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RESUMO

O mercurio (Hg) € um poluente global com acédo toxica em diversos 6rgaos, tanto em
animais quanto em seres humanos. Recentemente, o aumento da exposi¢céo ao Hg
pode ter ocorrido em desastres ambientais no Brasil envolvendo desmoronamento
de barragens, contendo rejeitos com altas concentracbes de metais. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito da intoxicagdo do MeHg no duodeno de
camundongos C57BL/6J submetidos a dieta padréo ou dieta ocidental, no estresse
oxidativo e em parametros inflamatérios. Nenhum estudo foi realizado avaliando os
efeitos do MeHg no duodeno apoOs dieta hiperlipidica. Foram utilizados
camundongos machos C57BL/6J, apés desmame, com 21 dias de idade e peso
entre 8-11 g. Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos
experimentais de acordo com o tipo de dieta e exposi¢cdo ao MeHg. Para a inducéo
de hiperlipidemia, os animais receberam uma dieta ocidental (42% de lipideos),
durante os dias 21 a 61 de idade. Os grupos intoxicados receberam uma solucéo de
cloreto de MeHg na agua de beber (20 mg/L) nos ultimos 21 dias ap6s inicio das
dietas. Os grupos experimentais foram: grupo normonutrido controle (CT),
recebendo dieta padréo; grupo hiperlipidico (HF), recebendo dieta ocidental; grupo
normonutrido intoxicado com MeHg (Hg) e um grupo hiperlipidico intoxicado com
MeHg (HFHg). Os animais foram pesados 2 vezes por semana, apos o inicio das
dietas. Os animais foram eutanasiados ao completar 40 dias de dieta. Foram
coletadas amostras de duodeno, sangue e pelo. O pelo foi colhido na regido dorsal
do animal por tricotomia para andalise da concentracdo de Hg. O soro foi obtido para
analise dos niveis de colesterol total e triglicerideos (mg/dL). Para avaliacdo
morfométrica no duodeno foram analisados o comprimento de vilo, profundidade de
cripta e razao vilo:cripta em laminas coradas em hematoxilina e eosina (H&E) e
contagem de células caliciformes PAS positivas em laminas coradas pelo acido
periodico de Schiff. Para avaliacdo do estresse oxidativo, 0s niveis de
malondialdeido (MDA), glutationa peroxidase (GPx), glutationa (GSH) e razao
NO2/NOs foram analisados. Além disso, a expressdo génica de Nrf2 por gRT-PCR
foi avaliada. Para avaliacdo dos parametros inflamatérios, o0s niveis de
mieloperoxidade (MPO) foram analisados por ELISA e a transcrigéo de IL-6, IL-10 e
TNF-a por qRT-PCR. A expressao das proteinas pro-apoptética e anti-apoptoética

Bax e Bcl2 também foi analisada por gRT-PCR. A dieta ocidental induziu efeito



obesogénico nos animais. A intoxicagdo mercurial reduziu o ganho de peso nos
animais quando comparado aos controles, independente da dieta. Os grupos
intoxicados apresentaram maiores concentracées de MeHg no pelo em relagcéo aos
controles. A dieta hiperlipidica aumentou significativamente os niveis séricos de
colesterol e triglicerideos. O grupo HFHg apresentou reducdes significativas na
altura dos vilos, profundidade das criptas e na razao vilo/cripta e menor numero de
células PAS positivas. A dieta hiperlipidica aumentou significativamente os niveis de
NO2/NO3 e MDA no duodeno, independente da intoxicagdo. A exposicdo ao MeHg
foi capaz de diminuir os niveis de GPx e aumentar niveis de NO2/NOs, MDA e GSH.
O grupo HFHg apresentou reducdo na transcricdo de Nrf2. Os niveis de RNAm da
IL-10 e IL-6 e de Bcl-2 foram menores no grupo HF quando comparado com 0s
controles. A intoxicagdo com MeHg ndo alterou os niveis transcripcionais de IL-10,
IL-6 e TNF-a. O grupo HFHg apresentou menores niveis de MPO em relacdo aos
demais grupos experimentais. Os resultados desse estudo sugerem que a
intoxicacdo por MeHg causou estresse oxidativo no duodeno, porém sem alterar 0s
marcadores inflamatérios. A dieta hiperlipidica apresentou efeito anti-inflamatério
com aumento de estresse oxidativo, além de reduzir a transcricdo de Bcl-2. A dieta
hiperlipidica (ocidental) foi capaz de influenciar a toxicidade do MeHg no duodeno
com a reducgéo dos niveis de NO2/NO3 e GSH. Porém, mais estudos precisam ser
realizados para entender melhor os mecanismos envolvidos na toxicidade do MeHg
e modulagéo da dieta ocidental no intestino delgado.

