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RESUMO

O mercurio (Hg) é um metal pesado e o terceiro elemento mais toxico do planeta. A
intoxicacdo mercurial € um problema de saude publica em regiées endémicas do
Brasil, especialmente na regido Amazonica. Recentemente, evidéncias apontam para
um efeito da intoxicacdo mercurial no risco cardiovascular e aterosclerético. Por outro
lado, a pandemia da obesidade € uma preocupacao mundial que afeta todas as faixas
etarias, aumentando o risco cardiovascular e de doencas cronico-degenerativas.
Neste estudo, objetivamos avaliar o efeito da intoxicacdo com metilmercurio (MeHg)
(20mg/L na agua de beber por 20 dias) nas alteracdes estruturais e funcionais do
tecido adiposo branco epididimario em camundongos machos ApoE nocautes (ApoE
ko) e selvagens (25-30g de peso). Animais ApoE ko séo dislipidémicos, sendo
utilizados em modelo experimental de doenca cardiovascular. Foram investigados o
delta e ganho de peso, peso do tecido adiposo epididimario e do figado, nivel
plasmatico de leptina, triglicerideos e colesterol. Para avaliar lesdo hepéatica, foram
analisadas concentracdes hepaticas de hidroperoxidos, superéxido dismutase (SOD),
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e escore de esteatose hepatica. Além disso, foi
analisada expressdo génica de LCAT, NFkB, HMGCR, ApoAl, TNF-a e PPARY e
morfometria do tecido adiposo epididimario. A intoxicacdo com MeHg reduziu ganho
de peso de animais selvagens intoxicados com MeHg quando comparados aos seus
controles (p<0,05). O peso do tecido adiposo epididimario e as concentracdes
plasmaticas de leptina foram menores nos animais ApoE ko controles e intoxicados,
guando comparados aos selvagens controles (p<0,05). As concentracfes plasmaticas
de triglicerideos e colesterol total foram mais elevadas nos animais ApoE ko com ou
sem intoxicacdo mercurial (p<0,05). As concentracfes plasmaticas de colesterol total
foram significativamente mais elevadas em ApoE ko intoxicados quando comparadas
com ApoE ko controles. O peso do figado foi maior (p<0,05) no grupo ApoE ko
intoxicado quando comparado ao grupo controle selvagem. Esteatose hepatica foi
detectada em animais ApoE ko intoxicados quando comparados aos selvagens
controles e foi aumentada em animais ApoE ko intoxicados em comparagdo com ApoE
ko controles (p<0,05). Os animais intoxicados apresentaram concentracdes de
TBARS mais elevadas independente da presenca ou ndo da ApoE (p<0,05). As
concentracfes de SOD foram significativamente maiores nos animais selvagens e
Apoe ko intoxicados quando comparadas aos seus respectivos controles (p<0,05). As
concentracfes de ALT e AST foram maiores nos animais ApoE ko independente da
intoxicacdo mercurial. Nao foram encontradas diferengas nas expressdes génicas de
LCAT, NFxB, HMGCR, ApoAl, TNFa e PPARy entre os grupos estudados. O diametro
médio dos adipdcitos foi menor em ApoE ko controles e intoxicados, quando
comparados aos animais selvagens (p<0,05). Os resultados sugerem que a
deficiéncia da ApoE e intoxicacdo mercurial afetam a estrutura e funcéo do tecido
adiposo e causam alteracfes hepaticas.

Palavras-chave: mercurio; compostos de metilmercario; camundongos knockout para
ApoOE; tecido adiposo branco; doencgas cardiovasculares; epididimo; figado gorduroso.



ABSTRACT

Mercury (Hg) is a heavy metal and the third most toxic element on the planet. Mercury
intoxication is a public health problem in endemic regions of Brazil, especially in the
Amazon region. Recently, evidence pointed to an effect of mercury intoxication on
cardiovascular and atherosclerotic risk. On the other hand, the obesity pandemic is a
global concern that affects all age groups, increasing the risk of cardiovascular and
chronic-degenerative diseases. In this study, we evaluated the effect of methylmercury
intoxication (MeHg) (20mg/L in drinking water for 20 days) on structural and functional
changes in the epididymal white fat tissue in male ApoE knockout (ApoE ko) and wild-
type (25-30 g weight) mice. ApoE ko animals are dyslipidemic, being used as
experimental model of cardiovascular disease. Delta and weight gain, epididymal
adipose tissue and liver weight, plasma concentrations of leptin, triglycerides, and
cholesterol were investigated. To assess liver injury, liver assays of hydroperoxide,
superoxide dismutation (SOD), thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS),
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and hepatic
steatosis score were analyzed. In addition, gene expression of LCAT, NFkB, HMGCR,
ApoAl, TNF-a, and PPAR and the epididymal adipose tissue morphometry were
analyzed. MeHg intoxication reduced weight gain of MeHg-intoxicated wild-type
animals when compared to their controls (p<0.05). Epididymal adipose tissue weight
and leptin plasma concentrations were lower in ApoE ko control and in intoxicated mice
when compared to wild-type controls (p<0.05). Plasma concentrations of triglycerides
and total cholesterol were higher in ApoE ko mice with or without MeHg intoxication
(p<0.05). Total cholesterol concentrations were significantly higher in ApoE ko
intoxicated when compared to ApoE ko controls. Liver weight was higher (p<0.05) in
the intoxicated ApoE ko group when compared to the wild-type control group. Hepatic
steatosis was detected in intoxicated ApoE ko mice when compared to wild-type
controls and was increased in intoxicated ApoE ko mice when compared to ApoE ko
controls (p<0.05). Intoxicated animals showed higher concentrations of TBARS
regardless of the presence or absence of ApoE (p<0.05). SOD concentrations were
significantly higher in intoxicated wild-type and Apoe ko animals when compared to
their respective controls (p<0.05). ALT and AST concentrations were higher in ApoE
ko animals regardless of MeHg intoxication. No differences were found in gene
expressions of LCAT, NFkB, HMGCR, ApoAl, TNFa, and PPARY between the groups
studied. The mean diameter of adipocytes was smaller in ApoE ko controls and
intoxicated, when compared to wild-type animals (p<0.05). The results suggest that
ApoE deficiency and MeHg intoxication affect the structure and function of adipose
tissue and cause hepatic changes.

Keywords: mercury; methylmercury compounds; ApoE; adipose tissue;
cardiovascular diseases; epididymis; fatty liver.
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TBARS Substancias reativas ao acido tiobarbitarico
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1. INTRODUGCAO

1.1 Contaminacdo do meio ambiente por mercurio

O mercurio (Hg) é um metal pesado e o terceiro elemento mais toxico do
planeta, de acordo com a Agéncia Governamental Americana para Substancias
Toxicas e Registro de Doencas (RICE et al., 2014). O mercurio pode ser encontrado
em trés formas diferentes no meio ambiente: mercurio elementar ou metalico (HgO);
mercurio inorganico (cloreto de mercurio, HgCl2); e mercurio organico (metilmercurio,
MeHg) (BERNHOFT, 2012). E de acordo com Crespo-Lépez e cols. (2021), esse metal
nao tem funcgéo bioldgica conhecida, mas é essencial para a nossa sociedade devido

aos seus diversos usos ha industria e tecnologia.

Os compostos de mercurio no meio ambiente sdo poluentes bioacumulativos e
toxicos, e podem atingir os ecossistemas através de fendmenos naturais, como
atividade vulcanica, eroséo, volatilizacdo do mercurio presente no ambiente marinho,
incéndios florestais e queima de biomassa ou devido a atividades antropicas, incluindo
a queima de combustiveis fosseis, industrias do cloro, mineracéo e uso de carvao ou
petréleo, o que pode resultar em exposicao das populacdes ao Hg (AZEVEDO et al.,
2012; LUO et al., 2020).

A maior fonte de contaminagdo por mercurio nos dias atuais é a atividade
mineradora artesanal, que utiliza o Hg para separar o ouro de outros materiais durante
a mineragédo (HUDELSON et al., 2020) (Figura 1). Comunidades adjacentes aos locais
de mineracdo de ouro apresentam elevada ingestdo de mercurio, atingindo varias
vezes o nivel de referéncia da Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacéo e
Agricultura e Organizacdo Mundial da Saude (FAO/WHO) (1,6ug de MeHg/kg)
(JECFA, 2004; SHEEHAN et al., 2014). A atividade de mineracao leva ao acamulo de
mercurio no leito dos rios, nos quais, o0 Hg sofre metilacdo por bactérias presentes em
algas, formando o metilmercurio (MeHg) (RAPOSO et al.,, 2020), uma forma
excessivamente toxica (HUDELSON et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 1: Uso médio de mercurio em mineracdo de ouro artesanal e em pequena

escala por anos (toneladas).

1-5 10-25 W50-100
5-10 25-50 W 100-500

Fonte: Adaptado de LI; MA; ZHANG, 2020.

Formas organicas de mercurio, como o MeHg, sdo particularmente toxicas para
0s seres humanos, pois suas caracteristicas toxicocinéticas possibilitam sua
passagem pelas barreiras celulares. O MeHg consumido € rapidamente absorvido
pelo organismo, amplamente distribuido para todos os tecidos e lentamente excretado
(CRESPO-LOPEZ et al., 2005; 2009). Uma vez consumido, o MeHg atravessa
barreiras celulares, incluindo as barreiras hematoencefalica e placentaria, com facil
acesso ao sistema nervoso central (SNC) e ao feto, respectivamente (CRESPO-
LOPEZ et al., 2009).

No ranking das emissfes de mercurio, a mineracéo artesanal vem seguida da
gueima de combustiveis fosseis, producdo de metais ndo ferrosos, producédo de
cimento, lixo industrial, monémeros de cloreto de vinil, queima de biomassa, producéo
de metais ferrosos, produgcdo de cloro-alcalis, queima de lixo, refinamento e

combustdo de Oleo e gas e cremacao (UNEP, 2019) (Tabela 1).
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Figura 2: Ciclo do Mercurio.

Fontes naturais ey Fontes antropogénicas

de mercrio | de mercurio
\ 3

Fonte: propria.

As emissbBes de mercurio podem resultar de fontes naturais, como incéndios florestais e
vulcbes, ou de fontes antropogénicas, como a queima de combustiveis fésseis, atividade
mineradora artesanal e outras. Na forma de vapor, o MeHgs alcanca a circulagdo atmosférica
sendo transportado e distribuido até se combinar com vapores de agua e se precipitar sobre
a terra. Assim, Hg pode infiltrar os solos e se acumular. Quando atinge o leito dos rios, o Hg
sofre metilacdo por bactérias presentes em algas, formando o MeHg, forma excessivamente
toxica (HUDELSON et al., 2020).

Embora as emissdes de mercurio tenham reduzido recentemente em algumas
regides do planeta, mundialmente permanecem 450% maiores do que 0s niveis pré-
industriais e consistem em ameaca constante a satde humana (UNEP, 2019) (Figura
3). O impacto ambiental € enorme, uma vez que o mercurio apresenta longa vida
atmosférica (0,5 a 2 anos) e transporte de longas distancias devido a sua elevada
volatilidade, baixa atividade quimica e baixa solubilidade (ROOS-BARRACOUGH et
al., 2002). O mercurio conduzido a longas distancias pode contaminar a natureza
depositando-se em turfeiras, lagos, geleiras, marismas e sedimentos pelagicos
(SCHUSTER et al., 2002; TANG et al., 2012; DONOVAN et al., 2013; GUEDRON et
al., 2018; KIM et al., 2019).

Desastres ambientais naturais e antropogénicos podem aumentar
drasticamente a exposicao das popula¢cdes humanas a intoxicacdo por mercurio
(RAPOSO et al., 2020), representando um alto risco para a saude e tornando-se uma
preocupacao global (GIANG; SELIN, 2016; WANG et al., 2018). Muitos acidentes
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ocorridos no mundo ja foram registrados, tanto pela utilizagdo do mercurio como pelo
consumo de peixes e outros alimentos contaminados. Desastres de intensa magnitude
ocorreram na baia de Minamata e Niigata, no Jap&o, no nordeste do Iraque, Suécia,

Guatemala e em Alamogordo, no Novo México (ROLDAO, 2007).

Tabela 1: Principais fontes de emissédo de mercurio.

Fonte Quantidade (Kg)

Mineracao artesanal e de pequena escala 837,6
Combustéo estacionéria de carvdo 473,7
Producédo de metais ndo ferrosos 326,6
Producéo de cimento 233,1
Residuos de produtos 146,9
Monomero de cloro de vinil 58,2
Queima de biomassa 51,8
Producado de metais ferrosos 39,9
Producéo de cloro-alcalis 15,1
Incineragéo de residuos 14,9
Refino de petréleo 14,3
Combustéo de petroleo e gas 7,1

Cremacao bt

Fonte: UNEP, 2019.
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Figura 3. DistribuicAo geoespacial de emissdes de Hg para o ar de fontes

antropogénicas.
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Fonte: Adaptado de UNEP, 2019.

No Brasil, dois importantes desastres ambientais ocasionaram o rompimento
de grandes barragens de mineracdo, causando o deslocamento dos residuos para as
populacdes ribeirinhas das cidades de Mariana e Brumadinho, em Minas Gerais
(ALMEIDA et al., 2019; DAVILA et al., 2020). Ambos levaram a exposi¢cdo de uma
imensa extensao de territorio, incluindo sua fauna e flora, aos rejeitos de mineracéo,
apresentando elevados riscos biolégicos como a presenca exponencial de mercurio
(HATJE et al., 2017; FREITAS et al., 2019).

A populacéo geral esta exposta principalmente ao MeHg, por meio do consumo
de peixes e mariscos, e o nivel de Hg em peixes tem aumentado constantemente
(DREVNICK; LAMBORG; HORGAN, 2015). Populacdes que tém como base da
alimentacdo pescados de areas contaminadas podem sofrer consequéncias, como
relatado no estudo de Costa Junior et al. (2018) em comunidades ribeirinhas da
Amazonia, no Brasil. Esse estudo demonstrou niveis elevados de mercurio total no
cabelo (10,8ug/g) de individuos com alto consumo de pescado na regido de Tapajos,

valor acima do recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (6,0ug/g).

Na Amazonia brasileira, a mineracdo ilegal de ouro ameaca florestas, povos

indigenas e a conservacao da biodiversidade em areas protegidas. A maioria das
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areas de mineracdo artesanal ou de pequena escala e especialmente as areas de
mineracéao ilegal sdo abandonadas apds o esgotamento das reservas, sem a devida
reabilitacdo, aumentando o risco de contaminacdo por mercurio das comunidades
adjacentes (SIQUEIRA-GAY; SANCHEZ, 2021).

O consumo excessivo de peixes com altos niveis de mercurio organico, pode
causar intoxicacdo por metilmercirio e uma variedade de sintomas anormais
relacionados ao sistema nervoso central, como parestesia, ataxia, deficiéncia auditiva
e constricdo progressiva dos campos visuais (NAKAMURA et al., 2014; YE et al.,
2016; PARK et al., 2017).

1.2 Impacto da exposi¢do ao mercurio na saude humana

A toxicidade do mercurio ao homem depende da forma, bem como da via e
cronicidade da exposi¢do (JOHNSON-ARBOR; TEFERA; FARRELL, 2021). Os sinais
e sintomas da intoxicagdo por mercurio elementar sédo diferentes dos efeitos clinicos
de outras formas de intoxicacdo. A toxicidade do mercurio inorganico resulta em
sintomas gastrointestinais e neurologicos, enquanto a exposi¢cdo ao dimetilmercurio
organico estd associada a danos cerebelares tardios, muitas vezes fatais
(NIERENBERG et al., 1998; CHAN, 2011).

A OMS indica que o maximo de ingestao semanal aceitavel de 1,6 ug de MeHg
por quilograma de peso corporal (JECFA, 2004). Entretanto, muitas populacdes
susceptiveis em todo o mundo consomem com frequéncia quantidades superiores a
esse limite (CRESPO-LOPEZ, 2021). A dose ingerida de mercurio, bem como o tempo
e a frequéncia de exposicéo, além da via de exposicao e faixa etaria do individuo (ou
estagio de desenvolvimento), sdo fatores que determinam o grau dos danos
ocasionados pelo mercurio e quais sistemas organicos sdo mais afetados (DIEZ-GIL
et al., 2008).

A OMS (1976) estabeleceu que efeitos neuroldgicos da exposicdo ao MeHg
podem ser encontrados em 5% dos adultos que ingerem por dia de 3 a 7ug de MeHg
por quilograma de peso corporal. Esta dose de ingestdo diaria corresponde a niveis

de 200 pg/L no sangue ou 50 pg/g no cabelo. Esses indices sdo constantemente
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revisados e atualizados como resultado de novas tecnologias e pesquisas atuais

realizadas em diferentes partes do mundo (OLIVEIRA et al., 2021).

