

significativamente mais baixa do que no grupo controle (183,50 ± 

42,50; 336,88 ± 71,41), respectivamente. Por outro lado, no cerebelo 

sua expressão foi significativamente maior no grupo tratado (77,4 ± 

21,49) do que no grupo controle (28 ± 3,11) (Figura 20 G). 

Os resultados obtidos da análise de proteínas envolvidas com o 

ciclo celular revelaram que o MeHg foi capaz de interferir neste 

processo biológico, e consequentemente atuar sobre os demais 

mecanismos celulares necessários para o desenvolvimento do 

embrião. 
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Figura 18: Quantificação do conteúdo total da proteína Ciclina E das células 

do mesencéfalo e cerebelo de embriões de G.domesticus. 

 
Imunolocalização demonstrada pela reatividade da fluorescência de anti-

Ciclina E em microscopia confocal nas células do mesencéfalo (A – D) e 

cerebelo (F – I). Histogramas de perfil e frequência relativa de células Ciclina 

E-positivas no mesencéfalo (E) e cerebelo (J). Gráficos de barra 

representando à média (± SEM) do número absoluto de células reativas (K). 

Os dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de 

Tukey, considerando p< 0,05.N = 8 embriões/grupo obtidos a partir de 4 

experimentos independentes. . (**), (***) indicam diferenças significativas 

entre os grupos (p < 0,05 p < 0,0001, respectivamente). Barra de escala: 10 

μm. 

 

 

 



75 

 

Figura 19: Quantificação do conteúdo total da proteína p21 das células do 

mesencéfalo e cerebelo de embriões de G. domesticus. 

 
Imunolocalização demonstrada pela reação da imuno-histoquímica de Anti-

p21 no mesencéfalo (A – B) e cerebelo (D – E). Presença de células neurais 

p21-positivas (setas). Histogramas de perfil e frequência relativa de células p-

21-positivas no mesencéfalo (C) e cerebelo (F). Gráfico de barra 

representando à média (± EPM) do número absoluto de células reativas (G). 

Os dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de 

Tukey, considerando p< 0,05 N = 8 embriões/grupo em 4 experimentos 

independentes. . (**), (***) indicam diferenças significativas entre os 

grupos (p < 0,05 p < 0,0001, respectivamente). Barra de escala: 10 

μm. 
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Figura 20: Quantificação do conteúdo total da proteína p53 das células do 

mesencéfalo e cerebelo de embriões de G.domesticus. 

 
 
Imunolocalização demonstrada pela reação da imuno-histoquímica de Anti-

p53 no mesencéfalo (A – B) e cerebelo (D – E). Presença de células neurais 

p53-positivas (setas). Histogramas de perfil e frequência relativa de células 

p53-positivas no mesencéfalo (C) e cerebelo (F). Gráfico de barra 

representando à média (± EPM) do número absoluto de células reativas (G).. 

Os dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de 

Tukey, considerando p< 0,05. N = 8 embriões/grupo em 4 experimentos 

independentes.(*), (***) indicam diferenças significativas entre os grupos (p 

< 0,05 p < 0,0001, respectivamente). Barra de escala: 10 μm. 
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4.9 EFEITOS DO MEHG SOBRE A DIFERENCIAÇÃO CELULAR 

 

A expressão da proteína GFAP foi identificada na camada do 

manto do mesencéfalo e na CGI do cerebelo (Figura 21 A - B e D - 

E). A reatividade de células GFAP-positivas analisadas foi superior no 

grupo tratado (27,67 ± 4,86) do que no grupo controle (16,57 ± 2,42) 

do mesencéfalo, porém sem diferenças significativas. Já para o 

cerebelo foi observado diminuição significativa do número de células 

imunorreativas para GFAP entre os grupos controle (41 ± 4,14) e 

tratado (7,43 ± 0,98) (Figura 21 G). 

 
Figura 21: Quantificação do conteúdo total de proteína GFAP. 
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Imunolocalização demonstrada pela reação imuno-histoquímica de Anti-

GFAP no mesencéfalo (A – B) e cerebelo (D – E). Presença de células 

neurais GFAP-positivas (setas). Histogramas de perfil e frequência relativa de 

células GFAP-positivas no mesencéfalo (C) e cerebelo (F). Gráfico de barras 

representando à média (± SEM) do número absoluto de células reativas (G). 

Os dados foram analisados estatisticamente pela ANOVA e pos hoc de 

Tukey, considerando p< 0,05. N = 8 embriões/grupo em 4 experimentos 

independentes. (*), (***) indicam diferenças significativas entre os grupos (p 

< 0,05 p < 0,0001, respectivamente). Barra de escala: 10 μm. 

 

Os anticorpos anti-β-Tubulina III, marcador de neurônio jovem, 

e anti-NeuN, marcador de neurônio pós-mitótico, relacionados com a 

diferenciação neuronal, foram utilizados na imunolocalização e na 

determinação do número de células reativas. Foi observada marcação 

citoplasmática de células localizadas na camada manto do 

mesencéfalo e, nas camadas CGE e CGI do cerebelo (Figura 22).  

Na análise dos dados obtidos foi verificado que o MeHg 

reduziu a expressão da proteína β-Tubulina III no mesencéfalo de 

embriões do grupo tratado (517,74 ± 29,28) em comparação com o 

grupo controle (699,87 ± 103,45). Por outro lado, não foram 

verificadas diferenças entre os grupos controle (298,39 ± 56,59) e 

tratado (130,17 ±14,23) nas camadas do cerebelo, apesar de ser 

observada uma tendência para a redução da expressão nas células 

Tubulina III-positivas.  