Palavras-chave: Metilmercurio. Intestino. Dieta ocidental. Estresse oxidativo.

Inflamacéao.



ABSTRACT

Mercury (Hg) is a global pollutant with toxic action on several organs, both in animals
and in humans. Recently, the increase in exposure to Hg may have occurred in
environmental disasters in Brazil involving the collapse of dams, containing tailings
with high concentrations of metals. The objective of this work was to evaluate the
effect of MeHg intoxication in the duodenum of C57BL/6J mice subjected to the
standard or western diet, on oxidative stress and inflammatory parameters. No study
has been conducted evaluating the effects of MeHg on the duodenum after a high-fat
diet. Male C57BL/6J mice, after weaning, with 21 days of age and weighing between
8-11 g were used. The animals were randomly divided into four experimental groups
according to the type of diet and exposure to MeHg. For the induction of
hyperlipidemia, the animals received a western diet (42% of lipids), during 21 to 61
days of age. The intoxicated groups received a MeHg chloride solution in their
drinking water (20 mg/L) in the last 21 days after starting the diets. The experimental
groups were: normonourished control group (CT), receiving a standard diet;
hyperlipidic group (HF), receiving a western diet; normonourished group intoxicated
with MeHg (Hg) and a hyperlipidic group intoxicated with MeHg (HFHQg). The animals
were weighed twice a week, after starting the diets. Mice were euthanized after
completing 40 days of diet. Samples of duodenum, blood and hair were collected.
The hair was harvested on the dorsal region of the animal by trichotomy to analyze
the Hg concentration. The serum was obtained to analyze the levels of total
cholesterol and triglycerides (mg/dL). For morphometric evaluation in the duodenum,
the villus length, crypt depth and villus:crypt ratio in hematoxylin and eosin (H&E)-
stained slides and PAS goblet cell count in Schiff periodic acid-stained slides were
analyzed. To assess oxidative stress, the levels of malondialdehyde (MDA),
glutathione peroxidase (GPx), glutathione (GSH) and NO2/NOs ratio were analyzed.
In addition, Nrf2 gene expression by gqRT-PCR was evaluated. For the evaluation of
inflammatory parameters, the levels of myeloperoxidase (MPO) were analyzed by
ELISA and the transcription of IL-6, IL-10 and TNF-a by qRT-PCR. The expression of
the pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins Bax and Bcl2 was also analyzed by
gRT-PCR. The western diet induced an obesogenic effect in the animals. Mercurial
intoxication reduced weight gain in animals when compared to controls, regardless of

diet. The intoxicated groups showed higher concentrations of MeHg in the hair



compared to the controls. The high-fat diet significantly increased serum levels of
cholesterol and triglycerides. The HFHg group showed significant reductions in villus
height, crypt depth and villus/crypt ratio and fewer PAS positive cells. The
hyperlipidic diet significantly increased the levels of NO2/NOs and MDA in the
duodenum, regardless of intoxication. Exposure to MeHg was able to decrease GPx
levels and increase NO2/NOs, MDA and GSH. The HFHg group showed a reduction
in Nrf2 transcription. The levels of IL-10 and IL-6 and Bcl-2 mRNA were lower in the
HF group when compared to controls. MeHg intoxication did not alter the
transcriptional levels of IL-10, IL-6 and TNF-a. The HFHg group had lower levels of
MPO compared to the other experimental groups. The results of this study suggest
that MeHg intoxication caused oxidative stress in the duodenum without altering
inflammatory markers. The hyperlipidic diet had an anti-inflammatory effect with
increased oxidative stress, in addition to reducing the transcription of Bcl-2. The
hyperlipidic (western) diet was able to influence the toxicity of MeHg in the duodenum
by reducing the levels of NO2/NOs and GSH. However, more studies need to be
carried out to better understand the mechanisms involved in MeHg toxicity and

modulation of the western diet in the small intestine.

Keywords: Methylmercury. Gut. Western diet. Oxidative stress. Inflammation.
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1.0 INTRODUCAO

Diversos poluentes ambientais, resultantes do crescimento industrial, vém
sendo despejados no ecossistema aquatico ao longo de anos, sendo absorvidos
pelo bioma aquatico (WU et al., 2016). Metais como o mercurio (Hg) caracterizam-se
por sua alta taxa de biotransformacédo, passando a se apresentar como formas
associadas a um radical metil (metilmercurio — MeHg). Além da forma metilada, as
formas de Hg encontradas na natureza apresentam volatilidade e estabilidade na
atmosfera, pela formacéo de sais mercuricos. Sua forma metilada é lipossoluvel e
atravessa facilmente as membranas celulares, afetando principalmente o Sistema
Nervoso Central (SNC) (AZEVEDO, 2003; LACERDA; MALM, 2008; BASTOS et al.,
2012; CASTELLANOS; FUENTE, 2016).

