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RESUMO

O cadmio ¢ um metal pesado ndo essencial, toxico para humanos e ¢ encontrado
naturalmente em todos os componentes ambientais. Também esta presente em dejetos e
fumaca industriais, na fumaca do tabaco, em alimentos e dgua contaminados. Embora existam
limites de segurancga de cadmio para o ambiente, alimentos, agua potavel e solos utilizados na
agricultura, ainda ndo se tém estabelecida a concentragdo minima capaz de induzir danos
celulares, especialmente em células humanas. Sendo assim, este trabalho investigou as
concentragdes minimas desse metal capazes de induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos em
linfécitos humanos, através de sua exposicao a diferentes concentracdes de cadmio (1,2,5¢ 5
pg/mL). Foram avaliadas a viabilidade e a proliferacdo celulares e a frequéncia de
micronucleos. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via e complementados por
teste de Tukey. O presente estudo demonstrou, através da analise dos dados obtidos que o
cadmio induziu uma diminui¢do da viabilidade e proliferacdo celulares nas duas maiores
concentragdes ¢ aumento da frequéncia de micronucleo em todas as concentragdes testadas.
Esses dados corroboram para uma discussdo mais ampla sobre os niveis de exposi¢cdo humana

ao metal.

Palavras-chave: Cadmio, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade, linfcitos humanos.



ABSTRACT

Cadmium is a non-essential heavy metal toxic for humans, and it is found naturally in
all environmental components. It is also present in industrial waste and smoke, tobacco
smoke, and contaminated food and water. Although there are established limits to insune the
safety of cadmium in the environment, food, drinking water and soil used in agriculture, the
minimum concentration capable of inducing cellular damage, especially in human cells, has
yet to be established. Thus, this work investigated the minimum concentrations of this metal
capable of inducing cytotoxic and genotoxic effects in human lymphocytes culture exposuring
them to different concentrations of cadmium (1, 2.5 and 5 pg/mL). Cell proliferation, viability
and micronucleus frequency were evaluated. Data were statistically analyzed by one-way
ANOVA and complemented by Tukey's test. Data demonstrated that cadmium induced a
decrease in cell viability and proliferation at the two highest concentrations and increased
micronucleus frequency at all concentrations tested. These data urges for a broader discussion

of levels of human exposure to metal.

Keywords: Cadmium, cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity, human lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

A descoberta do cadmio (Cd) ocorreu em 1817 pelo quimico alemdo Friedrich
Stromeyer (1776-1835), ao testar a pureza do 6xido de zinco. Stromeyer estranhou o fato de o
composto descolorir a altas temperaturas, o que ndao era comum e desconfiou da presenga de
alguma impureza. A partir disso, criou um procedimento experimental que foi capaz de isolar
um novo metal, o qual foi dado o nome de cadmio, derivado do latim “cadmia” e do grego
“kadmeia”, ambos os nomes usados antigamente para a calamina. Apds sua descoberta, mais
de um século se passou até que ele fosse empregado para uso em extensdo significativa, pois
somente em 1940 a produgdo e o consumo aumentaram e o cadmio comegou a ser utilizado na
galvanoplastia, pigmentagdo de tintas, baterias de niquel-cadmio, estabilizac¢do de plasticos, e
mais recentemente em painéis solares. Porém, seu uso vem sendo diminuido devido & sua

toxicidade (HABASHI, 2017).

1.2 CADMIO

O cadmio (Cd, numero atomico 48, massa atomica 112, ponto de fusdo 321°C, ponto
de ebuli¢do 765°C e densidade de 8,64 g/cm?®) ¢ um metal pesado ndo essencial, de cor prata e
tons azulados, com propriedades suaves, ducteis, lustrosas, eletropositivas ¢ ndo possui odor
ou sabor. Possui oito is6topos estaveis, sendo os mais comuns o 112 Cd e 114 Cd. Forma uma
variedade de aminas orgénicas, alguns complexos e quelatos. Os ions de cadmio formam sais
soluveis de carbonatos, arsenatos, fosfatos e compostos de ferrocianeto (ADRIANO, 2001).

E encontrado naturalmente em todos os componentes ambientais (ar, solo, alimentos e
agua) e considerado um dos mais toxicos aos humanos. Entretanto, ¢ frequentemente utilizado
na industria, tendo como principais usos a fabricag¢do de baterias de niquel-cadmio, pigmentos
e estabilizadores de plastico, entre outras menos significativas, ¢ pode exercer efeitos nocivos
para a saude humana (RAFATI-RAHIMZADEH et al., 2017). Na producdo de zinco, pode ser
produzido em diferentes formas comerciais (ADRIANO, 2001; COBB, 2008).

O cadmio ¢ consideravelmente raro e ocorre naturalmente na crosta terrestre,
apresentando-se em quantidade de aproximadamente 0,1 a 0,5 parte por milhdo de material
crostal e também pode ser encontrado nas aguas oceanicas com médias entre 5 e 110 ng/L.

(WHO, 1992). Geralmente ¢ encontrado como uma impureza em depoésitos de Zinco (Zn) ou
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Chumbo (Pb) e ¢ fabricado, portanto, principalmente como subproduto da fundicdo destes
(BERNHOFT, 2013), como pode ser observado na Figura 1.