A cidade de Minamata no Japao € conhecida internacionalmente pela “doenca
de Minamata”, um disturbio neurolégico ocasionado pela ingestdo de MeHg contido
em alimentos. O desastre de Minamata, ocorrido na década de 1950, foi uma
catastrofe ecoldgica na qual um envenenamento em massa foi causado por descarte
de produtos quimicos industriais na regido. A via de exposi¢cdo ao MeHg foi através
do consumo de peixes e mariscos contaminados, as principais fontes alimentares da
populacado local. Os sintomas da doenca incluem movimentos descontrolados dos
membros, fungbes motoras e fala prejudicadas, dificuldades visuais e auditivas
(SAKAMOTO, 2018; JAMES et al., 2020). Em 2013, 92 paises firmaram a Convencéao
de Minamata sobre o mercurio, um acordo que unifica esfor¢os internacionais para
diminuir a contaminacdo do meio ambiente com o metal e prevenir e tratar casos de
intoxicacdo (CRESPO-LOPEZ, 2021).

ApoOs o desastre de Minamata, a comunidade cientifica internacional concordou
gue o principal alvo do MeHg é o sistema nervoso central e ja esta bem estabelecido
na literatura que a exposicdo cronica de populagcbes ao MeHg pode levar ao
aparecimento precoce de doencas neurodegenerativas, como as doencas de
Parkinson e Alzheimer, bem como a esclerose multipla (CAROCCI et al., 2014;
CARICCIO et al., 2019).

A intoxicacao por metais pesados ndo atinge apenas o SNC, acredita-se que
esses metais de maneira geral, contribuam para o desenvolvimento da obesidade e
suas consequéncias (WANG et al. 2018). Estudos nas ultimas décadas mostraram
gue a exposicao a poluentes ambientais, dentre eles o mercurio, pode desempenhar
um papel importante no desenvolvimento de doencas metabdlicas devido ao seu
papel como disruptores endécrinos (TRASANDE et al., 2018). Sabe-se que exposi¢ao
a metais como mercurio ou chumbo pode aumentar o acumulo de lipidios nos
adipdcitos 3T3-L1 através da inducdo de C/EBPf e apoia associagdes encontradas

entre exposicao e obesidade em estudos epidemioldgicos (TINKOV et al. 2021).

O tecido adiposo parece ser alvo para a toxicidade de metais pesados, contudo,
os efeitos desses compostos sobre a gordura ndo foram completamente explorados
(EGGER et al. 2019; FREIRE et al. 2020). Como parte das consequéncias
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metabdlicas da poluicdo podem ser atribuidas aos metais pesados, é possivel que tais
substancias possam exercer acdes diretas sobre o tecido adiposo (FRANCIS et al.,
2021).

1.3 Tecido adiposo

Ha dois tipos principais de tecido adiposo (Figura 4), o tecido adiposo marrom
(TAM) e o tecido adiposo branco (TAB), com funcbes e morfologias diferentes
(FRONTINI; CINTI, 2010; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Ambos os tipos podem ser
divididos em varios depdsitos dependendo de onde estdo localizados no corpo:
subcutaneo, visceral, periadrtico, entre outros, que apresentam composicao celular,
capacidade secretora, vascularizacdo e inervacao distintas (VAZQUEZ-VELA,
TORRES; TOVAR, 2008).

O TAM contém goticulas lipidicas multiloculares e alto nimero de mitocdndrias,
e apresenta funcao principal de dissipacdo de energia armazenada na forma de calor.
Anteriormente sabia-se que em humanos, o TAM estava restrito a um depdsito
interescapular em bebés e adultos cronicamente expostos ao frio extremo, porém,
evidéncias posteriores sugeriram que adipdcitos marrons podem ser mais comuns em
adultos do que se entendia antes (WANG; SEALE, 2016).

O TAM gasta energia através da termogénese sem tremores, um processo que
envolve dispersdo do calor gerado através do desacoplamento da respiracdo
mitocondrial mediada pela proteina desacopladora-1 (UCP1l) (AQUILA; LINK;
KLINGENBERG, 1985). As UCPs estao localizadas ha membrana mitocondrial interna
e desacoplam a oxidagdo dos substratos na mitocéndria da sintese de ATP,
dissipando a energia do potencial de membrana e, consequentemente, diminuindo a
producdo de ATP pela cadeia respiratoria mitocondrial. Este desacoplamento esta
associado a fungbdes como regulagao do gasto energético e do metabolismo de acidos
graxos livres e diminuigdo da secregao de insulina e da formagéao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (CHOUCHANI et al., 2019).
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Figura 4: Tipos de tecido adiposo.
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Fonte: Adaptado de CORREA; HEYN; MAGALHAES, 20109.

Ha dois principais tipos de tecido adiposo, o primeiro deles é o tecido adiposo branco,
gue esta envolvido na regulacdo do estoque de energia do organismo, apresenta
poucas mitocéndrias, é considerado um érgdo endoécrino e pode apresentar elevado
grau de inflamacdo. O segundo principal tipo € o tecido adiposo marrom, que
apresenta relacdo com a termogénese, muitas mitocdndrias, baixo grau de inflamacéo
e importante atividade metabolica. Entre os dois, ha o tecido adiposo bege, com
caracteristicas similares ao branco e ao marrom, mas que apresenta uma assinatura
molecular propria.

As células de gordura marrom geralmente crescem até 15 a 50 um, enquanto
as células de gordura branca tém uma maior capacidade de armazenamento de
lipidios e podem se expandir para quase 100 pm de diametro (CINTI, 2012).
Morfologicamente, os adipécitos brancos tém goticulas lipidicas uniloculares, menos
mitocondrias e nenhuma expressdo de UCPL1. Por outro lado, adipdcitos bege
geralmente aparecem nos depositos de TAB em resposta a estimulos externos, como
exposicdo ao frio, exercicio ou estimulagdo adrenérgica. Embora semelhantes aos
adipdcitos brancos, eles apresentam baixa expressdo de UCP1, com estimulos
externos podem ser ativados para aumentar tanto a expressao de UCP1 quanto a taxa
de respiracdo. Além disso, eles apresentam identidade molecular distinta dos

adipdcitos brancos ou marrons (WU et al., 2012).

A maioria do tecido adiposo em mamiferos, incluindo humanos adultos, &
composta de TAB, formado principalmente por adipécitos que abrigam uma Unica gota

lipidica, apresentando um grande vacuolo de gordura (90% do volume celular), onde
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os acidos graxos (AG) sdo armazenados principalmente como triglicérides (TRG), que
podem ser mobilizados e distribuidos para diferentes tecidos quando necessario
(CINTI, 2005; ZWICK et al., 2018). O TAB desempenha um papel essencial na
regulacdo do armazenamento e gasto de energia, mantendo a homeostase e
controlando a resposta imune, pressdo arterial e funcdo reprodutiva (TRAYHURN,
2005).

O TAB é distribuido por todo o corpo em depdsitos subcutaneos (TABs) e
viscerais (TABvV). O tecido adiposo branco subcutaneo esta localizado em varios locais
sob a pele e, em humanos, existem aglomerados de TABs nas regides superior
(abdome profundo e superficial) e inferior (glateofemoral) do corpo (KWOK; LAM; XU,
2016). O tecido adiposo branco visceral (TABv) em humanos inclui TAB omental,
mesentérico, retroperitoneal, gonadal, perirenal e epicardio (WAJCHENBERG, 2000)
(Figura 5).

A maioria dos estudos em camundongos utiliza o tecido adiposo inguinal e
epididimario como referéncias para os tecidos adiposos abdominal subcutaneo e
visceral, respectivamente. O tecido adiposo inguinal tem correlagdo anatémica com o
tecido subcutdaneo gluteofemoral em humanos, enquanto o tecido adiposo
epididimario € um tecido intraperitoneal, analogo ao tecido adiposo gonadal em
humanos e que esta presente mesmo em camundongos magros, por estes motivos &

utilizado como representativo de tecido visceral (CHUSYD et al. 2016) (Figuras 6 e 7).



Figura 5: Distribuicao do tecido adiposo em humanos.
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Figura 6: Distribuicdo do tecido adiposo em camundongos.

Depdsitos
subcutaneos
anteriores

posteriores
°
o

Depésitos
subcutaneos

Fonte: Adaptado de RICHARD et al., 2020.

ge 8 |
j.— Retroperitoneal

=
s
s
@
o
=
S
']
]
@
°
a
@
o

Depdsitos Viscerais

26



27

Figura 7: Localizacdo do tecido adiposo mesentérico, inguinal, retroperitoneal e

epididimario em camundongos.
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Fonte: Adaptado de BERRYMAN; LIST, 2017.

O tecido adiposo permaneceu pouco estudado por décadas devido ao equivoco
de que era simplesmente um depdésito de armazenamento de energia na forma de
triglicérides, mas descobertas posteriores do papel mais amplo do TA na sinalizacao
celular e de todo o corpo criaram um renascimento cientifico neste campo (RICHARD
etal., 2020). A partir da década de 1980, descobriu-se que o tecido adiposo atua como

um importante érgdo enddécrino e participa da homeostase metabdlica (CINTI, 2018).

O conceito de que o TA poderia funcionar como um 6rgao enddécrino so foi
confirmado apds o achado de que as células adiposas séo fontes importantes de uma
diversidade de produtos proteicos, incluindo horménios enddécrinos. A descoberta de
seus dois produtos de secrecdo mais caracteristicos, leptina e adiponectina
(FUNCKE; SCHERER, 2019), adipocinas que podem atuar de forma autdcrina,
paracrina ou enddcrina, estabelecendo uma complexa comunicagéo entre o tecido
adiposo e outros 6rgédos, consolidou a ideia (VAZQUEZ-VELA; TORRES; TOVAR,
2008).
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1.4 Mediadores endocrinos do tecido adiposo

O papel do tecido adiposo € reconhecido ndo apenas pelo seu papel como
reservatério lipidico, mas também pela modulacdo da adipogénese, secrecdo de
adipocinas, envolvimento na regulacao central do apetite e saciedade, bem como a
capacidade de regular a termogénese via formacédo de adipdcitos bege (ZHU et al.,
2019). As células adiposas secretam diversos mediadores (Tabela 2), incluindo
exossomos, miRNA, lipidios, citocinas inflamatérias e horménios peptidicos que
atuam de modo autécrino, paracrino e enddcrino, acdes essas altamente complexas
(FASSHAUER; BLUHER, 2015).

Trés dos hormdnios peptidicos produzidos pelo TA (leptina, adiponectina e
resistina) sdo quase exclusivamente produzidas nos adipdcitos e atuam regulando a
ingestao de alimentos, o eixo reprodutivo, a sensibilidade a insulina e as respostas
imunes. Vale ressaltar que os padrdes associados a secre¢ao de adipocinas podem
variar dependendo do estado do tecido adiposo (LIU et al., 2022). Assim, a disfungao
dos adipdcitos pode resultar em perturbacdes na secrecdo de suas adipocinas
(LONGO et al., 2019), com consequente prejuizo metabdlico sistémico, bem como
envolvimento na patogénese de doencas metabdlicas cronicas e alguns tipos de
cancer (RICHARD et al., 2020).

1.4.1 Leptina

Leptina € um hormdnio peptidico de 16 kDa que compreende 167 aminoacidos
e apresenta uma estrutura terciaria globular, semelhante aos membros da familia de
citocinas de cadeia longa (ZHANG et al, 1994; MUNZBERG; MORRISON, 2015). A
leptina € um hormonio genuinamente derivado de adipdcitos que atua ndo apenas
como um sinal aferente regulando a massa de gordura corporal e a ingestdo de
alimentos junto aos centros cerebrais centrais na regulacao do peso corporal (ZHANG
et al.,, 1994), mas também possui acdes periféricas que incluem reproducéo,
homeostase da glicose, hematopoiese e funcdo imunolégica (PARK; AHIMA, 2015;
RAMOS-LOBO; DONATO, 2017).



Tabela 2: Mediadores secretados por adipdcitos.

Adipocinas/mediadores

Relevancia
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Leptina

Adiponectina

Resistina

Visfatina

Apelina

Omentina

Vaspina

Proteina 4 de ligacédo ao
retinol (RBP4)

Proteinas morfogenéticas
Osseas (BMPs)

Inibidor 1 do ativador do
plasminogénio (PAI-1)

MicroRNA (miRNA)

Acido graxo livre (AGL)
Acido palmitico e outros
lipidios

Fator de crescimento de
fibroblastos

Marcador de massa gorda corporal. Usada no tratamento

da lipodistrofia e da deficiéncia genética de leptina
Marcador de sensibilidade a insulina e fungdo do TA
Correlacdo com inflamacgéo sistémica e Rl

Estimulo a célula beta-pancreética

Melhora do metabolismo da glicose

Marcador de massa gorda visceral

Promove a funcao endotelial

Melhora no metabolismo da glicose

Reducao da ingestédo alimentar

Marcador de sensibilidade a insulina e distribuicéo de
gordura visceral

Formacé&o de 0sso e cartilagem e outras fungdes

Inibidor do ativador tecidual do plasminogénio

Silenciador pés-transcricional. Pareia-se com mRNAs
especificos e regula sua estabilidade e traducéo

Produto da quebra de triglicerideos

Lipidios

Estimula a proliferacéo celular, a produgéo de colageno e

de outros elementos da matriz celular

Fontes: BLUHER, 2012; RICHARD et al., 2020.

O principal local de producdo da leptina é o tecido adiposo, embora outros

tecidos, incluindo células enddcrinas do sistema gastrointestinal, musculo e cérebro

também tenham demonstrado expressar esse horménio (CINTI et al., 2000; JIN et al.,

7

2000). Leptina é predominantemente secretada da gordura visceral em roedores
(TRAYHURN et al, 1995) e da gordura subcutanea em humanos (HUBE et al., 1996).

A producdo mais proeminente de leptina ocorre no tecido adiposo branco em relacéo

ao marrom e suas concentracfes séricas se correlacionam com a massa corporal de

tecido adiposo, indicando ser um bom biomarcador para o conteudo de gordura

corporal (ZHANG et al., 2017).
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E o gene ob que codifica a leptina e a expressio desse gene varia de acordo
com o local de armazenamento do TAB. Em seres humanos, a expressao do gene ob
parece ser mais pronunciada no tecido subcutaneo do que no visceral. Em roedores,
a expressao da leptina pode ser menor no tecido subcutaneo do que nos depdsitos
de gordura mais internos, e 0s niveis mais elevados sdo encontrados na gordura
epididimal e perirenal (HUBE et al, 1996).

A leptina atua por meio de seu receptor especifico, que apresenta ampla
distribuicdo no sistema nervoso central e 6rgaos periféricos. O receptor especifico de
leptina é codificado pelo gene LEPR (ou OBR) e pertence a familia de citocinas classe
1 (TARTAGLIA, 1997). Seis isoformas do receptor foram identificadas, que
apresentam um dominio comum de ligacao a leptina, mas diferem no comprimento do
dominio intracelular C-terminal (WADA, 2014). As razdes pelas quais formas distintas
de receptores de leptina séo produzidas e suas respectivas fungdes ainda nao estao

claras.

Um conjunto complexo de sinais enddcrinos, neuroenddcrinos e paracrinos
comanda a producéo e secrecao de leptina (FRIED et al., 2000). A leptina produzida
pelo tecido adiposo atua como um sinal aferente em uma alca de retroalimentagéo
negativa no controle homeostatico da adiposidade (FRIEDMAN, 2019), influenciando
0s centros neuronais de apetite e saciedade (TINKOV, 2021). Ressalta-se que a forma
de sinalizagdo do receptor de leptina € expressa principalmente no cérebro, e a
maioria dos efeitos da leptina nos Orgados-alvo sdo indiretos através do SNC
(FRIEDMAN, 2019). Assim, a principal funcdo da leptina é fornecer sinalizacéo ao

SNC sobre o estado energético de longo prazo do corpo (SCHWARTZ et al. 2000).

O hipotalamo é o principal local de interagédo entre diversos fatores de origem
central e periférica para a regulacdo da homeostase energética. Essa regulacéo
envolve uma série de peptideos orexigenos e anorexigenos, responsaveis pela
sinalizacao do apetite (SCHWATZ et al, 2000). A leptina regula a ingestéo energética
€ 0 peso corpéreo em grande parte estimulando neurbnios que expressam o
neuropeptideo anorexigeno pré-opiomelanocortina (POMC) e o fator de transcricdo
cocaina-anfetamina dependente (CART) e inibindo neurbnios que expressam o
neuropeptideo Y e a proteina relacionada a Agouti (NPY/AGRP) no nucleo arqueado
do hipotalamo (FRIEDMAN; HALAAS, 1998) (Figura 8).
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Figura 8: Participacdo da leptina e outros horménios na regulacao do apetite.
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Fonte: Adaptado de GALE et al., 2004.

