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Resumo

O metilmercurio (meHg) esta presente no ambiente proveniente de atividades industriais e
exploracdo mineral, ¢ a forma organometalica mais toxica do mercurio (Hg), que pode ser
ingerida principalmente através de agua e peixes contaminados, representando grandes riscos
a satide humana, sobretudo as populagdes ribeirinhas. Evidéncias sugerem que, além do dano
causado ao sistema nervoso central, o meHg também ¢ capaz de causar danos ao sistema
cardiovascular em longo prazo. Por isso, o presente trabalho destinou-se a investigar os
efeitos da ingestdo do meHg no desenvolvimento da aterosclerose. Utilizou-se camundongos
selvagens (C57BL/6) e modelo experimental de aterosclerose (APOE nocaute) fémeas,
recebendo ou ndo cloreto de metilmercurio (20 mg/L) diluido na 4gua de beber e dieta AIN-
93M, por 14 dias. A concentragdo de mercurio total nos pelos dos animais foi mensurada. A
pressao arterial foi avaliada antes da intoxicacao e ao final do experimento. O perfil lipidico
foi avaliado em amostras de soro ¢ no contetido hepatico extraido, onde também foi avaliado
o estresse oxidativo. O numero de células em rolamento e adesdo foi mensurado. A
porcentagem de lesdo aterosclerotica foi avaliada na aorta e cardtida. A intoxica¢dao nao foi
capaz de alterar consumo hidrico, consumo alimentar, glicemia de jejum e triglicerideos nos
animais, no entanto foi constatado aumento do colesterol total nos grupos intoxicados (CTHg
e APOEHg) em relacdo aos seus controles (CT e APOE) que ndo receberam metilmercurio,
bem como da fracdo ndo-HDL (aterogénica), sem alteracdo da fragdo HDL. A intoxicacao
promoveu ainda elevagdo da pressao arterial sistolica, diastdlica e média, em ambos os grupos
intoxicados, e provocou o aumento do estresse oxidativo hepatico e de células em rolamento e
adesdo. As areas acometidas por lesdo aterosclerdtica na aorta e cardtida foram aumentadas
com o tratamento por metilmercurio. Esses resultados demonstram que o metilmercurio €
capaz de influenciar nos parametros cardiovasculares, promovendo dislipidemia, aumento do
estresse oxidativo hepatico, elevagdo da pressdo arterial que favoreceu o desenvolvimento de
lesdes aterosclerdticas na aorta e cardtida de animais ndo propensos (C57BL/6) e propensos
(APOE nocaute).

Palavras-chave: metilmercuario; aterosclerose; dislipidemia; apolipoproteina E; estresse
oxidativo.



Abstract

Methylmercury (meHg) is present in the environment from industrial activities and mineral
exploration, it is the most toxic organometallic form of mercury (Hg), which can be ingested
mainly through contaminated water and fish, representing great risks to human health,
especially to riverside populations. Evidence suggests that, in addition to the damage caused
to the central nervous system, meHg is also capable of causing damage to the cardiovascular
system in the long term. For this reason, this study aimed to investigate the effects of meHg
ingestion on the development of atherosclerosis. Wild mice (C57BL / 6) and experimental
model of atherosclerosis (APOE knockout) females were used, receiving or not
methylmercury chloride (20 mg / L) diluted in drinking water and AIN-93M diet, for 14 days.
The concentration of total mercury in the animals' hair was measured. Blood pressure was
assessed before intoxication and at the end of the experiment. The lipid profile was evaluated
in serum samples and in the extracted liver content, and oxidative stress was also evaluated.
The number of cells in rolling and adhesion were measured. The percentage of atherosclerotic
lesion was assessed in the aorta and carotid. Intoxication was not able to alter water intake,
food intake, fasting glucose and triglycerides in animals, however an increase in total
cholesterol was found in the intoxicated groups (CTHg and APOEHg) in relation to their
controls (CT and APOE) who did not receive methylmercury, as well as the non-HDL
(atherogenic) fraction, without altering the HDL fraction. Intoxication further increased
systolic, diastolic and mean blood pressure in both intoxicated groups, and caused an increase
in oxidative stress in the liver and in rolling cells and adhesion. The areas affected by
atherosclerotic lesion in the aorta and carotid artery were enlarged with methylmercury
treatment. These results demonstrate that methylmercury can influence cardiovascular
parameters, promoting dyslipidemia, increased hepatic oxidative stress, elevated blood
pressure that favored the development of atherosclerotic lesions in the aorta and carotid in
non-prone (C57BL / 6) and prone animals (APOE knockout).

Keywords: methylmercury; atherosclerosis; dyslipidemia; apolipoprotein E; oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O mercurio ¢ um metal, liquido a temperatura ambiente, considerado um contaminante
ambiental de atengdo prioritaria devido sua alta toxicidade, mobilidade, capacidade de
biomagnificagdo e bioacumulacio (XU et al., 2018). Possui um complexo ciclo
biogeoquimico e se encontra presente no ambiente principalmente aquatico, proveniente de
atividades industriais e explora¢ao mineral. Uma vez no meio aquatico, pode ser transformado
quimicamente através de agdes bacterianas e resultar em formas organometalicas, entre as
quais, o metilmerctrio, ¢ a mais toxica para a saide humana e de outros organismos
(PETRANICH et al., 2018).

O metilmerctrio ndo tem papel fisiologico no metabolismo humano, e quando presente,
em geral pela ingestdo de pescado ou dgua contaminados, ¢ absorvido no intestino e
acumulado, provoca estresse oxidativo nas células e danos irreversiveis ao sistema nervoso
central, que € o principal alvo da toxicidade (XU et al., 2018).

Evidéncias recentes sustentam que em longo prazo, o sistema cardiovascular também
pode ser afetado com o surgimento de hipertensdo arterial sist€émica (ISLAM et al., 2016);
doenga coronariana e infarto do miocardio (MOREIRA et al., 2012; XU et al., 2018).

Estudos epidemioldgicos prospectivos, correlacionam maiores niveis de metilmerctrio no
cabelo, com o surgimento da aterosclerose, que ¢ fator comum entre doengas
cerebrovasculares e cardiovasculares (SALONEN et al., 2000).

A aterosclerose ¢ um processo metabolico cronico, caracterizada por associacdo entre
disfungdo endotelial e inflamag¢do (LUSIS, 2000). A modificagdo nos padrdes de fluxo
sanguineo, principalmente nas regides de ramificacdo, altera a morfologia das células
endoteliais nesses pontos, aumentando a permeabilidade do endotélio a lipoproteina de baixa
densidade (LDL), fazendo com que esta, infiltre na camada intima das paredes arteriais mais
facilmente, seja retida no espaco subendotelial e oxidada (GROENENDYK & MEHTA,
2018).

A partir disso, ocorre a produgdo de moléculas quimiotiticas de mondcitos por
macrofagos residentes na camada intima e pelas proprias células endoteliais, que também
comecam a expressar moléculas de rolamento e adesdo para monoécitos, que por sua vez,
rolam e se aderem, alcancam o espago subendotelial onde se diferenciam em macréfagos e

comegam a expressar receptores do tipo scavenger e fagocitar a LDLox (LUSIS, 2000).
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Uma vez que, este processo ndo possui regulacdo negativa, os macréfagos fagocitam a
LDLox até¢ que se tornem células espumosas e continuam secretando quimiocinas que
recrutam mais cé€lulas inflamatorias. Quando atingem seu limiar de fagocitose entram em
apoptose, que contribui para a continuagdo do ciclo inflamatorio e culminando na formagao
da lesdo inicial, a estria gordurosa (GROENENDYK & MEHTA, 2018).

A evolucao da lesdo inicial para a lesdo fibrogordurosa depende da migracdo de células
musculares lisas vasculares da camada média para a camada intima, sua proliferagdo e
producao de componentes da matriz extracelular como elastina e coldgeno, havendo o
engrossamento da parede arterial na tentativa de estabilizacdo da lesdo crescente (LUSIS,
2000).

Com a progressao da lesdo ¢ possivel observar a formagdo de um nucleo necroético onde se
encontram células apoptoticas, restos de células apoptoticas, cristais de colesterol livres,
células espumosas e também células dendriticas e linfocitos T na periferia do nicleo necrético
crescente (LUSIS, 2000).

As metaloproteinases de matriz (MMP’s) produzidas pelos macrofagos, degradam os
componentes da matriz extracelular e contribuem para a desestabilizacdo da placa. Uma vez
instavel, a ruptura pode ocorrer (LUSIS, 2000). O contetdo extravasado na ruptura da placa,
ao entrar em contato com o fluxo sanguineo, pode ser associado as plaquetas e formar um
trombo. O trombo presente na corrente sanguinea, pode ser levado a obstruir vasos de menor
calibre, causar hipoxia nos tecidos, embolia, acidente vascular cerebral e outras complicagdes,
dependendo do local da obstrucdo (GROENENDYK & MEHTA, 2018). Além disso, o
proprio avango da placa pela luz do vaso pode ocasionar isquemia ou doenca arterial
periférica (GROENENDYK & MEHTA, 2018).

Uma vez que o metilmerctrio esta correlacionado epidemiologicamente com a incidéncia
de doencgas cardiovasculares, o presente trabalho destina-se a investigar de forma inédita, a
influéncia do metilmerctrio nos principais processos subjacentes ao desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos C57BL/6, selvagens e resistentes ao desenvolvimento da

aterosclerose, bem como em camundongos APOE nocautes que sdo propensos a aterosclerose.



22

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mercurio

As substancias toxicas presentes no ambiente podem ser classificadas em provenientes de
elementos e compostos naturais e sintetizadas pela industria. Os elementos toxicos deslocam-
se através dos ciclos biogeoquimicos e tornam-se disponiveis nos ecossistemas (MIRANDA
et al., 2007).

As atividades antropogénicas, influenciam diretamente nos ciclos biogeoquimicos dos
elementos, fornecem novas fontes de compostos toxicos para o ambiente ¢ aumento de sua
biodisponibilidade, o que dificulta que seus ciclos se completem e permite o acumulo de suas
formas em um ou mais pontos do ciclo (BLANK et al., 2020).

O mercurio (Hg) ¢ um metal, de peso molecular 200,59 g/mol, numero atdmico 80 e seu
simbolo “Hg”, provém de duas palavras, hydrargyrum (Latim) e hydrargyrus (Grego), que
significam literalmente dgua/prata (CLARKSON |& MAGOS, 2006).

O Hg ¢ o tnico metal liquido a temperatura ambiente, € possui como principais
propriedades quimicas sua baixa viscosidade, alta densidade, excelente condutancia elétrica e
superficie refletora (GOCHFELD, 2003). Essas propriedades sdo a razdo para que este
elemento e seus compostos derivados tenham inimeras aplicagdes industriais: na producao de
soda caustica, termOmetros, lampadas fluorescentes, baterias € mandmetros; usos
odontolégicos em amalgamas dentérias; farmac€uticos como componente de cremes faciais e
usos medicinais como antifungico, laxante e vermifugo (GOCHFELD, 2003).

O mercurio em sua fonte natural estd presente no minério cindbrio, que possui cor
vermelha brilhante, motivo pelo qual acredita-se ter se dado o inicio de sua utiliza¢do pelos
chineses, na preparacao de tintas ha mais de 3000 anos (GOLDWATER, 1972). Achados de
outras civilizagdes, como timulos egipcios, demonstram que provavelmente ele também
tenha sido empregado como conservante (GOLDWATER, 1972).

Na historia mais recente, os sais de mercurio como o nitrato de mercurio (Hg(NO3)2), era
aplicado no feltro para fabricacao de chapéus e o calomel (Hg>Cl), era depositado na gengiva
de bebés em fase de denticdo como anestésico e antibiotico, também utilizado no tratamento
da sifilis (GOLDWATER, 1972).

A invencdo do bardmetro em 1643 por Torricelli e do termdmetro de merctrio em 1720
por Fahrenheit, anunciaram a introducao deste elemento na pesquisa cientifica. Esta extensa

utilizagdo, se perpetuou até o inicio do milénio (MIRANDA et al., 2007).
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Ao longo dos anos, o conhecimento de seus efeitos toxicos foi aprimorado e culminou na
descrigdo de inimeras doencgas relacionadas ao contato humano com este metal, como a
acrodinia ou “doenca rosa”, que ocorre principalmente em criangas, um tipo de
hipersensibilidade, que se manifesta como sudorese profunda, inchaco nos pés e maos e
descamacdo da pele (GOCHFELD, 2003). Danos ao sistema nervoso central, principalmente
em seu periodo de formagdo fetal, sindrome nefrética, danos cognitivos e motores sdo
relatados (ANDREOLI & SPROVIERI, 2017). Apesar disso, o mercurio continua a ser
empregado na industria (GOCHFELD, 2003).

Em paises da Asia, o mercirio ¢ encontrado como constituinte de cremes e produtos de
beleza (HO et al. 2017). No Brasil, a resolugdo RDC 145/2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), proibe o emprego deste material para fabricacdo de produtos
utilizados para diagnosticos da satide e recomenda que ndo haja contato humano em outras
atividades (ANVISA, 2017). Porém, apesar disso, 0 mercurio continua a ser empregado no
garimpo e na industria (MIRANDA et al., 2007), além de que, muitas pessoas ainda possuem
amalgamas dentarias que foram fabricadas com merctrio em sua constituigdo (MUTTER et
al., 2007).

O mercurio possui um complexo ciclo biogeoquimico na natureza e envolve a inter-
relagdo entre os ambientes atmosféricos, aquaticos e terrestres (MICARONI et al., 2000),
onde primeiramente é lancado na atmosfera como vapor em sua forma elementar (Hg),
proveniente principalmente de erupc¢des vulcanicas e erosdo rochosa do solo, onde pode
permanecer por mais de 100 anos mesmo que a fonte seja eliminada (MUTTER et al., 2007).

A forma elementar pode ser oxidada ainda na atmosfera ou no proprio organismo apos ser
inalado, e gerar as formas mercuriosa (Hgx™), pouco estavel, ou mercurica (Hg™), a mais
toxica das formas inorganicas (CLARKSON & MAGOS, 2006).

O mercurio oxidado na atmosfera, ¢ depositado nas superficies das plantas por deposi¢ao
seca ¢ levado aos rios através da chuva ou diretamente pelo descarte de rejeitos industriais no
meio aquatico (GOCHFELD, 2003). Nos rios e lagos, através da acdo de microrganismos, 0
mercurio ¢ biotransformado e as formas organometélicas sdo geradas, como etilmercurio,
fenilmercurio e o metilmercurio, sendo esta ultima, a mais toxica entre todos os tipos de
mercurio. O metilmerctrio ¢ estavel e facilmente absorvido no trato gastrointestinal, com
diversos danos a saide humana, principalmente danos ao sistema nervoso central, bem
estabelecidos (YANG et al., 2019).

O mercurio elementar ¢ encontrado normalmente no ambiente numa concentracdo de

aproximadamente 0,5ppm (WHO, 1990). Pessoas que possuem amalgama dentdria fabricada
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com mercurio, odontologistas, garimpeiros e populagdes ribeirinhas, tradicionalmente estao
expostos a maiores niveis deste metal (MUTTER et al., 2007).

Como possui alta afinidade com os grupos sulfidrila (SH) e selenoidrila (SeH), o
mercurio se liga aos aminoacidos, proteinas e outras macromoléculas que contém estes grupos
funcionais (CLARKSON & MAGOS, 2006). O Hg® no sangue, se liga as proteinas do plasma
como a albumina, a glutationa reduzida (GSH), aos grupos sulfidrila dos linfocitos T, e ¢
transportado ao cérebro aderido a membrana das hemaécias, € capaz de atravessar a placenta e
a barreira hematoencefalica, o que permite seu alojamento no cérebro fetal em
desenvolvimento (YANG et al., 2019).

No organismo, o mercurio elementar ¢ rapidamente oxidado em sua forma merctrica ou
mercuriosa. E amplamente excretado como mercurio mercurico, no entanto, isso nao acontece
tdo rapido que impega sua absor¢do consideravel na forma elementar. Sua transformagdo para
mercurio organometalico também pode ocorrer pelos microrganismos do trato gastrointestinal
(MUTTER et al., 2007).

O mercurio mercurioso (Hgz™), uma vez dentro do organismo, se dissocia para formar
Hg® e o ion mercurico (Hg'"). Estima-se que, quando ele persista tempo suficiente no
organismo sem dissociar, ele atravesse a barreira hematoencefalica e afete as fungdes
cerebrais de forma semelhante ao mercurio elementar (YANG et al., 2019). Esta forma ¢ a
base para a formag¢ao do calomel, um sal de mercurio de baixa solubilidade, pouco absorvido,
que foi bastante empregado como laxante e aplicado como antimicrobiano nas gengivas dos
bebés em fase de denticdo (CLARKSON & MAGOS, 2006). O calomel foi correlacionado
com o aparecimento de acrodinia nessas criancas, que pode surgir através do contato com
todos as formas de mercurio, mas, foi identificada em uma a cada 500 criangas que o
ingeriram (MERCER et al., 2012).

O ion merchrico (Hg™), assim como o merctrio elementar, uma vez na corrente
sanguinea, se adere aos grupos sulfidrila das hemacias, metalotioneina ou glutationa (YANG
et al., 2019). Esta forma, ndo atravessa a barreira hematoencefalica de forma eficiente, mas,
acumula-se na placenta e tecidos fetais. Grande parte da carga corporal deste ion reside nos
tubulos renais ligados a metalotioneina. Ocorre deposi¢ao significativa também no figado via
porta (CLARKSON & MAGQOS, 2006). A excrec¢ao ocorre principalmente pela urina e fezes,
embora quantidades significativas também sejam eliminadas pelo suor, lagrimas, saliva e leite
materno (RATCLIFFE et al., 1996).