O Hg é utilizado pela humanidade ha cerca de 3000 anos. Algumas das
primeiras evidéncias do uso do Hg pelo homem vém da China, com seu uso para o
tratamento de dores de cabeca, disenteria, febre, dor de dente e infec¢des renais.
Outros relatos descrevem o uso do Hg para tratamento da sifilis, maléria e artrite
(AMOLI, et al., 2011; YE et al., 2016).

Contudo, no ocidente sua aplicacdo cresceu com o uso industrial, como na
fabricacdo de lampadas (incluindo as fluorescentes), de instrumentos de pressao,
medicdo e calibracdo em laboratérios analiticos, producdo de acetaldeido e
refinamento do petréleo. Mas, seu uso ndo se restringiu a area industrial e de
manufatura, passando a ter aplicacdes variadas como em amalgamas dentérias e na
extracdo de minérios de ouro. Esse ultimo uso é o principal agente ocasionador da
poluicdo ambiental derivada do uso do Hg (KLAASSEN, 1990; LACERDA,
PFEIFFER, 1992; CLARKSON et al., 2003; COUNTER; BUCHANAN, 2004).

1.1. Contaminacao por mercurio, uma visao geral do problema

O primeiro desastre ambiental de repercussdo mundial, que expds ao mundo
o risco de contaminacdo pelo Hg, aconteceu em meados de 1950, no Japéao, apos
um acidente envolvendo uma industria produtora de acetaldeido, com derramamento
de dejetos quimicos contendo Hg, na baia de Minamata. Esse episédio deu origem a
uma desordem do SNC conhecida como doenca de Minamata, sindrome
caracterizada por danos neurologicos e que leva a ocorréncia de distlirbios motores
e sensoriais, danos oculares e auditivos e até morte em alguns casos (HA et al.,
2016).



20

No acidente de Minamata, o Hg despejado na costa acumulou-se no fundo do
mar, contaminando a biota marinha e aguas vizinhas. Esse metal sofre metilacdo
pelas bactérias das algas bem como daquelas presentes no trato gastrointestinal
(TGI) dos peixes, transformando-se em MeHg (forma mais toxica devido a sua
facilidade em ultrapassar camadas lipidicas) e chegou até a populacdo através da
ingestao de peixes e de frutos do mar contaminados (CLARKSON et al., 2003).

Outros acidentes chamaram a atencg&o para o uso do Hg como fungicida em
lavouras. Registrou-se em 1972 cerca de 6.530 casos de intoxicagao pelo metal no
Ird, sendo 0s mais graves 0s que envolviam gestantes. Ird, Paquistdo e Guatemala
foram alguns dos paises onde esse tipo de acidente foi registrado (CLARKSON et
al., 2003).

Na Amazonia, em meados de 1970, a extracédo de ouro resultou em expanséo
garimpeira, trazendo como consequéncias o despejo de Hg no meio ambiente
(SANTOS, 2002; SIQUEIRA et al., 2012). Os garimpeiros usam o Hg liquido para
separar 0 ouro das impurezas (SILBERGELD et al.,, 2002). O amalgama é entdo
aquecido com macaricos em panelas ou frigideiras, a céu aberto, e dessa forma, o
Hg se destaca do ouro evaporando. Esse vapor de Hg em parte absorvido
diretamente pelos garimpeiros e outra liberada no ambiente, promove contaminacgao
indireta, pela bioacumulacdo residual. Esse tipo de atividade mineradora € hoje
relacionado com a prética ilegal e persiste no tempo (BOISCHIO; BARBOSA, 1993;
WASSERMAN et al., 2001; SANTOS et al., 2002; BISINOTI; JARDIM, 2004).

Ao avaliar o subtipo de composto mercurico presente nos peixes da
Amazobnia, verificou-se que o MeHg correspondeu a 90% da concentracdo total de
Hg analisado. Considerando que a dieta da maioria da populagdo indigena e
ribeirinha é constituida de peixes, aumenta-se assim a exposi¢cdo desta populagédo
as fontes de contaminacéo de Hg (DIAS et al., 2008; BERZAS-NEVADO et al., 2010;
FARINA et al., 2011; CRESPO-LOPEZ et al., 2011).