Os niveis circulantes de leptina respondem ao estado nutricional ou aos
padrbes de alimentacdo, aumentando apdés a alimentacdo, quando os niveis de
insulina sdo aumentados e diminuindo em condic8es de jejum ou perda de peso (LEE
et al.,, 2007; ELIMAM; MARCUS, 2002). A leptina funciona como um sinal de
adiposidade, com uma funcéo critica na manutencao da massa de tecido adiposo para
garantir a sobrevivéncia em condi¢cdes de balanco energético negativo, protegendo
assim os individuos dos riscos associados de ter tanto um déficit quanto excesso de
adiposidade (FRIEDMAN, 2019).
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1.4.2 Adiponectina

A adiponectina é uma proteina de 224 aminoacidos, secretada pelo tecido
adiposo e apresenta efeitos protetores contra a inflamacdo, podendo modular
positivamente a liberacdo de outros horménios, aumentando a sensibilidade a insulina
(KIM et al., 2010; ZHAO et al., 2014). Do ponto de vista molecular, a adiponectina
pode ser encontrada em trés isoformas, com atividades distintas: uma forma com
baixo peso molecular (BPM), com moderado peso molecular (MPM) e outra de alto
peso molecular (APM) (TORRE-VILLALVAZO et al., 2018).

A adiponectina se liga a 3 receptores, AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina. AdipoR1
e AdipoR2 séo proteinas de superficie com sete dominios transmembrana (TORRE-
VILLALVAZO et al., 2018). AdipoR1 € amplamente expresso no musculo esquelético,
fibroblastos sinoviais, células endoteliais e atriais, e AdipoR2 € mais restrito ao figado
(WANG et al., 2017; YANG et al, 2018). AdipoR1 é descrito relacionado
principalmente a ativagao de vias AMPK gue regulam a inibi¢gao da gliconeogénese e
aumento da oxidagao dos acidos graxos, enquanto o AdipoR2 esta mais envolvido na
ativagao das vias PPAR, que estimulam a dissipag¢ao de energia através do aumento
da oxidagao de acidos graxos, inibem o estresse oxidativo e infllamacéo (CAPEAU,
2007).

T-caderina € uma molécula de adesao celular, possui uma ancora GPI com
dominio transmembranar e intracelular (KITA; MAEDA; SHIMOMURA, 2019). Apesar
de cada vez mais clara a importancia da T-caderina, os detalhes moleculares de
interacbes deste receptor com a adiponectina ainda s&o pouco conhecidos por
receber relativamente menos atengédo do que as interagdes propostas com AdipoR1
e AdipoR2 (PASCOLUTTI et al., 2020).

Adiponectina tem acao pleiotropica, sendo relacionada a uma série de funcdes
no organismo, promove a sensibilidade a insulina, apoptose em células cancerigenas
e possui efeitos antioxidantes e antiinflamatérios (KHORAMIPOUR et al., 2021). Tais
acbes podem resultar em diferentes efeitos em diferentes érgaos, a adiponectina é
capaz de entrar no cérebro através da circulacdo periférica e controlar funcdes

cerebrais, como homeostase energética, neurogénese hipocampal e plasticidade
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sinptica. A adiponectina também controla o peso corporal e inativa as células gliais

no cérebro e, portanto, previne inflamacéo (SUN et al., 2018).

No figado, a adiponectina contribui para controlar a captacéo de glicose e o
metabolismo das gorduras, reduzindo a neoglicogénese e aumentando a utilizacao da
glicose e a oxidacdo de &cidos graxos (MANDAL; PRITCHARD; NAGY, 2010). No
musculo esquelético, adiponectina promove sensibilidade a insulina (ALEIDI et al.,
2015), oxidacéo de acidos graxos através da ativacdo de AMPK, p38-MAPK e PPAR-
a, e aumenta a captagdo de glicose (YAMAUCHI et al.,, 2002). Os niveis de
adiponectina sdo negativamente correlacionados com céancer, doencas
cardiovasculares e diabetes, e demonstraram ser afetados pela nutricdo
(KHORAMIPOUR et al., 2021).

1.5 Adipogénese

Os adipdcitos acumulam lipidios através de dois processos. No primeiro, em
condicdes normais de alimentacdo, os adipdcitos captam as gorduras dietéticas na
circulacdo na forma de acidos graxos livres (AGL) liberados dos TRG circulantes pela
acao da lipoproteina lipase (LPL) (KERSTEN, 2014). A funcdo da LPL é catalisar a
hidrolise de AGL a partir de lipoproteinas séricas circulantes ricas em triglicerideos
(FRAYN, 2002), como quilomicrons produzidos no intestino delgado e lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDLS) sintetizadas pelo figado (LUO; LIU, 2016).

O segundo processo pelo qual as células adiposas acumulam gordura € a
lipogénese de novo (DNL), dentro dos préprios adipdcitos, podendo ocorrer tanto no
estado de jejum quanto pés-prandial. A lipogénese compreende tanto a sintese de
acidos graxos a partir da acetil-coenzima A (acetil-CoA) quanto a esterificacdo desses
acidos graxos para um esqueleto de glicerol produzindo TRG (LUO; LIU, 2016). No
estado alimentado, especialmente apoés refeicdo rica em carboidratos, a oxidacédo de
glicose em excesso produz acetil-CoA em niveis aumentados, que se tornam
substrato para gerar AG. As enzimas acetil-CoA carboxilase 1 (ACC1) e acido graxo
sintase (AGS) participam desse processo convertendo acetil-CoA em palmitato, que
pode entdo ser alongado e dessaturado para dar origem a outros AG (SONG; XIAOLI,
YANG, 2018).
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Em condicbes como jejum, exercicio e exposicdo ao frio, nas quais os
combustiveis metabdlicos estdo reduzidos e/ou a demanda energética esta
aumentada, os adipdcitos mobilizam seus estoques de TRG através do processo de
lipdlise para fornecer combustivel aos tecidos periféricos (BRAUN et al., 2018). O
processo catabdlico de lipdlise gera glicerol e AGLs a partir da clivagem enzimatica
de TRG pela acéo de lipases. Os TRG sao decompostos em diacilglicerois (DAGS) e
monoacilglicerois (MAGs) pela ag¢do sequencial da lipase de triglicerideos de
adipdcitos, lipase sensivel a hormonios (LSH) e monoacilglicerol lipase (MGL). Em
cada etapa, um unico AGL é liberado e, na etapa final, o MGL libera o esqueleto de
glicerol do ultimo AGL (LUO; LIU, 2016).

A lipdlise € regulada por diversos horménios. Um deles é a noradrenalina,
estimulando receptores B-adrenérgicos, que, por sua vez, ativam a proteina quinase
A (PKA) através da producédo mediada por adenilil cilase (AC) de AMP ciclico (CAMP).
PKA ativa as enzimas lipoliticas, fosforilando diretamente LSH e ativando ATGL
indiretamente pela fosforilagdo de perilipina 1 (PLIN1), uma proteina associada a
goticulas lipidicas (STRALFORS; BJORGELL; BELFRAGE, 1984; GREENBERG et
al., 1991; NIELSEN et al.,, 2014). Estimulos lipoliticos ndo adrenérgicos incluem
glicocorticoides, peptideos natriuréticos, hormonio do crescimento e TNFa (NIELSEN
et al., 2014). Os produtos oriundos da lipdlise podem ser reesterificados dentro do
adipdcito ou liberados na circulacdo para serem usados por outros tecidos, como pelo
figado para gliconeogénese (glicerol) e pelo musculo para fosforilagdo oxidativa
(KURIYAMA et al., 2002).

De acordo com Choe e cols. (2016), as mudancas na quantidade e tamanho
das células adiposas sao dependentes do equilibrio entre enzimas lipogénicas e
lipoliticas e dessa forma, a remodelacédo do tecido adiposo também esta associada a
modulacdo da adipogénese (CHOE et al., 2016). A adipogénese é um processo
iniciado durante o desenvolvimento e continua ao longo da vida, sendo extremamente
controlado e regulado por condi¢des fisiologicas e ambientais (GESTA; TSENG;
KAHN., 2007; GONZALEZ-CASANOVA et al., 2020). Corresponde a diferenciacéo
dos adipdcitos basicamente em duas etapas: na primeira, células-tronco
mesenquimais sdo remodeladas para formar o pré-adipécito, enquanto a segunda
etapa consiste na maturacao do pré-adipécito em um adipadcito funcional (FARMER,
2006; VISHVANATH; Gupta, 2019).
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O primeiro estagio no processo de adipogénese abrange diversas substancias
e vias metabdlicas, incluindo a via da MAP quinase (MAPK), fator de crescimento
transformador-B (TGF-B), proteina quinase ativada por AMP (AMPK), proteinas
morfogenéticas 0sseas (BMPs), Wnt, e vias Hedgehog, que desempenham funcdes,
como programacdo de células-tronco, proliferacdo celular e regulacdo de estados
metabolicos (VISHVANATH; GUPTA, 2019). Enquanto o segundo estagio da
adipogénese é guiado por dois fatores de transcricdo principais, PPARy e CEBPq,
gue conduzem de forma coordenada o processo de diferenciacdo e controlam a
ativacao transcripcional de diversos marcadores para células adiposas maduras,
como receptor de insulina, adiponectina e a proteina de ligacdo de acidos graxos
(FABP4, também conhecida como aP2) (FARMER, 2006) (Figura 9).

Figura 9: Estagios do processo de adipogénese.
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C/EBPa
C/EBP3 e C/EBPS

Células-tronco/estromais Pré-adipécito
derivadas do tecido
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Fonte: Adaptado de VILLIERS et al., 2017.

Determinados fatores podem perturbar as inUmeras vias da adipogénese,
ocasionando desregulacdo desse mecanismo. Exemplos desses fatores sdo o0s
chamados disruptores enddcrinos, dentre 0s quais estdo 0s metais pesados, capazes
de modificar o metabolismo lipidico e interferir no processo de adipogénese. Ha
evidéncias em modelos com linhagens de células, células mesenquimais humanas e
em roedores que apontam que fatores obesogénios podem ter como alvos moléculas-
chave do processo de adipogénese, como C/EBPa e PPARy (GONZALEZ-
CASANOVA et al., 2020).
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1.6 Tecido adiposo e exposi¢céo a metais pesados

Achados nas ultimas décadas demonstraram que a exposicdo a poluentes
ambientais pode desempenhar um papel significativo no desenvolvimento de doencas
metabdlicas devido ao seu papel como disruptores enddcrinos (TRASANDE;
BLUMBERG, 2018). Disruptores enddcrinos podem ser considerados obesogénicos e
entre essas substancias estdo os compostos metalicos, fendis, hidrocarbonetos
aromaéticos policiclicos, amidas, ésteres, compostos halogenados, poluentes do ar e
agentes aromatizantes (EGUSQUIZA; BLUMBERG, 2020).

Estudos in vivo e in vitro demonstram que 0s metais pesados afetam a massa
e a funcdo do tecido adiposo através da modulagao da adipogénese (via C/EBPa e
PPARYy), indicando os efeitos “adipotrépicos” desses metais. E proposto que os efeitos
da exposi¢do a metais no tecido adiposo sejam bifasicos, variando desde o aumento
da adipogénese na exposicdo a baixas doses, com regulacdo dos principais fatores
adipogénicos C/EBPs e PPARy e promovendo adipogénese excessiva, até a inibicdo
da diferenciacdo do tecido adiposo em doses mais altas, através da regulacao
negativa de C/EBPs e PPARYy, que pode estar associada a efeitos téxicos dos metais
devido a atividade pro-inflamatéria e pré-oxidante (Figura 9). A reducao da capacidade
adipogénica pode resultar em lipotoxicidade, inclusive na doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica (DHGNA) (TINKQV et al., 2021).

Figura 10: Exposicéo ao mercurio e sua influéncia na adipogénese.
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Fonte: Adaptado de TINKOV et al., 2021.
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Tanto a estimulagdo quanto o bloqueio da adipogénese em resposta a
exposicdo a metais pesados, entre eles o mercuario, podem contribuir de forma
significativa para o desenvolvimento de distirbios metabdlicos. Sabe-se que a inibigdo
da diferenciacdo das células adiposas diminui a capacidade de armazenamento de
lipidios no tecido adiposo, levando ao acumulo de gordura ectépica (BOSY-
WESTPHAL et al., 2019). Alguns estudos demonstram que o Hg desempenha um
papel na inducéo ou exacerbacdo de doencas metabdlicas crénicas, como diabetes
mellitus e sindrome metabdlica (EOM et al., 2014; HE et al., 2013), enquanto outros
relatam resultados conflitantes (LEE; KIM, 2013; LU, 2014).

1.7 Metabolismo das lipoproteinas

As lipoproteinas circulantes no plasma sdo moléculas compostas por um nucleo
lipidico com diferentes concentracdes de triglicerideos e ésteres de colesterol
empacotados dentro de uma monocamada de fosfolipidios com colesterol livre
disperso e apolipoproteinas de superficie (HELKIN et al., 2016). O conteudo dentro
das lipoproteinas pode ter origem exdgena ou enddgena. (Figura 11). Os lipidios
exdgenos correspondem aqueles absorvidos a partir da dieta. Para solubilizar as
gorduras dietéticas (TRG, ésteres de colesterol e AGL), as células intestinais as
empacotam em quilomicrons (QM), uma lipoproteina contendo apolipoproteina B48
(Apo-B48) e entédo os QM sao liberados na linfa e na circulagcéo (XIAO et al., 2019).
Na circulacdo, os QM séo transformados pela acdo do HDL em moléculas maduras,
a partir das quais a enzima lipoproteina lipase (LPL) passa a extrair AGL, resultando
em remanescentes de quilomicrons (RQM), que serdo decompostos nos hepatocitos

com a participacao da apolipoproteina E (ApoE) (COOPER, 1997).

O conteudo de origem endbégena € formado sob influéncia da insulina
(SANDERS; GRIFFIN, 2016). TRG endogenos e outros lipidios séo liberados pelo
figado como lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), que possuem
apolipoproteina B100 (ApoB100) em sua superficie (SPARKS; SPARKS; ADELI,
2012). A LPL presente na superficie do endotélio atua sobre a VLDL somente apos
maturacdo por HDL, para entdo liberar acidos graxos para os tecidos periféricos
(WANG; ECKEL, 2009). Essa maturacédo ocorre através da acédo da HDL ao fornecer
as apolipoproteinas C-Il (ApoC-Il) e E (ApoE) a VLDL (WOLSKA et al., 2017).
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Figura 11. Metabolismo lipidico.

Via lipidica exogena

- L
Gordura da I <
dieta (TRGs) v 7‘{' . / Colest.erol

AG e MA &

JHTEE T NPC1L1
/ /) ."‘,l

Rord nascente
Remanescente de

quilomicron AG e MAG
i TA

Qi A >

am o
nascente

@
Via lipidica endégena . Transporte reverso
Excesso de glicose / refeigdes ricas em CHO / , do colesterol
&
@
oo\

LDL-R para captagdo ’
Y 2 S LDL-C

B 00l Lipoproteina

5 lipase (LPL)
HOL "¢ QM maduro l

“.\SR-B1

Hepatocitos

a3
Triglicerideo

Fonte: Adaptado de Zwartjes; Gerdes; Nieuwdorp (2021).

Apbs a transferéncia de TRG da VLDL para os tecidos, a molécula ApoC-ll
retorna ao HDL e com isso se forma a lipoproteina de densidade intermediéaria (IDL),
remanescente da VLDL, com cerca de 70-80% de seus triglicerideos perdidos, mas
com a maioria dos ésteres de colesterol retidos (HELKIN et al., 2016). IDL pode seguir
dois caminhos: perder mais triglicerideos através da acdo da lipase hepatica (LH),
formando a lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) ou ser decomposta dentro dos

hepatécitos pela ligagdo com o LDL-R a ApoE da superficie da IDL. O LDL-C tem
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niveis mais baixos de ApoE expressos, mas ainda tem ApoB-100 de superficie
expressa. Paralelamente a remocéo de TRG da VLDL por LPL e/ou formacao de IDL
ou LDL, a proteina de colesterol éster transferase (CETP) também pode atuar sobre
a VLDL e trocar ésteres de colesterol, retinil éster, fosfolipidios e triglicerideos entre
VLDL, HDL e LDL (HELKIN et al., 2016).

O transporte reverso do colesterol (TRC) compreende o outro bragco do
metabolismo das lipoproteinas. O TRC é mediado em parte por particulas HDL
contendo ApoAl, que captam colesterol dos tecidos periféricos, além de macrofagos
e células espumosas nas paredes dos vasos sanguineos. Assim, a HDL leva o
colesterol ao figado para excrecéo na bile e nas fezes (OUIMET; BARRETT; FISHER,
2019). A sintese de HDL se inicia pela producédo de ApoAl no figado e enterdcitos,
inicialmente desprovida de lipidios (pré-p-HDL). Em seguida, ABCAL, proteina
transmembrana responsavel pelo efluxo celular de colesterol e fosfatidilcolina garante

esses lipidios para formar HDL em formato discoide (TALL et al., 2008).

A lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), com a ajuda do cofator ApoAl, atua
sequestrando o colesterol dos tecidos periféricos para o nucleo lipidico da HDL, o que
modifica a configuracao dessa lipoproteina para sua forma esférica madura (OUIMET;
BARRETT; FISHER, 2019). O HDL continua circulando e captando colesterol dos
tecidos periféricos pela acdo da LCAT, ABCAL e posteriormente, o HDL devolve o
colesterol ao figado pela acdo do receptor scavenger classe B tipo 1 (SR-B1)
(ZANNIS; CHRONI; KRIEGER, 2006).