As principais formas organometalicas do merctrio sdo o etilmercurio (CoHsHg") e

metilmerctrio (CH3Hg"). O etilmerctrio é convertido mais rapido em mercurio inorganico
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que o metilmercurio, sendo o ultimo o mais toXico € mais comum nos Organismos vivos
(YANG et al., 2019). Ambos possuem mecanismos de reacdo com grupamentos selenol e
sulfidrila semelhantes ao mercurio inorganico. Estas formas sdo hidrossoluveis e quando
ingeridas, principalmente através do consumo de peixe contaminado, sdo absorvidas no trato
gastrointestinal e amplamente distribuidas aos tecidos (CLARKSON & MAGOS, 2006).

A Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS), estima que a ingestdo humana didria de todas
as formas de merctrio seja de 6,7pg, sendo a maior parte, cerca de 4 pg, das formas
inorganicas (WHO, 1990). No entanto, como as formas de mercurio interconvertem entre si, o
mercurio inorganico encontrado no organismo pode ser proveniente da desmetilagdo das
formas organometalicas, que pode acontecer através da acdo da NADPH-citocromo P-450
redutase (SUDA & HIRAYAMA, 1992). De maneira analoga, as formas organometalicas
podem ser resultado da biotransformacao das formas inorganicas ou elementar pelas bactérias
sulfato-redutoras do trato gastrointestinal (ULLRICH et al., 2001).

Em adigdo a metilagdo no organismo, que demonstra uma pequena parte do que ocorre no
meio aquatico, as bactérias presentes no sedimento desmetilam o metilmerctrio, via reagao
reversa. O balango das reagdes de metilacao e desmetilagao determina se um ambiente atuara
como fonte ou consumidor de metilmercurio (BISINOTI & JARDIM, 2004).

No ambiente, no entanto, devido a bioacumulagdo do metilmerctrio pelos organismos, ou
seja, sua recorrente retirada do meio, a metilacdo prevalece sobre a desmetilagdo (ULLRICH
et al., 2001). A conversdo entre as diferentes formas, sdo orientadas por processos quimicos,
bioldgicos e fisicos que juntos compdem a complexa distribuicdo do merctrio na natureza e
nos organismos. Mais de 85% do mercurio presente na biota de dguas doces esta na forma de
metilmercurio, indicando que a formagdo deste, ¢ um processo chave que regula o contetdo

de mercurio neste compartimento (ULLRICH et al., 2001).

2.2 Metilmercurio

O interesse no entendimento do ciclo do mercurio tem aumentado nas ultimas décadas, e
em relagdo aos danos a satide, o metilmerctrio tem atraido ateng¢do sobretudo apos o incidente
de Minamata (RATCLIFFE et al., 1996).

Localizada no Japao, a cidade de Minamata ficou conhecida mundialmente em 1953,
apo6s ser descoberto que a Chisso Fertilizer Co. Ltd., uma das maiores industrias do Japao

ainda em funcionamento atualmente como Chisso Corporation, produzia metilmercirio como
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subproduto do processo de produgdo de acetaldeido, e descartava os residuos na baia de
Minamata, que por sua vez, era importante fornecedor de peixes para a populagdo (BISINOTI
& JARDIM, 2004).

Todos os efeitos a saude provenientes da intoxicagdo por metilmercurio, ficaram
conhecidos como “doenga de Minamata”. Foi oficialmente reconhecido que 2.252 pessoas
foram diretamente contaminadas com metilmercurio, 1.043 6bitos ocorreram € um total de
12.127 pessoas com a doenga, foram relatadas (BISINOTI & JARDIM, 2004).

Caso semelhante ocorreu no Iraque em 1970, devido a ingestdo acidental de sementes de
trigo que haviam sido tratadas com antifungico a base de metilmerctrio. Como consequéncia,
foram registrados cerca de 7.000 casos de envenenamento e mais de 450 mortes (YANG et
al., 2019).

O metilmercurio chama atengdo devido sua elevada toxicidade para humanos e sua
biomagnificacdo na cadeia alimentar aquatica, isto é, a amplificacdo e acimulo de sua
concentragdo a medida que se avangcam os niveis troficos na cadeia alimentar (RUMBOLD et
al., 2018). O conhecimento da concentragdo, transporte e dindmica do metilmercurio no
ambiente € necessario para predizer seu potencial impacto ambiental e na saide dos seres
(ULLRICH et al., 2001).

O metilmercario tem sido detectado em outras regides sem fonte antropica de
contaminag¢do, proveniente do solo, do sedimento, da deposicao atmosférica e da poluigao
industrial (principalmente das industrias de cloro/soda e de lampadas fluorescentes), da
atividade vulcanica e do garimpo (RUMBOLD et al., 2018). As concentracdes em peixes de
4gua salgada como o salméo, também tém aumentado consideravelmente (COSTA JUNIOR
et al., 2018).

O mercurio em sua forma organometalica metilmercurio, é gerado principalmente a partir
da biotransformagdo bacteriana do mercurio elementar presente no ambiente aquatico pelo
descarte do esgoto industrial nos rios, mar e também da extracdo mineral realizada por
garimpeiros € mineradoras (CHOW & TSUI, 2019). Devido a forte ligacdo do mercurio com
o0 ouro, estes, formam uma amalgama que facilita a extracdo e faz com que grandes volumes
de mercurio sejam desprezados em regides proximas aos leitos dos rios ou em suas margens,
regides onde geralmente ocorre a garimpagem (BOSE-O’REILLY et al., 2017).

O mercurio elementar que ¢ disperso naturalmente no ambiente proveniente de fontes
naturais, como erupg¢oes vulcanicas e desgaste da crosta terrestre, também pode ser levado aos
leitos dos rios, lencdis fredticos ou esgoto através da chuva, onde servird como matéria-prima

para que ocorra a metilagdo, assim como o mercurio proveniente da poluicdo (BOSE-
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O’REILLY et al., 2017). No caso das fontes naturais, a concentragdo dispersa no ambiente ¢
infima se comparadas aos rejeitos industriais e garimpagem (ULLRICH et al., 2001).

A metilacao pode acontecer em duas vias distintas, a bidtica ou abidtica (ULLRICH et
al., 2001). Na via abidtica, a metilagdo ocorre por reagdes de transmetilacdo do mercurio
inorgénico, por incidéncia de radiagdo ultravioleta na presenga de compostos organicos
doadores do grupo metila ou por reagdo com os acidos fulvico e humico. A concentragdo de
acidos organicos e outros compostos como carbono, fosforo e enxofre interferem na dinamica
da metilacao abiotica do mercurio (BISINOTI & JARDIM, 2004).

Na via biotica, as reagdes de metilacdo dependem de reacdes enzimaticas catalisadas por
seres vivos presentes no sedimento aquatico (ULLRICH et al., 2001). Alguns microrganismos
tém se mostrado capazes de metilar o mercurio e gerar metilmercirio, num mecanismo
dependente da metilcobalamina (vitamina B12). A metilcobalamina esta presente em
condi¢des significativas no ambiente, produzida como coenzima por bactérias aerobias e
anaerobias (predominante neste primeiro grupo), atua na transferéncia do radical metila como
carbanion para o Hg,"™", e gera metil ou dimetilmercurio (BISINOTI & JARDIM, 2004).

Diversos microrganismos tém se mostrado capazes de realizar metilagdo, entre os quais
estdo principalmente as bactérias sulfato-redutoras do género Desulfovibrio. Outros géneros
bacterianos como Aeromonas, Chromobacterium, Clostridium, Pseudomonas € espécies como
Aerobacter  aerogenes,  Bacillus  megaterium, Candida  albicans.  Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Kleibsiella pneumoniae, Mycobacterium phlei, além da levedura
Saccharomyces cerevisiae também se mostraram capazes de gerar metilmerctrio (ULLRICH
et al., 2001; BISINOTI & JARDIM, 2004; CHOW et al., 2019; AN et al., 2019).

Ainda no ambiente aquatico, o metilmercurio fica acumulado no fitoplancton onde foi
gerado, e assim, ¢ consumido por pequenos peixes e crustidceos, o que lhe permite realizar
rapida difusdo e ligagdo as proteinas destes seres (ULLRICH et al., 2001). Posteriormente,
através da biomagnificacdo, ¢ possivel encontrar sua maxima concentragdo nos tecidos de
peixes no topo da cadeia alimentar como a traira, surubim e o dourado, chegando a
concentragdes de 0,6 pg/g de peso em peixes no rio Cassiporé, um afluente da regido
Amazodnica (LIMA et al., 2015).

Niveis de mercurio acima de 0,5 pg/g de peso em peixes ndo predadores e 1 pg/g em
peixes predadores, ndo sao permitidos pela Legislacdo Brasileira (BRASIL, 1998). De forma
geral, a concentragdo média de Hg em peixes de dgua doce e marinhos em regides sem fonte

direta de mercurio ¢ cerca de 0,2 pg/g (FARIAS, 2006). Deste total, mais de 85% ¢
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acumulado na forma de metilmercurio, o que caracteriza o consumo de peixe, frutos do mar e
derivados como a principal fonte de contamina¢ao humana (FARIAS, 2006).

A concentracao de metilmercurio acumulada nos tecidos dos peixes varia de acordo com
a localizagdao da regido em que se encontram, héabitos alimentares e nivel trofico da cadeia
alimentar (MARCO, 2007). Assim, peixes carnivoros de rios da regido Norte do pais, como o
Tapajos, Madeira e outros afluentes da bacia Amazonica, tendem a ser os mais contaminados
(COSTA JUNIOR et al., 2015), isso porque, a regido estd submetida ao processo de extra¢io
mineral através do garimpo desde os anos 1970 (MARCO, 2007).

A Organizagdo Mundial da Saude recomenda que o contato humano didrio com todas as
formas de merctrio ndo ultrapasse 0,47 pg/g, e que os niveis no cabelo ndo ultrapassem 4
mg/kg (WHO, 1990). Porém, de maneira geral, as populagdes ribeirinhas, tém no consumo do
peixe, a base de sua alimentacdo e estdo expostas a intoxicagdo cronica por metais pesados,
como o metilmercurio (MARCO, 2007).

Na maioria dos casos, as populagdes ribeirinhas, por localizagdo geografica dos rios, se
encontram proximas as regides de garimpo. Essas populagdes geralmente tém dificuldade
financeira no acesso a outras fontes de proteina além do peixe e realizam contato diario com a
agua dos rios para consumo, que se perpetua ao longo de toda a vida (FARIAS, 2006). A
concentracdo de mercurio no cabelo da populagao ribeirinha do Amazonas tem niveis médios
de 10 mg/kg, considerado muito alto e que merece atengdo especial de entidades
governamentais responsaveis pelo meio ambiente e saude da populagdo brasileira (COSTA
JUNIOR et al., 2018).

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu para as
aguas de classe I, II e III (aquelas que servem para consumo), o limite de 0,0002 mg/L e para
aguas salinas 0,0001 mg/L de merctrio. Os efluentes de qualquer fonte poluidora contendo
mercurio, s6 podem ser langados nos corpos d’dgua em niveis abaixo de 0,001 mg/L
(BRASIL, 2008).

As primeiras evidéncias dos danos a satde causados pelo metilmercurio, surgiram apos o
incidente de Minamata, e atualmente a literatura ¢ abrangente e retrata inumeras
consequéncias da toxicidade do metilmercurio, principalmente no que diz respeito aos efeitos
neurotoxicos que este desempenha (YANG et al., 2020).

A populagdao afetada pela contaminacdo de metilmercirio, como a de Minamata,
apresentou graves problemas neuroldgicos que culminaram em sequelas cognitivas € motoras
(YANG et al., 2020). As criancas de maes expostas ao metilmercurio exibiram severas

deficiéncias em seu desenvolvimento neural, mesmo nos casos em que havia total auséncia de
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sinais clinicos nas maes, o que levou a conclusdo que o cérebro fetal seria mais suscetivel aos
danos neurologicos causados pelo metilmercurio (XU et al., 2018).

Atualmente sabe-se que o metilmercario ¢ capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e a placenta, se alojar no cérebro fetal e em outros tecidos, e desempenhar
seus danos por mecanismos que vao desde a mimetizagdo de aminoécidos até a ligacdo direta
em proteinas que possuem atividade antioxidante e as inibir (CLARKSON & MAGOS,
2006).

A quimica do metilmercurio ¢ semelhante nos tecidos entre as diferentes espécies. Nos
mamiferos, quando ingerido, sua maior parte, entre 90 e 95% ¢ absorvida no trato
gastrointestinal, ¢ os outros 5 a 10% s3o diretamente eliminados através das fezes
(GOCHFELD, 2003). O metilmercurio dificilmente ¢ encontrado livre nos sistemas
bioldgicos, devido a sua alta eletrofilicidade, quando presente no sangue, reage rapidamente
com grupamentos que atuam como nucleofilos fortes, como as selenoidrilas e sulfidrilas das
macromoléculas (CLARKSON & MAGOS, 2006).

O metilmercurio se liga preferencialmente as selenoproteinas, porque a selenoidrila age
como nucleofilo mais forte que a sulfidrila (SPILLER, 2018). No entanto, ¢ possivel
encontrar maiores concentragdes de metilmercurio ligado ao enxofre porque este ¢ mais
abundante na estrutura das macromoléculas. Assim, o metilmercurio fica aderido as proteinas
eritrocitarias, a albumina, a glutationa, ao aminoacido cisteina livre ou nas estruturas proteicas
(SPILLER, 2018).

A ligagdo do metilmercurio a cisteina lhe fornece uma estrutura tridimensional
semelhante a metionina, tornando este complexo inclusive, capaz de mimetiza-la (BRIDGES
& ZALUPS, 2005). A mimetizacdo da metionina executada pelo complexo metilHg-Cys
permite que ele seja facilmente transportado por uma grande e conservada classe de
transportadores de aminoacidos neutros do tipo L1 (LAT1), que estdo expressos em
praticamente todas as células do organismo, facilitando sua biodistribui¢do entre os tecidos
(BRIDGES & ZALUPS, 2005). A absorcdo intestinal provavelmente ocorre pelo mesmo
mecanismo (LEANER & MASON, 2002).

Dentro das células, o principal mecanismo de a¢do descrito para os danos desencadeados
pelo metilmercurio, € o aumento do estresse oxidativo (CLARKSON & MAGOS, 2006). Este
processo pode acontecer por ligacdo do metilmercurio aos grupamentos sulfidrila ou
selenoidrila presentes na maioria das enzimas dos sistemas de defesa antioxidante, como a
paraoxonase, glutationa peroxidase, glutationa redutase (ARRIFANO et al., 2018),

tiorredoxinas (SPILLER, 2018) e a propria glutationa reduzida necessaria para a reagao da
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glutationa peroxidase, que culmina na redu¢@o de sua atividade enzimatica (FRANCO et al.,
2009).

Além disso, o metilmercurio pode aumentar as espécies reativas de oxigénio (ERO)
produzidas nas células, por interferéncia no potencial elétrico da membrana das mitocondrias,
e aumentar o anion superoxido gerado pelo desacoplamento de elétrons da cadeia respiratoria
(GHIZONI et al., 2017).

No sistema nervoso central, alvo descrito como primdrio em relacdo a toxicidade do
metilmercurio, existe uma clara seletividade de sua ligacdo em algumas estruturas cerebrais
que ndo esta totalmente esclarecida (COUNTER & BUCHANAN, 2004). Sabe-se que ¢ capaz
de causar danos cognitivos ¢ motores através do aumento do estresse oxidativo, inibir a
sintese proteica nos neurdnios, romper microtubulos, aumentar o influxo de calcio intracelular
e interferir na fun¢do neurotransmissora nestas células, além de desencadear mecanismos
incorretos de excitabilidade (SANFELIU et al., 2003).

Todos esses processos no sistema nervoso, principalmente naquele em desenvolvimento
dos fetos por exemplo, periodo mais vulneravel de seu funcionamento, levam a alteragdes e
danos irreversiveis em sua organizacdo e estrutura (SANFELIU et al., 2003). Expor os
neurdnios a vulnerabilidade através do aumento do estresse oxidativo, € também um processo
considerado crucial no desenvolvimento de diversas doengas neuroldgicas como as doengas
de Alzheimer (HOEKSTRA et al., 2016), Parkinson (BURBULLA et al., 2017) e esclerose
lateral amiotrofica (PETERS et al., 2015).

Estudos experimentais em adultos nas décadas de 1970 e 1980 determinaram que a
distribuicao do metilmerctrio do sangue para todos os tecidos do corpo ¢ um processo que
leva cerca de 30 a 40 h, e em média cerca de 5% da dose absorvida permanece no
compartimento sanguineo. A concentra¢do no cérebro ¢ de cerca de 5 vezes e no cabelo do
couro cabeludo cerca de 250 vezes a concentragdo correspondente no sangue (WHO, 1990).

Assim, os niveis de metilmercurio no cabelo acompanham os niveis sanguineos, porque o
cabelo fica exposto ao ambiente metabolico interno do organismo, incluindo o sangue, linfa e
fluidos extracelulares (FARIAS, 2006). Sabe-se que a concentragdo presente no cabelo reflete
proporcionalmente a concentragdo do sangue. Como o cabelo possui uma taxa média de
crescimento de aproximadamente 1 cm por més, segmentos consecutivos de 1 cm recapitulam
a média mensal dos niveis presentes no sangue (FARIAS, 2006).

Os parametros de captacao, distribuicdo e excrecdo de metilmercurio em humanos adultos
permitem relacionar quantitativamente os niveis nos meios indicadores como sangue e cabelo

com a ingestdo diaria e até para estimar niveis em tecidos-alvo. Modelos farmacocinéticos
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tém sido usados pelas agéncias reguladoras para estimar ingestdo diaria permitida a longo
prazo e efeitos adversos através de niveis sanguineos e capilares (COSTA JUNIOR et al.,
2018).

Além dos danos reconhecidamente causados no sistema nervoso central, maiores
concentragdes de mercurio no cabelo, vém sendo correlacionadas com o aumento da
incidéncia das doengas cardiovasculares (VIRTANEN et al., 2007).