 Ao avaliarmos a expressão da proteína nuclear neuronal Neu-

N, no mesencéfalo verificou-se redução significativa nas células do 

grupo tratado (459,13 ± 93,27) com relação do grupo controle 

(2883,04 ± 392,77). Entretanto, para o cerebelo não foram observadas 

diferenças significativas entre o grupo controle (894,35 ± 99,35) e o 

grupo tratado (358,56 ± 45,10), embora seja observada uma tendência 

na redução da expressão nas células Neu-N-positivas (Figura 22). 
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Figura 22: Quantificação do conteúdo total da proteína de β-Tubulina III e 

NeuN. 

 
Imunolocalização demonstrada pela reação imuno-histoquímica de Anti- β-

Tubulina no mesencéfalo (A – B) e cerebelo (D – E). Imunolocalização da 

proteína Anti-NeuN no mesencéfalo (G – H) e cerebelo (J – K). Presença de 

c lulas neurais  β-Tubulina III-positivas e NeuN-positivas (setas). 

Histogramas de perfil e frequ ncia relativa de c lulas β-Tubulina III-positivas 

no mesencéfalo (C) e cerebelo (F) e anti-NeuN–positivas no mesencéfalo (I) e 

cerebelo (L). Gráficos de barras representando à média (± EPM) do número 

absoluto de células reativas (M). Os dados foram analisados estatisticamente 

pela ANOVA e pos hoc de Tukey, considerando p< 0,05. N = 8 

embriões/grupo em 4 experimentos independentes. (**), (***) indicam 

diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05 p < 0,0001, 

respectivamente). Barra de escala: 10 μm. 
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Nossos resultados demonstram que o metal atuou mais 

severamente na ultraestrutura das células cerebelares, reduzindo a 

viabilidade de suas células e atuando sobre os processos de 

proliferação e diferenciação celular. No mesencéfalo o MeHg agiu 

com menor intensidade, caracterizando o cerebelo como principal alvo 

de toxicidade, nesta fase do desenvolvimento. 

 O resumo gráfico dos resultados (Figura 23), mostra de forma 

esquemática os efeitos do MeHg sobre os diferentes processos 

examinados no mesencéfalo e cerebelo durante este estudo.  

 
Figura 23: Representação gráfica da ação do MeHg sobre mesencéfalo e 

cerebelo. 

 
Esquema do SNC, destacando o mesencéfalo e o cerebelo de embrião de 

G.domesticus em E10 tratados com MeHg. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Com a expansão da atividade industrial no mundo, 

principalmente dos setores elétrico e eletrônico, os riscos da exposição 

humana a intoxicação por MeHg tem aumentado consideravelmente. 

Conhecendo-se que o MeHg é a forma mais tóxica de mercúrio, 

muitos trabalhos têm investigado os danos causados pela exposição ao 

MeHg (AZEVEDO et al., 2012; CLARKSON, 1987; FAUSTMAN et 

al., 2002).  

Estudos de neurotoxicidade realizados com embriões de aves 

(RUTKIEWICZ; BASU, 2013) demonstram a maior susceptibilidade 

das células do SNC em desenvolvimento. Os tecidos embrionários são 

muito sensíveis ao MeHg, devido a facilidade de entrada através das 

células endoteliais por carreadores da família LAT (EK et al., 2012), 

presentes em grande quantidade no SNC de embriões de vertebrados, 

além da imaturidade da BHE, provocando danos severos em neonatos 

(ASCHNER; CLARKSON, 1988; CRESPO-LÓPEZ et al., 2005).  

Como a distribuição do MeHg ocorre através do sistema 

circulatório, ele é facilmente transportado pelos componentes da BHE, 

atingindo o tecido nervoso. As ligações do MeHg com os 

grupamentos SH das proteínas, certos peptídeos e aminoácidos, 

formam complexos solúveis na água e através de carreadores LAT1 e 

LAT2 não encontram resistência ao atravessarem as biomembranas, 

podendo se acumular nos tecidos, em especial no SNC (CLARKSON, 

2006). 

 Em embriões de aves em E10, a BHE está em formação, se 

tornando funcional a partir de E13 (RONCALI et al., 1986; RIBATTI 

et al., 2006. Quando funcional, a BHE apresenta células endoteliais 

com junções tight e com poucas vesículas de pinocitose. Em E19, os 

capilares já se apresentam semelhantes a um indivíduo adulto 

(RONCALI et al., 1986), e isto pode implicar que em análises de 

embriotoxicidade os resultados podem ser variáveis, dependendo da  

idade analisada. 

O acúmulo do Hg nas células e na matriz extracelular do 

mesencéfalo e cerebelo, detectado pelo método de autometalografia, 

evidencia a vulnerabilidade do SNC em desenvolvimento, ao permitir 

que certas substâncias químicas possam penetrar e se depositar no 

tecido, e com isso interferir na dinâmica celular, como descrito por 

Danscher (1984); Carvalho e colaboradores (2008); Mela e 

colaboradores (2012); e Ferreira e colaboradores (2015).  
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A ligação do MeHg com grupo SH do aminoácido cisteína 

forma um complexo, onde as ligações de valência do átomo de 

mercúrio com o enxofre constituem uma estrutura química semelhante 

à do aminoácido metionina, facilmente transportado nas membranas 

endoteliais da BHE. Como este processo é seletivo, e apenas formas 

moleculares muito semelhantes podem ser transportadas (ASCHNER; 

CLARKSON, 1988), a formação do complexo Hg-aminoácido 

contribuiria para a facilidade de transporte por meio das barreiras 

cerebrais. 