1.8 Apolipoproteina E

As apolipoproteinas sdo o componente proteico das lipoproteinas como
quilomicrons (QM), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de
baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade intermediéaria (IDL) e lipoproteina
de alta densidade (HDL) (ARRIFANO et al., 2018a). As apolipoproteinas solubilizam
os lipidios e facilitam o transporte dessas moléculas hidrofébicas em um meio aquoso,
como o plasma (VANCE; HAYASHI, 2010). Como parte das lipoproteinas, as
apolipoproteinas podem estar localizadas perifericamente na superficie da molécula

(apolipoproteinas A, C e E) ou de forma transmembrana, atingindo o nucleo lipidico
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da lipoproteina (apolipoproteina B) (LIMA; CARVALHO; SOUSA, 2007; VANCE;
HAYASHI, 2010).

A apolipoproteina E (ApoE) é uma das mais importantes apolipoproteinas
envolvidas no metabolismo das gorduras, além de participar de diversas fungdes
cerebrais, crescimento axonal, formacao sinaptica e reparo neuronal (XU et al., 2014;
Arrifano et al., 2018). Estudos em ratos e humanos mostraram que 0s hepatdcitos sédo
os principais locais de sintese de ApoE. A producédo de ApoE também €& prontamente
detectada no cérebro, tecido adiposo, glandula adrenal, testiculos, pele, rim, baco,
macréfagos em uma variedade de tecidos (HUANG; MAHLEY, 2014; TUDORACHE;
TRUSCA; GAFENCU, 2017). ApoE circula no sangue como um componente de VLDL,
guilomicrons e uma subclasse de HDL. No liquido cefalorraquidiano (LCR) e no SNC,
circula como pequenas particulas ou discos que se assemelham ao componente HDL
periférico (MAHLEY; HUANG, 2012).

Regulador chave dos niveis de lipidios plasméaticos, ApoE participa do controle
homeostéatico do conteudo lipidico do plasma e dos tecidos. Isso é realizado em parte
porque essa apolipoproteina se liga com alta afinidade aos receptores de lipoproteinas
da superficie celular. ApoE medeia a interacédo de lipoproteinas nas quais ela esta
contida com o receptor de LDL (LDLR), o receptor de VLDL, o receptor de ApoE-2 e
a gp330 (HUANG; MAHLEY, 2014).

ApoE humana possui trés isoformas (E2, E3 e E4) que diferem em sua
capacidade de interagir com 0s receptores e embora outros mamiferos expressem
ApoE, essa variacdo alélica s é encontrada em humanos (MARTINEZ-MARTINEZ et
al., 2020). ApoE se liga a proteoglicanas de heparano sulfato (HSPGs) da superficie
celular com diferencas especificas entre suas isoformas quanto a afinidade de ligacéo.
A interacdo com HSPGs parece atrair e sequestrar lipoproteinas contendo ApoE nas
superficies celulares e facilitar sua interagdo com o LDLR e possivelmente outros
receptores. HSPGs sozinhos também podem mediar diretamente a internalizacdo das
particulas de lipoproteinas contendo ApoE (MAHLEY; HUANG, 2007).

As isoformas da ApoE (Figura 12) se diferenciam molecularmente de acordo
com a ocorréncia de arginina e cisteina nas posicoes 112 e 158 da proteina (MAHLEY
etal., 2009; ARRIFANO et al., 2018). ApoE 2 tem uma cisteina em ambas as posicoes,

ApoE 3 tem uma cisteina em 112 e uma arginina em 158, e ApoE 4 tem uma arginina
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em ambas as posicoes (WEISGRABER, 1994). A isoforma mais comumente
encontrada é a ApoE 3, com frequéncia alélica populacional de 78%, seguida da ApoE
4 (15%) e ApoE 2, que apresenta menor frequéncia alélica (7%) (EISENBERG;
KUZAWA; HAYES, 2010). A substituicio dos aminoéacidos dificulta o local de
reconhecimento do LDLR resultando em baixa afinidade de ligag&o para esse receptor
e depuracdo prejudicada de particulas remanescentes de lipoproteinas ricas em
triglicérides (PHILLIPS, 2014).

ApoE é uma proteina com dominios N-terminal e C-terminal ligados por uma
regido de dobradica central. O dominio N-terminal contém o dominio de ligacdo ao
receptor, e o dominio C-terminal contém a regido de ligacao lipidica. Acredita-se que
a cisteina na posicéo 158 (C158) na ApoE 2 cause uma ligacéo deficiente ao receptor,
enquanto a arginina na posicéo 112 (R112) na ApoE 4 altera a conformacéo de todo
o dominio, de modo que R61 é exposto e interage com C255 no dominio C-terminal
(Figura 12). Essa “interacdo de dominio” parece ser a base biofisica para diferencas
na funcdo ApoE 4 em comparacdo com as outras duas isoformas; por exemplo,
preferéncia por VLDL sobre HDL. Na ApoE 3 e ApoE 2, que possuem C112 no lugar
de R112, 0 R61 ndo € exposto e ndo existe essa interacdo de dominio (FERNANDEZ
et al., 2019).

Entre as varias lipoproteinas plasmaticas, ApoE 4 tem preferéncia por
particulas grandes de VLDL ricas em triglicérides, enquanto ApoE 3 e ApoE 2
associam-se preferencialmente as pequenas HDL ricas em fosfolipidios (Huang;
Mahley, 2014). ApoE 4 é o principal gene de suscetibilidade relacionado ao
aparecimento da doenca de Alzheimer (LIU et al., 2013) e também esta associado a
dislipidemia (Heeren; Beisiegel; Grewal, 2006) bem como a doenca arterial
coronariana (DAC) (SCHMITZ et al., 2007). Arrifano et al. (2018b) sugerem em seu
estudo que ApoE 4, além de um possivel efeito farmacodinamico, pode influenciar
farmacocineticamente a exposi¢cao ao mercurio causando uma maior bioacumulagdo
desse metal, o que pode levar a doencas neurodegenerativas posteriores com o

envelhecimento.
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Figura 12: Isoformas da ApoE.
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As isoformas da ApoE diferem de acordo com os aminoacidos presentes nas posicoes
112 e 158. ApoE 2 possui uma cisteina na posi¢cao 112 e 158, ApoE 3 possui uma
cisteina na posicdo 112 e uma arginina na posi¢cao 158, e a ApoE 4 possui uma
arginina em ambas as posicoes. A arginina na posicao 158 na ApoE 4 exp0e a arginina
na posi¢cado 61, o que promove uma ligagdo com o 4cido glutdmico na posi¢édo 255,
mudando a conformacdo da molécula. Essa mudanca de conformacdo leva a
diferencas na afinidade da ApoE 4 por seus ligantes. Assim, ApoE 2 e 3 possuem
maior afinidade aos quilomicrons e algumas formas de HDL e ApoE 4 apresenta maior
afinidade pela VLDL. ApoE 4 esta relacionada a doenca de Alzheimer e a dislipidemia.

Historicamente, a maioria dos estudos sobre ApoE destacou 0 seu importante
papel na modulacdo do risco de doenca cardiovascular e doenca de Alzheimer.
Entretanto, os efeitos dessa molécula pleiotrépica vao além dessas condi¢Bes de
saude, com participacdo em diversas situacdes biolégicas, como funcdo do tecido
adiposo e excesso de peso, sindrome metabdlica, diabetes mellitus, fertilidade,

longevidade, funcdo imunolégica, e doencas infecciosas (MARTINEZ-MARTINEZ,
2020).

O tecido adiposo € o terceiro maior produtor de ApoE, ficando atras do figado
e do cérebro (ZECHNER et al., 1991). A producdo enddgena da ApoE nas células
adiposas parece ser regulada por fatores relacionados a sensibilidade a insulina. Seus
niveis reduzem em resposta ao excesso de peso, fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
e angiotensina Il, e aumentam em resposta a agonistas do PPARYy, jejum e perda de
peso (HUANG et al., 2007; YUE et al., 2004). Huang e cols. (2007) sugerem que ApoE
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protege contra oscilagdes do estado nutricional, preservando o balanco energético e
a funcionalidade do tecido adiposo através de sua participacdo na captacdo de

gorduras.

Adipdcitos sem expressdo de ApoE tém dificuldade para aquisi¢cdo de lipidios
a partir da particula de VLDL circulante. Ha pelo menos duas formas pelas quais isso
pode ocorrer, a primeira corresponde a menor internalizacdo de particulas de VLDL
através da via endocitica devido a expresséo reduzida de proteinas da familia do
receptor de LDL (HUANG et al.,, 2009). E a segunda diz respeito a prejuizos no
acumulo de TRG dependente da lipoproteina lipase em adipd6citos ApoE ko devido ao
transporte reduzido de acidos graxos através da membrana do adipdcito,
provavelmente em consequéncia a expressdo reduzida de caveolina-1 e balsas

lipidicas na membrana plasméatica (HUANG et al., 2009).

1.8 Doenca hepéatica gordurosa nédo alcoodlica (DHGNA)

Em todo o mundo, cerca de 2 milhdes de pessoas morrem por ano como
consequéncia de doencas hepaticas, sendo a cirrose uma causa comum de
mortalidade, causando aproximadamente 1,16 milhdo dessas mortes. Nos paises
industrializados ocidentais, as principais causas de cirrose sdo a ingestéo crénica de
alcool e a doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA), enquanto a hepatite B

ainda é" uma das principais causas em muitos paises asiaticos (ASRANI et al., 2019).

DHGNA (Figura 13) € uma doenca hepatica crbnica e cada vez mais comum
entre individuos adultos no mundo ocidental (CHALASANI et al., 2018; EASL, 2016).
E caracterizada pela infiltracdo gordurosa do figado, em individuos sem histérico de
ingestéao significativa de alcool ou de outras doencas hepaticas (COTRIM et al., 2016)
e subdividida em figado gorduroso nao alcodlico e esteato-hepatite ndo alcodlica, do
inglés nonalcoholic steatohepatitis (NASH) (CORDEIRO et al., 2020).
Histologicamente, DHGNA é categorizada em figado gorduroso ndo alcodlico, com
grau de esteatose hepatica = 5% sem evidéncia de lesdo de células hepaticas e sem
fiborose e NASH, definida como = 5% de esteatose hepatica incluindo inflamacéo e
lesdo de hepatdcitos com ou sem fibrose, embora a fibrose seja tipicamente
observada (CHALASANI et al., 2018).
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NASH esté relacionada a elevacdo do risco de cirrose hepatica, carcinoma
hepatocelular (CHC) e mortalidade relacionada a doencas do figado, principalmente
guando ha fibrose associada (TAKAHASHI; FUKUSATO, 2014). O progresso da
fibrose amplia significativamente o risco de morte relacionada a doenca hepatica
(DULAI et al., 2017).

Figura 13: Evolucao da doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA)
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Fonte: Adaptado de KORINKOVA et al., 2020.

O acumulo de gordura no tecido adiposo e no figado resulta em esteatose hepatica
isolada, com goticulas de gorduras acumuladas nos hepatdcitos e danos ao ndcleo
das células. A esteatose pode evoluir reversivelmente para esteato-hepatite néo
alcodlica, que apresenta deposicao de fibras de colageno no tecido hepatico e danos
aos hepatdcitos. Por sua vez, a esteato-hepatite, quando néo tratada, pode evoluir
para cirrose hepatica de modo irreversivel, podendo chegar ao carcinoma
hepatocelular.

Diversas vias estdo envolvidas na patogénese da DHGNA, como o acumulo de
acidos graxos e triglicérides que ocorre devido a resisténcia a insulina tanto hepatica
guanto no tecido adiposo e no musculo esquelético. De acordo com Donelly e col.
(2005), na DHGNA as fontes de triglicérides intra-hepaticos foram atribuidas
principalmente a acidos graxos circulantes (59%), acidos graxos dietéticos (15%) e

lipogénese de novo (DNL) (26%). DNL é a sintese de acidos graxos a partir de
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subunidades de acetil-CoA produzidas durante a gliclise no metabolismo dos
carboidratos (SMITH; TSAI, 2007). Estima-se que a DNL seja trés vezes maior na
DHGNA em comparagdo com individuos saudaveis (TER HORST; SERLIE, 2017).

DHGNA esta associada de modo bidirecional com componentes da sindrome
metabolica (SM) (BYRNE; TARGHER, 2015; YOUNOSSI et al.,, 2016), sendo
acompanhada por uma série de alteracdes fisiopatologicas: resisténcia a insulina,
elevacao da lipogénese e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL); diminui¢cao
da oxidacdo de acidos graxos no figado; lipdlise desordenada no tecido adiposo
ocasionando lipotoxicidade; e reducdo da supressdo da glicogendlise e
gliconeogénese hepaticas mediada pela insulina, resultando em esteatose,
hipertrigliceridemia e hiperglicemia (VIRTUE; VIDAL-PUIG, 2010; YKI-JARVINEN,
2014; KOLIAKI et al., 2015).

Os niveis de exposicao a metais pesados também foram relacionados a indices
de doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica e alteracdes em enzimas hepaticas
(NGUYEN; KIM, 2022) e de acordo com esses autores, as principais vias moleculares
implicadas na patogénese da DHGNA gerada pela combinacdo de metais pesados
incluem estresse oxidativo ativado, metabolismo lipidico alterado e aumento de

citocinas e resposta inflamatéria.
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2 JUSTIFICATIVA

A intoxicagdo mercurial € um problema de saude publica em regides endémicas
do Brasil, especialmente na regido Amazonica. Recentemente, evidéncias apontam

para um efeito da intoxicacao por mercurio no risco cardiovascular e aterosclerotico.

A pandemia da obesidade € uma preocupacdo mundial, afetando todas as
idades, aumentando o risco cardiovascular e doencas cronico-degenerativas. Esse
impacto a longo prazo pode determinar gastos excessivos em saude publica e risco

de incapacitacdo e 6bito precoce.

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, estd havendo um processo de
transicdo nutricional, onde ha uma dupla carga de ma nutricdo, com ocorréncia de

obesidade e desnutricdo proteica em populacdes vivendo em areas carentes.

O entendimento da fisiopatologia do tecido adiposo e de sua plasticidade em
condicdes de intoxicagdo mercurial em popula¢cdes com dislipidemia €, portanto, de

carater estratégico para politicas de saude publica no Brasil.

No nosso estudo, avaliamos o efeito da intoxicagdo mercurial (20mg/L na agua
de beber por 20 dias) nas alteracdes estruturais e funcionais do tecido adiposo branco
epididimario em camundongos ApoE nocautes, animais que apresentam dislipidemia

e representam modelo experimental para doenca cardiovascular.

Até onde se sabe, este € o0 primeiro estudo que investigou nesses animais o
impacto da intoxicagdo mercurial no tecido adiposo. Os resultados do nosso estudo
poderdo contribuir para descoberta de alvos farmacoldgicos para intervencdo em
populacbes vulnerdveis com o intuito de melhorar a funcdo anti-obesogénica e

anntiinflamatoria do tecido adiposo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da intoxicacéo induzida por metilmercurio - MeHg (20 mg/L) por
20 dias na plasticidade do tecido adiposo unilocular e na concentracédo de marcadores
inflamatorios sistémicos e peroxidacao lipidica em camundongos jovens C57BL6J
APOE nocautes.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos da intoxicacdo por MeHg (20 mg/L) por 20 dias na agua de
beber em camundongos jovens C57BL6J.

e Avaliar o efeito da auséncia de ApoE em camundongos jovens C57BL6J.

e Investigar a existéncia de sinergismo entre a acao do MeHg (20 mg/L) e
auséncia de ApoE em camundongos jovens C57BL6J.

e Avaliar a acdo do MeHg no modelo de dislipidemia (ApoE ko), em

camundongos jovens C57BL6J.

Serao avaliados os seguintes aspectos:

¢ Ganho e delta de peso corporal

e Peso do tecido adiposo epididimario

e Peso do tecido hepético

e Dosagem de mercurio no pelo

e Concentracao plasmatica de colesterol total e triacilglicerois

e Concentracdo plasmatica de enzimas hepéticas AST e ALT

e Peroxidacao lipidica através das concentracfes de malondialdeido (MDA),
hidroperoxidos e superodxido dismutase no tecido hepético

e Expressao génica de LCAT, APOALl, HMGCR, NFkB-p65, TNFa, PPARy no
tecido adiposo epididimario

e Esteatose hepética e grau de balonizagéo
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e Concentragdo dos niveis de leptina no plasma
e Morfometria do tecido adiposo epididimario com medida de diametro dos

adipdcitos



49

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Experimentacao animal

Foram utilizados 97 camundongos C57BL6J (59 selvagens e 38 ApoE ko) apds
desmame, com idade de 21 dias e peso entre 8 e 10 gramas. Quatro desses animais
morreram durante a fase de experimentacdo. Os animais foram provenientes do
biotério de producdo do Nucleo de Biologia Experimental da UNIFOR (NuBEXx), da
Universidade de Fortaleza (UNIFOR), com protocolo de aprovagdo por comité de
ética: 2073110618 de 2018. O biotério do NuBEXx é classificado como NB1 e dispde

da linhagem C57BL6J, mantidos sob rigoroso controle sanitario e genético.