Uma caracteristica importante a se destacar do Hg é a sua capacidade de se
inserir e acumular-se, em especial nos predadores do topo da cadeia alimentar,
como apresentados na Figura 1 (NORDBERG; FOWLER; NORDBERG, 2014; KIM
et al., 2015). O MeHg forma conjugados com biomoléculas contendo enxofre (S),
fornecendo mecanismo de transporte através das membranas. Em recém-nascidos a
dieta materna € a principal via de exposi¢éo, devido a sua biodisponibilidade no leite
materno (HAMMERSCHMIDT; SANDHEINRICH, 2005). Ja na fase adulta a principal



21

via de exposicdo ao MeHg € através de dieta (DEPEW et al.,, 2012) e essa
exposicdo tem sido associada a neurodegeneracdo (HAMMERSCHMIDT,;
SANDHEINRICH, 2005; RIVERA-MANCIA et al., 2010).

A concentracdo de mercurio também foi avaliada em alguns peixes do litoral
cearense. Os peixes analisados foram o Scomberomorus cavalae e Scomberomorus
brasiliensis, popularmente conhecidos como cavala e serra, respectivamente. Foi
possivel identificar niveis acima dos valores recomendados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) méaximos (1 pg/g) em alguns exemplares de cavala,
alcancando valores de 1,7 pg/g (BRAGA, 2006; LACERDA; MALM; MALM, 2008;
COSTA; LACERDA, 2009; BRASIL, 2013).

Figura 1. Exposi¢do ao Hg, através dos garimpos, onde é utilizado para amalgamar

0 ouro no processo de extracdo, seguido pelo uso na industria e agricultura.
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Nos ultimos 5 anos outro fator chamou a atencéo das autoridades brasileiras.
Uma vistoria nas barragens de rejeito presentes na regidao de Minas Gerais (MG)
demonstrou risco de rompimento devido ao aumento do volume do material
represado com as chuvas na regido (DE FARIA, 2019; FREITAS et al., 2019).

O caso de rompimento dessas barragens mais recente aconteceu em
Brumadinho, 2019, onde a barragem construida em 1976 se encontrava desativada
e com nenhuma atividade operacional. Porém, devido a falta de manutencédo e seu

grande volume, rompeu-se liberando os rejeitos de mineracdo na cidade. Segundo a
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Companhia Vale do Rio Doce (VALE), companhia responsavel pela manutencdo da
barragem, ela apresentava um volume de 12 milhdes de metros cubicos (m?) de
rejeitos de mineracdo. Numero bem menor comparado com o desmoronamento
ocorrido em Mariana-MG em janeiro de 2015, onde foram liberados cerca de 45
milhdes de m? de residuos minerais em lama (DE FARIA, 2019; FREITAS et al.,
2019).

Os rejeitos da mineragao, contendo altas concentragbes de metais pesados,
destruiu grande parte da vegetacdo local e provocou a morte de diversas espécies
de animais. Os rejeitos atingiram ainda o rio Paraopeba, um dos afluentes do rio Sado
Francisco. A economia regional foi seriamente afetada, o0 municipio de Brumadinho
perdeu cerca de 60% de sua renda, e o comércio e a industria do turismo foram
gravemente prejudicados. Os impactos socioecondmicos e ambientais do desastre
ainda estao sendo contabilizados. Alteracdes na turbidez da agua e a concentracao
de metais presentes a saude dos bombeiros militares envolvidos nos resgastes das
vitimas tém sido fonte constante de preocupacao para as autoridades (DE FARIA,
2019; FREITAS et al., 2019).

1.2. Intoxicacdo mercurial

O Hg € um poluente global, associado a danos renais, imunoldgicos e
genéticos, tanto em animais quanto em seres humanos (LIU et al., 2018). Existem
trés formas diferentes de Hg no ambiente: elementar (Hg®), inorganico (Hg) e
organico (MeHg) (LI et al., 2017).

O MeHg, por exemplo, pode se ligar aos grupos sulfidrilas (SH) existentes nas
proteinas dos seres humanos, mantendo grande mobilidade através dos tecidos. A
lipossolubilidade dos compostos organomercuriais também facilita a sua passagem
através dos tecidos (HAMMERSCHMIDT; SANDHEINRICH, 2005; LIU et al., 2018).

Cerca de 95% do MeHg ingerido é absorvido rapidamente pelo trato
gastrointestinal, posteriormente alcancando a corrente sanguinea. No plasma, o
complexo formado é entdo transportado ativamente atravées das membranas
bioldégicas principalmente como L-cisteina via transportadores de aminoacidos
neutros. O conjugado formado € o metilmercurio-cisteina (CH3Hg-S-Cys)
(CLARKSON et al., 2006; NORDBERG; FOWLER; NORDBERG, 2014).