A injeção do MeHg diretamente no saco vitelínico favoreceu a 

absorção lenta e gradual do vitelo, via corrente sanguínea, distribuindo 

portanto o MeHg por todo o corpo do embrião. As células endoteliais 

do SNC, e principalmente do plexo coróide de embriões expressam 

mais amino transportadores do que nos adultos, contribuindo com 

maior acúmulo de Hg (CORNFORD; CORNFORD, 1986; EK et al., 

2012). Além disso, como descrito, a afinidade com os grupamentos 

SH são características a serem consideradas em relação à toxicidade 

do MeHg no SNC em desenvolvimento, podendo explicar a 

sensibilidade diferencial entre tipos celulares bem como sua relação 

com a toxicidade do metal (SYVERSEN; KAUR, 2012). 

Com relação às concentrações de Hg, foi constatado que o 

mesencéfalo e cerebelo de embriões tratados apresentaram 

concentrações superiores aos do grupo controle, demonstrando que o 

período de uma semana foi suficiente para a captação e acúmulo do 

metal no SNC, observando-se alterações sutis na ultraestrutura e em 

algumas funções celulares. Como já discutido, o modo gradual de 

absorção do vitelo ao longo do desenvolvimento, favoreceu uma 

distribuição do MeHg por todas as estruturas embrionárias e 

extraembrionárias, e de acordo com o trabalho conduzido por Greener 

e Kochen (1983) e Rutkiewicz e Basu (2013). Contudo, a 

concentração de MeHg em embriões de aves pode declinar durante o 

desenvolvimento, em função da redução da taxa de absorção associada 

ao rápido crescimento tecidual e estrutural e talvez isto tenha 

contribuído com a baixa concentração de Hg por grama de tecido 

nervoso. 

Os embriões não apresentam os sistemas digestório e excretores 

funcionalmente maduros, deste modo pode-se inferir que por certo 

período de tempo, o embrião manteve-se sobre a influência do metal, 

e em quantidades variáveis de Hg, dependendo da constituição dos 

órgãos e sistemas (RUTKIEWICZ ; BASU, 2013). Contudo, de 

acordo com nossos resultados e os demonstrados na literatura 
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(BALLATORI; CLARKSON, 1982; NIELSEN; ANDERSEN, 1991 

a, b; STRINGARI et al., 2008), consideramos que a distribuição do 

MeHg e sua eliminação pode depender da idade embrionária, assim 

como da espécie,  da via de administração e da dose, apresentando 

uma diversidade de fatores que possam interferir sobre a concentração 

do Hg encontrada nos tecidos. Isto pode constituir um gerador de 

dificuldades em padronizar uma concentração que possa ser tolerável 

pelo modelo experimental, sobretudo quando se trata de embriões.  

Ao avaliarmos o peso médio corporal dos embriões em E10, 

observou-se que os embriões tratados com MeHg apresentaram menor 

peso corporal quando comparado aos embriões controle, 

caracterizando os efeitos deletérios do MeHg sobre o ganho de massa 

corporal. Estudos realizados com embriões de galinhas domésticas, 

patos e faisão, demonstraram perdas de 15% do peso corporal (HEINZ 

et al., 2006). Neste mesmo contexto, o tratamento com MeHg em 

ratos machos durante o período embrionário, revelaram diminuição do 

peso durante a vida pós-natal (WAKABAYASHY et al., 1995).  

Não foram observadas diminuição da massa encefálica, assim 

como do mesencéfalo e cerebelo, ou seja, o MeHg não afetou a 

estrutura ou organização celular de forma a reduzir a estrutura nervosa 

neste período embrionário e com esta dose. Estudos de Stringari e 

colaboradores (2008); Rutkiewicz e Basu (2013) demonstraram que 

doses baixas ou subletais e local de tratamento, in ovo podem ser 

determinantes no modo de ação do metal sobre o tecido embrionário, 

o que pode contribuir com nossos achados.  

Os estudos acima relatados mostram que o MeHg pode 

comprometer a massa dos embriões e com isso seu peso. A perda de 

peso de animais expostos ao MeHg vem sendo utilizado como um 

parâmetro de comparação dos índices de toxicidade e vulnerabilidade 

da espécie, induzidos pela intoxicação por este metal, podendo estar 

diretamente relacionada com a redução de reserva energética e de 

massa muscular (CORREA et al., 2004).  

 

5.1 OS EFEITOS DO MEHG SOBRE A ORGANIZAÇÃO 

CELULAR E ULTRAESTRUTURA 

 

No presente estudo como discutido acima, não foram 

observados redução da massa ou danos estruturais na organização do 

mesencéfalo e cerebelo. Sakamoto e colaboradores (2004) também 

não observaram alterações estruturais no SNC de neonatos de ratos 

após tratamento com doses baixas ou subletais crônicas, revelando, no 
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entanto, déficits comportamentais, porém sem alterações 

histopatológicas, implicando apenas em efeitos sutis. Alguns 

trabalhos, entretanto, relataram a presença de alterações 

neuropatológicas, associadas a certas áreas encefálicas, como a área 

cortical pré e pós-central, os hemisférios cerebrais e cerebelo, 

mostrando redução estrutural em humanos (FAUSTMAN et al., 2002) 

e degenerações das células de Purkinje e das células da granulosa no 

cerebelo, além de morte celular em várias áreas do encéfalo de aves 

(BERTOSSI et al., 2004; DOMOWICZ et al., 2011), em doses 

subcrônica e crônica.  