Pode espalhar-se pelo ar através de processos naturais como a erosdo, ou através da
combustdo de minérios contendo cadmio em emissdes vulcanicas. Particulas transportadas
pelo ar depositam-se no solo e em cursos de agua como poeira. Embora as dguas superficiais
possam conter alguma quantidade de cadmio dissolvido, que podem migrar para corpos
hidricos, as concentragdes tendem a ser baixas, uma vez que este metal é facilmente absorvido
por animais marinhos, especialmente mariscos (WHO, 1992).

Os seres humanos desempenham um papel significativo na criagdo de fontes de
cadmio e na sua liberacdo para o meio ambiente por meio de atividades como mineragio e
fundi¢do e refino de minérios metalicos. O cadmio é também emitido para a atmosfera a partir
de queima de combustiveis fosseis, incineragdo de residuos e produgdo de ago. Ao todo, cerca
de 4.000 a 13.000 toneladas de cadmio sdo liberadas para o meio ambiente anualmente como

resultado das atividades humanas (SINGH, 2005).

Pb—Zn sulfide ore
. ZnS concentrate
Flotation
#PbS concentrate
SO, «—| Dust collectors -E'E- Oxidation Oxidarion —» SO
: . 1100 °C 950 °C .
CdS PbO ZnO
CdO containing CdO

Figura 1: Recuperagdo de cadmio através de minérios de chumbo-zinco.

Fonte: Habashi (2017).

1.3 EXPOSICAO

A produgdo de cimento ¢ uma das principais fontes industriais de material particulado
¢ metais, sendo o cadmio um destes metais, que sdo gerados a partir da combustdo de fosseis e
transformag@o das matérias-primas (GUPTA et al., 2012; CHEN et al., 2010). Alguns estudos

sobre metais de fabricas de cimento mostraram os niveis ambientais destes no ar (ROVIRA et
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al., 2011; BALDANTONI; NICOLA; ALFANI, 2014), no solo (BERMUDEZ et al., 2010;
NASKReT; JAWORSKA; DIUGOSZ, 2014; OGUNKUNLE; FATOBA, 2014; PEDRON,
2012), através de biomonitoramento utilizando plantas (ABRIL et al., 2014), exposi¢des em
humanos perto de uma fabrica de cimento (IsdKLd et al., 2006) e em trabalhadores de uma
fabrica de cimento. Este ultimo estudo detectou niveis elevados de cddmio nos trabalhadores e
nos residentes da localidade em comparagdo com o grupo controle, o qual era composto por
moradores aparentemente saudaveis de uma cidade distante da localidade onde encontrava-se
a fabrica. Os resultados concluiram que a inalagdo de poeira de cimento pode estar associada
a alteragdes nos niveis dos elementos séricos e fun¢des do pulmdo e do figado, enquanto a
exposi¢do a longo prazo diminui o pico da taxa de fluxo expiratorio (RICHARD et al., 2016).

Em humanos, a fumaca do cigarro ¢ a principal fonte de exposi¢ao ao cadmio por via
inalatéria (GODT et al., 2006). Em média, um cigarro contém aproximadamente de 1 a 2 pg
de cadmio (JARUP; AKESSON, 2009). Sendo assim, o consumo de tabaco ¢ uma importante
fonte ambiental de exposicdo ao cadmio na populacdo em geral (RICHTER; FAROON;
PAPPAS, 2017), o que contribui para sua deteccdo no sangue, na urina e tecidos de fumantes
em comparacdo com nao fumantes (SATARUG; MOORE, 2004; SATARUG; VESEY;
GOBE, 2017).

A exposicao ao cadmio também ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados por
meio de bioacumulagdo ou através do consumo de agua de beber. Para adotar medidas de
protecdo a satide da populacdo, foram estabelecidos limites de seguranca de cadmio no
ambiente (FAO; WHO, 1993) e nos alimentos (CAC, 2015). Um limite de 3 pg/L ¢ aplicado a
agua potavel (FAO; WHO,1993), enquanto 3 mg/kg € aplicado a solos que sdo usados para a
producdo de culturas alimentares para consumo humano como, por exemplo, a producgdo de
batata ¢ de arroz. Os limites de seguranga, conhecidos como concentragdes maximas
admissiveis (CMA) também foram estabelecidos para alguns tipos de mariscos que sdo

conhecidos como hiperacumuladores de cadmio, em 2 mg/kg (CAC, 2015).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

O primeiro registro de incidente de exposi¢do ocupacional ao cadmio ocorreu na
Bélgica, em 1858. A intoxicacdo ocorreu em trés trabalhadores de uma fabrica que poliam
prata com carbonato de cadmio e, consequentemente, inalavam p6 de cadmio. Essa exposicdo
pode causar graves danos a saude, desde nduseas e problemas respiratdrios até a morte

(FOULKES, 2012).
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No Japao, a populacdo de uma regido do pais apresentou muitos casos de toxicidade
Ossea e renal através da contaminag@o cronica por cadmio na agua usada para beber, cozinhar
e também cultivar lavouras de soja e arroz, que foram contaminadas. A forma mais grave de
intoxicacdo leva o nome de Doencga de Itai-itai (AOSHIMA, 2017). Esta é caracterizada por
danos renais severos, osteoporose generalizada, osteomaldcia e multiplas fraturas Osseas,
afetando principalmente mulheres (AOSHIMA, 1987; HORIGUCHI et al., 2010; BABA et
al., 2014). O nimero de pacientes acometidos pela doenga no Japdo foi estimado em torno de
400, desde 1910 até 2007 (KAJIL, 2012).