Sua excrec¢ao ocorre principalmente via fecal (90%), também podendo ocorrer

através da urina e ainda via leite materno. Cerca de 5% do MeHg é acumulado na
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corrente sanguinea, 10% estdo distribuidos no cérebro, podendo acumular-se
também em outros 6rgdos como rins e figado. O MeHg é metabolizado a mercurio
inorganico antes de sua eliminagdo via fezes, entretanto essa converséo é bastante
lenta (CLARKSON et al., 2003; CASTOLDI et al., 2003; VIRTANEN et al., 2007;
NORDBERG; FOWLER; NORDBERG, 2014).

Lemes e Wang, (2019) demonstraram que o MeHg do musculo dos peixes é
predominantemente armazenado como MeHg-Cys que entra nas células epiteliais
intestinais por meio de transportadores de aminoacidos neutros (LAT). Assim como,
também foi demonstrado que muitos dos mesmos mecanismos de captacédo de Hg,
ocorre no intestino humano apds a ingestdo de MeHg por peixes, com o LAT tendo
um papel importante no transporte de MeHg-Cys, também por outros
transportadores de peptideos (PepT-1) e o transportador de anions organicos (OAT)
(BRIDGES; ZALUPS, 2010).

1.3. Intestino delgado, uma viséo geral sobre o 6rgéo

O intestino delgado esté localizado entre o estbmago e o intestino grosso, e é
dividido nos segmentos duodeno, jejuno e ileo. As suas funcdes basicas sédo a
digestdo e a absorcdo de nutrientes. O processo de digestdo € realizado,
principalmente, no duodeno e na porc¢ao inicial do jejuno, pela acdo conjunta de
componentes das secrecdes salivar, gastrica, pancreatica e biliar. A absorcédo de
nutrientes ocorre em todo o comprimento do intestino delgado. O TGI possui uma
importancia que vai além da funcdo digestoria e da absor¢cdo de nutrientes. Uma
caracteristica peculiar € sua capacidade de exibir respostas imunes, e agir de modo
semelhante a uma barreira contra agentes nocivos (DUNCAN; GRANT, 2003;
GANONG, 2003; VASINA et al., 2006).

O TGI possui um sistema nervoso proprio denominado sistema nervoso
entérico (SNE). Esse sistema controla essencialmente os movimentos e a secrecao
gastrointestinal. O SNE é formado principalmente por dois plexos denominados de
plexo mioentérico (plexo de Auerbach) e plexo submucoso (plexo de Meissner), 0s
quais apresentam neurdnios e células gliais em géanglios entéricos, interconectados
por fibras nervosas (GANONG, 2003; VASINA et al., 2006). A integridade da barreira

intestinal tem importancia vital para o organismo, impedindo ou dificultando a
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passagem de bactérias e de produtos bacterianos para a circulagdo sanguinea
(DUNCAN; GRANT, 2003).

1.4. Porcao do duodeno no intestino delgado

O duodeno faz parte do intestino delgado, compondo sua primeira porcéo,
precedendo o jejuno e o ileo. Tem seu inicio no piloro do estdmago, findando na
juncao duodeno-jejunal. Suas principais fun¢des sao transporte, digestédo e absorcao
de nutrientes (RODRIGUES; MENIN, 2008).

O duodeno se liga ao estdmago e ao intestino delgado. E no duodeno que o
suco biliar, vindo da vesicula biliar e anteriormente do figado, junta-se ao alimento a
partir da ampola duodenal. Pela mudanca de pH entre o esttmago e o duodeno,
diversas enzimas digestivas séo ativadas. O duodeno possui diversas vilosidades.
Em suas criptas encontramos varias células distintas: células absortivas, células
caliciformes, enteroenddcrinas e células de Paneth (SILVERTHORN, 2010; MOORE;
DALLEY, AGUR, 2014).

As vilosidades (vilos), sdo projecdes alongadas formadas pelo epitélio e
lamina propria, formadas por um eixo de tecido conjuntivo frouxo e revestidas por
um epitélio simples cilindrico, formado principalmente por células absortivas ou
enterdcitos, que sao responsaveis pelos processos de absorcdo de nutrientes.
Também sdo encontradas células caliciformes, secretoras de glicoproteinas, cuja
funcdo é de lubrificacdo e umidificacdo da superficie da mucosa, representados na
Figura 2 (RIZK; BARKER, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; SCALDAFERRI
et al., 2013).