Niveis altos de mercurio no cabelo se relacionam positivamente com a ocorréncia de
infarto agudo do miocardio (SALONEN et al., 1995). Diversos estudos de coorte e
prospectivos, correlacionam os altos niveis de mercurio no cabelo com o aumento das
doengas coronarianas, com a progressao da aterosclerose na cardtida e a morte em decorréncia
de doengas cardiovasculares (YOSHIZAWA et al.,, 2002; SALONEN et al., 1995;
VIRTANEN et al., 2007), porém, os mecanismos subjacentes ao seu desenvolvimento, niao
sdo explorados nestes estudos e permanecem sem causa definida.

Atualmente, sabe-se que os impactos do metilmercurio no sistema cardiovascular
dependem de mecanismos moleculares complexos. Polimorfismos de genes da via da
glutationa, das apolipoproteinas e do 6xido nitrico, predispdem ao maior dano causado pela
intoxicagao por metilmercurio (ARRIFANO et al., 2018). O metilmercurio induz a disfun¢ao
vascular (TAKAHASHI & SHIMOHATA, 2019), provoca aumento da pressdo arterial
(ISLAM et al., 2016; WELLS et al., 2017), hipercolesterolemia (MOREIRA et al., 2012;
ZHANG et al., 2018), que sdo fatores comuns entre doencas cardiovasculares.

Os primeiros estudos, atribuiam a alta mobilidade do metilmercurio no corpo, como a
passagem pelas barreiras hematoencefélicas e placentarias, a sua solubilidade lipidica,
equivoco que provavelmente surgiu através do uso comum do cloreto de metilmercurio que se
demonstrava lipossoluvel em estudos experimentais. O fato ¢ que, o metilmercurio forma
complexos soluveis em agua nos tecidos do corpo ao se ligar nos grupos sulfidrila das
proteinas, peptideos como a glutationa reduzida e aminoacidos como a cisteina (CLARKSON
& MAGOS, 2006).

Por isso, o metilmercurio ¢ transportado das células do figado para a bile num complexo
com glutationa reduzida usando transportadores de glutationa (BALLATORI & CLARKSON,
1985). O metilmerctrio entra nas células mimetizando a metionina e sai pela via da
glutationa, processos que ajudam a explicar sua mobilidade e desempenham um papel
fundamental na eliminagdo de metilmercurio nas fezes. O complexo metilmercurio-glutationa,

apos secrecdo da bile no trato gastrointestinal é reabsorvido e alcanga novamente a circulagdo
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sanguinea, onde pode vir a se depositar novamente no figado, ou seja, realizar a circulagio
entero-hepatica (FITZGERALD & CLARKSON, 1991; DUTCZAK & BALLATORI, 1994).
A inibicao da y-GT, que degrada a glutationa reduzida, causa uma reducao acentuada na
captacdo renal e um grande aumento na excre¢ao urinaria de metilmercurio. Isso esta
relacionado ao fato de que, nos néfrons, o metilmercirio complexado a GSH passa pelas
células tubulares proximais, ¢ degradado pela y-GT, fica livre para se ligar novamente as

cisteinas e ser reabsorvido via transportadores LAT1 (TANAKA et al., 1990).

2.3 Metabolismo lipidico

Os lipidios abrangem uma classe de biomoléculas constituidas principalmente por
carbono, hidrogénio e oxigénio, que se caracterizam por apolaridade, ou seja, sdo insoluveis
em agua e soluveis em solventes organicos ndo polares. Diferente dos carboidratos, os lipidios
ndo necessitam da presenca de agua para sua solvatacdo, e sdo moléculas reduzidas, o que
lhes permitem liberar maior quantidade de energia por grama oxidado, e os tornam a principal
forma de estoque de energia para os seres vivos (NELSON & COX, 2014).

Os acidos graxos, sdo constituidos de hidrocarbonetos com um grupo acido carboxilico
em sua extremidade, e contém de 4 a 36 atomos de carbono. Sdo a base para a formagdo dos
triacilglicerdis que representam cerca de 95% dos lipidios provenientes da dieta. O restante ¢
constituido por fosfolipidios, acidos graxos livres, colesterol e fitoesterois (NELSON & COX,
2014; D’SOUZA et al., 2016).

A solubilidade existente nos grupos éacido carboxilico, conferem aos acidos graxos a
capacidade de formar outras estruturas em meio aquoso através de interagdes ndo covalentes
que realizam entre si, importantes para a manutencdo de todas as membranas biologicas.
Outros lipidios como o colesterol sdo importantes na constituicdo de algumas vitaminas,
acidos biliares ¢ na sinalizagdo celular através dos horménios (NELSON & COX, 2014;
HEIER & HAEMMERLE, 2016).

As lipoproteinas permitem a mobilidade dos lipidios, moléculas insoluveis, através do
sangue, e consistem em um nulcleo lipidico hidroféobico contendo principalmente
triacilglicerois e ésteres de colesterol, circundado por uma camada monofasica de
fosfolipidios, colesterol ndo-esterificado e apolipoproteinas. As lipoproteinas bem como suas
apolipoproteinas constituintes se diferenciam quanto a sua constituicdo quimica, tamanho,

densidade e fungdo (NELSON & COX, 2014; JONES 2016).
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De acordo com sua densidade e mobilidade eletroforética, as lipoproteinas sdo
classificadas em quilomicrons, lipoproteinas de baixissima densidade (VLDL), lipoproteinas
de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de
alta densidade (HDL). As apolipoproteinas participam da montagem das particulas de
lipoproteinas, ligagdo a receptores de membrana que captam as lipoproteinas para o interior
das células como as apoB-48, apoB-100 e E, e/ou atuam como co-fatores enzimaticos, como
as apoC-II, C-IIl e A-I (MAHLEY et al., 1984; NELSON & COX, 2014).

Os quilomicrons (QM) sdo sintetizados nas células da mucosa intestinal, ttm um nucleo
central composto de grande quantidade de triacilglicer6is (TAG), cerca de 80 a 95%, e uma
pequena quantidade de ésteres de colesterol derivados da gordura ingerida com a dieta. Sua
principal apolipoproteina estrutural € a apolipoproteina B-48 (SCHAEFER et al., 2001).

Os quilomicrons participam do ciclo exogeno das lipoproteinas, onde a apoB-48 se
combina com os lipidios obtidos da dieta por a¢do da proteina de transferéncia microssomal
(MTP). Na fase pos-prandial, sdo despejados nos vasos linfaticos e entram na circulagio
sistémica na altura da veia subcldvia (SCHAEFER et al., 2001).

Os QM sdo as maiores lipoproteinas e as de menor densidade, surgem no plasma por volta
de 60 minutos apés a ingestdo de gordura e sdo usualmente removidos da circulagdo nas 6 a 8
horas seguintes (NAKAJIMA et al., 2011). Na circulag@o sistémica, os QM realizam trocas
com as HDL, adquirindo apoC-II, apo C-III, apoE, colesterol livre, colesterol esterificado e
fosfolipidios (NELSON & COX, 2014).

Uma vez adquirida a apoC-II, os QM tornam-se capazes de ativar a lipase lipoprotéica
(LPL), localizada no endotélio, responsavel pela hidrolise dos TAG nos QM e VLDL. A
hidrélise de TAG dos QM resulta em particulas menores, chamadas de QM remanescentes,
relativamente enriquecidos com proteina, com superficie coberta com colesterol livre e
fosfolipidios, que sdo transferidos para a HDL para manter a estabilidade das particulas de
QM (NAKAJIMA et al., 2011).

A transferéncia da apoC-Il, aliada ao aumento da inacessibilidade do nucleo dos QM ao
sitio ativo da LPL, resulta na interrup¢ao da remo¢ao de TAG (NELSON & COX, 2014). A
apoB-48 e a apoE permanecem nas particulas de QM remanescentes, que sdao removidas da
circulacdo pelo figado por interagdo principalmente da apoE com os receptores B/E de
remanescentes presentes nas membranas dos hepatocitos (NAKAJIMA et al., 2011).

O metabolismo endogeno tem inicio com a sintese hepatica da VLDL, onde a enzima
MTP combina os lipidios com a apoB-100 (SCHAEFER et al., 2001). Ao captar ésteres de

colesterol, apolipoproteinas C-1I, C-1II e E recebidas da HDL no plasma, as particulas de
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VLDL se tornam capazes de interagir com a enzima LPL do endotélio capilar, liberando
acidos graxos aos tecidos, a partir de TAG que carreava. Outra troca que ocorre entre VLDL e
HDL ¢ a transferéncia de apoC e apoE para a HDL. Com a metabolizagdo dos seus
constituintes, as VLDL passam a ser classificadas como IDL, lipoproteinas de densidade
intermedidria, que tém uma meia-vida curta (NAKAJIMA et al., 2011).

As IDL podem ser captadas no figado e degradadas em seus componentes, receber
colesterol da HDL via proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP) e perder a apoE,
culminando na forma¢ao da LDL. Tanto a LDL como a IDL si3o retiradas da circulagao
através de captacao pelos receptores B/E, existentes principalmente no figado (NAKAJIMA
etal., 2011).

Essa captagdo da LDL e a liberagdo do colesterol, no figado em particular, causa a
inibi¢do da sintese enddgena de colesterol (inibicdo da HMG-CoA redutase); ativacdo da
LCAT (lecitina-colesterol-acil-transferase) para esterificacdo e armazenamento do colesterol e
a diminui¢do do numero de receptores para apoB-100 na membrana dos hepatdcitos,
aumentando com isso, seu nivel plasmatico (CZYZEWSKA et al., 2010). As lipoproteinas
LDL, possuem o nucleo central composto quase exclusivamente de ésteres de colesterol com
apoB-100 em sua superficie, mas ndo possuem apoE (NAKAJIMA et al., 2011).

As lipoproteinas HDL s3o formadas em sua maior parte por ésteres de colesterol
recobertos pelas apolipoproteinas, das quais, a apoA-I ¢ a principal. As HDL, por sua vez,
recebem partes da apoA-I e IV dos QM (CZYZEWSKA et al., 2010). Contém em menor
quantidade, as apoA-II, apoA-IV; apoC, apoE e apoJ. Algumas proteinas associadas com a
HDL tém atividade enzimatica como: LCAT, CETP, PLTP (proteina de transferéncia de
fosfolipidios), hidrolase acetil-PAF, esterase e paraoxonase. Todas importantes para o
metabolismo do colesterol (NOFER et al., 2002; LUSIS, 2000).

A paraoxonase ¢ uma enzima do sistema de defesa antioxidante, presente na molécula de
HDL, que impede sua oxidacdo e protege as lipoproteinas de baixa densidade (aterogénicas),
dos danos oxidativos (RICHTER et al., 2009).

O transporte reverso de colesterol ¢ uma via de transporte que remove o colesterol das
células extra-hepaticas e os direciona ao figado para metabolizacdo. Este processo estd
negativamente correlacionado com a incidéncia de doencas cardiovasculares e pela reducao
do acumulo de colesterol das artérias, esse transporte previne o desenvolvimento da
aterosclerose (SVIRIDOV & NESTEL 2002).

Estudos epidemiologicos tém demonstrado, de maneira geral, que o aumento de colesterol

total, LDL, colesterol e TAG, assim como a reduc¢ao da HDL, constituem fatores de risco de
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primeira importancia para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (NOFER et al.,
2002), que sdo a principal causa de morte no mundo, dentre as quais, a aterosclerose ¢ fator
comum (WHO, 2013).

O transporte reverso de colesterol depende de uma HDL que contém apoA-I, sintetizada e
secretada pelo figado. A HDL rapidamente adquire colesterol livre e fosfolipidios de tecidos
extra-hepaticos através de receptores especificos do efluxo de colesterol, como o ABCA1
(transportador A1l cassete ligante de adenosina trifosfato) na superficie das células, inclusive
células do sistema imune como os macrofagos (SVIRIDOV & NESTEL 2002). Entao, ocorre
a esterificagcdo do colesterol dentro da HDL por acdo da LCAT, e sua maturagdo. A HDL
madura ¢ capaz de realizar trocas de colesterol esterificado e triacilglicerdis com outras
lipoproteinas que contém a apoB, através da agdo da enzima CETP e transferéncia de
fosfolipidios por acdo da PLPT (SVIRIDOV & NESTEL 2002). Finalmente, ocorre a
remodelagem da HDL e sua captura pelo figado, onde a HDL ¢ remodelada para recomecar o
ciclo, ou catabolisada no rim pelas proteinas megalina e cubulina (SVIRIDOV & NESTEL
2002).

Os receptores ABCA1 e ABCGI controlam o efluxo de colesterol dos tecidos e dos
macrofagos e estdo envolvidos no reconhecimento da particula de apoA-I e na interagdo com
a HDL madura, respectivamente (NOFER et al.,, 2002). Aproximadamente 9 mg de
colesterol/kg de peso corporal/dia sintetizados pelos tecidos periféricos vao ser transportados
para o figado para o catabolismo, onde poderdo ser excretados na bile (principal via para
eliminagdo), ou reabsorvidos, através da circulagdo entero-hepatica (NAKAJIMA et al.,
2011).

O actimulo de lipidios, principalmente triglicerideos, no figado, caracteriza a esteatose
hepatica. Os lipidios hepaticos sdo frutos da lipdlise no tecido adiposo, do aumento na
ingestao alimentar e lipogénese em casos de excesso de energia (DOWMAN et al., 2010).

Por outro lado, as cadeias carbonicas presentes nos lipidios, podem ser utilizados para 3-
oxidagdo, armazenados em goticulas lipidicas, ou incorporacdo nas lipoproteinas de baixa
densidade, como a VLDL e a4cidos graxos livres podem ser reesterificados em
triglicerideos. Portanto, o acumulo de gordura hepatica, pode ocorrer como resultado do
aumento da sintese, diminui¢ao da exportagao para os tecidos e/ou diminui¢do da B-oxidagdo
(ADAMS et al., 2005).

No plasma, o aumento dos lipidios circulantes, podem ser fruto de diversos processos,
entre eles, o aumento na sintese endogena, aumento da ingestdo alimentar, diminuicdo da

captacao das lipoproteinas (onde estao contidos) pelos tecidos extra-hepaticos ou pelo figado
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e/ou diminuicdo da B-oxidacdo (ADAMS et al., 2005). O desbalanco entre os niveis de
lipidios plasmaticos, como na hipercolesterolemia, constituem um dos mais importantes

fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose.

2.4 Aterosclerose

A aterosclerose ¢ uma doenga multifatorial progressiva, caracterizada pela associagdo
entre disfuncao endotelial € um processo inflamatoério cronico, com presenga do acumulo de
lipidios e elementos fibrosos na parede das grandes artérias (Libby & EVERETT, 2019).

As artérias sdo formadas por trés camadas morfologicamente distintas. A camada intima,
mais interna, que fica em contato com o fluxo sanguineo, ¢ delimitada por uma monocamada
de células endoteliais no lado luminal e fibras elasticas no lado periférico, possui espessura
muito fina e consiste em matriz extracelular de tecido conjuntivo, principalmente
proteoglicanos e colageno. A camada média, consiste em células musculares lisas vasculares
(CMLV), e a camada mais externa, a adventicia, ¢ formada principalmente por tecido
conjuntivo (LUSIS, 2000).

Inumeros fatores de risco para o desenvolvimento e progressdo da aterosclerose foram
identificados nos ultimos anos, e todos os fatores de risco com excecao do sexo e niveis de
lipoproteina (a), envolvem multiplos genes (LUSIS, 2000). Dentro de uma populacao, a
herdabilidade da aterosclerose (a fragdo da doenga explicada pela genética), tem sido
considerada alta na maioria dos estudos, frequentemente superior a 50%. Estudos de migracao
populacional, por outro lado, mostram claramente que o ambiente explica grande parte da
variacao na incidéncia de doencas entre as populacdes (LUSIS, 2000).

O fluxo sanguineo desempenha forcas hemodinamicas denominadas forcas de
cisalhamento ou shear stress nas paredes dos vasos, € em especial nas artérias, essas forcas
garantem a manutencdo da morfologia das células endoteliais (LUSIS, 2000). Em regides
tubulares das artérias, o fluxo sanguineo ¢ laminar e exerce forcas de cisalhamento no
endotélio que com seus complexos juncionais estreitos mantém sua permeabilidade e
homeostase para sua atuagdo como barreira entre o sangue e os tecidos (GOLDBOURT &
NEUFELD, 1986).

As forcas de cisalhamento garantem também a morfologia elipsoide orientada para o
lumen arterial das células endoteliais. No entanto, em regides de curvatura ou ramificagdo, ha

uma diminuicdo das forgas de cisalhamento e modificagdo da morfologia das células
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endoteliais, que passam a ser poligonais sem orientag¢do especifica. Isso provoca mudancas na
permeabilidade do endotélio nesses pontos e a lipoproteina de baixa densidade (LDL), passa a
ficar mais tempo em contato com essas regioes e pode adentrar para o espaco subendotelial
(LIBBY, 2003).

Uma vez no espago subendotelial, a LDL fica retida por interagdo com os proteoglicanos
presentes, ¢ ¢ oxidada e se torna LDLox, por espécies reativas de oxigénio produzidas por
macrofagos residentes ou pelas proprias células endoteliais (LUSIS, 2000). Além da
oxidagdo, a LDL também pode sofrer lipdlise, protedlise e agregacao, que contribuem para a
sequéncia do estimulo inflamatdrio (LUSIS, 2000). Em situagdes de disfuncao vascular, como
ocorre nas dislipidemias ou hipertensdo arterial sistémica, a atividade da NADPH oxidase, a
maior fonte de estresse oxidativo na vasculatura, ¢ regulada positivamente (ISLAM et al.,
2016).