Pensando na satde da populacdo, diretrizes de consumo dietético seguro de cadmio e
limites de cadmio na urina foram estabelecidos pela Organizacdo das Nagdes Unidas para
Agricultura e Alimentagdo (FAO), Organizacdo Mundial da Satide (OMS) e Comité Misto de
Peritos em Aditivos Alimentares e Contaminantes (JECFA) (FAO, WHO, 1993, 2010).
Atualmente, o nivel de ingestdo de cadmio tolerado por estas instituicdes ¢ de 25 pg/kg de
peso corporal por més, enquanto o nivel do limiar de cadmio urinario € de 5,24 pg/g de
creatinina (CALLAN; HINWOOD; DEVINE, 2014).

Graos como arroz e trigo sdo fontes consideraveis de exposi¢do a este metal. O arroz,
particularmente, ¢ apontado como uma cultura importante na exposi¢cdo ao cadmio, isto
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas; monocotiledonea, com sistema radicular
fibroso que aumenta a area de superficie para a absor¢cdo de minerais e favorece a chance de
absorcdo de cddmio. A média de consumo mundial de cadmio ¢ de 30 pg/dia (SEBASTIAN;
PRASAD, 2014). Além disso, outra grande fonte de exposi¢do ao cadmio ¢ a fumaca do
cigarro, isto ocorre porque a planta do tabaco acumula naturalmente altas concentragdes de
cadmio em suas folhas (ATSDR, 2012). A média de concentragdo de cadmio no sangue ¢ de
0,5-1,0 ug/L em ndo fumantes, ¢ o dobro em fumantes, devido a absor¢do do metal presente
no fumo (CDC, 2015). Em um estudo realizado, o cddmio foi medido em amostras de sangue
de fumantes e demonstrou que estes possuiam 4 a 5 vezes mais cadmio no sangue do que os

ndo-fumantes (RICHTER; FAROON; PAPPAS, 2017).

1.5 TOXICIDADE

A contaminag@o por metais em humanos pode gerar diversos distirbios na saude, pois

muitos deles atuam de maneira individual ou em sinergia, podendo causar efeitos

genotoxicos, carcinogénicos, clastogénicos, hematotoxicos, imunotoxicos, nefrotdxicos,
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miotoxicos, neurotoxicos, desbalango na homeostasia do sistema endocrino, entre outros
(ATSDR, 2000).

A exposicdo ao cadmio, seja ela ocupacional ou ambiental, pode causar diversos danos
ao organismo, afetando varios sistemas. Porém, tém sido relatado que os danos renais e
hepaticos se destacam pelo fato deste metal ter a capacidade de acumular-se nestes tecidos
(AKERSTROM et al., 2013), o que estd relacionado a sua meia-vida muito longa, de
aproximadamente 10 a 35 anos em humanos. Essa circunstancia ¢ um dos motivos que
levaram a Agéncia de Prote¢do Ambiental dos EUA a classificd-lo como um dos 126
poluentes prioritarios (JIN; LU; NORDBERG, 1998).

Esse efeito bioacumulativo pode acarretar em disfungdes renais irreversiveis,
aumentando a excre¢cdo de proteinas com baixo peso molecular, como as metalotioneinas,
proteina na qual o cddmio se liga para poder transportar-se através do plasma. O cadmio livre,
ndo ligado as metalotioneinas, induz uma retroalimentagdo positiva sobre a sintese protéica
dessa familia. Os efeitos toxicos do cadmio surgem quando este ndo esta ligado a proteina.
Apesar de o cadmio se acumular principalmente no pulmao, figado e rim, a pele também ¢
facilmente exposta a este metal (GERHARDSSON et al., 2002; JARUP, 2003).

A andlise da urina também pode ser feita para auxiliar na comprovagdo da exposi¢do
ao cadmio, através de sinais precoces de dano renal, proteinuria, perda de calcio e lesdo
tubular (PATRICK, 2003). Satarug, Vesey e Gobe (2017) relataram em sua revisdo que
concentragdes de cadmio na urina e no sangue de participantes de um estudo estavam
relacionadas com o risco de desenvolver doenca renal cronica e albuminuria. Além disso, um
aumento adicional deste risco foi demonstrado em pacientes que apresentavam baixos niveis
séricos de zinco, comparado com aqueles que apresentavam maiores niveis de zinco. Baixa
ingestdo de calcio, zinco ou ferro aumentam a absor¢do de cadmio. Em individuos com
deficiéncia de ferro, a absor¢do gastrointestinal desse elemento pode ultrapassar 10%
(ATSDR, 2012).