Estudos in vivo e in vitro documentados por Kunimoto, 1994; 

Kunimoto; Suzuki, 1997; Nagashima, 1997; Sakamoto et al., 2002, 

enfatizam que a capacidade migratória das células pode ser retardada 

ou dificultada pelo MeHg, em especial no cerebelo de neonatos e ratos 

adultos, sem modificar a estrutura do SNC. Portanto, o grau de 

neurotoxicidade do MeHg depende da dose a qual o indivíduo foi 

exposto, assim como do tempo de exposição (HEWETT; ATCHISON, 

1991). 

O efeito neurotóxico do MeHg pode ser explicado pelos danos 

causados na membrana plasmática, através das ligações com proteínas 

de membrana e inibição de algumas enzimas citosólicas (TOIMELA; 

TAHTI, 2004). Desta forma o Hg intracelular pode induzir a apoptose, 

e isto pode ser um fator importante na patofisiologia de muitas 

alterações neurodegenerativas.  

 O cerebelo é a principal estrutura nervosa alvo da toxicidade 

do Hg, avaliado por estudos clínicos, epidemiológicos e celulares 

(ATSDR, 1999, MANCINI et al., 2009; PATEL et al., 2013). No 

presente estudo verificou-se que a redução da densidade celular no 

cerebelo, achados corroboraram estes estudos (BERTOSSI et al., 

2004; MANCINI et al., 2009).  

No cerebelo, a camada granular externa (CGE) está relacionada 

com intensa proliferação celular (BUTTS et al., 2014). Desta forma, 

sugerimos que esta pode ter sido a característica influenciada pelos 

efeitos nocivos do MeHg ao interferir no ciclo celular, tanto sobre as 

proteínas reguladoras do ciclo celular, como na mitose, inibindo ou 

retardando os processos de proliferação.  

Os resultados também mostraram alterações em organelas 

membranosas como mitocôndrias e retículo endoplasmático, no 

mesencéfalo e principalmente no cerebelo. As alterações morfológicas 

podem ter alterado a homeostase do Ca++ e provocado estresse 

oxidativo, colocando a célula em risco. O cerebelo, portanto, foi a 
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estrutura onde houve mais mudanças estruturais. De acordo com 

Syversen e Kaur (2012), essa estrutura foi considerada como sítio de 

mudanças patológicas, em estudos de indução de neurotoxicidade em 

modelos in vivo e in vitro (COSTA et al., 2007).  

A neurotoxicidade do MeHg parece ser mediada por alvos 

decorrentes do estresse oxidativo, pela alteração do Ca++ intracelular 

e homeostase de glutamato (ASCHNER et al., 2007; SANTOS et al., 

2016,). Estudos de Franco e colaboradores (2007); Carvalho et al., 

(2008) e Ferrreira et al., (2015) e os dados aqui apresentados sugerem 

que o MeHg induz a toxicidade no mesencéfalo e cerebelo, por 

comprometer a estrutura e o funcionamento de organelas, 

principalmente as mitocôndrias. 

Foi observado diminuição da viabilidade celular no 

mesencéfalo e cerebelo dos embriões E10. Estes achados podem estar 

relacionados aos danos mitocondriais observados, em ambas as 

estruturas nervosas, com destaque para o cerebelo. Em estudos 

realizados em cultura celular e in vivo (FRANCO et al., 2007; 

FRANCO et al.,2009; GLASER et al., 2010) foram observados 

resultados semelhantes quanto as alterações mitocondriais no córtex 

cerebral de camundongos expostos ao MeHg. A exposição ao MeHg  

pode também resultar em depósitos do metal nas membranas, seguida 

de alterações ultraestruturais  (MORI et al., 2007). 

Ao analisar a ultraestrutura do mesencéfalo e cerebelo percebe-

se que as alterações foram comuns para ambas às estruturas, 

acometendo núcleo e principalmente o sistema de endomembranas. 

No entanto a severidade dos danos foi mais perceptível nas células do 

cerebelo, evidenciando-se ainda, o aparecimento de lisossomas, que 

podem estar relacionadas com autofagia. As alterações ultraestruturais 

nas células do mesencéfalo e cerebelo, como o aparecimento de 

vesículas, distensões nas membranas de organelas como RER, 

rupturas e edemas nas membranas interna e externa de mitocôndrias, 

correspondem a alterações relacionadas com mudanças no padrão 

estrutural do envelope nuclear. Essas alterações podem ser 

caracterizadas como o reflexo da afinidade química do MeHg por 

grupos tióis, presente nas membranas, e danos resultantes da produção 

de EROs, comprometendo o compartimento mitocondrial e alterando, 

alterando todo o ambiente celular (MORI et al., 2007; GLASER et al., 

2010). 

Foram observadas dilatações do sistema de endomembranas, 

principalmente no envelope nuclear. Tais alterações podem ter 

ocorrido em função desequilíbrio hídrico, provocado pela ação do 
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MeHg sobre a estrutura de membrana. A concentração do metal nas 

membranas, de acordo com Yoshino e colaboradores (1966), ocorre 

devido a afinidade bioquímica da membrana com o MeHg e Cassano e 

colaboradores (1969) observaram grânulos eletron-densos de Hg no 

envelope nuclear e em outros sistemas de endomembranas em 

neonatos de ratos, justificando a afinidade do MeHg a membrana e 

talvez esta afinidade bioquímica tenha contribuído com alguma 

mudança na estrutura molecular, provocando alterações 

ultraestuturais. 