Alteragbes morfolégicas ocorrem na mucosa intestinal sob diferentes
condigdes fisioldgicas e patoldgicas (BARBOZA et al., 1999; VIGUERAS et al., 1999;
GROSCHWITZ; HOGAN, 2009). A inflamacéo intestinal pode provocar alteracdes
significativas na estrutura da mucosa, como infiltragdo de polimorfonucleares,
desequilibrio de agentes oxidantes e antioxidantes e a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias. Essas alteragcdes atuam sobre as das juncdes intercelulares, causando
prejuizo na fungdo da barreira, promovendo aumento da permeabilidade e
dificultando a absorcéo de nutrientes (NUSRAT et al., 1997; SEIDLER et al., 2006).
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Figura 2. Estrutura da parede do intestino delgado.
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Disponivel em: <https://courses.lumenlearning.com/cuny-kbcc-microbiologyhd/chapter/anatomy-and-
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1.5. Vias de sinalizacao inflamatéria e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo definidos como moléculas que possuem um elétron
desemparelhado e sdo altamente reativos, atuando como mediadores na sinalizacao
extra e intracelular. As espécies reativas de oxigénio (EROs) incluem radicais livres
como o anion superoéxido (O2-), o radical hidroxil (OH) e o peroxido de hidrogénio
(H202). O aumento na concentragao intracelular EROs estéd associado com a ruptura
da membrana mitocondrial. Essa disfuncdo mitocondrial altera a permeabilidade de
sua membrana (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; DA SILVA et al., 2011).

A eficiéncia do sistema de defesa antioxidante depende do equilibrio entre a
ingestdo e deplecdo de antioxidantes. Sem a intervencdo adequada dos
mecanismos antioxidantes celulares, a peroxidacao lipidica mediada por radicais
livres pode promover a perda da integridade das membranas lipidicas (GEORGE;
OSHARECHIREN, 2009).

O sistema de defesa enzimatico inclui a enzima GPx. Essa enzima age por
meio de mecanismos de prevencgao, controlando a formacao de radicais livres,
agindo com o proposito de impedir o acumulo de H202 (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004; HUBER et al., 2008).

A glutationa (GSH) atua como cofator para a agdo do GPx. Também esta

envolvida em muitos outros processos metabdlicos, como a comunicacdo entre
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células, prevencdo da oxidacdo de grupos tiois de proteinas, tendo como principal
contribuicdo a manutencao do estado redox da célula (RANGAN; BULKLEY, 1993).

O TGI é considerado um local favoravel para a producdo de EROs. Apesar da
barreira protetora desenvolvida pela camada epitelial, alimentos ingeridos e agentes
patogénicos podem causar inflamacéo por meio da ativacédo epitelial, por neutrofilos
polimorfonucleares e producdo de citocinas e outros mediadores que contribuem
ainda mais com o estresse oxidativo (BHATTACHARYA; GHOSH; MANDE, 2015).

A disfuncdo na Dbarreira intestinal, acompanhada do aumento da
permeabilidade intestinal, esta intimamente envolvida na fisiopatologia de doencas
intestinais. Além disso, 0 aumento da permeabilidade das células epiteliais
gastrointestinais &, frequentemente, resultante da destruicdo das juncdes
intercelulares e da liberacao de diferentes mediadores pré-inflamatorios, incluindo as
EROs, que contribuem ativamente para a cascata inflamatoria e peroxidacao
lipidica. Essa peroxidacéo € geralmente avaliada através de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), que identifica o nivel malondialdeido (MDA) presente
na amostra, sendo este um substrato da peroxidacgéo lipidica (MURUGAN; PARI,
2007; BHATTACHARYA; GHOSH; MANDE, 2015).

J& o estresse nitrosativo resulta de um aumento nas espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) dentro da célula. O éxido nitrico (NO) é uma ERN amplamente
utilizado como molécula sinalizadora nas células de todo o corpo. Embora o NO
desempenhe varios papeis importantes como regulador de varios processos
bioldgicos, também pode causar efeitos deletérios, incluindo a inibicdo da funcéo
enzimatica, e promover danos ao acido desoxirribonucleico (DNA) e a ativacao de
processos inflamatérios (HOLLENBERG; CINEL, 2009). Os principais metabdlitos de
NO incluem nitrito (NO2) e nitrato (NOs) (POOLE, 2005; MARTINEZ;
ANDRIANTSITOHAINA, 2009).