Alguns estudos ja existentes na literatura sugerem que a exposi¢cdo ao cadmio pode
provocar apoptose e alterar o arranjo das células dos receptores da orelha interna, levando a
uma diminui¢do auditiva (KIM et al., 2008). Entre os anos de 1999-2006, a NHANES
(National Health and Nutrition Examination Survey) realizou um estudo de Coorte com 3698
individuos de 20-69 anos e observou uma associacdo entre cadmio no sangue e urina e perda
auditiva (p < 0.05) (SATARUG; VESEY; GOBE, 2017).

Embora o mecanismo de toxicidade induzida pelo cadmio seja pouco compreendido,

sabe-se que pode causar danos as células através da geracdo de espécies reativas de oxigénio
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(ERO) (STOHS, 1995), incluindo anion superoxido e o peroxido de hidrogénio, através de
alteragdes nos mecanismos de defesa antioxidante (OH; LIM, 2006; PATHAK;
KHANDELWAL, 2006; VALKO et al., 2006).

1.5.1 Citotoxicidade

Muitos estudos relatam que, através da perturbacdo na homeostase do calcio, este
metal é capaz de induzir citotoxicidade em diferentes linhagens de células (SON et al., 2009;
WANG et al., 2008; YEH et al., 2009; BIAGIOLI ef al., 2008; WANG et al., 2008). Os ions
de calcio sdo sinalizadores intracelulares onipresentes responsaveis por controlar numerosos
processos celulares incluindo proliferagdo, diferenciacdo, desenvolvimento e morte celular
(BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000; MATTSON; CHAN, 2003), exercendo assim, pap€is
fundamentais em varias fungdes biologicas do organismo e muito provavelmente a
citotoxicidade mediada pelo cadmio estd em parte relacionada as concentragdes de calcio
intracelular (LEMARIE et al., 2004; WANG et al., 2008). Essa alteracao das concentragoes
intracelulares de ions calcio pode causar apoptose (BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998).
Ademais, altos niveis de ions de célcio intracelular podem levar ao rompimento do equilibrio
de calcio mitocondrial, o que possibilita a perda de potencial de membrana mitocondrial e,
consequentemente, induz a formacdo de ERO. Essas contemplac¢des sugerem que o ion calcio
exerce fungdes importantes na toxicidade induzida pelo cadmio através da geracdo de ERO,
embora o mecanismo celular pelo qual o cadmio utiliza os ions de calcio em sua agdo toxica
nao seja claro (LEMARIE et al., 2004; WANG et al., 2008).

Son et al. (2009) demonstraram em seu estudo que a exposi¢do de células da pele de
camundongos ao cadmio por 12 h desencadeou um aumento no célcio livre citoplasmatico de
uma forma dependente da concentracdo, em comparacdo com o grupo controle negativo.
Wang et al. (2008) também relatou um aumento de calcio citoplasmatico, que induziu morte

celular através de apoptose e autofagia.

1.5.2 Genotoxicidade

O cadmio afeta a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celulares. Essas atividades
interagem com o mecanismo de reparo do DNA, a geragdo de ERO ¢ a indugdo de apoptose

(RANI et al., 2013). Liga-se as mitocondrias e pode inibir a respiragdo celular e a fosforilagao



17

oxidativa em baixa concentragdo (PATRICK, 2003). Os compostos a base cadmio também
podem induzir aberragdes cromossdmicas — incluindo delecdes, troca de cromatides irmas,
quebra de cadeias de DNA e ligacdes cruzadas de DNA-proteina em algumas linhagens
celulares (JOSEPH, 2009). Como exemplo disso, na cultura de células de mamiferos, onde
além de induzir mutacdes genéticas (CHOE et al., 2003) induziu também a elevada e precoce
frequéncia de micronicleos nas mesmas (KORKALAINEN et al., 2012).

Privezentsev; Sirota; Gaziev (1996) relataram dois potenciais mecanismos de
genotoxicidade induzida por cadmio: (1) interacdo direta de Cd/DNA, que leva a quebra da
fita simples no DNA; e (2) a inibi¢do da nuclease de incisdo durante o processo de reparo no
DNA, além da possivel interferéncia deste metal na condensagdo da cromatina.

Em estudos anteriores, o cadmio demonstrou induzir processos de apoptose in vivo
(HARSTAD; KLAASSEN, 2002; TZIROGIANNIS et al., 2003) ¢ in vitro (HOSSAIN et al.,
2009; KRUMSCHNABEL et al., 2010).

1.6 CARCINOGENICIDADE

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC) alerta sobre a
contaminagdo ambiental causada por este metal e classificou, em 1993, compostos a base de
cadmio como carcinogénicos para algumas espécies animais e carcinogénicos para humanos,
pertencente ao grupo [ (IARC, 1993). Sdo considerados carcinogénicos pulmonares, indutores
de cancer de prostata e renal, pois afetam a produgdo de testosterona e induzem hiperplasia de
células intersticiais testiculares (GOYER; LIU; WAALKES, 2004).