Considerando as análises ultraestruturais, neste estudo, o 

cerebelo pode ser caracterizado como principal alvo de toxicidade, 

sendo os danos mitocondriais, provavelmente responsáveis pela 

cascata de alterações na célula. Muitos metais, incluindo o Hg agem 

diretamente sobre enzimas como ATPases de membrana por 

combinação via grupamentos sulfidrila. Assim, as células de tecidos 

alvo podem apresentar diminuição da capacidade energética, como um 

interruptor na síntese de proteínas. Tais funções estruturais e 

enzimáticas podem inevitavelmente se tornadas inativadas pelos 

metais (LAWSON et al., 1995). 

A especificidade morfológica do MeHg sobre as células do 

cerebelo foi analisada em trabalhos realizados com roedores adultos e 

neonatos, cuja toxicidade do MeHg tem como alvo as células 

granulares (FONNUM; LOCK, 2000, GLASER et al., 2010, 

MOKRZAN et al., 1995), justificada pela facilidade de entrada do 

MeHg através das células endoteliais da BHE como descreveu 

Clarkson (2006). 

Sugerimos com isso, que a proximidade anatômica do cerebelo 

em desenvolvimento, com o plexo coróide, no 4º ventrículo cerebral 

pode ter contribuído com a entrada do metal no interior das suas 

camadas e células, uma vez que neste período o plexo coróide esta 

desprovido de qualquer tipo de modificação estrutural dado pela BHE, 

provocando os danos celulares observados.  

Durante o desenvolvimento, a organização do SNC ocorre por 

meio dos processos celulares de proliferação, diferenciação e 

migração ao longo do eixo ântero-posterior do embrião. Com isso, na 

idade embrionária estudada, pode-se observar que o cerebelo 

apresenta uma organização citoarquitetônica mais tardia, quando 

comparada ao mesencéfalo e com isso o ambiente celular e os eventos 

neurogênicos podem ter sido mais comprometidos pela ação do 

MeHg, como descrito por Schoenwolf (1991), uma vez que os eventos 

da neurogênese ocorrem ao longo do eixo ântero-posterior, durante a 
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organização do SNC e a disposição espacial das estruturas nervosas 

estudadas apresentam maturidade celular diferente. 

Assim, no desenvolvimento do SNC, a localização espacial das 

estruturas nervosas podem caracterizar-se críticas sobre a ação de 

determinados agentes, como os metais. Na célula as mitocôndrias 

foram alvo da ação do MeHg, em especial a estrutura membranosa 

(FOWLER; WOODS, 1977, GOYER; KRALL, 1969;). E, atualmente, 

vários estudos abordam a mitocôndria como principal alvo da 

toxicidade do MeHg no SNC, com a observação de alterações 

ultraestruturais e bioquímicas destas organelas em astrócitos e 

neurônios, levando a uma série de alterações morfofuncionais com 

efeitos mais amplos no SNC (CLARKSON, 2002, CASTOLDI et al., 

2007, FRANCO et al., 2009).  

Variações nos perfis mitocondriais podem refletir estados 

extremos, caracterizando uma população homogênea de mitocôndrias 

e por outro lado, mudanças estruturais que possam caracterizar danos 

mitocondriais, através de uma rede de mitocôndrias fusionadas ou a de 

um arranjo fragmentado (PALMER et al., 2011). Estes eventos são 

controlados por proteínas reguladoras envolvidas em eventos da fusão 

(Mfn-1) e fissão (Drp-1), na manutenção da distribuição mitocondrial. 

O equilíbrio destes eventos afeta o DNA mitocondrial, a manutenção 

do metabolismo celular, a transmissão de energia na célula e a 

homeostase do cálcio intracelular (PALMER et al., 2011). 

Como o número de mitocôndrias com danos foi representativo 

no mesencéfalo e principalmente no cerebelo, com a prevalência de 

mitocôndrias fragmentadas espalhadas no citosol, pode-se propor que 

a intoxicação por MeHg pode ter induzido a fissão mitocondrial no 

cerebelo, caracterizando-a como organela alvo principal de toxicidade. 

Os efeitos do tratamento com MeHg sobre o perfil mitocondrial 

representa uma novidade importante neste trabalho. Embora alguns 

estudos mostrem que o MeHg é tóxico para a mitocôndria (GLASER 

et al., 2010, MORI et al., 2007), este é o primeiro estudo a apresentar 

o número de alterações morfológicas do perfil mitocondrial após a 

exposição ao metal. Este resultado está de acordo com resultados 

obtidos de estudos de indução do estresse oxidativo e com déficit 

energético, sendo observado em modelos experimentais, tratados com 

MeHg (FARINA, 2011, GLASER et al., 2014) e parece também estar 

relacionado com a dinâmica mitocondrial no ambiente celular. 

A fissão mitocondrial é um importante processo de remoção de 

mitocôndrias envelhecidas e danificadas, direcionando-as ao processo 

de autofagia, denominado como mitofagia (KIM et al., 2007). O 
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aumento de fissão pode gerar uma população heterogênea de 

organelas com distribuição não uniformes do DNA mitocondrial, com 

geração aumentada de ERO, consequentemente mais susceptíveis a 

apoptose (PARONE et al., 2008). 