Tabela 3: Grupos experimentais para avaliar o impacto da intoxicagdo mercurial em

animais ApoE ko e controles selvagens.

Linhagem Tratamento Denominagéo

Selvagens Agua CT

Selvagens MeHg MeHg
ApoE ko Agua ApoE ko CT
ApoE ko MeHg ApoE ko MeHg

Os animais foram mantidos em microisoladores dispostos em rack com
ventilacdo forgada; com temperatura, luminosidade, umidade do ar e frequéncia de
trocas gasosas controladas. Em cada microisolador foram dispostos no maximo cinco
animais, com livre acesso a agua e comida. Todos 0s animais receberam uma
marcacgao na cauda, que permaneceu com eles até a data da eutanasia. A pesagem
ocorreu semanalmente. O valor inicial do peso de cada animal foi considerado como
seu valor absoluto (100%). As demais pesagens foram convertidas para valores

percentuais relativos ao absoluto. Os resultados foram apresentados com grafico de
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ganho de peso ao longo do tempo e delta de ganho de peso [peso final — peso inicial

C)IE

Os microisoladores, maravalha, racdo e agua desses animais foram
desinfetados a cada troca pela equipe treinada do préprio biotério. Todas as pesagens
foram feitas em cabines de biosseguranca com fluxo de ar, a fim de evitar a
contaminacdo dos animais. Mantendo as barreiras sanitarias ideais para o nivel de

seguranca do biotério.

ApoOs 61 dias de vida, os animais foram eutanasiados com sobredose de
ketamina e xilazina para coleta das amostras. Quando destinadas para a realizagao
de técnicas de biologia molecular, as amostras foram acondicionadas em nitrogénio
liquido. O sangue foi coletado através de capilares heparinizados por meio do plexo
retrorbital, sendo separado em plasma para as analises de parametros lipidicos e

inflamacéo sistémica.

4.2 Intoxicagcdo com metilmercurio

Em estudo anterior deste grupo de pesquisa com dose de 40mg de MeHg/L por
21 dias na agua de beber (FRANCO et al., 2009) em camundongos C57BL6J foi
observada alta taxa de mortalidade e aparecimento de prejuizo motor, ataxia,
tornando inviavel a avaliagdo do impacto do MeHg pela perda de animais. A dose
entdo foi ajustada para 20mg de MeHg/L por 21 dias, protocolo proposto por Andersen
e Andersen (1993), esta dose foi bem tolerada pelos animais durante o periodo de 21

dias.

Os animais intoxicados foram movidos para outra sala de experimentacéo, a
fim de n&o contaminar o rack de ventilagéo, ou seus filtros. Eles se mantiveram com
a mesma distribuicdo de animais por caixa e parametros dos demais. Com 41 dias de
vida, aqueles animais com peso entre 8 e 10g foram iniciados a intoxica¢ao por MeHg
(Cloreto de Metilmercurio - Sigma) com 20 mg de MeHg/L de agua de beber por 20
dias (Figura 14).
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Figura 14: Desenho experimental do estudo.
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Fonte: propria.

As provetas, mamadeiras e microisoladores foram higienizados em local
diferente dos demais animais para ndo haver contaminagédo cruzada. A maravalha
trocada era reservada e ao final do protocolo experimental, ela e todos os residuos
decorrentes da eutanasia foram armazenados em saco branco leitoso, com simbolo
de contaminante. Todos os residuos foram encaminhados a empresa especializada
gue recolhe lixo decorrente do curso de odontologia (com residuos de Hg do
amalgama dentario), para posterior incineracdo com o uso de filtro especifico na

chaminé.

Para preparacdo da solucdo de intoxicacao, foi feita diluicdo para 20mg de
MeHg/L de agua, mantida sob agitacdo e leve aquecimento por 20 minutos em
plataforma agitadora e aguecedora mecanica. Cada solucao de 20 mg de MeHg/L de
agua era preparada semanalmente, sendo armazenada em geladeira (2-8°C) ao
abrigo da luz, em garrafa de plastico. Toda manipulacdo do MeHg foi feita dentro de
cabine de biosseguranca com uso de mascaras de protecdo hemifacial e 6culos, além
do uso de jalecos descartaveis, luvas de nitrila e o cuidado para evitar o uso de

materiais metalicos no manuseio do MeHg.

Ao finalizar um grupo experimental o que restava das garrafas contendo MeHg
era armazenado para ser posteriormente encaminhado ao setor de Quimica Analitica
da Universidade Federal do Ceara (UFC), para correto descarte do material

contaminado.
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4.3 Dosagem da concentragao de mercurio nos pelos

Para mensurar a concentracdo de mercurio no pelo, foi utilizado o aparelho
DMA-80 (Direct Mercury Analyzer, Milestone, Dinamarca), em colabora¢cdo com o
Departamento de Quimica da UFMG.

O principio do sistema de analise do aparelho, consiste na decomposi¢cao
térmica da amostra a partir de um fluxo continuo de oxigénio. Os produtos em alta
temperatura da combustdo com o oxigénio, sdo conduzidos a um catalisador que
aquece mais a amostra e conduz os vapores a um detector constituido por ouro que
realiza a detec¢gao do mercurio volatilizado da amostra baseado na forte amalgama
gue o mercurio realiza com o ouro. Apds a formagao da amalgama, esta, € dessorvida
por quantizagao e a concentragdo de mercurio detectada na amostra € determinada
por espectrofotometria de absorg¢ao atdmica a 254 nm (KIM et al., 2019). Os resultados

finais foram expressos em mg Hg/ kg amostra.

Para mensurar a concentragdo de mercurio nos pelos, os mesmos foram
recolhidos apds eutanasia. Foram pesados entre 0,1 a 0,9 miligramas de amostra para
0S grupos intoxicados e entre 1 a 9 miligramas de amostra para 0S 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

finais expressos em mg Hg/kg amostra.

4.4 Avaliacéo do perfil lipidico

As amostras de sangue foram coletadas por meio do plexo retroorbital e
centrifugadas a 3500 rpm por dez minutos. O plasma foi obtido para determinacdo da
concentracdo de colesterol total e triglicérides. Os niveis de colesterol total e
triglicérides plasmaticos foram determinados por analisador semi-automatico

(LabQuest, Labtest, Brasil), utilizando kits de diagnostico (Labtest, Brasil).
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4.5 Esteatose hepética

As laminas foram processadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E).
Foram entdo classificadas de forma cega por um patologista quanto aos escores de
esteatohepatite e balonizacdo (KLEINER et al., 2005). O escore de esteatohepatite
segue a seguinte classificacdo: (0) ndo diagnéstico de esteatohepatite, (1)
esteatohepatite limitrofe, (2) diagnostico de esteatohepatite. Enquanto o escore de
balonizacdo os seguintes parametros: (0) nenhuma, (1) poucas células balonizadas,

(2) muitas células balonizadas/balonizacdo proeminente.

4.6 Avaliacdo de estresse oxidativo no tecido hepatico

4.6.1 Hidroperdéxidos totais

A dosagem de hidroperdxidos totais presentes nas amostras hepaticas,
consiste basicamente na oxidagdo de ions ferroso (Fe?) a ions férricos (Fe3) sob
condi¢gdes acidas, pelos hidroperoxidos, conforme descrito por Barnejee e
colaboradores (2003). O indicador utilizado € o xilenol orange, que se liga aos ions
férricos produzindo um croméforo com tonalidade entre o azul e roxo, que pode ser
determinado espectrofotometricamente porque absorve em 560 nm e tem coeficiente
de extingdo molar (1,5x104M-1cm-1 a 560nm) conhecido (BANERJEE et al., 2002).

Os resultados foram expressos em pmol de hidroperoxidos por mg de proteina.

4.6.2 Atividade de superoxido dismutase (SOD)

A dosagem da atividade da superoxido dismutase (SOD) é baseada na sua
habilidade em reagir com o anion superéxido (Oz2-) e reduzi-lo a peréxido de hidrogénio
(H202) e agua. Assim, a SOD ¢é capaz de diminuir a auto-oxidagdo do pirogalol,

presente no meio de reagao, conforme descrito por Dieterich e colaboradores em
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(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 é capaz de evitar a auto-oxidagao de 50% de pirogalol do padréo. O resultado

foi expresso em unidades de SOD por mg de proteina (U/mg proteinas).

4.6.3 Avaliacao da peroxidacao lipidica por substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS)

As amostras foram homogeneizadas em PBS 1x gelado e centrifugadas a
12.000 rpm por 10 minutos. A analise da medida dos metabdlitos reativos ao acido
tiobarbitirico contemplou a adicdo de 500 pL de solugdo contendo &cido
tricloroacético (TCA 15%), acido tiobarbitarico (TBA 0,0375%) e acido cloridrico (HCI
0,25 N) aos sobrenadantes (250uL). As amostras foram mantidas em banho-maria
fervente por 15 minutos e, entdo, colocadas em agua corrente até esfriarem. Foram
adicionados 750 pL de &lcool butilico, e os tubos foram vigorosamente agitados. As
amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Foram adicionados a placa de 96 pocos 200uL do sobrenadante, em duplicata. A
absorbancia foi medida espectrofotometricamente em comprimento de onda de 535
nm, e os resultados foram normalizados pela concentracdo de proteina no tecido
(LOWRY et al., 1951).

4.7 Enzimas hepaticas

4.7.1 Atividade de aspartato aminotransferase (AST)

A dosagem da atividade de AST foi realizada por kit diagnéstico (Labtest,
Brasil), de acordo com as instrugdes do fabricante. A atividade enzimatica de

transaminase, isto €, na catalise da transferéncia de um grupo amino de um a-
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aminoacido para um a-cetoacido, que a enzima exerce. Assim, 0 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 enzimatica da transaminase. Os resultados foram

expressos em unidades/mL de AST.

4.7.2 Atividade de alanina aminotransferase (ALT)

A dosagem da atividade de ALT foi realizada por kit diagnostico (Labtest,
Brasil), baseada nas instrugdes do fabricante e no fato de que a ALT catalisa a
transferéncia do grupo 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 que a coenzima NADH é oxidada
a NAD+. A atividade enzimatica da ALT na amostra é calculada de forma diretamente
proporcional a absorbancia em 505 nm. Os resultados foram expressos em
unidades/mL de ALT.

4.8 Analise de leptina por ensaio imunoenzimatico ELISA

O sangue foi coletado pelo plexo retrorbital e mantido em recipiente
heparinizado. Posteriormente foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos e aspirado
0 sobrenadante para coleta do plasma e andlise de Leptina. As amostras foram
descongeladas e homogeneizadas em tampédo fosfato salina 1x concentrada, o
reagente foi diluido em solucéo de BSA a 1%, os anticorpos e o padrao foram diluidos
em PBS 1x filtrado. Ap6s sensibilizacdo de placa foi realizada a etapa de bloqueio
para ligag6es inespecificas. As amostras foram incubadas overnight e adicionado o
anticorpo no dia seguinte, bem como dos reagentes colorimétricos e leitura em
espectofotbmetro em 450 nm. A técnica seguiu o protocolo disposto no kit especifico

do anticorpo, proposto pela fabricante R&D Systems.
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4.9 Anélise da expressdo génica

A reacdo da cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando um mastermix
comercial (BIO-RAD, 1725121) e seguidas as recomendac¢des do fabricante para as
reacoes de 10 uL. Nestas foi utilizado 5uL do mastermix, 2 uL de agua livre de
nuclease, 1 uL de primer forward, 1 uL de primer reverse e 1 uL do produto de cDNA
diluido 10x. Brevemente, as amostras foram analisadas com os primers de peffil
lipidico, sendo estes o GADPH (Controle positivo), LCAT, TNFa, APOA1, NFKB,
HMGcR e PPARY. A programacéo utilizada na corrida da PCR foi 94° C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 94° C 20 segundos, 60° C 20 segundos e 72° C por
20 segundos e, por fim, 72° C por 2 minutos. A analise dos dados foi realizada

seguindo o método de Livak; Schmittgen (2001).

4.10 Morfometria do tecido adiposo

Estudos histoldgicos no tecido adiposo epididiméario foram realizados. Apos a
pesagem, os tecidos foram fixados em formaldeido a 10% por 1 a 2 dias. Assim, 0s
tecidos foram incluidos em parafina, seccionados a 5 uym e corados com
hematoxilina/eosina. Os tecidos foram estudados em um microscépio Olympus
America Q-Color 3 (Canadd) equipado com o pacote de software de andlise de
imagem QCapture, para avaliagdo dos parametros morfométricos. A analise foi feita
em 10 campos aleatérios por corte medidos em uma ampliacdo de 10x. Para
mensuracao do diametro dos adipdcitos, foram quantificadas trés laminas por animal,
sendo retiradas laminas n&o consecutivas. O software Image J 1.45 (National

Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) foi usado para medir os adipocitos.

4.11 Equipamentos e Materiais

e 10 microisoladores (Alesco®, Sao Paulo, Brasil);
e 3racks ventilado (Alesco®, Sao Paulo, Brasil);

e Balancadigital eletronica para pesagem de animais (Filizola, Sdo Paulo, Brasil);
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Balanca analitica eletrénica de precisdo (Precisa, Belo Horizonte, Brasil);
Centrifuga refrigerada para tubos (Sigma, Steinheim, Alemanha);
Espectrofotometro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Toquio, Japao);
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha);
Espectrofotometro de absorcao atbmica — DMA8O (Milestone, Bergamo Italia);
Cabine de seguranca biolégica classe Il, ARIA LS48 (Tecniplast, Varese, Italia);
Microisoladores, GM 500 (Tecniplast, Varese, Italia);

Rack ventilado DGM (Tecniplast, Varese, Italia);

Geladeira e freezer -80°C (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha);
LightCycler Nano (Basel, Switzerland);

Cromatografo (Waters, modelo Alliance, Massachusetts, United States);
LabQuest (Labtest, Lagoa Santa, Brasil);

Vértex Maxi Mix 1l (Thermolyne, lowa, Estados Unidos);

Racédo Presence-Labina (Sao Paulo, Brasil);

Capilares vitreos heparinizados;

Microplacas de 96 pocos;

Tubos Eppendorfs, 1,5ml;

Criotubos, 2,0ml;

Tubos Falcons, 15 e 50ml;

Intrumental cirargico;

Ponteiras para pipetas;

Seringas;

Tubos de polipropileno para centrifuga;

Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio;

Luvas de nitrile descartaveis;

Mascara e oculos de protecao individual 3M contra risco biologico;
Placas de petri;

Avental de algodao;

Avental descartavel;

Propés descartaveis;

Toucas descartaveis;

Sacos plasticos para descarte, com simbolo de contaminante;
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e AnyMaze versao Unica (Stoelting, Co, lllinois, EUA)

e Microscopio Olympus America Q-Color 3 (Canada)

4.11.1 Reagentes e solugdes

e Cloreto de metilmercurio (Sigma, Steinheim, Alemanha);

e Ketamina - Kensol (Konig, Santana de Parnaiba, Brasil);

e Xilazina - Vetanarcol (Konig, Santana de Parnaiba, Brasil);

¢ Kit Labstest® para dosagem de colesterol (Labtest, Lagoa Santa, Brasil);

e Kit Labstest® para dosagem de triacilglicerois (Labtest, Lagoa Santa, Brasil);

e Kit ELISA Duo-Set Leptina (R&D Systems, Minesota, EUA);

¢ RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Dusseldorf, Alemanha);

e Super Script Il (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil);

e AmpliTaqg Gold DNA Polymerase (Thermo Scientific, Braunschweig,
Alemanha);

e SYBR Green Master mix (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemanha);

e Primers Bax, GAPDH, APOA1, LCAT, PPARYy, NFxB, TNFa (Invitrogen, Séao
Paulo, Brasil);

e Fosfato de sddio dibasico (Dinamica, Indaiatuba, Brasil);

e Fosfato de s6dio monobasico (Dinamica, Indaiatuba, Brasil);

e Dodecil sulfato de sédio (SDS) 8,1% (Dinamica, Indaiatuba, Brasil);

e PBS (tampao fosfato salino);

e HTAB 0,5%;

e HNOs 10%,;

e KMnOag;

e H2SOqy;

e Sulfonilamida 1%;

e Acido fosférico 5%;

e Acido acético 20%;

e Acido 2-tiobarbitarico 0,5%;

e Acido ditiobisnitrobenzoico (DTNB)

e Acido perclérico 1%
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4.12 Andlise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism (GraphPad Prism 5
Software, San Diego, CA, USA) para fazer as andlises e comparacfes. As
comparacoes estatisticas e significancias foram verificadas utilizando-se o teste two-
way ANOVA com pés teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média

+ erro padrdo da média (EPM). O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

4.13 Etica

Os experimentos descritos no modelo animal seguem as recomendagdes do
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal e foram submetidos e aprovados junto
ao Comité de Etica da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) (ANEXO A).
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5 RESULTADOS

5.1 Depdsito de mercario no pelo

Os camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko intoxicados com 20mg/L de
MeHg apresentaram significativamente maior concentracdo de Hg no pelo do que os
respectivos grupos controle, p<0,05. Os animais selvagens intoxicados apresentaram
significativamente menor depdsito de Hg no pelo do que ApoE ko intoxicados, p<0,05
(Figura 15).