O cadmio pode ser um potencial fator de risco para cancer de mama, cancer de
pancreas, induzindo o aumento de risco de neoplasias. Adicionalmente, alguns estudos
sugerem que o cadmio pode estar envolvido em doencas do figado, sistema hematopoiético,
bexiga e estdmago (WAALKES, 2003).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na carcinogenicidade do cadmio,
que podem ser observados na Figura 2, incluem também a ativagdo de proto-oncogenes,
inativacdo de genes supressores de tumor, ruptura da adesdo celular e a inibi¢ao do reparo do
DNA (ILYASOVA; SCHWARTZ, 2005). De acordo com estudos da literatura, sugere-se que
a exposicdo ao cadmio pode afetar a proliferacdo, diferenciagdo, apoptose, sinalizag¢ao celular
e outras atividades celulares, as quais poderiam induzir a carcinogénese direta ou

indiretamente (WAALKES, 2003).
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Figura 2: Alguns mecanismos de carcinogenicidade do cadmio nos 6rgéos corporais.

Fonte: Adaptado de Bishak et al. (2015).
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Embora existam alguns apontamentos sobre a toxicologia do cadmio, ainda existem

lacunas a serem preenchidas, como a concentragdo minima capaz de induzir danos celulares,

especialmente em células humanas. Sendo assim, este trabalho visa investigar as

concentragdes minimas desse metal capazes de induzir efeitos citotoxicos e genotoxicos em

células humanas, através da exposi¢do a diferentes concentra¢des, utilizando como modelo

experimental cultura de linfécitos humanos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentragdes minimas de cadmio capazes de induzir efeitos citotoxicos e

genotoxicos sobre cultura de linfocitos humanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se o cadmio € capaz, nas concentragdes propostas, de induzir danos a

membrana celular de linfocitos humanos in vitro.

e Avaliar os efeitos das concentracdes de cadmio propostas sobre a proliferacao

de linfocitos humanos in vitro.

e Avaliar a frequéncia de microntcleos em linfocitos humanos in vitro expostos

as concentragdes de cadmio propostas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OBTENCAO DA MATRIZ E CULTURA CELULAR

A obten¢do da matriz bioldgica utilizada neste estudo, linfocitos humanos, foi através
de puncdo venosa de voluntdrio autodenominado saudavel, maior de 18 anos de idade, ndo
fumante, sem uso de medicacdo continuada pelo menos ha seis meses antes da coleta de
amostra sanguinea e de qualquer outro tipo de medicacdo pelo menos trinta dias antes da
coleta. Uma vez obtida a matriz, foi procedido com o protocolo para preparagdo de cultura
celular e realizagdo dos protocolos experimentais, que foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNIPAMPA sob o nimero 27045614.0.0000.5323.

Inicialmente foi preparada uma pré-cultura em garrafa para fins de proliferaciao
celular. Apos 24h de incubacdo, uma suspensdo de 100 pL. com aproximadamente 88.500
células linfocitarias foi adicionada em cada frasco de cultura contendo meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina/penicilina, como descrito
previamente por Giiez et al. (2017), com modifica¢des. Os frascos de cultura foram cultivados
48h, a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO,. O controle negativo utilizado foi o proprio
meio de cultura e o controle positivo perdxido de hidrogénio (H,O,) 4 uM para os testes de
viabilidade e proliferagdo, ¢ demecolcine 10 pug/mL para o teste de microntcleo. As
concentragdes de cadmio testadas foram 1, 2,5 e 5 pg/mL, baseadas em trabalho prévio
desenvolvido pelo grupo (dados ndo publicados). Todos os grupos foram ensaiados em

triplicata.

3.2 AVALIACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS E GENOTOXICOS EM CULTURA DE
LINFOCITOS HUMANOS

A técnica escolhida para avaliar a citotoxicidade foi a viabilidade celular, enquanto
que os parametros genotoxicos foram avaliados através das seguintes técnicas: proliferacdo

celular e teste micronucleo.

3.2.1 Viabilidade celular

A viabilidade foi avaliada através da perda da integridade da membrana leucocitaria

utilizando 10 pL de Azul de Tripan e 10 uL da amostra (BUROW et al., 1998) e apds trés
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minutos, uma aliquota foi colocada em uma Céamara de Neubauer e visualizada em

microscopio em um aumento de 400X. A diferenciacdo entre células vivas e mortas se da pela

obtencao de coloracdo azul no citoplasma das células inviaveis (Figura 3).

A

Figura 3: Células vivas (A e B) e célula ndo vidvel corada em azul (A - seta).

Fonte: Vireque et al. (2013).

3.2.2 Proliferacao celular

Nesta técnica, homogeneizou-se 10 ul. da amostra e posteriormente preencheu-se a
Camara de Neubauer com esta suspensdo. A contagem dos linfocitos foi realizada nos campos
assinalados com a letra “L” (Figura 4).

A formula utilizada foi:

Nimero total de linfocitos/mL = nimero de células contadas x 10%x diluicdo / 4

(nimero de quadrados).
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Figura 4: Método de contagem de linfocitos em Camara de Neubauer.

Disponivel em: http://edusanjalmicro.blogspot.com/2010/07/techniques-of-isolation-and-enumeration.html.
Acesso em 05/05/2018.
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3.2.3 Micronucleo

O teste de microntcleos foi realizado como descrito por Schmid (1975), onde foram
preparados esfregacos da cultura de linfocitos a partir de 50 uLL da amostra e, apds secagem,
foram corados pelo kit de coloragdo Panoética da Labtest®. A analise foi realizada em
microscopio optico com objetiva para ampliagdo de 1.000 X. Para cada lamina, 500 células
foram contabilizadas e classificadas quanto a quantidade de células mononucleadas com
presenga de micronucleos e células binucleadas com micronucleos, células em processo

necrdtico e células em processo apoptotico (Figura 5).