A LDLox no espaco subendotelial fornece um estimulo inflamatério nas células
endoteliais para que estas comecem a expressar moléculas de rolamento como as P e E-
selectinas, e adesdo como as moléculas de adesdo vascular e intercelular (VCAM-1 e ICAM-
1, respectivamente). Assim, ha o recrutamento de mondcitos circulantes, estes por sua vez,
iniciam o processo de rolamento e adesdo, onde alcangam o espaco subendotelial por
diapedese (LUSIS, 2000). Neste ambiente, ocorre a producdo de quimiocinas como a
quimiocina quimiotatica de monocitos (CCL2), citocinas como o fator estimulante de colonia
de macrofagos (MCSF), fator de necrose tumoral (TNF), que induzem a proliferacdo e
diferenciagdo de mondcitos em macrdofagos (LUSIS, 2000).

Os monocitos ao se diferenciarem em macrofagos, comegam a expressar receptores do
tipo scavanger, como CD36 e SRA, por meio dos quais, ha a captacdo da LDLox (LUSIS,
2000). A captagdo de LDLox por macréfagos ¢ um estimulo que ndo possui feedback
negativo. Os macrofagos captam a LDLox até se tornarem células espumosas, que recebem
esse nome pela aparéncia das vesiculas brancas com contetido lipidico semelhante a espuma,
em seu citoplasma (LIBBY, 2003).

Os macrofagos secretam ativamente a apoE, e isso pode promover o efluxo de colesterol
pela HDL, inibindo assim, a sua transformagdo em células espumosas. No entanto, quando
1SS0 ndo ocorre, ou nao ocorre o suficiente, t€ém-se a instalagdo da lesdo inicial, a estria
gordurosa, caracterizada pela presenga de células espumosas no espago subendotelial (FAZIO
etal., 1997).

A transicdo da lesdo inicial, a estria gordura, para uma lesdo intermedidria, a

fibrogordurosa, depende da morte das células espumosas que formam uma massa crescente de
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lipidios extracelulares e outros detritos provenientes da apoptose, conhecido como nucleo
necrotico (FAVERO, 2007). Além disso, ocorre a migracdao de células musculares lisas
vasculares (CMLV) da camada média para formar uma capa fibrosa, com deposi¢ao de matriz
extracelular na regido entre o endotélio e o nucleo necrotico crescente, na tentativa de
estabiliza-lo (FAVERO, 2007).

Citocinas secretadas por macrofagos e células T, sdo importantes para a proliferagdo e
producao de componentes da matriz extracelular como coldgeno e elastina que ajudam a
estabilizar a lesdao crescente (FAVERO, 2007). A interagao do CD40 com seu ligante CD154
(CDA40L) ¢ essencial para reagdes imunes envolvendo linfécitos T e B, e agora sabe-se que o
CDA40 ¢ também expresso em macrdfagos (LUSIS, 2000).

A interacdo do CD40 nos macrofagos com seu ligante presente em células T (CD154), na
biologia da aterosclerose, representa o estimulo a producdo de citocinas pro-inflamatdrias
como IFN-y, que atua na inibi¢do da produ¢do de matriz extracelular pelas CMLV, produ¢ao
de proteinases de degradagdo da matriz extracelular pelos macrofagos, e expressdo de mais
moléculas de adesdo pelas células endoteliais (LUSIS et al., 2000).

Virios fatores de risco parecem contribuir para o desenvolvimento de lesdes fibrosas,
incluindo elevagdo de homocisteina, hipertensdo arterial sistémica e fatores hormonais
(NATHAN & CHAUDHURI, 1997). Estudos com ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
indicam que a pressdo arterial elevada estimula a expressdo do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), um potente mitdogeno para as CMLV. O estrogénio possui multiplas
propriedades antiaterogénicas, incluindo efeitos sobre os niveis plasmaticos de lipoproteinas,
estimulagdo da prostaciclina e produgdo de 6xido nitrico (NATHAN & CHAUDHURI, 1997).

Nesse sentido, o estresse oxidativo, principal mecanismo associado a toxicidade do
metilmercurio, também pode desempenhar papel importante na fisiopatologia da
aterosclerose. A atividade da NADPH oxidase em macrofagos ¢ um componente importante
na expressao de moléculas de adesdo, infiltragdo de monocitos e proliferacio de CMLV
(GOTTO, 2011). A NADPH oxidase e as xantinas oxidases sdo altamente expressas na
vasculatura e podem gerar superoxido e peroxido de hidrogénio e servir de base para a
oxidagdo da LDL (ISLAM et al., 2016). O acido turico gerado pela atividade das xantinas
oxidases desencadeia a formagdao de células espumosas. Aterosclerose avancada e grande
producao de ERO mitocondriais sao observadas em camundongos apoE nocaute, destacando a
importancia do estresse oxidativo no seu desenvolvimento (OLIVEIRA & VERCESI, 2019).

A produgdo de proteinases de degradagdo da matriz extracelular contribui para a

vulnerabilidade da capa fibrosa. Placas vulneraveis geralmente apresentam capas fibrosas
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finas e grande numero de células inflamatorias. A estabilidade das lesdes aterosclerdticas
também pode ser influenciada pela calcificacdo e neovascularizagdo, caracteristicas comuns
das lesdes avancadas (BRINJIKIJI et al., 2016).

A calcificacdo intima ¢ um processo ativo no qual células do tipo pericito secretam matriz
que posteriormente se torna calcificada, semelhante a formagdo 6ssea, processo regulado por
oxisterois e citocinas (WATSON et al., 1994). A formagdo de um trombo, por plaquetas
aderentes, geralmente resulta de rompimentos ou erosdes da placa instavel. O trombo formado
pode ser levado a obstruir vasos de menor calibre e causar infarto agudo do miocardio,
isquemia ou acidente vascular cerebral, além de outras patologias, dependendo do local da
obstrucdo (LIBBY, 2000).

Medicamentos eficazes para reduzir o colesterol e a hipertensao foram desenvolvidos. Em
particular, as estatinas diminuem os niveis de lipoproteinas aterogénicas e os eventos clinicos
e a mortalidade por aterosclerose. No entanto, doengas cardiacas e derrames continuam sendo
de longe as causas mais comuns de morte nas sociedades ocidentalizadas (VENEGAS-PINO

et al., 2018).

2.5 Metilmercurio e risco cardiovascular

Evidéncias sustentam os beneficios no consumo do peixe, mesmo em doses moderadas (1-
2 vezes por semana), na prevencdo de eventos cardiovasculares. Esses beneficios estdo
concentrados na ingestdo de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, como o 4cido
eicosapentaenoico (EPA) e do acido docosapentaenoico (DHA), que sdo mais altos em peixes
no topo da cadeia alimentar, como o salmdao (DOWNER et al., 2017). No entanto, peixes no
topo da cadeia alimentar também sdo a maior fonte de metilmercurio para o organismo
(MOZAFFARIAN et al., 2011).

Os danos causados pela intoxicagdo por metilmercurio ao sistema nervoso central sdo bem
documentados, sobretudo apos o incidente de Minamata (BISINOTI & JARDIM, 2004). No
entanto, a longo prazo, diversos estudos sustentam a correlacao epidemioldgica existente entre
os altos niveis de metilmerctrio presentes no sangue e cabelo, com o aumento da incidéncia
das doengas cardiovasculares, bem como da morte em decorréncia destas (VIRTANEN et al.,
2007).

A associagdo entre a intoxica¢ao por metilmercurio € o aumento do risco de doencas

cardiovasculares comegou a ficar evidente apos estudos epidemioldgicos finlandeses que
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correlacionaram altos niveis de metilmerctrio no cabelo com aumento da progressdo de
aterosclerose na caro6tida e a morte em decorréncia de doengas cardiovasculares (SALONEN
et al., 1995; SALONEN et al., 2000). Porém, os mecanismos subjacentes a estes processos
nao sao explorados nestes estudos e atualmente ainda ndo sao totalmente compreendidos.

A alta afinidade do metilmercurio com os grupamentos sulfidrila e selenol presentes na
maioria dos sistemas antioxidantes, com consequente aumento do estresse oxidativo, sao
apontados como principal causa da toxicidade do metilmercirio e da sua influéncia na
ocorréncia das doengas cardiovasculares (VIRTANEN et al., 2007).

Além de se ligar as sulfidrilas e selenoidrilas presentes nas enzimas ou moléculas
antioxidantes, o metilmercurio se liga a cisteina livre e se torna capaz de entrar em todas as
células que expressam o receptor LAT1 (BRIDGES & ZALUPIS et al., 2005). Dentro das
células o metilmercario reduz o potencial de membrana mitocondrial, o que induz o
desacoplamento de elétrons na cadeia respiratoria (GHIZONI et al., 2017). Ainda, ao se ligar
as selenoproteinas como a glutationa peroxidase, o metilmercurio reduz sua atividade, o que
aumenta a peroxidacdo lipidica, e constitui risco para o desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose (VIRTANEN et al., 2007).

Da mesma forma, o mercurio pode inativar a paraoxonase, uma importante enzima
antioxidante ligada a HDL. Sua inibi¢do esta associada ao maior risco de doenga coronariana,
por aumento da oxidacao das lipoproteinas (RICHTER et al., 2009).

A oxidagdo da LDL ¢ considerada um evento importante no desenvolvimento de
aterosclerose (LIBBY, 2003). Os niveis de LDLox mostram uma correlagdo positiva com sua
progressdao (CHEN et al., 2019). Um aumento induzido por metilmercurio na concentracdo
plasmatica de LDL, como registrado anteriormente (MOREIRA et al., 2012), leva ao aumento
de deposicdo da LDL nas artérias, onde estdo também mais propensas a sofrer danos
oxidativos (LUSIS, 2000), uma vez que, o metilmercurio pode atuar no aumento do estresse
oxidativo e da peroxidacao lipidica (VIRTANEN et al., 2007).

A interferéncia do metilmercurio na transcricdo génica também ¢ relatada. Ao se ligar aos
grupamentos sulfidrila do fator nuclear de transcricdo kB (NF-«kB), o metilmercurio impede
que este atue na transcri¢do de diversos genes, entre os quais estdo o da enzima 6xido nitrico
sintase indutivel (iNOS), que possui importante papel na regulacdo do tonus vascular € no
sistema imune (VIRTANEN et al., 2007). Polimorfismos de genes da via do 6xido nitrico e
das apolipoproteinas, estdo correlacionados com o maior dano causado pela intoxica¢do por

metilmercurio (ARRIFANO et al., 2017).
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Além de interferir na expressdo de iNOS, o metilmercurio regula negativamente a
atividade da eNOS por ligagdo as Rho-quinases que sdo responsaveis por fosforilar a eNOS e
garantir sua atividade (ISLAM et al.,, 2016). A biodisponibilidade do o¢xido nitrico ¢
importante para a homeostase endotelial, regulacio do tonus vascular e regulagdo da
sinalizacdo em células imunes (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

A disfungdo vascular que ocorre em processos hipertensivos, ¢ importante na etiologia
das doengas cardiovasculares, sobretudo na aterosclerose (TAKAHASHI & SHIMOHATA,
2019). O metilmercurio induz ambos processos, aumento da pressao arterial e disfungdo

vascular (TAKAHASHI & SHIMOHATA, 2019; ISLAM et al., 2016; WELLS et al., 2017).

2.6 Modelo murino de aterosclerose

O uso de modelos animais ¢ uma maneira importante de identificar processos que
contribuem para o surgimento e progressdo de doencas. Ratos e camundongos sdo os
mamiferos mais uteis para estudos, € no caso da aterosclerose, apresentam praticamente os
mesmos conjuntos de genes que os humanos, que os permitem mimetizar muitas
caracteristicas relevantes para o estudo da aterosclerose (LUSIS, 2000; BASU et al., 2018).

Camundongos nocautes dos genes responsaveis pela expressdo da apolipoproteina E
(APOE -/-) ou do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr -/~), desenvolvem lesdes
avangadas espontaneamente e sdo os modelos mais utilizados em estudos genéticos e
fisiologicos do desenvolvimento desta patologia (JAWIEN et al., 2004).

Os camundongos selvagens sdo altamente resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose
(BRESLOW, 1996). Isso se deve ao fato que, possuem altas concentragdes sanguineas de
HDL, que desempenha mais de 85% do transporte de colesterol plasmatico nesta espécie,
diferente dos seres humanos, nos quais, a principal carreadora de colesterol ¢ a LDL
(TEUPSER et al., 2003).

Outras caracteristicas que contribuem para resisténcia dos camundongos ao
desenvolvimento de aterosclerose sdo a auséncia da proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP) no plasma (BASU et al., 2018). Além disso, a lipase lipoprotéica ¢ soluvel
e plasmatica em camundongos, diferente dos humanos onde ela se encontra aderida as
membranas. H4 uma menor sintese de apoB-100 em camundongos e alta eficiéncia da apoE
murina na remocao das lipoproteinas remanescentes, quando comparada a apoE humana

(TANGIRALA et al., 1995; WOUTERS et al., 2005).
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Camundongos e humanos possuem o mesmo conjunto de genes que controlam o
metabolismo das lipoproteinas, com excecdo da presenca de alguns polimorfismos, como no
caso da apoE, onde sdo conhecidos 4 polimorfismos que geram mudangas estruturais para
estas proteinas em humanos € o mesmo ndo acontece em camundongos (ARRIFANO et al.,
2017).

O camundongo apoE -/~, apresenta elevacao na concentragdo plasmatica das lipoproteinas
aterogénicas QM, VLDL e IDL, porque possuem a captacdo dos remanescentes severamente
impactada pela auséncia da apoE, que desempenha papel importante na interacdo com os
receptores no figado (BRESLOW, 1996). Ha também elevagdo na concentracio de LDL
plasmatico, uma vez que, ha aumento da concentragdo de lipoproteinas anteriores a sequéncia
de sua formagdo. No entanto, sua captagcdo ndo ¢ diretamente impactada, uma vez que quem
participa da sinalizagdo com o receptor de LDL (LDLr) nas células ¢ a apoB-100 e ndo a
apoE, que ¢ ausente na particula de LDL (GOTTO et al., 2011).

Em resposta a uma dieta normolipidica, os camundongos apoE -/~ desenvolvem
espontaneamente hipercolesterolemia moderada e lesdes brandas (BASU et al., 2018). A
ingestdo de dieta hiperlipidica, no entanto, leva-os ao desenvolvimento de hipercolesterolemia

grave e lesdes ateroscleroticas avancadas (FAZIO et al., 1997).

3 JUSTIFICATIVA

O mercurio ¢ um dos poluentes ambientais mais perigosos e, especialmente, as formas
organometalicas, como o metilmercurio, sdo altamente toxicas para o ser humano, suas
propriedades farmacocinéticas, lhe permitem atravessar qualquer barreira celular, ser
rapidamente absorvido, amplamente distribuido e lentamente eliminado (CRESPO-LOPEZ et
al, 2009).

As doengas cardiovasculares sdo atualmente, a principal causa de morte no mundo
(WHO, 2013). Estudos prospectivos e de coorte, demonstram que a exposi¢do humana a este
composto, ainda que em baixas doses, ¢ suficiente para provocar alteragdes do sistema
cardiovascular, como o aumento do risco de hipertensdo arterial, infarto do miocardio e
disfungado coronariana (ISLAM et al., 2016; WELLS et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

Os niveis de metilmerctrio que ameagam de forma fatal a vida das pessoas e dos
ecossistemas, tém aumentado consideravelmente no ambiente como resultado da crescente

poluicao devido aos usos industriais, € ja sdo considerados altos em locais distantes de fontes
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antropicas de contaminagdo. No ambiente aquatico, sobretudo, o metilmercurio contamina os
peixes, que representam uma das mais importantes fontes de proteina em todo o mundo, e no
caso de algumas populagdes especificas, como as ribeirinhas, representa muitas vezes, a Unica
fonte de proteina acessivel (LIMA et al., 2015).

A literatura ¢ diversa e centrada na dinamica da geragdo e consumo do mercurio e seus
compostos derivados em diversas matrizes ambientais, com variabilidade de condi¢des e
objetivos de estudo, o que ainda revela dificuldade no entendimento das bases de sua
toxicidade em relag¢do a sailde humana.

Os mecanismos envolvidos na intoxicagdo mercurial e sua relagdo com as doencas
cardiovasculares ndo estdo esclarecidos. Estudos centrados na dindmica do metilmercurio e
sua influéncia nos processos cardiovasculares, relatam correlagdes epidemiologicas e
prospectivas, o que deixa as bases de sua toxicidade cardiovascular abertas a serem
desvendadas.

Neste sentido, estudos que demonstrem fundamentos da atuacdo tdéxica do
metilmercurio no desenvolvimento das doengas cardiovasculares, que atualmente sdo a
principal causa de 0bito no mundo, ainda sdo escassos e tornam sua investigacdo necessaria.
O entendimento do papel do metilmercurio no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose,
representa grandes ganhos no dmbito da saide humana, uma vez que, esta patologia € causa

comum entre doencas cardiovasculares e cerebrovasculares.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da intoxicagdo mercurial no desenvolvimento e progressio da

aterosclerose, em camundongos modelo experimental de aterosclerose (APOE -/~) e selvagens

(C57BL/6).

4.2 Objetivos especificos

e Promover a intoxicacdo dos animais por meio da ingestdo de metilmerctrio ou nao na

agua de beber e dieta normolipidica;
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e Acelerar a formacdo de aterosclerose em animais selvagens ou susceptiveis a
aterosclerose (APOE -/-) por meio de obstrugao de carotida;

e Analisar as lesdes formadas em sitios previamente estabelecidos (aorta e cardtida);

e Avaliar o impacto da intoxicagdo no tonus vascular, metabolismo lipidico e
enzimatico;

e Quantificar a concentragdo de mercurio presente no pelo destes animais € em outros
orgaos-alvo;

e Conhecer o status inflamatorio desses animais;

e Entender a participacdo do estresse oxidativo induzido pelo metilmercurio no

desenvolvimento e progressao da aterosclerose.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados camundongos, fémeas C57BL/6 selvagens e APOE nocautes, com
cerca de 18g de peso (entre 10 e 12 semanas de idade), provenientes do Biotério do ICB,
foram distribuidos randomicamente nos grupos experimentais expostos ou ndo ao
metilmercurio, com dieta normolipidica (AIN-93M) e agua ad libitum, alocados em gaiolas de
polipropileno.