Figura 15. Efeito da administracdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na

concentragao de Hg no pelo de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05; **p<0,01; p<0,001. Teste two-way ANOVA, com

correcdo por teste de Bonferroni.
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5.2 Peso dos animais

Os camundongos C57BL6/J selvagens intoxicados com 20mg/L de MeHg
apresentaram ganho de peso significativamente menor que o grupo controle, p<0,01.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos controle selvagem versus controle
ApoE ko, bem como entre o grupo controle selvagem e o grupo ApoE ko intoxicado e
0s grupos ApoE ko controle versus ApoE ko intoxicado com MeHg. Os animais ApoE
ko intoxicados com MeHg apresentaram significativamente maior ganho de peso que

0s animais selvagens intoxicados, p<0,01 (Figura 16).

Figura 16. Efeito da administragéo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias no ganho de

peso de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com corre¢ao por teste

de Bonferroni.

N&ao houve diferenca significativa no percentual de ganho de peso semanal
entre animais selvagens nao intoxicados quando comparados com selvagens
intoxicados com MeHg. Também ndo encontramos diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos controle selvagem versus controle ApoE ko ou controle

selvagem e o grupo ApoE ko intoxicado. Animais ApoE ko néo intoxicados com MeHg
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apresentaram significativamente maior ganho de peso na semana 4 (S4) quando

comparados com ApoE ko intoxicados (Figura 17).

Figura 17. Efeito da administracao oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias no percentual
de ganho de peso semanal de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. *p<0,05. Teste two-way ANOVA.

5.3 Peso do tecido adiposo epididimario e do figado

N&o houve diferenca significativa no peso do tecido adiposo epididimario
guando comparamos 0s animais selvagens controles versus intoxicados com MeHg.
Entretanto, quando comparados os grupos controles do estudo, o grupo ApoE ko
controle apresentou significativamente menor peso do tecido adiposo epididimario que
o grupo controle selvagem (p<0,05). Também foi verificado significativamente menor
peso do tecido adiposo no grupo ApoE ko intoxicado quando comparado ao grupo
selvagem intoxicado (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos
Controle selvagem versus Apoe ko intoxicado e ApoE ko controle versus ApoE ko

intoxicado (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da administracéo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias no de peso do

tecido adiposo epididiméario de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. * p< 0,05. Teste two-way ANOVA, com correcao por teste de
Bonferroni.

N&o houve diferenca significativa no peso do figado entre animais selvagens
controles e intoxicados com MeHg, controle selvagem versus ApoE ko controle ou
controle selvagem versus ApoE ko intoxicado com MeHg. Entretanto, encontramos
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos ApoE ko controle e APOE
ko intoxicado, nas quais o grupo intoxicado apresentou menor peso do 6rgao (Figura
19).
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Figura 19. Efeito da administracéo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias no de peso do
figado de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko adultos.

Figado
2.01
*
1.54 _
-—
S 1.0-
0.5
0.0 T T
CT MeHg CT MeHg
Selvagens ApoE ko

Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05. Teste two-way ANOVA, com correcao por teste de

Bonferroni.

5.4 Lipidios sanguineos

N&o encontramos diferencas significativas nos niveis plasméticos de
triglicérides entre os grupos de animais selvagens controle e intoxicado com 20mg/L
de MeHg. Os grupos ApoE ko controle e ApoE ko intoxicado apresentaram valores
significativamente mais elevados de triglicérides quando comparados individualmente
ao grupo controle selvagem (p<0,01). Também encontramos diferencas significativas
entre 0s grupos selvagem intoxicado versus ApoE ko intoxicado, com maior nivel de
triglicérides no grupo com delecdo de ApoE (p<0,01). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos ApoE ko controle versus ApoE ko intoxicado (Figura 20).
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Figura 20. Efeito da administracdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na
concentracdo plasmatica de triglicérides de camundongos C57BL6/J selvagens e

ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com correcéo por teste de

Bonferroni.

N&o detectamos diferencas significativas nos niveis plasmaticos de colesterol
entre 0s grupos de animais selvagens controle e intoxicado com 20mg/L de MeHg. Os
grupos ApoE ko controle e ApoE ko intoxicado apresentaram valores
significativamente mais elevados de colesterol quando comparados individualmente
ao grupo controle selvagem (p<0,01). Também encontramos diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos ApoE ko controle versus ApoE ko
intoxicado, com maior nivel de colesterol no grupo intoxicado. O grupo ApoE ko
intoxicado apresentou significativamente maiores niveis de colesterol plasmatico que

0 grupo selvagem intoxicado (Figura 21).
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Figura 21. Efeito da administracdo oral de MeHg (20 mg/L) por 30 dias na
concentragdo plasmatica de colesterol de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE

ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com correcdo por teste de

Bonferroni.

5.5 Esteatose hepética

Diferencas estatisticas em relagdo aos escores de esteatose hepatica nédo
foram encontradas em camundongos C57BL6/J quando comparados 0S grupos
controle selvagem versus selvagem intoxicado com MeHg. Também ndo houve
diferenca estatistica quando comparamos 0s grupos controle selvagem versus APOE
CT. Entretanto, a intoxicagdo por MeHg (20 mg/L na agua de beber) por 20 dias
causou aumento significativo nos escores de esteatose hepatica em animais ApoE ko
guando comparados com seus controles. Quanto ao escore de balonizag&o, foram
detectadas diferencas estatisticas apenas quando comparados 0s grupos selvagem

controle versus ApoE ko intoxicado (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeitos da intoxicagao por mercurio (20 mg/L na agua de beber) em escores

histopatoldgicos no figado de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko adultos.

Grupos Esteatose Balonizagéao
Controle 0 (0-0) 0 (0-1)
MeHg 0 (0-0) 0 (0-2)
ApoE CT 0 (0-1) 1 (0-2)
ApoE MeHg 1 (0-1)*P 1 (0-2)°

a: <0,05 versus APOE CT b: p<0,05 versus Controle.

5.6 Estresse oxidativo no tecido hepéatico

A intoxicacdo por MeHg (20 mg/L na agua de beber) por 20 dias causou
reducdo significativa nos niveis de hidroperéxidos no tecido hepético de camundongos
C57BL6/J selvagens (p<0,01) e ApoE ko (p<0,05) em comparacdo aos respectivos
controles. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos controle
selvagem versus ApoE ko controle ou controle selvagem versus ApoE ko intoxicado
(Figura 22).
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Figura 22. Efeito da administracdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na
concentracdo de hidroperoxidos no tecido hepatico de camundongos C57BL6/J

selvagens e ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. * p< 0,05; ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com correcao

por teste de Bonferroni.

Os camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko intoxicados com 20mg/L de
MeHg apresentaram significativamente maior concentracdo da enzima superoxido
dismutase (SOD) no tecido hepatico quando comparados a seus respectivos
controles, p<0,01. Também encontramos diferencas estatisticas entre 0os grupos
controle selvagem versus ApoE ko controle (p<0,01) e selvagem intoxicado versus

ApoE ko intoxicado, p<0,05 (Figura 23).
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Figura 23. Efeito da administragcdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na
concentracdo de SOD no tecido hepatico de camundongos C57BL6/J selvagens e

ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. * p< 0,05; ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com correcao

por teste de Bonferroni.

Os camundongos C57BL6/J selvagens (p<0,05) e ApoE ko (p<0,01) néo
intoxicados com MeHg apresentaram significativamente menores concentracdes de
(TBARS) no tecido hepatico quando comparados a seus respectivos grupos
intoxicados com 20mg/L de MeHg. Os animais selvagens controles apresentaram
significativamente menor concentracdo de TBARS no tecido hepéatico quando

comparados ao grupo ApoE ko intoxicado por MeHg, p<0,01 (Figura 24).
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Figura 24. Efeito da administragcdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na
concentracdo de TBARS no tecido hepatico de camundongos C57BL6/J selvagens e

ApoE ko adultos.
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Os valores representam a média + EPM. * p< 0,05; ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com corregao

por teste de Bonferroni.

5.7 Enzimas hepaticas

Os camundongos C57BL6/J selvagens né&o intoxicados apresentaram
significativamente menores concentracdes de alanina aminotrasferase (ALT) quando
comparados aos animais ApoE ko néo intoxicados e ApoE ko intoxicados, p<0,01. Os
animais selvagens intoxicados apresentaram significativamente menores
concentragbes de ALT quando comparados aos animais ApoE ko intoxicados, p< 0,05.
Camundongos ApoE ko n&o intoxicados apresentaram significativamente menores
concentragdes de ALT quando comparados aos animais ApoE ko intoxicados (Figura
25).
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Figura 25. Efeito da administracdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na

concentracdo de ALT no plasma de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko
adultos.
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Os valores representam a média + EPM. ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com correcdo por teste de
Bonferroni.

Os camundongos C57BL6/J selvagens nado intoxicados apresentaram
significativamente menores concentragdes da enzima aspartato aminotrasferase
(AST) gquando comparados aos animais ApoE ko nédo intoxicados e ApoE ko
intoxicados, p<0,01. Os animais selvagens intoxicados apresentaram
significativamente menores concentracdes de AST quando comparados aos animais
ApoE ko intoxicados, p< 0,01 (Figura 26).
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Figura 26. Efeito da administragcdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na

concentracdo de AST no plasma de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko
adultos.
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Os valores representam a média + EPM. ** p< 0,01. Teste two-way ANOVA, com correcao por teste de
Bonferroni.

5.9 Niveis de Leptina plasmaética

Os camundongos C57BL6/J selvagens ndo intoxicados apresentaram
significativamente maiores concentracfes de leptina plasmatica quando comparados
aos ApoE ko ndo intoxicados e ApoE ko intoxicados com mercurio. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos selvagem controle versus selvagem MeHg e
ApoE ko controle vs ApoE ko intoxicado (Figura 27).
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Figura 27. Efeito da administracdo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias na

concentragéo de leptina no plasma de camundongos C57BL6/J selvagens e ApoE ko
adultos.
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Os valores representam a média + EPM. *p< 0,05. Teste two-way ANOVA, com corre¢do por teste de
Bonferroni.

5.10 Expresséao génica

N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos estudados
guanto a expressao génica de lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), fator nuclear
kappa B (NFkB), hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMGCR),
apolipoproteina A1 (ApoAl), fator de necrose tumoral alfa (TNFo) ou receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma gama (PPARYy) no tecido adiposo epididimario de

camundongos C57BL6J adultos selvagens ou APOE ko (Figuras 28 a 33).
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Figura 28. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias na expressao

génica de lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) no tecido adiposo epididimario de

camundongos C57BL6J adultos.
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Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com corre¢éo por teste de Bonferroni.

Figura 29. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias na expressao

génica do fator nuclear kappa

camundongos C57BL6J adultos.
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Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com correcao por teste de Bonferroni.
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Figura 30. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias na expressao
génica de hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMGCR) no tecido adiposo

epididimario de camundongos C57BL6J adultos.
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Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com corre¢éo por teste de Bonferroni.

Figura 31. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias na expressao
génica da apolipoproteina Al (ApoAl) no tecido adiposo epididimario de
camundongos C57BL6J adultos.
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Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com corre¢do por teste de Bonferroni.
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Figura 32. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias na expressao
génica do fator de necrose tumoral alfa (TNFo) no tecido adiposo epididiméario de

camundongos C57BL6J adultos.
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Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com corre¢éo por teste de Bonferroni.

Figura 33. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias na expressao
génica do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARY) no tecido

adiposo epididimario de camundongos C57BL6J adultos.
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Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com corre¢éo por teste de Bonferroni.
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5.11 Morfometria

N&o houve diferenca significativa entre os animais C57BL6/J selvagens
controles versus intoxicados com MeHg 20 mg/L ou Apoe ko controles versus ApoE
ko intoxicados quanto ao didmetro dos adipocitos do tecido adiposo epididimario.
Entretanto, os camundongos ApoE intoxicado apresentaram significativamente menor
didmetro das células adiposas quando comparados aos selvagens controles (p<0,01)
e selvagens intoxicados (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos

ApoE ko controle e ApoE intoxicado com MeHg (Figura 34).
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Figura 34. Efeito da administracéo oral de MeHg (20 mg/L) por 20 dias no diametro
médio de adipdécitos do tecido adiposo branco de camundongos C57BL6/J selvagens

e ApoE ko adultos.
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Painel da histologia do tecido adiposo branco (TAB) epididimario em camundongos experimentais.
Fotomicrografias representativas do TAB epididiméario de camundongos selvagens ndo intoxicados (A),
selvagens intoxicados com MeHg 20mg/L (B), ApoE ko néo intoxicados (C) e ApoE ko intoxicados com
MeHg (D) s@o mostradas. Grafico da medida de didmetro médio de adipdcitos dos grupos
experimentais (E). Os valores representam a média + EPM. Teste two-way ANOVA, com corre¢ao por
teste de Bonferroni.
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Tabela 5. Efeito da administracdo oral de MeHg (20mg/L) por 20 dias em

camundongos C57BL6J selvagens e Apoe ko.

Efeito do Efeito Sinergismo Efeito do
MeHg ApoE ko MeHg / ApoE ko  MeHg na DLP

CT vs CTvs ApoE ko vs
Grupos de comparacao CT vs MeHg ApoE ko ApoE ko MeHg ApoE ko MeHg

Delta de Peso () J — — —
Tecido adiposo (g) — d — —
Figado (g) — — — J
Triglicerideos (mg/dl) =

- >

Colesterol (mg/dl) —

- >

T
T
Esteatose hepatica — — 0
T

Balonizacéo — —

Hidroperéxidos (umol/g de ptn) J

SOD (U de SOD/g de ptn) ) J —

TBARS (umol MDA/g de ptn) ) 0

ALT (mg/dl) — ) 0

AST (mg/dl) — ) 0 —
2 2

> o> o5 «

Leptina (pg/ml) —
LCAT — — — —
APOA1 — — — —
HMGCR = — — —
NFK«kp P-65 — — _ _
PPAR-y _ _ _ -
TNF-a — — — _
Adipdcitos (diametro) — — J —
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6. DISCUSSAO

Este trabalho avaliou a plasticidade do tecido adiposo epididimario de
camundongos C57BL6/J adultos selvagens e ApoE ko sob o efeito da intoxicagao por
MeHg em dose elevada por um periodo de 20 dias. Avaliamos parametros
metabdlicos, como peso, niveis plasmaticos de triglicérides e colesterol, grau de
esteatose hepatica, além de marcadores de estresse oxidativo no figado e a estrutura
e funcdo do tecido adiposo epididimario dos animais. Até onde se sabe, este é o
primeiro estudo que investigou nesses animais o impacto da intoxicacdo mercurial na

plasticidade do tecido adiposo.

As analises desse estudo pretenderam responder as seguintes questbes em
relacéo aos tecidos adiposo e hepatico: 1) Qual o efeito do metilmercurio? 2) Qual o
efeito da delec&o do gene da ApoE? Ha sinergismo entre a acdo do metilmercurio e a

delecdo de ApoE? Qual o efeito do metilmercuario em individuos dislipidémicos?

Neste estudo, o livre acesso a agua contaminada permitiu maior semelhanca
com a variabilidade encontrada em seres humanos. Os grupos de animais expostos
ao MeHg apresentaram concentracdes significativamente maiores do metal no pelo
do que os grupos nao expostos, comprovando o modelo experimental. Segundo Silva
e cols. (2020), a quantificacdo do mercurio capilar de cada animal é o parametro de
exposicao mais fidedigno. Essa medida certifica a exposicédo, sendo mais confiavel do
gue determinar a concentracdo de MeHg na agua ou mesmo a ingestéo individual,
uma vez que abrange influéncias toxicocinéticas como a distribuicdo ou depuracéo do

metal.

Nossos achados demonstram menor ganho de peso dos camundongos
C57BL/6J intoxicados, quando comparados aos seus controles que nao sofreram
intoxicacdo. No estudo de Ferrer e cols. (2018), camundongos C57BL/6J com 8
semanas de idade foram expostos a doses menores de MeHg (0,5 ou 5 mg/L) na agua
potavel e apds 30 dias de exposicdo ndo apresentaram alteracdes no peso corporal.
Entretanto, nesse estudo foi possivel constatar que o MeHg afetou a expresséo de
neuropeptideos hipotalamicos que controlam a ingestdo alimentar e o peso corporal
de maneira dose-dependente. Assim, o MeHg aumentou a expressdo do

neuropeptideo anorexigeno pré-opiomelanocortina (POMC) de forma dose-
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dependente, e ndo apresentou efeitos sobre a expressdo do mRNA do peptideo
orexigeno relacionado ao Agouti (AGRP). Ferrer e cols. (2018) demonstraram que
MeHg foi capaz de induzir alteragdes nos neuropeptideos hipotalamicos que regulam
a homeostase energética, favorecendo um perfil anorexigeno/catabdlico, o que apoia

nosso achado de menor ganho de peso nos animais selvagens intoxicados.