Outra fonte de formacdo de EROs é a mieloperoxidase (MPO), uma
hemeproteina expressa em neutrofilos e monaocitos, sendo um marcador de estresse
oxidativo endotelial (ESPORCATTE et al., 2007; LORIA et al., 2008).

A liberacdo dessa enzima dos granulos azuroéfilos dos neutréfilos catalisa a
formacdo de um poderoso agente oxidante, o acido hipocloroso (HCIO), o que pode
levar a danos no DNA, proteinas e lipideos. Além disso, a MPO pode agir no
endotélio vascular promovendo a liberagcdo de mediadores pro-inflamatérios e a

expressdo de moléculas de adesdo, levando ao aumento da permeabilidade
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vascular e aumento da adesdo de neutréfilos (LACY, 2006; MELO et al., 2008;
PAPAYANNOPOULOS et al., 2010; JOHNSON et al., 2011; LIMA-JUNIOR et al.,
2012; LIMA-JUNIOR et al., 2014; WONG et al., 2015).

Apols exposicdo celular as EROs e alteracdo no status redox, h4d uma
disfuncdo mitocondrial, com alteracdo da permeabilidade de sua membrana,
desencadeando uma lenta inibicdo da glicélise, que leva a uma deplecdo da
producéo de trifosfato de adenosina (ATP), estimulando vias inflamatorias mediadas
pelo fator nuclear kappa B (NFkB). Neste sentido, a ativacdo do NFkB pelas EROs
estimula a transcricdo de um grande numero de genes que codificam citocinas
inflamatoérias e moléculas de adesdo (HWANG; KIM, 2007; OKTYABRSKY;
SMIRNOVA, 2007; YASUKAWA et al., 2012).

O TNF-a é uma citocina imunomodulatéria e pro-inflamatéria, envolvida em
vias da inflamacdo como: apoptose, citotoxicidade, producdo de outras citocinas e
inducdo de resisténcia a insulina. Sua expressao e secre¢do estdo aumentadas na
obesidade (WEISBERG et al., 2003).

Esta citocina também esta envolvida na indugéo de aterogénese, participando
da migracdo de mondcitos e de sua conversdo em macrofagos na parede endotelial
por meio da ativacdo de NFkB, desencadeando mudancas inflamatdrias na parede
vascular. A IL-6 é outra citocina semelhante ao TNF-a. Por sua vez, a IL-6 induz
quimiocinas e aumenta o numero de moléculas de ades&o nas células endoteliais,
colaborando na geracéo de respostas inflamatérias (ROMANO et al., 1995).

J& a interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatdria, que desempenha
um papel crucial na prevencdo de patologias inflamatérias e autoimunes. A
deficiéncia ou expressdo anormal de IL-10 pode aumentar a resposta inflamatéria e
conduzir ao desenvolvimento de doenca inflamatéria no intestino e distlrbios
autoimunes. Assim, a expressao diminuida de IL-10 pode aumentar os agentes
patogénicos durante uma infeccdo aguda, mas também exacerba a resposta
inflamatoria, que resulta em imunopatologia e danos teciduais (ESKDALE; KUBE;
GALLAGHER, 1996).

A liberacdo de fatores inflamatérios também regula proteinas envolvidas na
apoptose. A morte celular por apoptose € importante tanto na remocao de células
lesadas, como durante o processo de envelhecimento. E, ainda, necessaria para

manter a homeostase. Estando aumentada nas doencas neurodegenerativas, no
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enfarte do miocardio e no envelhecimento precoce (RAMIREZ et al., 1999;
SOKOLOWSKY et al., 2011; REUBOLD et al., 2012).

A Bax, representa as proteinas pro-apoptoéticas. Na presenca de um sinal
apoptoético, a Bax € translocada do citoplasma para a mitocdndria, onde sofre
ativacdo e modificacdo conformacional, aderindo a membrana mitocondrial externa.
Essa integracdo possibilita a rapida liberacdo do citocromo C (ANTONSSON;
MARTINOU, 2000). Por outro lado, a Bcl2, favorece a sobrevida celular. Ela impede
o escape do citocromo C, possivelmente pela formacdo de heterodimeros com
moléculas pro-apoptéticas como a proteina Bax (AMARANTE-MENDES;
GREEN,1999).