A relação entre as alterações na ultraestrutura mitocondrial, 

podem ter relação direta com a intoxicação pelo metal, devido a 

deposição do MeHg, que ocorreu principalmente nas membranas 

mitocondriais. O desequilíbrio interno pode levar a alterações da 

cadeia respiratória levando a produção excessiva de ERO, e 

finalmente a fissão mitocondrial. 

A desestabilização da homeostase mitocondrial, controlada 

principalmente pelo Ca++ pode estar relacionada também com 

mudanças na morfologia mitocondrial, como propôs Cereghetti e 

colaboradores (2008), causando aumento da expressão da Drp-1 e sua 

associação com a membrana mitocondrial. 

A toxicidade do MeHg esta intimamente relacionada com 

alterações morfológicas mitocondriais, e desta forma as mitocôndrias 

que estiverem despolarizadas poderiam estimular a autofagia. 

Paralelamente a isto foram verificadas na ultraestrutura a presença de 

lisossomas e grande quantidade de vesículas citoplasmáticas, 

principalmente no cerebelo. Com estes resultados pode-se sugerir que 

a neurotoxicidade do MeHg no cerebelo é mais severa, atingindo 

principalmente as funções mitocondriais. Glaser e colaboradores 

(2014) observaram que alterações nas organelas seriam geradoras de 

ERO, e permaneceriam na célula neural. Caso estas mitocôndrias não 

conseguissem recuperar este potencial, elas não seriam reincorporadas 

à malha mitocondrial e poderiam induzir a autofagia. 

As características que indicaram autofagia no cerebelo, 

associadas ao aumento da fissão mitocondrial, nos leva a relacionar 

que a remoção de partes de mitocôndrias danificadas da rede 

mitocondrial, sugerem autopreservação celular, evitando assim a 

apoptose, conforme descreveram Twig e colaboradores (2008). Este 

processo, como referenciado anteriormente, é controlado pelas 

proteínas PINK1 e parkina. A PINK1 acumula-se na membrana 

mitocondrial externa das mitocôndrias que não conseguem recuperar 

seu potencial de membrana após a fissão desta, a partir da malha 

mitocondrial (LAZAROU et al., 2012). 

5.2 O MEHG INTERFERE NO CICLO CELULAR 

 

O SNC em desenvolvimento apresenta plasticidade celular e 

isto pode ser caracterizada como uma forma de defesa embrionária a 
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partir da estruturação de um tecido muito dinâmico. Assim, 

enfatizamos que a neurotoxicidade induzida pelo MeHg pode 

provocar alterações no ciclo celular, porém estas são independentes de 

danos ao DNA, como também constatou Kim e colaboradores (2007) 

em experimentos em cultura de células. 

No mesencéfalo a proliferação celular foi reduzida, enquanto 

que no cerebelo, não foram observadas alterações significativas. O 

MeHg interferiu nas divisões celulares, principalmente nas camadas 

onde estas são mais intensas (camada ependimária do mesencéfalo e 

CGE do cerebelo). Ao longo do desenvolvimento, a capacidade 

proliferativa do mesencéfalo se inicia a partir de E4 (DOMOWICZ et 

al., 2012, NARAYANAN; NARAYANAN, 1978), enquanto que no 

cerebelo tal função ocorre mais tardiamente, a partir de E8 (KORDES 

et al., 2005, LUCKNER et al., 2011). Vale ressaltar que em E10 a 

diferenciação e migração são os processos celulares mais 

significativos, e por esta razão podem evidenciar insultos mais 

característicos sobre tais processos celulares (KIM et al., 2007). 

Os efeitos do MeHg podem ser distintos sobre a proliferação 

celular nas várias estruturas do SNC (BOSE et al., 2010). Pode-se, 

portanto, de acordo com os resultados já apresentados, relacionar 

características estruturais e celulares como densidade celular, a 

expressão da ciclina E e de PHH3 para ambas as estruturas do SNC e 

constatar que o cerebelo se apresentou como alvo da toxicidade do 

MeHg. Embora existam muitas variáveis que possam influenciar a 

toxicidade do MeHg, e com isso, interferir nos processos celulares 

alvo, essa especificidade não esta relacionada apenas com o bloqueio 

ou interferência de vias de sinalização, mas principalmente pelo 

aspecto da temporalidade dado pela formação das estruturas do SNC 

ao longo do desenvolvimento embrionário. 

Estudos mostram que as células do cerebelo tanto in vivo como 

in vitro são alvos da toxicidade do Hg, e como consequência, 

apresentam redução da proliferação e no número total de células, 

inclusive com diminuição da estrutura nervosa (BURKE et al., 2006, 

GOLDOWITZ; HAMRE, 1998; LEWANDOVISKY et al., 2003), em 

ratos e camundongos, com idades e modos de administração diferentes 

aos realizados no presente trabalho.  

O MeHg parece induzir a parada da mitose na metáfase. Sinais 

extracelulares podem interferir na divisão celular, alterando a fase de 

transição G1/S do ciclo celular, alterando neurogênese, incluindo a 

inibição da proliferação celular e provocando distúrbios na progressão 
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do ciclo celular das células neurais (BURKE et al., 2006; FALLUEL-

MOREL et al., 2007; SOKOLOWSKI et al., 2011). 