Figura 5: Células binucleadas (A) sem micronucleo e (B) com microntcleo (seta).

Fonte: Reis et al. (2015).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados provenientes dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram expressos
em média = desvio padrdo. As comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando
analise de varidncia (ANOVA) de uma via. Ambos os tratamentos estatisticos foram
complementados com o teste de Tukey para multiplas comparagdes. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONCENTRACOES MINIMAS DE CADMIO INDUZEM CITOTOXICIDADE EM
LINFOCITOS HUMANOS

A Figura 6 demonstra que o cddmio induziu uma diminui¢do do percentual de células
viaveis de 17% (2,5 pg/mL) a 21% (5 pg/mL) nas duas maiores concentragdes testadas em
relagdo ao controle negativo (p<0,05). A concentragdo de 1 pg/mL ndo alterou

significativamente a viabilidade celular ao ser comparada com o controle negativo.

5 pug/mL+ —e—i b
2.5 ug/mL- ——i b
1 ng/mL- —8— a

H202- ] b

CN- @ a

L] 1
60 70 80 90 100 110
Células viaveis (%)
Figura 6: Teste de viabilidade celular em linfocitos humanos expostos a diferentes concentragdes de cadmio. O
grafico demonstra as concentragdes de cadmio, controle positivo e negativo versus porcentagem de células

viaveis. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=3; p<0,05. As letras indicam diferengas
significativas em relagdo ao controle negativo; p<0,05. CN=controle negativo; H,O,=controle positivo.

A literatura apresenta alguns trabalhos sobre a citotoxicidade do cadmio, tanto com
linhagens de animais quanto de humanas. Em células PC12 de ratos, apds exposi¢ao ao metal,
em concentragdes que variaram de 0,46 ng/mL a 1,83 pg/mL, o cddmio diminuiu o numero
de células viaveis em ~25% a 75% nas duas maiores concentragdes testadas (HOSSAIN et al.,
2018). Em outro estudo, utilizando células auditivas HEI-OC1 de ratos, o cadmio diminuiu a
viabilidade celular em ~35% a 55% nas concentragdes ~0,4 ¢ 3,5 pg/mL (KIM et al., 2008).
Em linfocitos de ratos, Pathak e Khandelwal (2006) estudaram a exposi¢ao dessas células ao
cadmio e verificaram uma diminuicdo da viabilidade celular de ~50% a 80% nas
concentragdes de 4,5 e 18,3 pg/mL.

Em relacdo a células humanas, o cadmio demonstrou ser capaz de diminuir a

viabilidade em ~70% da linhagem HEK293, de rim embrionario humano, na concentragdo de
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~18 pg/mL (CHOMCHAN et al., 2018). Em células epiteliais humanas CRL 11241, Song e
Koh (2012) demonstraram a diminui¢do do numero de células viaveis em ~6% a 49% nas
concentragdes entre ~3,7 e 18 pg/mL de cadmio.

Ainda dentro deste contexto, Okoko e Ere (2012) relataram que o cadmio diminuiu a
viabilidade de células U937 de linfoma humano em aproximadamente 86% na concentragdo
de ~0,02 pg/mL. Ja Oh e Lim (2006) submeteram células HepG2 de hepatoma humano a
diferentes concentragdes de cadmio (0,46 a 7,3 pg/mL, 24 horas de incubacdo) e¢ obtiveram
uma diminui¢do da viabilidade celular de ~25% a 50% nas duas maiores concentragdes
testadas (3,6 ¢ 7,3 ug/mL).

Nosso estudo, entretanto, demonstrou que o cadmio, quando em contato com PBMC
(células mononucleares do sangue periférico) humanas foi capaz de induzir citotoxicidade nas
concentragdes de 2,5 ¢ 5 ug/mL. Como ¢ possivel observar, ha uma variabilidade no efeito
citotoxico e da concentragdo capaz de induzi-lo entre os tipos celulares que foram reportados
pela literatura. Entretanto, ¢ interessante observar que os tipos celulares humanos que
apresentaram diminuicdo da viabilidade em concentracdes menores que as que observamos
sdo células alteradas (de linhagens cancerigenas), que ndo respondem como as células
normais, tais como as que foram testadas no presente estudo.

Em relagdo ao mecanismo de inducdo de citotoxicidade, Lemari¢ et al. (2004)
reportaram que a toxicidade induzida por caddmio pode estar relacionada a necrose e/ou
apoptose, independente de caspases, como fora observado em células Hep3B de
hepatocarcinoma humano. Esses achados, segundo os autores, parecem estar associados a
translocagdo nuclear da endonuclease G ¢ ao fator indutor de apoptose, duas proteinas
apoptogénicas mitocondriais. A liberacdo dessas proteinas esta provavelmente relacionada ao
aumento rapido e sustentado do calcio citoplasmatico, que coincide com o aumento do

potencial de membrana mitocondrial e produgdo de ERO.