No dia anterior ao inicio da intoxicacdo, todos foram submetidos a pletismografia de
cauda, e a cirurgia para obstrucdo da artéria cardtida. No 14° dia, uma nova pletismografia de
cauda era realizada, e no dia posterior (15° dia), realizou-se a microscopia de fluorescéncia
intravital da veia mesentérica, seguida da eutandsia.

ApoOs eutanasia, o sangue total, 6rgaos e tecidos foram recolhidos e armazenados a -
80°C (Nudire Ultralow freezer, EUA), até a realizacdo das analises, totalizando assim, 14 dias
completos de intoxicagao.

Toda a experimentacdo foi realizada em acordo com as recomendagdes do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal e aprovadas pelo Comité de Etica da Universidade

Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), sob numero de protocolo: 373/2016.
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Tabela 1 - Grupos experimentais para avaliar o impacto da intoxicacdo mercurial em animais

APOE -/- e controles selvagens).

Linhagem Tratamento Dieta Denominagao
C57BL/6 Agua AIN-93M CT
C57BL/6 Metilmercurio AIN-93M CTHg
APOE -/- Agua AIN-93M APO
APOE -/- Metilmercurio AIN-93M APOHg

5.2 Dieta AIN-93M

Todos os ingredientes da dieta foram pesados e misturados manualmente até que

houvesse a formagdo de uma massa homogénea e consistente, a qual, foi modelada em pellets

(pequenos cilindros de cerca de 25g) e armazenados em freezer -20°C, até o momento da

oferta aos animais.

Tabela 2: Composicao de 1kg de dieta padrao AIN-93M ofertada aos animais.

Composigao

BHT!

Bitartarato de colina
Cistina (metionina)
Mix de vitaminas
Mix de minerais
Celulose

Oleo de soja
Sacarose
Maltodextrina
Caseina

Amido de milho
Agua destilada

Peso
0,008 g
250¢g
1,80 g
10,00 g
3500 g
50,00 g
40,00 g
100,00 g
155,00 g
140,00 g
465,692 ¢
300,00 g

' BHT= Hidroxitolueno butilado.
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5.3 Diluicao do metilmercurio

Para a realizagdo da intoxicagao, 20 mg de cloreto de metilmercurio (Sigma Aldrich,
Merck, Missouri - USA), foram pesados em balanca analitica (AUX 220, Shimadzu, Japdo) e
diluidos em um litro de agua potavel. A solucdo foi estocada em frasco de vidro ambar e
mantida na geladeira (2 a 8°C), at¢ o momento da oferta aos animais (DIETRICH et al.,

2005).

5.4 Pletismografia de cauda

Os animais foram submetidos a medida de evolu¢do da pressdo arterial sistolica (PS),
diastolica (PD) e média (PM), através de pletismografo automatico (CODA, Kent Scientific
Corporation, EUA), que consiste na alocagdo dos animais em um tubo cilindrico de acrilico,
onde sdo aquecidos através de uma manta térmica (37°C) e ventilados de forma adequada
para a realizagdo das medidas. Um manguito de borracha, que t€ém a funcdo de inflar e
desinflar automaticamente em cada intervalo fixo de 15 segundos, junto com um transdutor de
pulso (sensor), eram acoplados em contato com a artéria caudal, o que permitiu a captagcdo dos
registros e envio ao sistema de computador. Todos os animais passaram por uma ambientagao
inicial, dias antes da primeira medida e em trés ciclos experimentais antes das medidas do
experimento, nos quais, as medidas ndo foram consideradas. Para as medidas registradas,
foram realizados oito ciclos, dos quais, pelo menos seis foram considerados constituindo a

média da pressao sistdlica, pressdo diastolica e pressdo média para cada animal.

5.5 Cirurgia de obstrucio de carodtida

A obstrucdo da artéria cardtida ¢ um procedimento realizado in vivo, no qual, a
interrupc¢do do estresse de cisalhamento provoca lesdo endotelial e acelera o desenvolvimento
da aterosclerose. Semelhante ao método descrito por Nam e colaboradores, no dia anterior ao
inicio da intoxicacdo, o procedimento se iniciou com a administracdo de anestesia com
ketamina (60 a 80mg/kg) e xilazina (15mg/kg) diluidas em solugdo salina tamponada (pH=
7,0), intraperitonealmente, na dose de 0,1mL/10g animal, e a alocacdo dos animais em manta

térmica regulada a 37 °C para garantir a homeostase da temperatura corporal.
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Ao estarem anestesiados, um algoddo umido foi repousado sobre os olhos dos animais,
a fim de evitar ressecamento ocular durante o procedimento, mantido até o fim da duracdo da
anestesia, quando acordaram. Em seguida, os animais eram dispostos em decubito dorsal,
depilados na regiao do pescogo com creme depilatorio e haste de algodao, onde foi realizada
uma pequena incisdo com auxilio de tesoura e pinga. A camada muscular foi deslocada
cuidadosamente, de modo permitir a localizacdo da artéria carétida esquerda. O fio cirurgico
(Silkam 3/0, B.Braun, Alemanha) foi cuidadosamente inserido por baixo da mesma e¢ o no
cirtrgico realizado, o que caracterizou a obstrucao total da artéria mencionada.

Finalmente, a camada muscular foi reposicionada e o animal suturado (Nylon 6-0,
Shalon, Brasil). Esse tipo de procedimento ndo leva a isquemia cerebral nem morte de tecido
nas regides adjacentes, devido ao mecanismo compensatorio realizado pela cardtida direita e
dos vasos responsaveis pela nutricdo da parede arterial que continuam vivos e funcionais,
tampouco ocorre perda de sangue, uma vez que a unica incisdo realizada ocorre na pele ¢ a

quantidade de sangue resultante ¢ infima (NAM et al., 2010).

5.6 Consumo alimentar e hidrico

Para a quantificacio do consumo alimentar, as dietas ofertadas foram pesadas
semanalmente. O restante de dieta ofertada foi quantificado pela diferenca entre dieta ofertada

e o restante ndo consumido, que forneceu o consumo semanal de dieta em g/animal/dia.

5.7 Evoluc¢ao ponderal

Os camundongos foram pesados semanalmente para acompanhamento da evolucdo

ponderal. Os pesos finais e iniciais dos animais foram expressos em gramas.

5.8 Microscopia de fluorescéncia intravital da veia mesentérica

De forma semelhante ao procedimento descrito por Langrange e seus colaboradores
(2018), anteriormente a realizacdo da eutandsia os animais eram anestesiados e submetidos a
microscopia de fluorescéncia intravital da veia mesentérica. Os animais eram mantidos em
manta térmica regulada a 37°C durante a anestesia e a preparagdo do intestino, para garantir a
homeostase da temperatura corporal. Em seguida, uma pequena incisdo era realizada na

regido peritoneal para exposi¢do das alcas intestinais, que eram retiradas e afixadas em
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grampos cirurgicos, de forma que os vasos da microcirculagdo ficassem visiveis. Todos os
animais receberam por via intravenosa uma inje¢do com 0,1 mL de Rodamina 6G (Sigma
Aldrich, EUA), um marcador de mitocondrias nao toxico (0,5 mg/mL), que permite a
fluorescéncia dos leucdcitos para sua visualizagdo, e foram dispostos sob o microscopio (filtro
43 HE Ds Red) onde as capturas em video por cerca de 10 minutos para cada animal, eram
realizadas (LAGRANGE et al., 2018).

A contagem do numero de células em rolamento e adesdao se deu através da
delimitagcdo no programa ZEN Blue, de uma area retangular de 200 um x 250 um no vaso do
animal e analisadas em triplicata para cada animal, no tempo de 1 minuto para cada contagem.
Células foram consideradas em adesdo quando paradas na area delimitada por tempo igual ou
superior a 30 segundos. Os resultados foram expressos em numero de células em rolamento

ou numero de células aderidas por minuto.

5.9 Eutanasia

Apbs a aquisicdo dos dados de microscopia de fluorescéncia intravital, os animais
foram submetidos a eutandsia por exsanguinagdo, sob administragdo de anestesia com
ketamina (60 a 80mg/kg) e xilazina (15mg/kg) intraperitonealmente na dose de 0,1mL/10g
animal. O sangue total foi colhido e centrifugado por 10 min a 5.000 rpm para separa¢do do
soro que junto com os demais tecidos e 6rgdos foram armazenados a -80°C até a realizagdao

das analises.

5.10 Dosagem da concentraciio de mercirio

Para mensurar a concentragdo de mercurio no pelo e figado, foi utilizado o aparelho
DMA-80 (Direct Mercury Analyzer, Milestone, Dinamarca). O principio do sistema de
analise do aparelho, consiste na decomposi¢ao térmica da amostra a partir de um fluxo
continuo de oxigénio. Os produtos da combustdo com o oxigénio, sdo conduzidos em alta
temperatura a um catalisador que os aquece mais e conduz os vapores a um detector de ouro,
que realiza a detecgdo do mercurio volatilizado baseado na forte amalgama entre eles. Por
fim, a amalgama ¢ dessorvida por quantizagdo e a concentragdo de mercurio ¢ determinada
por espectrofotometria de absor¢do atomica a 254 nm (KIM et al., 2019). Os resultados sdao

expressos em mg Hg/ kg amostra.
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5.10.1 Pelos

Para mensurar a concentragdo de mercurio nos pelos, estes foram recolhidos apds
eutanasia. Foram pesados entre 0,1-0,9 miligramas de amostra para os grupos intoxicados e
entre 1-9 miligramas de amostra para os grupos nao-intoxicados. As amostras foram
colocadas em barcas de quartzo e introduzidas no aparelho. As medidas foram realizadas em

triplicata para cada animal e os resultados expressos em mg Hg/kg amostra.

5.10.2 Figado

De forma oposta ao pelo, o figado possui alto teor de 4gua em sua composi¢ao. Para as
medidas de concentragdo hepatica de mercurio, cerca de 30 mg das amostras foram pesadas,
homogeneizadas (OMNI Tissue Homogenizer, Georgia) e liofilizadas (SL-404/B, Solab
Cientifica, Brasil). Do contetido seco, foram pesados entre 0,1-0,9 mg de amostra para os
grupos intoxicados e entre 1-9 mg de amostra para os grupos nao-intoxicados. As amostras
foram colocadas em barcas de quartzo e analisadas em triplicata para cada animal. Os

resultados sdo expressos em mg Hg/kg amostra.

5.11 Dosagens séricas

5.11.1 Glicemia

Para dosagem dos niveis plasmaticos de glicose, as amostras foram colhidas apés 8
horas de jejum dos animais, utilizando o fluoreto como anticoagulante e o kit diagndstico para
glicose (Labtest, Brasil). As amostras foram testadas em duplicata, de acordo com as
instrugdes do fabricante. A dosagem se baseia na oxidagdo da glicose a 4cido gluconico, pela
acdo da glicose oxidase, com liberagdo de peroxido de hidrogénio, que, por agdo da
peroxidase em presenga de fenol e 4-aminoantipirina, produz uma antipirilquinonimina de
coloragdo rosa que possui absorbancia a 505 nm proporcional a concentracdo de glicose

presente na amostra. Os resultados foram expressos em mg/dL de glicose.
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5.11.2 Triglicerideos

A determinagdo dos niveis de triglicerideos foi realizada utilizando kit diagndstico
(Labtest, Brasil), que consiste na hidrolise de triacilglicerdis do soro pela lipase lipoprotéica
que produz glicerol livre, o qual, ¢ fosforilado, pela enzima glicerol quinase, cujo produto
sofre a acdo da enzima glicerol fosfato, que, em presenca de oxigénio, produz perdxido de
hidrogénio. Este, sob a¢do da enzima peroxidase em presenca de um reagente fendlico (4-
clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto rosa, com absor¢do a 510nm. Os

resultados foram expressos em mg/dL de triglicerideos.

5.11.3 Colesterol total

Para dosagem dos niveis de colesterol das amostras soroldgicas, foi utilizado um kit
diagnodstico para colesterol (Labtest, Brasil), onde, a hidrolise de ésteres de colesterol pela
enzima colesterol esterase produz colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre, na
presenga da enzima colesterol oxidase e do oxigénio, ¢ oxidado a colest-4-en-ona e peroxido
de hidrogénio que pela agdo da enzima peroxidase em presenga de fenol e 4-aminoantipirina
produz antopirilquinonimina, que possui cor rosa e absor¢ao em 492 nm. Os resultados foram

expressos em mg/dL de colesterol.

5.11.4 Colesterol ndo-HDL

Para obten¢do da fracdo aterogénica (ndo-HDL), foi subtraido o valor em mg/dL do
colesterol HDL dos niveis em mg/dL de colesterol total. Os resultados foram expressos em

mg/dL de colesterol ndo-HDL.

5.11.5 HDL

As concentracdes de HDL no soro foram obtidas por meio de kit enzimatico (Labtest,
Brasil), cujo principio se baseia na precipitacdo seletiva e quantitativa das lipoproteinas LDL
e VLDL pelo acido fosfotignistico e cloreto de magnésio. As amostras foram testadas em
duplicata, e de acordo com as instrugdes do fabricante. O soro foi centrifugado (12.000rpm

por 5 minutos), € o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL), determinado
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no sobrenadante. Através de um reagente de cor que se liga a molécula de HDL, a reagdo gera
um composto amarelo com absorbancia em 492 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL

de HDL.

5.11.6 Atividade da enzima paraoxonase (PON)

A dosagem de sua atividade se baseia na metodologia descrita por Richter e
colaboradores (2009), onde a hidrolise de seu substrato sintético, o paraoxon (Sigma Aldrich,
EUA), libera p-nitrofenol, que gera uma cor amarela, que pode ser quantificada
espectrofotometricamente a 405 nm. A atividade da PON sérica ¢ calculada a partir do
coeficiente de extingdo molar (g405 = 17000 M™! cm™) do p-nitrofenol formado (RICHTER et
al., 2009). Uma unidade de PON (U) ¢ definida como 1 nmol de p-nitrofenol formado por
minuto. Os resultados da atividade enzimética foram expressos como unidade da enzima/mL

de soro/min.

5.12 Funcao hepatica

5.12.1 Atividade de aspartato aminotransferase (AST)

A dosagem da atividade de AST foi realizada por kit diagndstico (Labtest, Brasil), de
acordo com as instru¢des do fabricante. A atividade enzimatica de transaminase, isto ¢, na
catalise da transferéncia de um grupo amino de um a-aminoacido para um oa-cetoacido, que a
enzima exerce. Assim, o oxalacetato presente na amostra sérica, reage com a
dinitrofenilhidrazina, formando hidrazona em meio alcalino, um composto de cor amarela,
com absorbancia em 505 nm, diretamente proporcional a quantidade de oxalacetato presente
na amostra. que em determinado tempo se traduz na atividade enzimética da transaminase. Os

resultados foram expressos em unidades/mL de AST.

5.12.2 Atividade de alanina aminotransferase (ALT)

A dosagem da atividade de ALT foi realizada por kit diagnostico (Labtest, Brasil),

baseada nas instru¢des do fabricante e no fato de que a ALT catalisa a transferéncia do grupo
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amino da alanina para o a-cetoglutarato com formacao de glutamato e piruvato. O piruvato ¢
reduzido a lactato por acdo da enzima lactato desidrogenase, produzindo cor amarela,
enquanto a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD+. A atividade enzimatica da ALT na amostra ¢
calculada de forma diretamente proporcional a absorbancia em 505 nm. Os resultados foram

expressos em unidades/mL de ALT.

5.12.3 Atividade de y-glutamiltransferase (y-GT)

A dosagem da atividade de y-GT foi realizada por kit diagnostico (Labtest, Brasil),
baseada no fato de que esta enzima transfere um grupamento glutamil da y-glutamil p—
nitroanilida para a glicilglicina, que por sua vez gera cor amarela que pode ser quantificada
por possuir absorbancia em 405 nm. A absor¢do da p-nitroanilina formada ¢ proporcional a

atividade da y-GT na amostra. Os resultados foram expressos em unidades/L de y-GT.

5.13 Dosagem de lipidios hepaticos por FOLCH

A extragdo de lipidios hepaticos se baseia na apolaridade dos lipidios e sua
consequente solubilidade em solventes organicos, descrito por Folch e colaboradores (1957),
em duas etapas. Na primeira etapa, os lipidios foram extraidos por homogeneiza¢ao de 100
mg de tecido hepatico com cloroféormio e metanol para obtengdo de um homogenato. Este, foi
centrifugado e o sobrenadante onde o conteudo lipidico estava concentrado foi recolhido.

Na segunda etapa, o concentrado recolhido, que continha lipidios teciduais
acompanhados de substancias nao lipidicas, foi separado dessas substincias excipientes pela
lavagem sucessiva com solugdo de Folch (3% de cloroféormio, 48% de metanol, 47% de agua
destilada e 2% de NaCl 0,2%). Essa lavagem com soluc¢do contendo agua, implicou na perda
de substancias nao lipidicas. O contetido final obtido foi seco em estufa a 37°C overnight para
evaporagdo dos solventes organicos. A massa seca restante ¢ pesada e representa a quantidade
de lipidios extraidos em gramas. Essa massa foi ressuspendida com diluigdo de 1:50 em
1sopropanol e as dosagens de triglicerideos e colesterol total foram realizadas conforme
descrito anteriormente. Os resultados foram expressos em gramas de lipidios extraidos por
gramas de tecido, para o peso final dos lipidios e em mg/g tecido para triglicerideos e

colesterol total (FOLCH et al., 1957).
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5.14 Avaliacio do estresse oxidativo hepatico

5.14.1 Determinagdo da concentragdo proteica

Para determinacdo da concentragdo de proteina presente nas amostras hepaticas, a
dosagem de proteinas foi realizada em acordo com metodologia descrita por Lowry e
colaboradores (1951), utilizando sulfato de cobre, tartarato de sodio e potéssio, carbonato de
sodio, reagente Folin-Ciocalteau (Dindmica, Brasil) e albumina como padrao (LOWRY et al.,

1951).