A proliferação e migração celular são necessariamente co-

regulados para assegurar o desenvolvimento adequado da espécie e 

qualquer perturbação do ciclo celular poderia explicar os efeitos 

tóxicos, potenciais do MeHg sobre o desenvolvimento do SNC (OU et 

al., 1999). Ao se identificar danos sutis, presumivelmente associados 

às baixas doses MeHg, pode-se também relacionar moléculas 

sensíveis ao MeHg envolvidas no ciclo ou na migração celular (OU et 

al., 1999) 

O MeHg interferiu no ciclo celular, reduzindo de modo 

significativo a expressão da ciclina E, tanto nas células do 

mesencéfalo como do cerebelo. Estes resultados corroboram estudos 

que utilizaram baixas doses do MeHg como os de Xu e colaboradores 

(2010), que indicaram que a baixa concentração de MeHg provocou 

redução no número de células entrando na fase S do ciclo celular, com 

a degradação da ciclina E. Em condições favoráveis, o complexo 

ciclina E / CDK-2 promove a transição G1/S do ciclo celular, 

facilitando a proliferação (FUJIMURA; USUKI, 2015).  

O processo de proliferação com a progressão do ciclo celular 

tem sido bastante estudado in vivo e in vitro (LEWANDOWSKI et al., 

2002) e mostram que a exposição aguda ao MeHg impede a transição 

da fase G1 / S, reduzindo a expressão da ciclina E (FALLUEL-

MOREL et ai., 2007). Baixas concentrações de MeHg suprimem a 

proliferação neuronal , sem contudo afetar a sobrevivência neuronal. 

O MeHg parece atuar sobre a ciclina E, sem comprometer as CDKs, 

sugerindo então que a ciclina E é o alvo da toxicidade do MeHg. 

Estudos in vitro confirmam os resultados de que a toxicidade do 

MeHg é seletiva sobre alvos moleculares na célula, provocando a 

parada do ciclo com diminuição da expressão de ciclina E (BURKE et 

al., 2006; XU et al., 2010).  

O MeHg compromete a progressão normal do ciclo celular 

durante o desenvolvimento (PONCE et al., 1994). A exposição a 

baixas doses de MeHg tem implicado no aumento da expressão da 

p21, e a sua expressão observada no mesencéfalo no presente estudo, 

é consistente com os efeitos descritos anteriormente  

A toxicidade do MeHg está relacionada com insultos aos 

reguladores do ciclo celular, destacando-se as proteínas p21 e p53. A 

proteína p21 foi significativamente expressa nas células da camada do 

manto do mesencéfalo de embriões tratado com MeHg e com isto, a 

inibição das kinases dependentes de ciclinas, havendo um retardo ou 
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paralização do ciclo celular. Com a expressão da p21, portanto, há 

inibição da atividade da ciclina CDK2, CDK1 e CDK4/6, funcionando 

como um regulador da progressão do ciclo celular da fase G1 para 

fase S, parando a divisão celular (OU et al., 1999) e com isso, 

promovendo a parada do crescimento, inclusive podendo mediar a 

senescência celular.  

A p53 foi mais expressa nas células do cerebelo de embriões 

tratados com MeHg. Desta forma, podemos constatar que o MeHg 

pode agir de maneira diferenciada sobre as proteínas reguladoras do 

ciclo celular nas estruturas estudadas, provocando respostas celulares 

também distintas. A p21 aumentada no mesencéfalo proporcionou a 

parada do ciclo, provocando uma redução significativa da expressão 

de ciclina nas células, sugerindo que este processo ocorreu de modo 

independente da p53, uma vez que esta foi pouco expressa nesta 

estrutura. 

A p21 foi pouco expressa nas células cerebelares, verificamos 

também diminuição da expressão das ciclina E, e aumento 

significativo da p53, sugerindo que há dowregulation da degradação 

da ciclina E. Este processo parece ocorrer via ubiquitina ligase Fbw7 

(BISTEAU et al., 2014, CHENG; LI, 2012) e este gene alvo pode ser 

ativado em função do estresse ou sinal extracelular. O cerebelo pode 

ter respondido a toxicidade do MeHg, com aumento da p53, retirando 

a célula do ciclo e levando a senescência, como descreveu Faustman 

(2002), uma vez que não foram observadas alterações no aumento de 

células diferenciadas. 

A proteína p21 parece ser dependente de p53 para a parada do 

ciclo celular, embora ambas possam agir de forma independente uma 

da outra. A p21 pode ser ativada após estresse oxidativo (BURKE et 

al.,2006), assim como a p53. A p21 é também um substrato para 

mediar a ubiquitina/proteossomo, e sugere-se que o MeHg interfira na 

degradação proteica, devido a presença do grupamento tiol na 

estrutura da proteína.  

A p53 e p21 apresentam funções importantes na transição 

G1/S, e podem estar envolvidas também no controle da transição 

G2/M, ou seja, o aumento de p53 não só pode estacionar as células em 

G1 como também em G2/M (GRIBBLE et al., 2005), sugerindo que 

por interferência do MeHg, o ciclo pode estar comprometido em dois 

pontos de controle, retardando a progressão do ciclo celular e por 

conseguinte na diferenciação celular. 

Na camada ependimária do mesencéfalo de embriões tratados 

foi verificado aumento da morte celular, enquanto que no cerebelo foi 
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observada apenas uma tendência ao aumento da morte celular. De 

acordo com estudos sobre a intoxicação por MeHg, principalmente 

com roedores (FALLUEL-MOREL et al., 2007, FERRARO et al., 

2009) e em cultura celular (XU et al., 2010), o MeHg provocou 

aumento da morte celular. A apoptose deve seguir mecanismos 

específicos e qualquer distúrbio de sua regulação (tanto o excesso 

quanto a insuficiência) pode provocar uma variedade de alterações 

celulares e teciduais. 