4.2 CONCENTRACOES MINIMAS DE CADMIO INDUZEM GENOTOXICIDADE EM
LINFOCITOS HUMANOS

4.2.1 Efeitos do cadmio sobre a proliferacio celular
A identificacdo de compostos genotodxicos € de grande relevancia na ciéncia para que

seja possivel avaliar a seguranca de medicamentos, alimentos e contaminantes ambientais que

possam causar riscos a saide humana (POWERS; LAWTON; MODLIN, 1995). Ja existe um



25

consideravel numero de testes para a detec¢do da genotoxicidade de compostos, bem como
para mensurar a exposicdo a estes compostos (HOVHANNISYAN, 2010). De acordo com
Eastmond e Tucker (1989), um unico teste ndo ¢ suficiente para detectar todas as substancias
genotoxicas, pois uma série de acontecimentos genéticos pode ocorrer apds o contato com o
agente toxico. Desta forma, os riscos genotoxicos sdo medidos por meio de uma combinagdo
de testes que investigam os principais danos ao material genético.

Neste trabalho, para investigar a genotoxicidade do cddmio foram realizados os
seguintes testes: proliferagdo celular e teste de micronucleo. Os resultados obtidos a partir do
ensaio de proliferacdo celular em linfocitos humanos (Figura 7) expostos a diferentes
concentragdes de cadmio demonstraram que apenas as duas maiores concentragdes testadas
(2,5 pg/mL e 5 pg/mL) reduziram significativamente a proliferacdo celular em

aproximadamente 34,1%, quando comparadas ao controle negativo (p<0,05).

5 pug/mL+ Bl b *x*
2.5 g/mL~ O b *
1 pg/mL - —8—i a
H202+ i b xx
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Figura 7: Ensaio de proliferagdo celular em linfocitos humanos expostos a diferentes concentragdes de cadmio.
O grafico demonstra as concentragdes de cadmio, controle positivo e negativo versus niimero de linfocitos/mL.
Os dados estdo expressos em média £ desvio padrao, n=3. As letras indicam diferengas significativas em relagdo
ao controle negativo;**p<0,01;*** p<0,001. CN=controle negativo; H,O,=controle positivo.

A proliferagdo celular ¢ um critério de avaliagdo genotoxica que demonstra a
capacidade de determinada célula ou de um grupo de células proliferarem-se frente a
situagdes que podem ser adversas. Neste trabalho, as diferentes concentracdes testadas de
cadmio demonstraram poder interferir no processo de proliferagdo, que dispde de varios alvos
moleculares passiveis de sofrer interferéncia, como os que envolvem a manutengdo da

estrutura da molécula de DNA.
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Ha alguns anos vem sendo investigado os mecanismos pelos quais o cadmio causa a
reducdo da proliferacdo celular. Pesquisadores tém relatado que o caddmio interfere na
homeostase do calcio (Ca®") intracelular. Hechtenberg e Beyersmann (1994) submeteram
ntcleos de células de figado bovino a concentragdes nanomolares de cadmio e observaram
uma diminuicdo de até 60% dos niveis de Ca*" intracelular. Eles supdem que, como o ion
cadmio (Cd*") tem um raio iénico semelhante ao Ca®’, ele seria capaz de substituir o Ca’ em
seus locais de ligacdo e transporte intracelular. Portanto, a agdo inibidora do cadmio no
transporte nuclear de Ca>" pode ser um resultado do bloqueio do local de ligacio de transporte
da bomba nuclear de Ca®". Além disso, eles demonstraram que o fon Cd*" livre no meio de
cultivo é capaz de entrar no niicleo celular. Como consequéncia, o fon Cd*" ocuparia sitios de
ligagdo de depositos de Ca®" intranucleares, de modo que a capacidade do ntcleo de
sequestrar Ca”seria reduzida.

As alteragdes na homeostase nuclear do Ca*" causadas por Cd*'sdo fatores que podem
perturbar a regulagdo dependente da Ca’ na replicagdo do DNA e na transcri¢gdo génica.
Sabe-se que o Ca’” controla a expressio de genes relacionados ao crescimento e
transformacdo celular (MISRA et al., 2002). Portanto, o comprometimento da regulagdo
nuclear de Ca®" pelo Cd*" pode interferir na regulagdo da proliferagio celular. Diante das
situacdes citadas, outros estudos complementares que tenham por objetivo elucidar as

interferéncias nas fases do ciclo celular sdo necessarios, principalmente em células humanas.

4.2.2 Efeitos genotoxicos de mutagenicidade induzida por cadmio

O teste do microntucleo ¢ um dos testes mais utilizados para avaliagdo mutagénica de
compostos. Ele identifica mutagdes cromossOmicas visiveis, que sdo expressas pelos
cromossomos durante o ciclo de divisdo mitdtica ou meiodtica através de atrasos
cromossomicos decorrentes de problemas no fuso mitdtico, e que levam a perdas
cromossdmicas, originando os micronucleos (GRANT, 1978).