Em humanos, Tatsuta e cols. (2017) investigaram os efeitos da exposicao pré-
natal ao metilmercurio no peso ao nascer de 489 recém-nascidos japoneses. Os
valores de mercurio no sangue do cordao umbilical foram 10,1 (4,3 a 22,4) ng/g para
mercurio total e uma associa¢ao negativa entre os niveis de mercurio com 0 peso ao
nascer foi encontrada nos recém-nascidos do sexo masculino. Camsari e cols. (2019)
demonstraram o impacto da exposi¢cao ao mercurio no acumulo de tecido adiposo em
animais. Especificamente, a exposicao materna periconcepcional ao MeHg (2 mg/kg)
resultou em aumento da massa de tecido adiposo e peso corporal na prole com efeito

transgeracional que persistiu até a quarta geracao.

Tinkov e cols. (2021) propuseram que os efeitos da exposicdo a metais
pesados no tecido adiposo sao bifasicos, e podem variar desde o0 aumento da
adipogénese na exposicao cronica a baixas doses desses metais até a inibicdo da
diferenciacao do tecido adiposo em doses mais altas, devido aos potenciais efeitos
toxicos (incluindo efeitos pro-oxidantes). Nesse contexto, nosso estudo com doses
elevadas de MeHg poderia ter provocado inibicdo da adipogénese e menor ganho de

peso nos animais selvagens intoxicados com o metal.

No presente estudo, a delecdo do gene da ApoE néo levou a diferencas no
ganho de peso, quando comparamos 0S grupos selvagem controle e ApoE ko
controle. Também ndo houve sinergismo da intoxicagdo por MeHg e a delecdo do
gene da ApoE quando comparados 0s grupos selvagem controle e ApoE ko
intoxicado. O efeito do MeHg sobre o0 peso dos animais dislipidémicos (ApoE ko) né&o
foi constatado, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos ApoE ko

controle e ApoE ko intoxicado.

Nossos achados ndo mostraram diferencas relacionadas a intoxicagdo com
MeHg nos pesos do tecido adiposo epididimario entre os grupos de animais selvagens

e ApoE ko versus seus respectivos controles. Entretanto, constatamos menor peso da
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gordura epididimaria em animais ApoE ko controles, quando comparados aos

controles selvagens.

Hofmann e cols. (2008) demonstraram menor adiposidade em camundongos
ApoE ko e maior sensibilidade a insulina quando comparados aos camundongos sem
delecdo de ApoE desafiados com dieta rica em gordura e sacarose. Os autores
relacionaram os achados ao transporte reduzido de lipidios para os tecidos sensiveis
a insulina, melhorando a obesidade induzida pela dieta e a resisténcia a insulina
nesses animais. Esses achados corroboram com nossos resultados de menor massa

de tecido adiposo epididiméario nos camundongos ApoE ko n&o intoxicados.

Em sua revisao, Li e Liu (2014) mencionam que a ApoE é altamente expressa
no adipocito e tem relacdo positiva com a massa de gordura corporal. Assim,
camundongos ApoE nocautes mostram menor massa de gordura em comparacao
com camundongos do tipo selvagem. Além disso, a deficiéncia de ApoE nas células
adiposas compromete a internalizacédo de lipoproteinas e acumulo de triglicerideos no
tecido. As lipoproteinas deficientes em ApoE ndo sdo capazes de induzir o pré-

adipdcito a formar adipdcitos redondos cheios de lipidios.

Bulka e cols. (2019) avaliaram como metais toxicos estdo transversalmente
relacionados a Sindrome Metabdlica (SM) utilizando dados de 2011 a 2014 da
Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo (National Health and Nutrition Examination
Survey — NHANES). Os autores caracterizaram as concentragdes de metais na urina
(arsénio, cadmio e mercurio inorganico/elementar), e no sangue (manganés, chumbo,
metilmercurio e selénio) e descobriram que niveis mais altos de biomarcadores de
arsénio, mercurio inorganico/elementar, selénio e zinco estiveram transversalmente

associados a um aumento da prevaléncia de sindrome metabdlica.

Em nosso estudo, a intoxicagcdo com MeHg n&o alterou os niveis plasmaticos
de triglicerideos nos animais selvagens ou ApoE ko quando comparados com seus
controles. Entretanto, como esperado, a auséncia de ApoE levou a hipertrigliceridemia
nos grupos ApoE ko controle e ApoE ko intoxicado. O mesmo ocorreu no estudo de
Silva e cols. (2020), na mesma concentracdo de MeHg e tempo de exposicao
semelhante ao nosso. Roque e cols. (2021) demonstraram que a intoxicagdo por
MeHg 20mg/L por si induziu hipertrigliceridemia em animais selvagens, entretanto o

efeito do metal foi potencializado nos camundongos APOE ko.
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Os efeitos da exposicdo a longo prazo ao MeHg nos niveis de lipidios
plasmaticos em roedores foram investigados por Moreira e cols. (2012),
demonstrando que a exposicdo prolongada ao MeHg induziu dislipidemia em
camundongos Swiss e C57BL/6 tratados por 21 dias com MeHg (40 mg/L) diluido na
agua de beber. Os animais apresentaram niveis plasmaticos de colesterol total e ndo-
HDL aumentados. Com base na forte e graduada associacao entre colesterol total e
LDL e risco de doencas cardiovasculares, 0os autores apoiaram 0 conceito de
toxicidade cardiovascular induzida por MeHg. Em nosso estudo, a intoxicagcdo com
MeHg (20 mg/L) n&o elevou os niveis de colesterol plasmatico nos animais selvagens,
guando comparados aos seus controles. Os animais ApoE ko apresentaram niveis
significativamente elevados de colesterol, quando comparados aos selvagens e
aqueles ApoE ko expostos ao MeHg demonstraram hipercolesterolemia ainda mais
acentuada. Essa diferenca nos resultados poderia ser justificada pela dose utilizada

por Moreira e cols. (2012), que foi o dobro da concentracao utilizada em nosso estudo.

A intoxicag&o por MeHg eleva o colesterol total no sangue devido ao aumento
da fracdo aterogénica ou ndo-HDL, de acordo com Silva e cols. (2020). O MeHg
parece se ligar a grupos sulfidrila presentes na principal apoproteina da fracdo nao-
HDL (apoB-100), o que pode induzir rearranjos conformacionais que comprometem a
ligacdo com seus receptores (CLARKSON; MAGOS, 2006; RUTLEDGE; SU; ADELI,
2010). A menor captacédo de LDL contribuiria para o aumento adicional dos niveis
séricos de colesterol total (SILVA et al., 2020).

Segundo Rizzeti e cols (2019), disturbios no tecido adiposo epididimario
possivelmente induzem um efeito lipotdxico com ativacao de vias pré-apoptoticas,
desequilibrio entre os mecanismos de lipdlise e lipogénese no tecido adiposo branco,
com aumento da mobilizacdo de &cidos graxos, reducao da captacao de glicose e

diminuicdo dos niveis circulantes de insulina, levando a hiperglicemia e hiperlipidemia.

De acordo com resultados deste estudo e de anteriores (Roque et al., 2021),
os efeitos a longo prazo da exposicdo ao MeHg podem ser mais danosos para
individuos dislipidémicos. Arrifano et al (2018a) propuseram um papel acentuador
para ApoE na toxicidade do mercurio. Além disso, dados mais recentes demonstraram
gue a intoxicacado por MeHg piorou fatores de risco cardiovasculares e acelerou o

desenvolvimento de lesBes ateroscleréticas em animais ApoE ko (SILVA et al., 2020).
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O esclarecimento dos efeitos da exposi¢cao ao Hg na funcao do tecido adiposo
branco € importante para a compreensao das doencas metabdlicas induzidas por Hg
e um apropriado calculo do risco deste metal (RIZZETTI et al., 2019). O impacto do
MeHg na sinalizacéo da leptina no hipotalamo ainda né&o é claro. Ferrer e cols. (2021)
demonstraram que a exposi¢do ao MeHg (5mg/L) por 30 dias favoreceu um perfil
anorexigeno em camundongos C57BL/6J machos selvagens. A intoxicacdo foi
associada a alteracdes na via de sinalizacao induzida pela leptina da Janus quinase
2 (JAK2)/transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3) no hipotalamo.

Kawakami e cols. (2012) demonstraram que o tratamento com HgCl2 diminuiu
significativamente o nivel de leptina sérica com regulacdo negativa da expressao de
MRNA de leptina no tecido adiposo branco. No nosso estudo, 0s grupos intoxicados
apresentaram tendéncia de menor concentracdo sérica de leptina quando

comparados aos grupos nao intoxicados, embora sem significAncia estatistica.

Neste estudo, a auséncia do gene da ApoE levou a menores niveis plasmaticos
de leptina, quando comparado ao grupo selvagem controle. Parece ainda haver um
sinergismo entre a acdo do MeHg e a auséncia de ApoE, com diferenca estatistica
importante entre o grupo selvagem controle e o grupo ApoE ko exposto ao MeHg.
Ainda ha poucos estudos relacionando leptina, delecdo do gene da ApoE e
intoxicacdo com mercurio, fato que limita nossa discussao em torno dos achados de

outros autores.

O figado é o 6rgdo metabdlico central que regula varios aspectos essenciais do
metabolismo lipidico, incluindo oxidacao de lipidios, lipogénese e captacdo e secrecao
de lipoproteinas, em resposta a estimulos nutricionais e hormonais (VAN DEN
BERGHE, 1991). Em nosso estudo as enzimas hepaticas ALT e AST nédo sofreram
alteracdes significativas com a exposi¢cdo ao MeHg, sugerindo que mesmo com a
intoxicacdo, ndo houve insulto metabdlico capaz de causar hepatotoxicidade,
corroborando dados de Brandéao e cols. (2006), estudo no qual animais tratados com
HgCI2 (dose subcutanea de 4,6 mg/kg por trés dias consecutivos) ndo apresentaram

alteracdes nas atividades de aminotransferases.

Sivapandi e cols. (2020) avaliaram os dados de 95.398 individuos indianos e

verificaram frequéncia de 0,6% de niveis elevados de Hg no sangue (> 5 mg/L), sem
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diferenca significativa entre os géneros. N&o foi encontrada associagao entre niveis
elevados de Hg no sangue e alteracfes de enzimas hepaticas entre as mulheres. No
entanto, entre os homens, houve correlacéo significativa entre niveis elevados de Hg
no sangue e aumento da AST e ALT. O estudo concluiu que para homens, mas nao
para mulheres, a exposicdao ao Hg pode ser um dos diferenciais na elevacéo de

enzimas hepaticas.

Poursafa e cols. (2014) investigaram a diferencga dos niveis séricos de chumbo
(Pb) e Hg em 320 adolescentes iranianos com ou sem sindrome metabdlica e a
associacao dos niveis séricos desses metais com fatores de risco cardiometabdlicos
e enzimas hepaticas. O aumento de Pb sérico foi associado ao aumento de fatores de
risco cardiometabdlicos e de ALT nos adolescentes, enquanto os niveis elevados de
Hg associaram-se positivamente aos fatores metabdlicos analisados, mas ndo as

enzimas hepaticas.

Em nosso estudo, a auséncia da ApoE causou elevacéo de ALT e AST, quando
comparamos com animais selvagens nado intoxicados. E um efeito potencializador
ocorreu quando animais ApoE ko foram expostos ao MeHg, elevando ainda mais o0s
niveis das enzimas, o que denota dano hepatico ocasionado pelo MeHg diante da
auséncia de ApoE. Ao investigarmos o efeito do MeHg apenas em animais ApoE ko,
comparando o grupo controle com o intoxicado, foi observado aumento de ALT, mas
nao de AST.

Bonomini e cols. (2013) investigaram como a inativacdo da ApoE acelera o
processo de envelhecimento e causa doenc¢a hepatica em camundongos. Os autores
ndo avaliaram enzimas hepaticas, entretanto, fornecem evidéncias de que
camundongos ApoE ko hipercolesterolémicos s&o mais propensos a desenvolver
lesdo hepatica grave, sugerindo que o aumento dos produtos de colesterol e o
estresse oxidativo também podem desempenhar um papel na aceleragdo da

progressao do envelhecimento no figado.

Nossos achados nao mostraram esteatose hepatica ocasionada
exclusivamente pelo MeHg, em contraste com os dados de Leocadio e cols. (2020),
gue usaram MeHg 20mg/L na agua de beber de camundongos C57BI/6 fémeas por 2
semanas e detectaram esteatose n&o alcoodlica no figado. Leocadio e cols. (2020)

demonstraram além do escore de esteatose ndo alcodlica no figado, aumento da
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contagem de células de Kupffer, indicando que a intoxicacdo por MeHg promoveu
inflamacédo hepatica. Grotto et al. (2011) também observaram resposta inflamatéria
hepética, com leucocitose significativa em infiltracdo no figado de ratos que receberam
MeHg. Ratos Wistar tratados com 5 mg/kg/dia de MeHg e 1 mg/kg/dia de difenil
disseleneto, por via intragéstrica por 21 dias, apresentaram aumento do acumulo de
Hg no figado e no cérebro, levando a déficits motores e perda de peso corporal
(DALLA CORTE et al., 2013).

Quando investigamos a influéncia do MeHg em animais ApoE ko constatamos
esteatose hepética. De acordo com Roque e cols. (2021), o aumento do acumulo de
MeHg no figado pode causar disfuncdo hepatica e alteracao dos lipidios plasmaticos
circulantes, como demonstrado em seu estudo realizado com animais ApoE ko.
Outros autores identificaram além de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, a
esteatose hepatica em animais ApoE ko em comparagcdo com camundongos

selvagens, porém sem intoxicacdo mercurial (STACHOWICZ et al., 2019).

O prejuizo no equilibrio oxidativo foi reconhecido com exposi¢do ao mercurio
em camundongos (FUJIMURA; USUKI, 2017). Diversos efeitos toxicos do MeHg séo
causados pelo aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento do
estresse oxidativo, mecanismo que vem sendo estudado em diferentes condi¢cdes

experimentais e tecidos (EOM et al., 2014).

Nosso estudo corrobora diversos outros que evidenciaram a elevagcéo do
estresse oxidativo em resposta a intoxicagdo com MeHg (AGRAWAL et el., 2014;
ROSA-SILVA et al., 2020; ZHAO et al., 2020; ROQUE et al., 2021). Neste estudo
detectamos aumento de TBARS com exposi¢do ao MeHg, aumentando a peroxidacéo
lipidica no figado, independentemente da origem genética dos animais. O aumento
nos niveis de TBARS foi ainda mais expressivo no grupo ApoE ko intoxicado, quando
comparado com o grupo selvagem controle, indicando sinergismo na presenca dessas

duas condicoes.

Zhao e cols. (2020) demostraram aumento significativo do conteudo de
malondialdeido (MDA) em camundongos intoxicados com HgCl2 (160mg/L) em um
periodo experimental de 3 dias. No estudo de Agrawal e cols. (2014), ratos machos
foram expostos individualmente a arsenito de sodio, cloreto de mercurio e acetato de

chumbo (0,05 mg/kg cada, por via oral, 1x/dia) por 6 meses. A exposi¢cdo aos trés
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metais ocasionou inibicao significativa do nivel de glutationa, suportado pelo aumento
da substancia reativa ao acido tiobarbitirico (TBARS). O nivel de inibicdo foi mais
pronunciado pela exposi¢cdo ao chumbo, seguido pelo mercurio e arsénio. Os metais
elevaram significativamente a atividade de espécies reativas de oxigénio (ROS),

substancias reativas de acido tiobarbitarico (TBARS) e glutationa peroxidase (GPx).

Camundongos ApoE ko séo dislipidémicos mesmo no inicio da vida e ja se sabe
gue a dislipidemia tem relacdo com o estresse oxidativo. Fuller e cols. (2020)
demonstraram um papel causal das caracteristicas cardiometabdlicas no estresse
oxidativo e identificaram a hiperlipidemia como um dos principais fatores do estresse
oxidativo em animais ApoE ko. Estudos observacionais mostraram que alteracdes no
metabolismo dos lipidios estéo relacionadas ao desequilibrio oxidativo (KARABACAK
etal., 2014; SWARDFAGER et al., 2017) e que individuos com hipertrigliceridemia ou

baixos niveis de HDL apresentam um status pré-oxidante (RAHMAN et al., 2017).

Também constatamos aumento na atividade da superoxido dismutase (SOD)
nos grupos intoxicados quando comparados aos controles. Os resultados de Rosa-
Silva e cols. (2020) revelaram que o MeHg (0,5 mg/kg/dia) por cerca de 40 dias
aumentou significativamente a atividade da SOD, glutationa transferase, glutationa e
carbonila. Outros autores demonstraram reducado de SOD em seus trabalhos, como
Zhao e cols. (2020), que utilizaram animais com mais idade que 0s nossos, intoxicados

com HgCl.

A SOD desempenha um papel importante, pois converte superoxidos em sua
forma menos reativa (H202) e sua atividade 6tima € fundamental para a preservacéo
da funcao do sistema antioxidante (KUMAR et al., 2020). Individuos com atividade de
SOD reduzida apresentam maiores chances de sofrer acidente vascular cerebral
(AVC) por estresse oxidativo, resultando no desenvolvimento de varias doencas
metabdlicas, como hipertensdo, hipercolesterolemia, aterosclerose, diabetes,
insuficiéncia cardiaca e outras doencas cardiovasculares. Por outro lado, o aumento
da atividade da SOD pode ocorrer com o objetivo de neutralizar o excesso de radicais

livres, como uma tentativa de protecao aos 6rgaos contra danos (KUMAR et al., 2020).