5.14.2 Atividade de superoxido dismutase

A dosagem da atividade da superoxido dismutase (SOD) ¢ baseada na sua habilidade
em reagir com o anion superdxido (O2") e reduzi-lo a peroxido de hidrogénio (H20:) e agua.
Assim, a SOD ¢ capaz de diminuir a auto-oxidacao do pirogalol, presente no meio de reagdo,
conforme descrito por Dieterich e colaboradores em (2000). A técnica consiste em
homogeneizar o tecido hepatico em tampao fostafo e acrescentar pirogalol e o agente oxidante
MTT (brometo de dimetiltiazol-difeniltetrazolium). A reacdo pode ser determinada
espectrofotometricamente por absorbancia a 570 nm. Para o calculo do resultado foi
considerado que 1 unidade (U) de SOD ¢ capaz de evitar a auto-oxidag¢ao de 50% de pirogalol
do padrdo. O resultado foi expresso em unidades de SOD por mg de proteina (U/mg

proteinas).

5.14.3 Hidroperoxidos totais

A dosagem de hidroperdxidos totais presentes nas amostras hepaticas, consiste
basicamente na oxidaco de fons ferroso (Fe ) & ions férricos (Fe ) sob condi¢des 4acidas,
pelos hidroperdxidos, conforme descrito por Barnejee e colaboradores (2003). O indicador
utilizado € o xilenol orange, que se liga aos ions férricos produzindo um cromo6foro com
tonalidade entre o azul e roxo, que pode ser determinado espectrofotometricamente porque
absorve em 560 nm e tem coeficiente de extingdo molar (1,5x10*M'cm™ & 560nm) conhecido
(BANERIJEE et al., 2003). Os resultados foram expressos em pmol de hidroperoxidos por mg

de proteina.
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5.15 Lesao aterosclerotica

5.15.1 Aorta

Para avaliagdo da deposicao lipidica, cada aorta foi cuidadosamente retirada, dissecada
removendo toda a adventicia a partir da valvula aortica e na aorta descendente em sua por¢ao
toracica e, em seguida, armazenada em tampao fosfato-salino (PBS) para quantificacdo da
placa através da coloragdo em Sudan IV, conforme descrito por Tangirala e colaboradores
(1995).

Para a coloragdo, as aortas foram submetidas a uma solugdo de 70% de etanol durante
cinco minutos para desidratacdo e, posteriormente, coradas por 10 minutos sob agitacdo em
uma solugdo filtrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol, ¢ 50% de acetona. Em
seguida, as aortas foram descoradas por cinco minutos em solucao de etanol 80%, de maneira
que apenas as placas de gordura permanecem coradas, devido a afinidade do Sudan IV por
lipidios (TANGIRALA et al., 1995).

As imagens das aortas apds o protocolo de coloragdo foram capturadas por scanner e
digitalizadas em computador. O programa analisador de imagens Image-Pro Plus 6.3 (Image-
Pro Plus Software, EUA), foi utilizado. O célculo das lesdes nas aortas foi realizado
considerando a porcentagem da lesdo em relacdo a 4area total da aorta e expressos em

porcentagem de area acometida por lesdo aterosclerotica.

5.15.2 Carotida

As caroétidas direita e esquerda (obstruidas) foram retiradas e incluidas em Tissue
Freezing Medium (Thermo Fisher Scientific, EUA) e mantidas em freezer -80°C até a
realizagdo dos cortes. As carotidas foram cortadas no criostato (CM3050S, Leica, Alemanha),
presente no CAPI-UFMG, em sec¢des de 10um e fixadas em laminas silanizadas. Cada
lamina foi montada com pelo menos 8 cortes. As ldminas foram coradas com Hematoxilina-
Eosina (HE), onde a hematoxilina por ser basofila cora o nlicleo acido das células de azul-
roxo e a eosina acidoéfila, cora o citoplasma das células de rosa-avermelhado.

Para captura das imagens e analise das lesodes, utilizou-se microscopio Optico (Eclipse
E200, Nikon, Japdo), uma camera (Moticam 2300, Motic, China) acoplada a lente ocular do

mesmo e o software Image-Pro Plus 6.3. Para isso, foram selecionados pelo menos 3 cortes de
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cada cardtida, onde a média dos pardmetros da 4rea total de lesdo (um?), porcentagem de
estenose (% de area acometida por lesdo em relacdo a area total) e espessura da camada
intima-média arterial (um) foram mensurados. A area de estenose foi calculada como descrito
por Fox (1993), empregando-se a formula = [(1-N/D) * 100], onde N ¢ a area desobstruida e
D ¢ o diametro total do vaso (FOX, 1993).

5.16 Analises Estatisticas

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através do software GraphPad Prism
versdo 8.0 (GraphPad Software, EUA). Para a detec¢do de outliers foi realizado o teste de
Grubbs. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia de duas vias (2-way
ANOVA), onde se considerou o tratamento (metilmercurio ou nao) e linhagem (C57BL/6 ou
APOE -/-), como fatores de origem da variacdo. O post-hoc de Bonferroni, foi aplicado.
Interagdes importantes entre conjuntos de dados nao identificadas por 2-way ANOVA foram
analisadas quanto a normalidade por teste de D ’Agostino e Pearson, sendo, posteriormente, 0s
paramétricos submetidos ao teste T de Student, e os ndo paramétricos ao teste de Mann-

Whitney. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.



53

6. RESULTADOS

6.1 Consumo hidrico, consumo alimentar e evoluciao ponderal

Para avaliar a ingestdo hidrica dos animais, e consequentemente o consumo de
metilmercurio entre os grupos intoxicados, o consumo semanal foi acompanhado e a média de
consumo didria foi calculada. Os animais do grupo CTHg obtiveram média de ingestao
hidrica de 3,0 mL o que leva a ingestao de 3,43 mg meHg/dia/kg peso. Os animais do grupo
APOHg obtiveram média de ingestdo hidrica de 2,8 mL que leva a ingestdo de 3,11 mg
meHg/dia/kg peso. Nao houve diferenca no consumo em nenhum dos grupos experimentais,
indicando que o consumo hidrico, ou seja, o consumo entre os grupos intoxicados e ndo
intoxicados, bem como entre linhagens selvagem e noucate, foram equivalentes (Tabela 3).

Para avaliar a ingestdo alimentar dos animais, o consumo diario por animal foi
acompanhado. Nao houve diferenca no consumo em nenhum dos grupos experimentais,
indicando que a ingestdo da dieta AIN-93M foi equivalente (Tabela 3).

Ao inicio do experimento, o peso dos animais nos grupos experimentais era
equivalente e ao fim do experimento, sem diferenca no consumo hidrico e alimentar entre os

grupos experimentais, seus pesos também foram equivalentes (Tabela 3).

Tabela 3 — Consumo hidrico, consumo alimentar e evolu¢do ponderal dos grupos
experimentais.
CT CTHg APO APOHg
Consumo hidrico 2,90+0,38 3,09+0,39 2,96+0,48 2,83+0,17
(g/animal/dia)
Consumo alimentar 2,78+0,06 2,73+0,08 2,75+0,12 2,61+0,14
(g/animal/dia)
Peso inicial (g) 18,30+1,22  18,92+1,16 18,47+1,61  18,27+1,04
Peso final (g) 18,48+1,27  18,27+0,79 17,81+1,71  17,92+0,65

Dados apresentados como Média = SEM. Comparagao entre grupos realizada por 2-way

ANOVA, post-hoc de Bonferroni. CT n=15; CTHg n= 16, APO n=16; APOHg n=15.
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6.2 Dosagem da concentracio de mercurio

Para confirmar se a intoxica¢dao havia ocorrido, a concentracdo de mercurio no pelo
dos animais foi avaliada (Figura 1A). A média da concentragao nos pelos dos grupos CTHg e
APOHg (12 mg Hg/kg), foi cerca de 75 vezes maior que nos respectivos controles ndo-
intoxicados (0,2 mg Hg/kg) (Figura 1A).

Posteriormente, para verificar se o metilmercurio exercia deposi¢do significativa em
outros tecidos além do pelo, a concentragao presente no figado dos animais foi avaliada. A
média no figado dos grupos intoxicados (75 mg Hg/kg), foi cerca de 375 vezes maior que em

seus respectivos controles ndo-intoxicados (0,25 mg Hg/kg) (Figura 1B).
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Figura 1 — Concentragdo de mercurio presente no pelo (A) e no figado (B) dos animais. Dados
apresentados como Média = SEM. Comparagdo entre grupos realizada por 2-way ANOVA,
post-hoc de Bonferroni. Diferengas consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.
As letras a e b representam diferencas estatisticas entre os grupos. (A) CT n=7; CTHg n= 9,

APO n=12; APOHg n=12. (B) CT n= 10, CTHg n= 12, APO n=9; APOHg n=10.

6.3 Funcao hepatica

Apo6s confirmar que o metilmercurio exercia deposi¢ao significativa no figado (Figura

1B), medidas da atividade de enzimas relacionadas a funcao hepatica foram realizadas.
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O metilmercirio ndo exerceu efeito sobre a atividade da enzima aspartato
aminotransferase (AST). No entanto, animais APOE -/~ obtiveram maiores niveis séricos da
enzima (Figura 2A).

Assim como na atividade de AST (Figura 2A), ndo houve efeito da intoxicacao sobre a
atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT), nos grupos experimentais. No entanto,
houve diferenca entre linhagens, e os animais APOE -/~ obtiveram maiores niveis séricos da
enzima (Figura 2B).

De forma analoga observada na atividade de AST e ALT (Figuras 2A e 2B), o
metilmercurio ndo exerceu efeito sobre a atividade da enzima y-glutamil transferase. Efeitos

entre linhagens, ndo foram observados (Figura 2C).

A B
ALT
AST
Animal: b b Animal:
4001 b b 150+
= CT = CT
3004 a a = APO B APO
é )'JE 100+
= 2004 =
= £
= =]
50
1004
0 0
Tratamentos Tratamentos
C
v-GT
Animal:
4+
= CT
34 Ea APO
E
=2
=
=)
1 -

& & &
Tratamentos
Figura 2 — Atividade de enzimas relacionadas a fung¢do hepatica. Dados apresentados como
Média = SEM. Comparagdo entre grupos realizada por 2-way ANOVA, post-hoc de
Bonferroni. Diferencas consideradas estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a ¢
b representam diferengas estatisticas entre os grupos. (A) Atividade de aspartato
aminotransferase sérica nos grupos experimentais. CT n= 7, CTHg n= 8§, APO n=5; APOHg
n=6. (B) Atividade de alanina aminotransferase sérica. CT n= 6, CT n= 10, CTHg n= 11;

APO n=7; APOHg n=7.
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6.4 Pressao arterial

Para avaliar a influéncia do metilmerctirio em fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento da aterosclerose, a pressao arterial dos grupos experimentais foi mensurada
ao inicio e ao fim do experimento.

Ao inicio do experimento, 0s grupos experimentais apresentavam valores equivalentes
para a pressao sistolica, diastolica e média. Ao fim do protocolo experimental, a intoxicagao
pelo metilmercurio foi capaz de elevar a pressao arterial sistolica, diastdlica e média dos
grupos experimentais que o receberam (CTHg e APOHg), em relagdo aos seus respectivos
controles ndo-intoxicados (CT e APO). Diferencas entre linhagens diferentes com o mesmo

tratamento, ndo foram observadas (Figura 3A, B e C).
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Figura 3 — Pressdo arterial sistolica, diastolica e média avaliada inicialmente e ao fim do
protocolo experimental. Dados apresentados como Média + SEM. Diferencas consideradas
estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a e b representam diferengas estatisticas
entre os grupos. CT n= 12; CTHg n= 13; APO n=12; APOHg n=12. (A) Pressdo arterial

sistolica. (B) Pressdo arterial diastolica. (C) Pressdo arterial média.
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6.5 Perfil lipidico

6.5.1 Glicemia e triglicerideos

O metilmercurio ndo exerceu efeito sobre a glicemia e triglicerideos dos animais. No
entanto, animais APOE -/- apresentaram maiores niveis de ambos, em relagdo aos animais

selvagens (Figura 4 A e B).
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Figura 4 — Niveis de glicemia e triglicerideos dos grupos experimentais. Dados apresentados
como Média = SEM. Comparacao entre grupos realizada por 2-way ANOVA, post-hoc de
Bonferroni. Diferencas consideradas estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a e
b representam diferencas estatisticas entre os grupos. (A) Glicemia. CT n= 12; CTHg n= 13;
APO n=10; APOHg n=10. (B) Niveis de triglicerideos. CT n= 12; CTHg n= 13; APO n=9;
APOHg n=10.

6.5.2 Colesterol

A intoxicagdao com metilmercurio exerceu efeitos sobre os niveis séricos de colesterol
total e nao-HDL, ou seja, especificamente da fracdo aterogénica. Animais APOE -/~
apresentaram maiores niveis séricos de colesterol total e ndo-HDL em relacdo aos animais
selvagens, porém, o metilmercurio foi capaz de exercer aumento destes niveis nas duas
linhagens experimentais (Figura 5A e B).

De forma oposta ao colesterol total, o metilmercuirio ndo exerceu efeito sobre os niveis

séricos de HDL, que ¢ a fragdo anti-aterogénica. Nao houve diferenga entre os grupos
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experimentais em relacdo aos niveis de HDL (Figura 5C), e em relacdo a atividade da enzima
paraoxonase. No entanto, os animais APOE -/~ apresentaram menores niveis de atividade

enzimatica (Figura 5D).
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Figura 5 — Niveis de colesterol total, fracdo ndo-HDL, HDL e atividade sérica de paraoxonase
entre os grupos experimentais. Dados apresentados como Média £ SEM. Comparagdo entre
grupos realizada por 2-way ANOVA, post-hoc de Bonferroni. Diferencas consideradas
estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a, b, ¢ e d representam diferengas
estatisticas entre os grupos. (A), (B) e (C) CT n= 12; CTHg n= 13, APO n=8,; APOHg n=8.
(D) CT n=8; CTHg n=10; APO n=6; APOHg n="7.

6.6 Lipidios hepaticos

O metilmercurio ndo exerceu efeito sobre o peso de lipidios presentes no figado do

grupo selvagem intoxicado. No entanto, por teste T de Student, é possivel observar que nos
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animais APOE -/~ intoxicados (APOHg), houve reducao do peso de lipidios extraidos em
relacdo ao seu respectivo controle (APO). De forma geral, animais APOE -/~ apresentaram
maior peso de lipidios extraidos em relagdo a linhagem selvagem (Figura 6A).

O metilmerctrio exerceu efeitos opostos entre as linhagens em relacao aos niveis de
colesterol e triglicerideos. Nos animais selvagens ¢ possivel observar aumento da
concentragdo de colesterol e triglicerideos hepaticos (Figura 6B e C), sem alteracdo no peso
do contetido extraido (Figura 6A). Para os animais APOE -/- houve diminui¢ao no peso do
conteudo lipidico hepatico extraido (Figura 6A), e consequente diminui¢cao de concentragdo

de colesterol e triglicerideos hepaticos (Figura 6B e C).
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Figura 6 — Conteudo de lipidios hepaticos extraidos e niveis de colesterol e triglicerideos
presentes. Dados apresentados como Média + SEM. Comparacdo entre grupos realizada por
2-way ANOVA com post-hoc de Bonferroni. Diferengas consideradas estatisticamente
significativas para p<0,05. As letras a e b representam diferengas estatisticas entre os grupos
obtidas por 2-way ANOVA e * representa a diferenca apontada por teste T de Student. (A),
(B) e (C)CT n=9; CTHg n=11; APO n=9; APOHg n=11.
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6.7 Avaliacao do estresse oxidativo

O metilmerctrio nao exerceu efeito sobre a atividade da enzima superoxido dismutase,

no entanto, animais APOE -/~ apresentaram maiores niveis de atividade da enzima em relagao
a linhagem selvagem (Figura 7%).
A intoxicacao foi capaz de provocar aumento da produgdo de hidroperoxidos totais em

nenhuma das linhagens experimentais. Animais APOE -/- apresentaram menores niveis de

hidroperéxidos em relagdo a linhagem selvagem (Figura 7B).
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Figura 7 — (A) Atividade enzimdtica da superdxido dismutase (SOD). (B) Niveis de
hidroperdxidos totais. Dados apresentados como Média = SEM. Comparagdo entre grupos
realizada por 2-way ANOVA, post-hoc de Bonferroni. Diferengas consideradas
estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a e b representam diferencas estatisticas

entre os grupos. (A) e (B) CT n=12; CTHg n= 13; APO n=12; APOHg n=12.

6.8 Microscopia de fluorescéncia intravital da veia mesentérica

A intoxicagdo por metilmercurio foi capaz de provocar aumento de leucdcitos em
rolamento e adesdo na veia mesentérica em ambos os grupos experimentais. Animais APOE -

/- apresentaram maior nimero de células nos dois processos quando comparados a linhagem

selvagem (Figura 8A e B).
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Figura 8 — (A) Numero de leucécitos em rolamento na veia mesentérica dos grupos
experimentais. (B) Numero de leucécitos em adesdo. Dados apresentados como Média +
SEM. Comparacdo entre grupos realizada por 2-way ANOVA, post-hoc de Bonferroni.
Diferencas consideradas estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a, b, ¢ e d
representam diferencas estatisticas entre os grupos. CT n= 10, CTHg n= 10; APO n=9,
APOHg n=10.