Define-se mutacdo como uma mudanga na sequéncia de DNA, o que leva a uma
alteracdo herdavel da fungdo génica. Os compostos que t€ém a capacidade de mudar a
sequéncia do DNA sdo considerados toxicos para os genes ¢ sdo, entdo, chamados de
genotoxicos (RIBEIRO, 2003), que podem ser transitorios. Entretanto, os efeitos genotdxicos
relacionados a processos mutagénicos sdo persistentes, pois levam a uma alteracdo definitiva
no conteudo ou na estrutura do material genético de um organismo (DEARFIELD et al.,

2002).
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Aqui, demonstramos um aumento da frequéncia de micronucleos em linfocitos
humanos apods exposi¢do as diferentes concentragdes de cadmio testadas, em

aproximadamente 2 a 4%, quando comparadas ao controle negativo (p<0,05) (Figura 8).

5 png/mL+ ——i b*
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Figura 8: Teste de frequéncia de micronticleos em linfocitos humanos expostos a diferentes concentragdes de
cadmio. O grafico demonstra as concentragdes de cadmio, controle positivo e negativo versus numero de
micronucleos/500 linfocitos. Os dados estdo expressos em média £ desvio padrdo, n=3. As letras indicam
diferengas significativas em relagdo ao controle negativo; *p<0,05;** p<0,01. CN=controle negativo;
DMC=controle positivo.

A literatura dispde de alguns estudos que avaliaram a frequéncia de micronucleos
induzida por cddmio em células animais, vegetais ¢ humanas. Estudos in vivo envolvendo
ratos, encontraram um aumento da frequéncia de microntcleos nos grupos tratados com
cadmio em aproximadamente 5%, independentemente do regime de doses (0,5 a 15
mg/Kg/dia) e periodos (de 60 a 120 dias), em relagdo aos respectivos controles negativos, que
apresentaram, em média, uma frequéncia de 1% (FAHMY e ALY, 2000; CELIK,
COMELEKOGLU e YALIN, 2005; CELIK et al., 2009; TAPISSO et al., 2009).

Em estudo in vitro, com fibroblastos embrionarios de ratos, foi avaliada a
concentragdo de cadmio de 0,2 pg/mL e observou-se uma elevagdo da frequéncia de
microntcleos de aproximadamente 5%, enquanto o controle negativo apresentou uma
frequéncia de 1% (KORKALAINEN et al., 2012).

Por outro lado, estudos conduzidos a partir de exposi¢cdes ocupacionais humanas ao
cadmio reiteram a capacidade do cadmio em induzir efeito mutagénico, em diferentes

concentragcdes determinadas no sangue desses individuos, como as testadas por Palus et al.
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(2006), que variam de 0,0054 a 0,0308 pg/mL, com uma frequéncia média de micronticleos
de 13% para os grupos tratados e de aproximadamente 6% para o controle negativo.

Por outro lado, Bérces et al. (1993) avaliaram a presenga de micronucleos em
linfécitos humanos expostos a diferentes concentragcdes de cadmio, que variaram de 0,2 a 184
ug/mL, com uma frequéncia de micronucleos de 20 a 60%.

Esses achados dos estudos com células animais e humanas demonstram, claramente,
que ha uma variabilidade de efeito genotoxico e mutagénico induzido por cadmio em relagdo
aos tipos celulares e, assim como encontrado no nosso estudo, depende das concentragdes
utilizadas. Sendo assim, podemos observar que o caddmio tem sido mostrado como um
potencial agente genotoxico independente da linhagem celular, mas dependente de
concentracao.

De qualquer forma, nossos dados, embora n3o apontem o mecanismo pelo qual
induzem lesdo celular e ao seu material genético, trazem novos dados sobre a toxicologia do
cadmio, a0 mesmo tempo que apontam para a necessidade para discutir melhor sobre o risco
ao metal a partir de diferentes fontes de exposicdo, no que toca as concentragdes minimas

capazes de induzir danos a células humanas.
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5 CONCLUSAO

Considerando a exposicdo de linfécitos humanos ao cadmio em uma faixa de
concentragdo de 1, 2,5 ¢ 5 pg/mL, e periodo de incubagdo de 48 horas, foi possivel concluir
que:

As duas maiores concentragdes testadas de cadmio (2,5 e 5 ng/mL) demonstraram ser
capazes de diminuir significativamente a viabilidade celular, agindo sobre a membrana celular
dos linfécitos, quando comparadas ao controle negativo, evidenciando os efeitos citotoxicos
deste composto mesmo em baixas concentragdes.

Em relacdo aos efeitos genotoxicos, as duas maiores concentragdes testadas de cadmio
(2,5 ¢ 5 pg/mL) demonstraram ser capazes de interferir negativamente no processo de
proliferacdo celular, diminuindo significativamente o niumero de células proliferadas, quando
comparadas ao controle negativo. No teste de micronucleo, todas as concentragdes testadas de
cadmio (1, 2,5 e 5 pg/mL) demonstraram ser capazes de aumentar a frequéncia de numero de
células contendo micronucleos, em comparagdo com o controle negativo, evidenciando
possiveis efeitos mutagénicos deste composto.

Através dos resultados encontrados surge a necessidade de estudos complementares
relacionados ao cadmio, para quem sabe elucidar os possiveis mecanismos pelos quais este
metal, mesmo em baixas concentragdes, ¢ capaz de induzir efeitos citotoxicos e genotdxicos

em linfocitos humanos, como observado neste estudo.
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