O desenvolvimento estrutural e funcional do SNC requer um 

equilíbrio entre os processos de proliferação, diferenciação e morte 

celular e a regulação destes processos depende da interação entre 

múltiplos fatores de origens endógenas e exógenas (KANDEL, 2000). 

Esses fatores podem exibir efeitos região-especifica em varias porções 

do SNC, dependendo do estágio de desenvolvimento e da 

vulnerabilidade das células ou estrutura nervosa (FALLUEL-MOREL 

et al, 2007). 

 

5.3 OS EFEITOS DO MEHG NA DIFERENCIAÇÃO CELULAR 

 

As células do mesencéfalo e do cerebelo respondem de modo 

distinto aos danos provocada pelo MeHg. Foi observado no 

mesencéfalo de embriões tratados com MeHg, aumento na expressão 

da proteína GFAP, enquanto que no cerebelo houve redução da 

expressão desta proteína com relação aos grupos controle. O aumento 

de células GFAP-positivas está relacionado com a maturação ser mais 

precoce ao longo do eixo ântero-posterior e o fator de defesa, a qual 

pode estar associada com a perda de células neuronais durante a 

organização das camadas mesencefálicas. A gliose reativa inicial pode 

estar relacionada a esta maior expressão de GFAP (KARIMI-

ABDOLREZAEE; BILLAKANTI, 2012).  

No cerebelo a redução pode estar relacionada também com a 

desestabilização do citoesqueleto da população astroglial no período 

analisado, caracterizada pelas ligações do MeHg-SH, contribuindo 

com esta alteração (CASTOLDI et al., 2001, FERRARO et al., 2009). 

Os efeitos tóxicos do MeHg sobre a diferenciação celular da 

linhagem neuronal, foram mais expressivas no mesencéfalo do que no 

cerebelo, apresentando reduções significativas no número de células 

β-Tubulina III e NeuN- positivas. A toxicidade do MeHg geralmente 

interfere nas características morfológicas, e por consequência na 

diferenciação celular. Os neurônios são diferenciados precocemente 

(E2) ao longo do desenvolvimento do SNC de aves (DOMOWICZ et 
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al., 2011), e isto, relacionando-se com o desenvolvimento ântero-

posterior, justificando o efeito danoso do MeHg sobre a diferenciação 

da linhagem neuronal.  

A toxicidade espacial pode ser analisada ao se tratar de duas 

estruturas nervosas distintas e em períodos de maturação diferentes, 

cujas respostas celulares podem ser expressas também de modo 

diferente (BURKE et al., 2006, FALLUEL-MOREL et al., 2007, 

FAUSTMAN et al., 2002, GUO et al., 2013, SOKOLOWSKI et al., 

2011). 

Os astrócitos são os principais sítios de acúmulo de MeHg 

(ASCHNER, 1996) e os neurônios são os mais susceptíveis a sua 

toxicidade ao longo do desenvolvimento do SNC (BURKE et al., 

2006, FALLUEL-MOREL et al., 2007). Com relação às alterações 

histopatológicas foram observadas reduções significativas do número 

de neurônios, descritas por  Ferraro e colaboradores (2009) e Guo e 

colaboradores (2013). 

Conforme citado anteriormente, a redução na expressão β-

Tubulina III e NeuN no mesencéfalo e no cerebelo estão relacionados 

com as alterações das proteínas reguladoras do ciclo celular 

provocadas pelo MeHg, retardando a diferenciação dos neuroblastos. 

Carvalho e colaboradores (2008) e He e colaboradores (2012), 

demonstraram a perda de células neuronais em recém-nascidos de G. 

domesticus e camundongos, além de danos motores e 

comportamentais. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados neste trabalho corroboraram com 

estudos sobre a toxicidade induzida por MeHg e sua relação com a 

organização do SNC. A organização espacial do SNC pode  apresentar 

ritmos distintos dos processos celulares envolvidos com a estruturação 

das populações celulares no mesencéfalo e cerebelo, tendo-se obtidas 

as seguintes conclusões:  

- O MeHg penetrou nas camadas do mesencéfalo e cerebelo 

através do sistema circulatório e se depositou nas células e matriz 

extracelular; 

- Houve deposição de Hg no mesencéfalo e cerebelo, a qual 

causou alterações ultraestruturais, afetando os processos celulares de 

proliferação e diferenciação da linhagem neural; 

- O tratamento com MeHg não provocou alterações estruturais 

do mesencéfalo e cerebelo, porém reduziu o peso médio dos embriões 

em E10; 

- Os danos ultraestruturais observados foram mais evidentes no 

cerebelo, principalmente sobre as mitocôndrias, relacionados com as 

alterações na dinâmica mitocondrial e a indicação de autofagia; 

- As alterações observadas foram acompanhadas com 

modificações na regulação proteica do ciclo celular, como redução de 

ciclina E e aumento da p21 no mesencéfalo e no cerebelo houve 

aumento da p53; 

- O MeHg afetou a diferenciação neural, reduzindo a expressão 

de β-tubulina III, NeuN e GFAP, no mesencéfalo e cerebelo; 

- As análises das estruturas nervosas permitiram verificar o 

estabelecimento do eixo ântero-posterior, e com isso avaliar a 

toxicodinâmica do MeHg no SNC em desenvolvimento, observando-

se respostas das populações celulares de modo distinto;  

- A neurotoxicidade do MeHg é dependente do período do 

desenvolvimento de cada estrutura do SNC, e esta características deve 

ser ponderada diante de todas as variáveis desta forma de intoxicação.  
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