A Figura 9, da microscopia de fluorescéncia intravital realizada na veia mesentérica
dos grupos experimentais, ilustra os resultados observados nas Figuras 8A ¢ B, onde ¢
possivel observar o aumento sucessivo de células fluorescentes (em vermelho) presentes na

luz do vaso.
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Figura 9 — Microscopia de fluorescéncia intravital da veia mesentérica dos grupos
experimentais. Linhas em amarelo delimitam a luz do vaso, setas em amarelo demonstram

leucoécitos presentes. A = CT; B=CTHg; C = APO e D = APOHg.

6.9 Lesao aterosclerdtica na aorta

A intoxicagao por metilmercurio foi capaz de provocar o aumento da porcentagem de
area acometida por lesdo aterosclerdtica nos animais APOE -/~ e induzir o surgimento de
lesdo no arco, que é a regido mais propensa, € na porc¢ao toracica da aorta dos animais

selvagens (Figura 10A).
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Figura 10 — (A) Porcentagem de area do arco da aorta acometida por lesdo aterosclerdtica nos
grupos experimentais. (B) Area da aorta toracica. Dados apresentados como Média + SEM.
Comparagdo entre grupos realizada por 2-way ANOVA, post-hoc de Bonferroni. Diferengas
consideradas estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a, b, ¢ e d representam

diferencas estatisticas entre os grupos. CT n= 8; CTHg n= 10; APO n=12;, APOHg n=12.
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A Figura 11, mostra as lesdes aterosclerdticas presentes nas aortas, no arco € por¢ao
toracica da aorta descendente. De forma representativa aos resultados observados nas Figuras

10A e B, ¢é possivel observar o aumento sucessivo das lesdes presentes.

. } - . L

Figura 11 — Lesoes ateroscleroticas nas aortas dos grupos experimentais. A = CT; B = CTHg;

C = APO e D = APOHg. Setas em vermelho indicam pontos de lesdo.

6.10 Lesao aterosclerotica na carotida

Assim como observado na aorta (Figuras 10A e B), o metilmercurio foi capaz de
aumentar a area de lesdo aterosclerdtica na cardtida dos animais APOE -/~ e provocar o
aparecimento de lesdo nos animais selvagens (Figura 12A).

O metilmercurio exerceu efeitos semelhantes em relacdo a estenose nos grupos
experimentais, provocando o aumento da porcentagem de estenose nos dois grupos
intoxicados em relagdo a seus respectivos controles ndo-intoxicados. Animais APOE -/-
apresentaram maior porcentagem de estenose em relacao a linhagem selvagem (Figura 12B).

O processo de aterosclerose induzido pelo metilmercairio ndo foi capaz de alterar
parametros como a espessura da camada média, que foi equivalente entre os grupos

experimentais (Figura 12C).
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Figura 12 — (A) Area de lesdo aterosclerdtica na cardtida dos grupos experimentais. (B)
Porcentagem de estenose. (C) Espessura da camada média. Dados apresentados como Média
+ SEM. Comparagdo entre grupos realizada por 2-way ANOVA com post-hoc de Bonferroni.
Diferengas consideradas estatisticamente significativas para p<0,05. As letras a e b
representam diferencas estatisticas entre os grupos obtidas por 2-way ANOVA e * representa

a diferenca apontada via teste T de Student. CT n= 10; CTHg n= 10, APO n=11, APOHg
n=12.

A Figura 13, mostra as lesoes ateroscleroticas (indicadas pelas setas em vermelho),
desenvolvidas nas carotidas dos grupos experimentais. De forma representativa aos resultados

observados nas Figuras 12A, B e C, ¢ possivel observar o aumento sucessivo das lesdes e da

estenose desenvolvida.
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Figura 13 — Lesdes ateroscleroticas nas cardtidas dos grupos experimentais. A = CT; B =

CTHg; C = APO e D = APOHg. Setas em vermelho indicam pontos de lesdo.

7 DISCUSSAO

O metilmerctrio ¢ o composto mais toxico entre todas as formas de mercurio, devido sua
rapida absorc¢do, ampla biodistribuicdo entre os tecidos e lenta eliminagdo (RUMBOLD et al.,
2018). Neste estudo, sua toxicidade foi avaliada em relagdo ao desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos suscetiveis (APOE -/~) e camundongos resistentes ao seu
desenvolvimento (C57BL/6).

Uma vez no organismo, seu principal mecanismo de ac¢do ¢ através do aumento do
estresse oxidativo, por induzir a producao de espécies reativas de oxigé€nio (ROS) ou inibir a
atividade de enzimas antioxidantes (CLARKSON & MAGOS, 2006). O estresse oxidativo
desempenha fun¢des importantes na patogénese da aterosclerose, como interrupcdo da
homeostase endotelial (TAKAHASHI & SHIMOHATA, 2019), e influéncia no metabolismo
lipidico (MOREIRA et al., 2012).
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Os grupos experimentais ndo apresentaram diferencas no peso inicial e ingestdo alimentar,
que resultou em pesos finais equivalentes, ou seja, a intoxicagdo por metilmercurio ndo
influenciou no peso corporal dos animais nem em seu consumo alimentar (Tabela 3).

Em relacdo a ingestao hidrica, também ndo foram observadas diferencas entre os grupos
(Tabela 3). Visto que os grupos intoxicados CTHg e APOHg ingeriram quantidades
equivalentes de metilmercurio, as diferencas em reposta a intoxicacdo de animais CT e
APOE-/- se devem possivelmente as diferencas na composi¢ao genética, que geram respostas
metabolicas distintas em relacdo ao metilmercurio.

A apolipoproteina E possui importante papel no metabolismo lipidico (MAHLEY, 1986),
e esta ausente em animais APOE nocaute, porém esses animais apresentam fundo genético
C57BL/6, o que favorece a comparacdo entre as linhagens em estudos experimentais
(CRAWFORD et al., 2013).

Investigacdes anteriores demonstram que a administracio de cloreto de metilmercurio (40
mg/L) para camundongos, ndo influenciam no consumo alimentar e hidrico dos animais. A
partir da concentragdao de 40 mg/L, existe decréscimo na ingestdo, possivelmente pelo gosto
metalico que a 4agua apresenta (DIETRICH et al., 2005). Além disso, esta concentragdo ¢
suficiente para gerar hipercolesterolemia em camundongos nocaute para o receptor de LDL
(MOREIRA et al., 2012). Como a dislipidemia ¢ um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose, o metilmercurio atua como fator pro-aterogénico.

Um estudo piloto foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa, anteriormente ao presente
trabalho, no qual, empregou-se a concentracdo 40 mg/L de cloreto de meHg. No entanto,
nesta concentragdo, os animais eram severamente debilitados pela intoxica¢do e a maioria nao
alcancava o fim do protocolo experimental. Assim, estabeleceu-se a reducao pela metade da
concentracdo maxima definida anteriormente (DIETRICH et al., 2005; MOREIRA et al.,
2012). A concentragao de 20 mg/L administrada na agua de beber dos animais, foi consistente
com a auséncia de diferenca observada no consumo hidrico entre os grupos experimentais.

Amostras de pelo sdo aceitas como marcadores de exposi¢do ao metilmercario (WHO,
1990), e isso se deve ao fato de que, depois de absorvido, o merctrio acessa o foliculo capilar
por meio da raiz capilar em contato com a circulagdo sanguinea. Como o pelo € crescente, o
metal acumulado fica retido neste tecido irreversivelmente. Por isso, o pelo humano chega a
acumular cerca de 250 vezes mais mercurio do que o encontrado na circulagdo sanguinea
(MARCO, 2007). Assim, a medida de mercurio nos pelos (de humanos ou animais), reflete de

forma fiel a presenca deste contaminante no organismo, conforme observado neste trabalho.
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A concentragdo média de mercurio acumulada no pelo dos animais intoxicados, CTHg e
APOHg (12 mg/kg), foi cerca de 75 vezes maior que a concentragdo apresentada no pelo dos
animais nao intoxicados (0,2 mg/kg), o que confirmou a intoxicacdo (Figura 1A). As
concentragcdes médias no pelo dos grupos intoxicados sdo na ordem de 2,5 vezes maiores que
a concentragdo maxima estabelecida como segura pela Organizacdo Mundial da Saude para o
cabelo de humanos, que ¢ de 5 mg/kg (WHO, 1990).

Em concordancia com as concentragdes no pelo, houve grande acimulo de metilmercurio
no figado dos grupos intoxicados (Figura 1B). Sabe-se que o metilmercurio, realiza circulagao
entero-hepatica, se liga a glutationa reduzida (GSH), que ¢ altamente produzida no figado, o
que contribui para mudangas no metabolismo lipidico e dos sistemas antioxidantes
(CLARKSON et al., 1991; DUTCZAK & BALLATORI, 1994).

Porém, apesar de realizar deposi¢do significativa no figado, o modelo de exposicao
utilizado neste estudo parece ndo ter promovido dano hepatico, como sugerido pelas
atividades das enzimas AST, ALT e y-GT (Figuras 2A, B e C), marcadores conhecidos da
funcao hepatica (KUMAR et al., 2005; DE CEAURRIZ et al., 1994).

Estudos anteriores demonstram que a maior excre¢do de metilmercirio na urina esta
correlacionada positivamente com o aumento das enzimas hepaticas AST, ALT e y-GT (LIN
et al. 2014; TANAKA-KAGAWA et al., 1993). Portanto, a auséncia de efeito na atividade
sérica destas enzimas, sugere que ndo hd aumento no dano hepatico dos animais no presente
trabalho. Além disso, niveis normais de y-GT, como observado, podem indicar que ha
reducdo na excrecdo e maior bioacumulacdo do metilmercirio em outros 6rgaos-alvo, nos
grupos experimentais que o receberam (TANAKA-KAGAWA et al., 1993).

Outros estudos realizados com administragdo de mercurio inorganico para camundongos,
estdo em concordancia com nossos dados e relatam a auséncia de efeitos da intoxicagdo na
atividade das enzimas hepaticas (OLIVEIRA et al., 2017). E sugerido que o metabolismo
acelerado destes animais, faz com que eliminem o metilmercurio mais rapido do organismo se
comparados aos humanos, e isso os protege de lesdes hepaticas e renais graves que sao
esperadas pela intoxicacdo aguda (OLIVEIRA et al., 2017).

Apesar disso, os animais APOE -/- frequentemente apresentam niveis séricos elevados de
enzimas hepaticas, em relagdo aos animais selvagens, como observado neste estudo. A
elevagdo das enzimas AST e ALT nesta linhagem, ¢ relacionada ao acimulo principalmente
de triglicerideos (esteatose) no citoplasma dos hepatécitos (este pardmetro foi avaliado e serad

discutido a seguir). Esta elevacdo, pode ser acompanhada de alteragdes na permeabilidade
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celular ou necrose, e consequente extravasamento destas enzimas para a corrente sanguinea
(STACHOWICZ et al., 2019).

Apo6s confirmar que a intoxicagdo ocorreu € que o metilmerctirio exerceu deposicao
significativa em outros o6rgdos-alvo como o figado, sem causar aumento de dano hepatico, os
processos subjacentes ao desenvolvimento da aterosclerose foram investigados, ou seja, a
participagdo do metilmercurio na ocorréncia da aterosclerose por influéncia em seus fatores
de risco.

Ao inicio do experimento, a pressdo arterial sistolica, diastolica e média dos animais eram
equivalentes (Figuras 3A, B e C). Isso sugere que as diferencas entre linhagens nao
influenciaram a pressdo arterial. Entretanto, ao fim do protocolo experimental, observou-se o
aumento da pressdo arterial nos grupos intoxicados (CTHg e APOHg) em relacdo aos
controles (CT e APO).

Diversos mecanismos controlam o tonus vascular, entre os quais se incluem o sistema
renina angiotensina-aldosterona, sistema calicreina-cinina, os barorreceptores, via do 6xido
nitrico, sistema nervoso simpatico, além de outros como os relacionados ao aumento das
citocinas IL-17, IL-6 e IFN-y (COFFMAN, 2011; SAMSON et al., 2016).

Assim como a aterosclerose, o aumento da pressdo arterial resulta de alteragdes de
diversas vias correlacionadas, fatores genéticos e ambientais, além de estimulos e mecanismos
compensatorios SAMSON et al., 2016. E relatado que a intoxicagdo por metilmercirio
provoca aumento da pressao arterial (INOUE et al., 2012; PARK et al., 2013; WILDEMANN
et al., 2015), mas, a razdo para este efeito ndo ¢ clara.

Entre os possiveis motivos para a influéncia do metilmerctrio na pressao arterial, esta a
atividade de uma classe de GTPases, as Rho-quinases (ISLAM et al., 2016). Estas enzimas,
regulam a migragdo de mondcitos para o ambiente aterogénico e influenciam na regulacdo da
pressdo arterial porque modulam negativamente a atividade da eNOS, e consequentemente
diminuem a biodisponibilidade de 6xido nitrico na vasculatura (ISLAM et al., 2016). As Rho-
quinases € a NADPH oxidase, essa Ultima a maior fonte de dnion superdxido cardiovascular,
s30 mais ativas na vasculatura de ratos tratados com metilmercurio (ISLAM et al., 2016;
GHIZONI et al., 2017).

Além disso, o anion superoxido gerado pelo aumento da atividade da NADPH oxidase
pode reagir com o 6xido nitrico presente em menor concentracao (por inibicdo da eNOS) e
gerar peroxinitrito, que contribui para a redugao da vasodilatagdo e para o aumento do estresse
oxidativo. Por consequéncia, o aumento do estresse oxidativo contribui para a oxidacdo das

lipoproteinas aterogénicas, como a LDL (ISLAM et al., 2016; GHIZONI et al., 2017). A
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disfuncdo endotelial promovida pelo aumento da pressdo arterial e a oxidacdo das
lipoproteinas aterogénicas (como a LDLox) sdo processos-chave para o desenvolvimento da
aterosclerose (LIBBY, 2003).

A administragdo de metilmercurio ndo influenciou na glicemia, entretanto, animais APOE
-/- apresentaram maiores niveis glicémicos em relacdo aos selvagens (Figura 4A).
Camundongos APOE -/-, frequentemente apresentam elevagao dos niveis glicémicos, além de
desenvolverem naturalmente hipercolesterolemia e esteatose hepatica leve (STACHOWICZ
et al., 2019). No caso da glicemia, a elevagao ocorre porque esses animais estdo submetidos a
um estado inflamatério basal, que contribui para resisténcia a insulina (TERASAKI et al.,
2015). Niveis aumentados de ALT, AST e triglicerideos, como observados anteriormente para
os animais APOE -/-, estdo associados a resisténcia a insulina (SODHI et al., 2017).

Como aconteceu com a glicemia, o metilmercurio ndo interferiu nos niveis circulantes de
triglicerideos (Figura 4B). Da mesma forma, camundongos APOE -/- apresentaram maiores
niveis de triglicerideos em relacdo aos animais selvagens. Niveis séricos aumentados de
lipoproteinas aterogé€nicas, ou seja, ricas em triglicerideos e colesterol, associados ao aumento
do estresse oxidativo, levam a aterosclerose e complicagdes cardiovasculares (SODHI et al.,
2017).

Diferente dos niveis de triglicerideos, o metilmercurio foi capaz de aumentar os niveis
séricos de colesterol total e especificamente da fragdo aterogénica (ndo-HDL), nos grupos que
o receberam. Trabalhos anteriores demonstram que um tratamento de 21 dias com cloreto de
metilmercurio (40 mg/L) na agua de beber, também induziu aumento de colesterol total, bem
como da fragdo nao-HDL em animais C57BL/6 e LDLr -/- (MOREIRA et al., 2012). Esses
resultados sugeriram que a hipercolesterolemia induzida pela intoxica¢ao por metilmercurio,
ndo ¢ o resultado de sua interagdo com o receptor de LDL, ausente nesses animais
(MOREIRA et al., 2012).

No caso dos animais APOE -/-, uma vez que a apoE € necessaria para a captacdo das
lipoproteinas remanescentes no figado e estd ausente nestes animais, tem-se o estabelecimento
da dislipidemia (MAHLEY, 1984). No entanto, os animais selvagens apresentaram resultados
semelhantes, ou seja, foram estimulados a dislipidemia assim como os APOE -/-, conforme
observado através do aumento do colesterol total bem como da fracdo aterogénica sem
modificag¢do na fragdo HDL nas duas linhagens (Figuras 5A, B e C).

A apoB-100 ¢ a apolipoproteina caracteristica da LDL e necessaria para seus processos
celulares (NELSON & COX, 2014). A ligacdo do metilmercirio em um ou varios dos 12

grupamentos sulfidrila expostos em sua estrutura tridimensional, seriam suficientes para
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provocar modificagdes em sua estrutura tercidria, afetando sua interagdo com o receptor de
LDL e sua captagdo intracelular (MAHLEY et al., 1984). Esse fato, seria capaz de gerar o
acumulo sérico de colesterol e da fragdo nao-HDL (que agrupa as lipoproteinas contendo
apoB-100), observados no presente trabalho. Isso € sustentado pelo fato de que os niveis
plasmaticos de HDL (que ndo contém apoB-100) ndo foram afetados pela administracao de
meHg.

Além disso, estes resultados demonstram que a concentragdo de 20 mg/L de cloreto de
metilmercurio administrada por 14 dias, também ¢ suficiente para provocar dislipidemia em
animais selvagens e acelerar a ocorréncia nos animais APOE -/-.

A correlagdo entre maiores niveis capilares de metilmerciurio e polimorfismos das
apolipoproteinas, especificamente da apoE, sdo descritos em humanos (ARRIFANO et al.,
2017). Quando os alelos £€4€4 estdo presentes, t€ém-se a expressdo de uma apoE que ndo
possui cisteina, um aminodcido que contém enxofre e maiores niveis de metilmercurio no
organismo com consequente maior neurodegeneracao sao observados nesta condi¢do (LLOP
etal., 2015).