Em nosso estudo, a intoxicacao por MeHg (20mg/L por 20 dias) n&o ocasionou
alteracbes na expressao génica de LCAT, NFkB, HMGCR, ApoAl, TNFa ou PPARYy

no tecido adiposo epididimario dos camundongos selvagens ou ApoE ko. Rizzetti e
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cols. (2019) demonstraram que a intoxicagdo mercurial (4,6ug/kg, com dose
subsequente de 0,07ug/kg/dia) por 60 dias aumentou a expressdao do mRNA de
PPARYy, leptina e adiponectina, mesmo sem concentragdo de Hg alterada no tecido
adiposo de ratos Wistar. Enquanto Kawakami e cols. (2012) demonstraram que a
exposicdo ao mercario inorganico em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica reduziu significativamente a expressao de mRNA de leptina especifica de
TAB, PPARa e PPARYy. As diferencas no tempo de intoxicacdo entre os estudos

podem ser responsaveis pelas divergéncias na expressao génica desses fatores.

Nossos resultados ndo mostraram redugdo no tamanho dos adipdcitos com a
acao isolada do MeHg ou delecdo da ApoE. Entretanto, demonstramos um efeito
sinérgico na diminui¢cdo no didmetro dos adipdcitos de animais ApoE ko intoxicados
com MeHg. Rizzetti e cols. (2019) demonstraram reducdo dos pesos absolutos e
relativos do tecido adiposo epididimario e tamanho dos adip6citos com intoxicacédo
mercurial mais longa e em baixas doses. Kawakami e cols. (2012) também
demonstraram diminuicdo induzida por mercurio no tamanho de adipdcitos em
camundongos machos alimentados com dieta rica em gordura injetados

subcutaneamente com 1,0 mg/kg de peso corporal de HgCl>.

Rizzetti et al. (2019) demonstraram que o cloreto de mercurio (HgCI2) foi
considerado um poderoso disruptor ambiental de TAB, capaz de reduzir o tamanho
dos adipdcitos e aumentar a expressdo de mRNA de adiponectina, leptina, PPARa e
PPARYy, indicando prejuizos na adipogénese e secrecao de adipocinas. Esse estudo
sugere que as mudancas na plasticidade do TAB através da reducdo no tamanho dos
adipécitos estao relacionadas ao aumento do estresse oxidativo, estresse do reticulo
endosplaméatico e mudancas nas expressfées de mRNA de PPARs e adipocinas
induzidas pelo metal. No nosso estudo, apesar de nao termos encontrado mudancas
na expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico ou inflamacéo,
detectamos aumento do estresse oxidativo e perturbagéo dos niveis de leptina diante

da intoxicagcdo com MeHg.

Huang e cols. (2009) avaliaram o impacto da ApoE de adipdcitos produzida
endogenamente sobre o tamanho das células adiposas. O tecido adiposo de
camundongos selvagens ou ApoE ko foi transplantado em receptores selvagens, que
foram entdo alimentados com racdo padréo ou dieta rica em gordura por 8 a 10

semanas. Apos uma dieta com racdo padrao, os adipocitos ApoE ko transplantados
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foram significativamente menores do que os adipécitos selvagens transplantados.
Apos dieta rica em gordura e conseguente aumento nos niveis circulantes de lipidios,
o tamanho dos adipécitos selvagens transplantados aumentou em 106 x 10° ym3,

enquanto o tamanho dos adipécitos ApoE ko aumentou apenas 19 x 103 ym3.

Uma limitacdo do nosso estudo sdo os altos niveis de MeHg no pelo dos
camundongos em comparacdo com populacdes humanas, no entanto, é preciso
destacar que graves desastres ambientais tém aumentado no mundo (RAPOSO et al.,
2020), o que pode causar niveis alarmantes de contaminacao de Hg nos reservatorios

de agua para as comunidades adjacentes.
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7. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a intoxicagcdo mercurial afetou a estrutura e funcéao

do tecido adiposo e causou alteraces hepaticas, 0 que pode aumentar o risco para

doencas cardiovasculares em populacdes mais vulneraveis. Em conjunto,

evidenciamos que:

A intoxicacdo com MeHg reduziu ganho de peso de animais selvagens
intoxicados com MeHg quando comparados aos seus controles.

O peso médio do tecido adiposo epididimario e os niveis plasmaticos de leptina
foram menores nos animais ApoE ko controles e intoxicados, quando
comparados aos selvagens controles.

Os niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol total foram mais elevados
nos animais ApoE ko com ou sem intoxicagdo mercurial. Os niveis de colesterol
total foram mais elevados em ApoE ko intoxicados quando comparados com
ApoE ko controles.

O peso médio do figado foi maior no grupo ApoE ko intoxicado quando
comparado ao grupo controle selvagem.

Esteatose hepatica foi detectada em animais ApoE ko intoxicados quando
comparados aos selvagens controles e foi aumentada em animais ApoE ko
intoxicados em comparagao com ApoE ko controles.

Os animais intoxicados apresentaram niveis de TBARS mais elevados
independente da presenca ou ndo da ApoE. Os niveis de SOD foram
significativamente maiores nos animais selvagens e ApoE ko intoxicados
gquando comparados aos seus respectivos controles.

Os niveis plasmaticos de ALT e AST foram maiores nos animais ApoE ko
independente da intoxicagdo mercurial.

O diametro médio dos adipdécitos foi menor em ApoE ko controles e intoxicados,

guando comparados aos animais selvagens.
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Nutritional transition is an important public health issue in developing countries, where switch from
undernutrition to overnutrition/obesity is rapidly occurring, often within two or three generations.
Such transition is related to changes in lifestyle, with people having more accessto western high-
caloric diets. In developing countries, settings of poverty, poor sanitation and hygiene are still
common, where children are exposed to numerous enteric pathogens, pollutants, and other
biohazards. Populations living under such adverse environments and facing the nutritional
transition may have increased risks for chronic illnesses in later life, including diabetes,
cardiovascular, and neurodegenerative diseases. This opinion paper summarizes novel findings and
recent literature addressing the nutrition transition under adverse environments, including the gut
microbiota-brain axis dysfunction and their lasting effects with deleterious consequences forlater
development.

DIETARY CHANGES IN DEVELOPING COUNTRIES

According to the World Health Organization (WHO), approximately 462 million adults are
underweight, 1.9 billion are overweight or obese, and 2 billion are micronutrient deficient (1). In
addition, 38 million children below 5 years of age were overweight or obese in 2019 and more than 340
million children and adolescents (5 to 19 years) were overweight or obese in 2016 (2). Obesity
associated with micronutrient deficiency has great repercussions in childhood and deserves special
attention in middle and low income countries (3), which may be even more aggravated by poverty
and unbalanced diets.

In developing countries, lifestyle changes amidst the disarray of urbanization, increasing poverty (with
proliferating shantytowns, poor sanitation, and hygiene), crowding, and altered dietary habits.
Continuous exposure to harmful pollutants (mercury, lead, arsenic, asbestos etc.) and
environmental pathogens may accumulate and lead to a detrimental exposome throughout life with
long-term health consequences (4).

In developing countries with emerging economies, a double burden of malnutrition (DBM) often
occurs even in impoverished areas. The DBM is def VHO as “the coexistenceof
undernutrition along with overweight, obesity or diet-rele 106 mmunicable diseases (NCD),
within individuals, households and populations, and acros. _.._ ... _ _ourse” and may be
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aggravated by poor environmental circumstances and genetic
predispositions (1). Although a large proportion of deaths among
children under five are attributed to malnutrition, overweight and
obesity in this age group and older are on the rise (5). The
increased risk of NCD related with the nutritional transitionin
developing countries is a public health concern, due to the
potential economic impact and oversaturation of the health
system infrastructure (6).

Furthermore, when nutritional deprivation or infection occurs
early in life, such as in the prenatal phase and/or upto 3 years
of age, the individual undergoes metabolic changes that can lead
to greater susceptibility to developing obesity as an adult (7).
DBM can cause long-term effects, especially when their
components develop early, and each of them can increasethe
chances of the other occurring (8).

The transition to hypercaloric diets is a global health concern.
Hypercaloric intake is characterized by high-carbohydrate and fat
consumption, both leading to obesity. Studies have shown that
maternal obesity during pregnancy can lead to overweightand
other metabolic effects in the offspring through epigenetic
mechanisms, such as DNA methylation (9). The coexistenceof
these opposing nutritional patterns reflects, in part, social and
economic inequalities. Other factors such as the increased life
expectancy also contribute, as elderly populations are more
vulnerable to malnutrition given their psychological, social and
health-related risks and chronic diseases (10).

IMPACT OF NUTRITIONAL TRANSITION IN
DEVELOPING COUNTRIES

Several studies point to the effects of fetal programming and
maternal and environmental factors during early life onthe
development of diseases in adulthood (11-16). Maternal
nutrition even before pregnancy can affect the development of
the fetus with later risk for cardiovascular/metabolic diseases
(12). Early undernutrition followed by later overweight increases
the risk of NCD, imposing a high metabolic load on a reducedor
altered capacity for homeostasis. In women, early childhood
undernutrition increases the risk of complications in childbirth
later in life (13). In countries with poor sanitary conditions,
the occurrence of the APOE4, a recognized gene associated with
increased risk for acquiring Alzheimer’s disease, may favor
maternal fertility and promote protection against childhood
diarrhea, while possibly increasing the risk of NCD with aging (14).
In animal models, maternal obesity affects leptin mRNA
expression and its peak in offspring (15). Hyperleptinemia leads
to leptin resistance in neonates, favoring hyperphagia andcan
permanently affect the regulation of appetite (16). These
trajectories throughout life are shaped both by driving factors of
society—that is, rapid changes in diets, dietary norms and patterns of
physical activity-and by broader ecological factors, such as
pathogen exposure (8).

In the example of Brazil, the most recent National Health Survey
(17) pointed out that 60.3% of the population over 18 years old is
overweight, while underweight reaches 1.6% of theinhabitants
over 25 years old. A systematic review (18) pointed

out that the prevalence of underweight was approximately 10%in
children from different regions of the country, reaching 21% due
to social disparities. The prevalence of overweight was also
approximately 10%, with a reduction to 6% in populations with
social inequality.

The increase in the body mass index (BMI) in the population has
grown significantly not only in Brazil but in other low- and
middle-income countries around the globe, justifying the increase
in the incidences of NCD. Yiengprugsawan et al. (19) studied the
populations of Brazil and Thailand because both went through
similar economic transitions with the hypothesis of the existence of
a relationship between BMI and socioeconomicstatus. In this
study, socioeconomic status was directly related to the increase
in overweight and obesity in males. In women, an inverse pattern
was observed for both cohorts throughout the study period (19).

A more recent survey conducted in Greece after the economic crisis,
showed that there are still inequalities in the nutritional level. The
DBM is present in populations dependent on the government’s
food assistance program. The food of the neediest people is
unfortunately characterized by a high consumption ofprocessed
foods containing refined sugar and a scarce intake offruits and
vegetables. Greece is also undergoing a nutritional transition
phase initiated by the economic crisis that occurred 10years ago
and that today still affects the poorest population (20).

DIETARY IMBALANCE AND INFLAMMATION:
FROM THE GUT TO THEBRAIN

The dynamic gut microbial ecosystem is directly influenced by the
diet and by its bidirectional interaction with the healthof the
host. In the context of DBM, literature points out that changes in
the microbiota can be profoundly influenced by both
undernutrition and obesity (5). Long-lasting effects of
undernutrition in early life can be attributed to interconnected
biological pathways, involving imbalance of the gut microbiome,
inflammation, metabolic dysregulation, and impaired insulin
signaling (8).

The immaturity of the microbiota, the increased burden of enteric
pathogens and the dysfunction of the intestinal barrier are associated
with systemic inflammation in early life, that may have lasting
disabling effects (21). Contaminated environments, early
childhood diarrhea and enteric pathogens have been associated
with intestinal dysbiosis, increased risk of developing obesity
(22) and neurodegenerative diseases (23, 24). Studies have shown
the impact of diet and obesity on gut microbiota. High-fat diets
may promote dysbiosis (25) and the gut microbiota was stated as
a further contributing factor to pathophysiology of obesityby
influencing insulin resistance and systemic inflammation (26).
Among obese adults with similar BMI, those with greater
dysbiosis have a higher risk of NCD (27). Some have suggested
that changes in the microbiota promoted by SARS-CoV-2 infection
associated with dietary changes may exacerbate present and future
health risks (5).
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Moreover, the relationship between COVID-19 and nutritionis
reciprocal. Both, obesity and micronutrient deficiencies increase
the risk and aggravates the evolution of COVID- 19, which, in
turn, due to its devastating effect, leads to undernutrition.
Moreover, social distancing leads to physical inactivity, less
frequent sun exposure (reducing stokes of vitaminD), increases
stress and reduces medical visits for non-related COVID-19
symptoms (28).

Both undernutrition and obesity may induce low-grade systemic
inflammation (29, 30). The adipose tissue secretes several
inflammatory mediators and these molecules can exert
metabolic, cardiovascular and hepatic effects, among others,
favoring the development of NCD (31). In the elderly, the
increase in systemic inflammation indicators is related to
atherosclerosis, diabetes, neurodegenerative diseases, and
carcinogenesis, however it is still not entirely clear why low- grade
chronic inflammation is associated with the development of
chronic diseases (32).

It has been increasingly recognized that imbalanced diets may be
per se an proinflammatory factor. The literature presents
accumulating evidence that points to the connection between
diet, inflammation and NCD (33). These data are essential to find
out how obesity is outlined and impacts on the emerging
metabolic disorders. The diet lipid content profile can modulate
pro-inflammatory genes expression (34). Prolonged consumption
of a high-fat diet promotes an increasein inflammatory mediators
in the central nervous system and peripheral tissues including
liver and adipose tissue (35). Interestingly, (44) observed greater
lipid deposition in animals that consumed a diet rich in fat but
found a higher concentration of inflammatory mediators in
animals that received a diet rich in carbohydrates.

One of the recently studied molecules in non-alcoholic fatty liver
disease associated with obesity, involving hyperlipidemia,
hyperglycemia and insulin resistance is perilipin-2, a cytoplasmic
protein that covers lipid droplets (36). Kern et al. (37)observed
greater expression of the protein in obese humans, not associated
with an increase in inflammatory mediators and insulin
resistance. In animals fed a high-fat diet, the deletion of the
perilipin-2 gene prevented obesity, inflammation of adipose
tissue, insulin resistance and steatosis (38). Perilipin-2 also
appears to play a role in intestinal dysbiosis promoted by a high-
fat diet (39).

Insummary, dietary changes observed in DBM can contributeto the
development of NCD, calling attention for the utmost need to study
and implement actions that can mitigate its effects.

WHAT CAN BE DONE TO REDUCE THE
IMPACT OF THE NUTRITIONAL
TRANSITION ON THE DEVELOPMENT OF
CHRONIC DISEASES?

From observing the effects of the nutritional transition on health
and quality of life, especially in countries facing DBM—in which the
health system needs to cope with great demands for both
addressing poor diet and sanitation in early life as well as

the costly management of chronic diseases as adults age (40),
interventions are needed to reduce these worrisome impacts.
Interventions, programs, and policies with the potential to
simultaneously reduce DBM are called double-duty actions:
improving maternal and child nutrition, encouraging
breastfeeding, school feeding policies and programs and
marketing regulations (41). A scoping review concludes that there
are few studies evaluating the effect of these actions to reduce
both undernutrition and overnutrition (42). Recent work
criticizes double-duty actions, suggesting expansion of the
groups contemplated, for example including women of
reproductive age in the pre and post-pregnancy periods,
expanding the focus of nutrition to general health. Still, some
determinants associated with DBM are not considered, suchas
better access to potable water, which raises the questionof the
need to revisit and update the current intervention strategies
(43).

CONCLUSION

The double burden posed by early childhood undernutrition with
later life continued poor, high fat diets may have lasting
consequences that need to be addressed by sanitary authorities. As
the health access improves and life expectancy increases in
developing countries, the compound effect of early-life DBM in
aging populations even more raises the concern and thus requires
more attention by health policies.

In times of COVID-19 pandemic, exacerbation of DBMis
foreseen, with likely increased rates of undernutrition (dueto
micronutrient deficiency, diet imbalance, e.g., vitamin D
deficiency) and obesity (food choices, lockdowns, and restrictions on
mobility) worldwide, but in low and middle income countries such
lifestyle changes, when compounded with adverse environments
and poverty may have a profound impact for health and likely
increasing the risk for acquiring/aggravating chronic diseases (43).
This opinion paper calls for more awareness of this public health
issue and the need for long-termcohort studies to follow-up and
bring innovative strategies to ameliorate potentially lasting
effects of the nutrition transition, especially under adverse
environments.
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