Isso sugere que hd uma ligacdo direta da toxicidade do metilmercirio com as
apolipoproteinas em humanos. O mesmo poderia acontecer em camundongos, uma vez que ha
conservagao na estrutura tridimensional destas proteinas (MAHLEY, 1984). Assim, o
metilmercurio também poderia influenciar na captacdo das lipoproteinas remanescentes por
interagdo com a apoE dos animais selvagens (que a expressam) e aproximd-los do fenotipo
APOE -/-, que ¢ dislipidémico por auséncia desta. Nos animais selvagens, além de provocar a
disfuncionalidade da apoB-100, a ligagdo do metilmercurio na apoE, poderia contribuir para o
aumento dos niveis plasmaticos de colesterol total e ndo-HDL observados.

A paraoxonase sérica (PON1) ¢ uma enzima presente na superficie da HDL, complexada
com a apoA-I. A PONI1 est4 relacionada a defesa antioxidante, porque impede a oxidacdo dos
lipidios presentes em QM, VLDL e LDL, além de participar de reacdes de desintoxicacao de
certos compostos organofosforados (DRESCHER et al., 2014). Nesse estudo foi observado
que a atividade de PON1 foi menor nos grupos APOE -/- (Figura 5D), o que pode refletir
maior estresse oxidativo nesses animais e maior oxidacdo dos lipidios presentes nas
lipoproteinas (SORAN et al., 2009).

Estudos anteriores demonstraram que a reducdo da atividade de PONI induzida pelo
metilmercurio, levou a um aumento de quase 10% no risco de eventos cardiovasculares
agudos (GINSBERG et al., 2014). Entretanto, ndo foram vistas alteragdes na atividade dessa

enzima nos grupos tratados com meHg. Este resultado estd em concordancia com os niveis de



71

HDL (na qual a PONI1 esté ligada), que foram semelhantes nos animais tratados ou ndo pelo
metilmercurio.

A concentragao hepatica de lipidios totais, colesterol e triglicerideos, foi maior em
animais APOE -/-, comparados aos animais selvagens, o que ¢ esperado, uma vez que, OS
primeiros desenvolvem naturalmente esteatose hepatica leve (STACHOWICZ et al., 2019).
Porém, os grupos intoxicados apresentaram efeitos opostos entre linhagens em relagdo ao
acumulo de colesterol e triglicerideos hepaticos: houve aumento destes lipidios quando o
meHg foi administrado nos animais CT e redu¢ao nos animais APOE -/- intoxicados (Figuras
6A, B e C).

Estudos anteriores demonstram que o estresse inflamatorio, inibe o transporte dos lipidios
hepéaticos produzidos na sintese endogena e regula positivamente a expressdo da proteina
ativadora de clivagem (SCAP), mesmo em altas concentragdes intracelulares de colesterol
(MA et al., 2008). Como os animais APOE -/- apresentam um estado pro-inflamatdrio basal
(STACHOWICZ et al., 2019), isso culminaria no aumento da sintese enddgena e diminui¢ao
no transporte aos tecidos extra-hepaticos. Por isso, a concentragao de lipidios nos hepatocitos
dos animais APOE -/- seria maior em relagdo aos selvagens, assim como observado.

A exportagdo dos lipidios hepaticos para os tecidos extra-hepaticos depende
primariamente de seu acondicionamento nas VLDL, que sdo formadas pela incorporagao de
triglicerideos nas apoB pela proteina de transferéncia microssomal (MTP). Assim, alteragdes
nas apolipoproteinas, como possivelmente ocorre pela acdo do metilmercirio na apoB-100,
tém sido propostas como razdo para uma menor capacidade de exportacdo de lipidios e
consequentemente esteatose hepatica (CHARLTON et al., 2002).

Assim, nos animais selvagens, com a ligagdo do metilmercurio na apoB-100, haveria
menor exportacdo dos lipidios intracelulares para os tecidos extra-hepéticos, o que provocaria
seu acumulo no figado, como observado.

No entanto, em animais APOE -/-, a Unica forma de captacdo das lipoproteinas
remanescentes ocorre via receptores B (como o LDLr), uma vez que a apoE, esta ausente.
Desta forma, a ligagdo do metilmerctrio na apoB-100 nos hepatocitos do grupo APOHg pode
prejudicar nestes animais as duas formas de captagdo das lipoproteinas remanescentes, o que
culminaria na reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos observados nestes animais.
Porém, esta redugdo nao ¢ suficiente para que os niveis acumulados sejam inferiores ao do
grupo selvagem intoxicado, uma vez que ha maior sintese e menor transporte de lipidios em
estados inflamatorios (MA et al., 2008), que correspondem ao metabolismo basal nesta

linhagem (STACHOWICZ et al., 2019), exposto anteriormente.
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Além da dislipidemia, o estresse oxidativo ¢ importante fator na etiologia da aterosclerose
(KATTOOR et al., 2017), e principal mecanismo relacionado a toxicidade do metilmercurio
(CLARKSON & MAGOS, 2006). No contexto da aterosclerose, o estresse oxidativo
desempenha papel importante na oxidacdo da LDL (GEOVANINI & LIBBY, 2018). Em
condicdes de estresse oxidativo, incluindo as disfungdes redox mitocondriais que sao
desempenhadas pelo metilmerctrio (GHIZONI et al., 2017), ha exacerbagdo da resposta
inflamatéria, um evento chave na patobiologia da aterosclerose (VASCONCELOS et al.,
2016).

Outros trabalhos demonstram que, além do modificar o potencial de membrana
mitocondrial e favorecer o desacoplamento de elétrons na cadeia respiratéria (OLIVEIRA &
VERCESI, 2019), o metilmerctrio ¢ capaz de reduzir os niveis de glutationa, aumentar a
atividade de mieloperoxidases (SENER et al., 2003), inativar superdxido dismutase (SOD) e
catalase (NAGANUMA et al., 1980).

Os resultados obtidos, demonstram que a atividade de SOD ¢ maior em animais APOE -/-
comparados aos selvagens (Figura 7A). Porém, o produto da a¢do da SOD, os hidroperoxidos,
apresentaram concentragdes opostas, isto €, menor concentragdo em animais APOE -/-
comparados aos controles (Figura 7B). Esses dados podem sugerir que o maior estresse
oxidativo basal apresentado pelos animais APOE -/- (DOSE et al., 2016), induz o aumento da
atividade de SOD nestes animais, ¢ poderia interferir também na atividade de enzimas
antioxidantes a jusante na via, como a catalase ou a glutationa peroxidase, responsaveis por
reduzir a concentragdo dos hidroperoxidos hepaticos gerados, como relatado anteriormente
(GHIZONI et al., 2017).

A aumento do estresse oxidativo pode indicar maior oxidacdo de LDL (LDLox), que por
sua vez, pode atuar como estimulo para ativagdo endotelial e provocar o aumento da
expressdo dos receptores endoteliais de rolamento e adesdo para células imunes, e na
producdo de quimiocinas que atuam no recrutamento destas células presentes na circulagdo, e
dar inicio ao processo de aterosclerose (GIOVANINI & LIBBY, 2018).

No presente trabalho, ndo houve atuacdo do metilmercirio sobre a atividade da
superoxido dismutase, apesar dos animais APOE -/- apresentarem maiores niveis desta
atividade, investigada no figado. No entanto, em condi¢des de disfun¢do endotelial como
ocorre na dislipidemia e aumento da pressdo arterial, que foram provocadas pelo
metilmercurio, sabe-se que ha aumento da atividade da enzima NADPH oxidase, a maior

fonte do anion superoxido (O2") no organismo (ISLAM et al., 2016).
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O Oy gerado nos processos intracelulares pode seguir varios caminhos, mas, ha dois
principais, onde no primeiro, sofre reagdo da SOD, ocorre liberagdo de dgua e peroxido de
hidrogénio, este ultimo, pode ser removido por atividade de glutationa peroxidase ou catalase.
No segundo caminho, o O>” pode ser utilizado como substrato para a atividade de outras
enzimas, como as lipoxigenases, que introduzem o anion superdxido nos acidos graxos,
promovem o rompimento da ligagdo éster e resultam na peroxidacao lipidica (NEWCOMER
& BRASH, 2015; GAFFNEY, 2019).

Assim, maiores niveis de atividade da superoxido dismutase nos animais APOE -/- podem
demonstrar que ha menos anion superoxido para ser utilizado como substrato na atividade das
lipoxigenases (NEWCOMER & BRASH, 2015), que corroboram com os menores niveis de
hidroperéxidos apresentados por estes animais em relacdo aos selvagens, onde se incluem os
peroxidos lipidicos (BANERJEE et al., 2002).

Houve um discreto aumento de hidroperoxidos totais nos animais APOE -/-, que diferente
do ocorreu na linhagem selvagem intoxicada, ndo foi acompanhado de aumento no colesterol
e triglicerideos hepaticos. Desse modo, os niveis aumentados de hidroperoxidos totais no
grupo APOHg, poderiam se relacionar ao fato de que ha mais peroxido de hidrogénio gerado
pela maior atividade de SOD na linhagem nocaute, ou que os lipidios hepaticos destes
animais sofreram maior peroxida¢do, uma vez que houve redugdo no acumulo neste grupo
experimental.

Estudos anteriores demonstram que pelo menos no que se refere a vasculatura de animais
APOE -/-, h4 naturalmente menor concentracdo de peroxido de hidrogénio, porque este atua
como substrato para atividade de nNOS e consequentemente como vasodilatador
(CAPETTINI et al., 2011).

Nos animais selvagens, possivelmente, os maiores niveis de hidroperoxidos totais
apresentados se referem a niveis normais de producao de perdxido de hidrogénio, que sdo
prejudicados em animais APOE -/-. Os niveis de hidroperdxidos totais foram ainda maiores
no grupo CTHg, que podem corresponder a maior peroxidagdo lipidica neste grupo, uma vez
que, o metilmerctrio promoveu aumento de colesterol e triglicerideos hepaticos acumulados.

Em sequéncia ao estresse oxidativo, outro processo importante na linha do tempo de
desenvolvimento da aterosclerose ¢ o rolamento e adesdo dos mondcitos presentes na
circulacao por interacdo com receptores expressos pelo endotélio. Essas células, vao alcancar
o espaco subendotelial e se diferenciar em macrdéfagos para captar a LDLox (GIOVANINI &
LIBBY, 2018). Uma vez que se observou aumento da pressdo arterial, seguida de aumento

dos niveis de colesterol plasmatico aterogénico e da peroxidacao lipidica hepatica nos grupos
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intoxicados, era esperado que o numero de células em rolamento e aderidas na veia
mesentérica, também fosse elevado (Figura 8A e B).

E possivel observar que ambos, linhagem e intoxicagdo por metilmercurio, causam
aumento do estimulo inflamatério como demonstrado pelo aumento do rolamento e adesao
leucocitarios. Animais APOE -/- apresentam maior nimero de células em ambos os casos, €
isto se relaciona com o fato de que estes animais mantém um nivel de inflamagdo basal
devido a dislipidemia e ao estresse oxidativo que apresentam (JANSSEN et al., 2016; LI et
al., 2016). Por outro lado, o aumento do estresse oxidativo e a hipercolesterolemia causados
pela intoxicagdo por meHg, também geram inflamagdo (FITCH et al., 2019), aumentando
ainda mais a inflamag¢ao de baixo grau vista nos animais selvagens.

Como visto acima, o meHg intensifica varios fatores de risco ligados a aterosclerose,
culminando no aumento da lesdo aterosclerdtica. Os animais APOE -/- sdo modelo
experimental de aterosclerose e, portanto, apos favorecer diversos mecanismos pro-
ateroscleroticos, o metilmercurio consequentemente aumentou a area de lesdo na aorta nesta
linhagem. Além disso, provocou o desenvolvimento nos animais selvagens, ainda que sejam
altamente resistentes a formagdo de aterosclerose, por possuirem altos niveis de HDL, menos
apoB-100 e apoE mais eficiente em comparagao a humana (FAZIO et al., 1997).

O metilmerctrio provocou aumento da area de lesdo no arco e porcdo toracica da aorta
dos animais intoxicados (Figura 10A e B). O mesmo fato foi visto na carotida obstruida,
causando o aumento da area aterosclerdtica no grupo APOHg e o surgimento de lesdo no
CTHg (Figura 12A).

A artéria cardtida € definida como um sitio mais tardio de desenvolvimento de lesdo. A
lesdo se desenvolve primeiro no arco da aorta e lesdes mais elaboradas surgem posteriormente
na carétida (VENEGAS-PINO et al., 2018). Por isso, a obstru¢do da carétida ¢ um modelo
experimentalmente importante utilizado para aceleragdo do desenvolvimento da lesdo nesta
artéria que nao seria desenvolvida em tempo e condi¢des habeis (CRAWFORD et al., 2013).

Os animais com a artéria cardtida obstruida, desenvolvem lesdes, porque a obstrugao total
fornece o estimulo inicial para seu desenvolvimento, com a redu¢do do estresse de
cisalhamento que gera a disfun¢do endotelial (NAM et al., 2010). No entanto, a propor¢ao da
lesdo formada depende da quantidade e intensidade de estimulos apresentados para que ela se
desenvolva (NAM et al., 2010).

Neste contexto, os mesmos fatores que atuaram no desenvolvimento da lesdo na aorta
como a disfuncdo endotelial, dislipidemia, estresse oxidativo e inflamag¢do, atuaram também

no favorecimento para que a lesdo na cardtida ocorresse (HOFFMAN et al., 2017). O efeito
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da intoxicacdo com meHg nos fatores de risco levou a aceleracdo do desenvolvimento da
lesdo, que se mostrou significativamente maior que os controles ndo intoxicados nas
linhagens estudadas.

De forma anéloga a area de lesdao na carotida, a porcentagem de estenose, isto ¢, a area da
artéria obstruida pela lesdo em relagdo ao calibre total (FOX et al., 1993), foi maior nos
animais APOE -/-, quando comparados aos selvagens (Figura 12B), uma vez que, estes
também apresentaram maiores areas de lesdo. Novamente, o meHg atuou como um agravante
nos fatores de risco, e contribuiu para a maior estenose dos animais intoxicados.

Estudos epidemiologicos sugerem que metilmercurio aumenta o desenvolvimento de
aterosclerose e a ocorréncia de doencas cardiovasculares (SALONEN et al., 2000). O presente
trabalho, além de confirmar os estudos epidemiologicos, apontou alguns processos pelos
quais o metilmercurio desempenha esse efeito. Apesar do estresse oxidativo ser considerado o
mecanismo chave na toxicidade do metilmercurio, estudos adicionais concentrados nessa
tematica ainda se fazem necessarios. Diversos mecanismos biolodgicos apontados por
diferentes pesquisas apoiam os resultados apresentados neste trabalho. Entretanto,
investigacdes futuras, utilizando diferentes modelos experimentais e/ou populagdes, sdao
necessarios.

Em resumo, este trabalho demonstrou pela primeira vez que o tratamento agudo com
metilmercirio promove o desenvolvimento de aterosclerose porque induz dislipidemia,
caracterizada pelo aumento dos niveis séricos de colesterol total e especificamente da fragao
aterogénica em camundongos selvagens, que sdo resistentes, € em modelo experimental de
aterosclerose. Além disso, o desenvolvimento da aterosclerose foi favorecido pela intoxicagao
por metilmercurio, que provocou aumento da pressdo arterial, promoveu estresse oxidativo
hepatico e influenciou no rolamento e adesdo leucocitarios.

O fator comum da atuagdo do metilmerctrio entre todos esses processos ainda precisa ser
completamente elucidado, mas, ¢ possivel que a biodisponibilidade do 6xido nitrico esteja
envolvida. Entender as portas de entrada do metilmercirio no organismo e os rumos que este
pode seguir significa entender seu papel na etiologia das doengas, principalmente nas
cardiovasculares, que sdo a principal causa de morte no mundo.

O consumo do peixe ¢ a principal forma de exposicdo humana a toxicidade do
metilmercurio, e 0 aumento de seu consumo representa ganhos no ambito da saude publica,
no entanto, aten¢do deve ser dada a possibilidade de contaminacdo por metais pesados, em
especial pelo metilmerctrio, para que os beneficios do consumo nao sejam ultrapassados pela

intoxicagao.
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8 CONCLUSAO

A intoxica¢do por metilmercurio pode ter atuado através do aumento da aterosclerose
observada em animais propensos ao seu desenvolvimento (APOE -/-), e induzido sua
ocorréncia em animais selvagens (C57BL/6), que sdo resistentes. Isso pode ser decorrente do
meHg ser capaz de influenciar nos principais processos envolvidos na patobiologia desta
desordem, caracterizada pela associagao entre fatores pro-oxidativos e pro-inflamatorios.

Os animais intoxicados apresentaram dislipidemia, vista pelo aumento de colesterol total e
especifico da fragdo aterogénica. Ao favorecer o estresse oxidativo e gerar disfungdo
endotelial, o metilmercurio pode ter atuado no aumento da pressdo arterial dos animais
intoxicados. Além disso, houve aumento na deposicao lipidica hepatica e do estresse
oxidativo hepatico dos animais selvagens, processos que foram acompanhados pelo aumento
dos leucocitos em rolamento e adesdo na vasculatura mesentérica. Estes ultimos, como
indicativos do estado metabdlico pro-inflamatdrio cronico (de baixo grau), que o meHg pode
ter ocasionado, em ambas as linhagens estudadas.

Todos esses impactos metabolicos associados, podem ter favorecido a ocorréncia da
aterosclerose, observada diretamente pelo aumento da area acometida por lesdes na aorta e na
car6tida nos animais propensos € nos selvagens quando intoxicados.

A diversidade dos mecanismos da toxicidade mercurial no sistema cardiovascular, ainda é
pouco explorada, em contraste aos seus estabelecidos impactos neuroldgicos. Investigagdes
nesse sentido, podem favorecer a elaboragdo de protocolos para a prevengao e tratamento de
danos a satde humana e animal, além de auxiliar na mitigagdo de outros prejuizos

ocasionados pela crescente presenga ambiental de meHg.
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