Sob condi¢cbes de estresse, a regulacdo da expressao génica de enzimas
antioxidantes se da principalmente pela ativacdo de fatores de transcricdo como o
fator nuclear 2 do eritroide 2 (Nrf2). Este esta normalmente localizado no citoplasma,
associado ao fator Keapl, sendo mantido em concentracdes basais via processo de
ubiquitinizacdo e consequente degradacdo no proteossoma. A proteina Keapl é
sensivel a acao de diversos agentes oxidantes. Apos a acdo das EROs sobre os
grupos sulfidrilas da Keapl ocorre a dissociacédo dela com o Nrf2 e este migra para o
nacleo. No nucleo o Nrf2 fica associado ao sMAF (small Maf), ligando-se as regifes
promotoras contendo elementos de resposta antioxidante, o que determina a
transcricdo de um conjunto de genes de proteinas ligadas ao controle de inflamacéo
e estresse oxidativo (KOBAYASHI et al., 2004; TAGUCHI; MOTOHASHI;
YAMAMOTO, 2011). Acredita-se que o Nrf2 desempenhe um importante papel na
manutencdo da integridade intestinal, regulando diversas citocinas e induzindo a

producgéo das enzimas antioxidantes (TRIVEDI, 2015).

1.6. Intera¢cbes daintoxicacdo mercurial com o funcionamento intestinal

Os efeitos adversos da exposicdo a metais pesados no trato intestinal tém
atraido cada vez mais atencédo. Jiang et al., (2018) demonstraram que a exposi¢cao
ao HgCl2 em camundongos fémeas BALB/c de 4 semanas de idade, que receberam
solugdo de Hg na concentragcdo de 10 mg/kg por gavagem, induziu estresse
oxidativo, diminuindo as atividades de SOD e GSH, aumentando os niveis de MDA e
IL-10. Esse estudo também avaliou o Lactobacillus brevis 23017 (LAB, L. brevis
23017), uma cepa de probidticos selecionada com fortes capacidades de ligacdo ao

Hg. Os resultados histologicos da coloracdo Hematoxilina-Eosina (H&E) mostram
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gue a cepa protegeu a integridade das vilosidades do intestino delgado, e diminui a
perda de peso em resposta a exposicao ao Hg. Esse estudo demonstrou que L.
brevis 23017 melhora efetivamente a lesdo do intestino delgado, reduzindo a
inflamacéo intestinal e o estresse oxidativo. Além disso, foi demonstrado que essa
cepa blogueia o0 estresse oxidativo e a inflamacédo através das vias Proteino-
quinases ativadas por mitégenos (MAPK) e NFkB.

Zhang et al., (2019) avaliaram diferentes formas quimicas do Hg, absor¢éo e
possiveis mudancgas na microbiota intestinal ocasionadas pelo Hg. Os camundongos
foram tratados por gavagem com HgS (30 mg/kg), HgClz (33,6 mg/kg) ou MeHg (3,1
mg/kg) por 7 dias. Os resultados demonstram que a acumulacdo de Hg no duodeno
e ileo foi 40 vezes maior quando administrado HgCL2 e 15 vezes maior quando
administrado MeHg do que HgS. HgClz e MeHg diminuiram o transportador
peptidico-1 e Ost-B. A microbiota intestinal teve diferentes alteraces quando
administrado HgCl2 e MeHg em relacdo as demais formas quimicas. Assim, pode-se

afirmar que a toxicologia do Hg depende da sua forma quimica.

Rowland, Robinson e Doherty, (1984) avaliaram os efeitos de trés dietas no
metabolismo e excrecdo de Hg em camundongos e o papel da microbiota intestinal.
Foram usados camundongos BALB/c fémeas, adultos, alimentados por 3 dietas
diferentes, apos 7 dias foi administrado uma Unica dose de MeHg (0,6 mg/kg). As
dietas eram: dieta padrdo, dieta de leite evaporado e uma dieta sintética com alto
teor de proteina e baixo teor de gordura. Os animais que consumiram dieta sintética,
apresentaram maior taxa de eliminacédo de Hg e os que consumiram a dieta do leite,
apresentaram menor taxa de eliminagcdo. Os camundongos foram tratados com
antibioticos durante o periodo experimental para suprimir a microbiota intestinal. Os
animais tratados com antibiético apresentaram uma reducéo na excrecao fecal de
Hg e as concentracbes de Hg aumentaram no tecido. Esses resultados séo
consistentes com a literatura. A absor¢cdo do MeHg pode ser modulada pela acéo da
microbiota intestinal. Como a desmetilacdo da forma MeHg em formas inorgénicas,
reduzindo sua solubilidade no tecido (ROWLAND et al., 1984; LIN et al., 2020).

1.7. Consumo de dietas com alto teor de gordura e calorias
A obesidade é causada por um desequilibrio energético entre o consumo e a

quantidade de calorias gastas, resultando em acumulo de energia na forma de
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lipidios e acompanhada de alteracdes hiperplasicas nos adipocitos (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007).

A obesidade é considerada um dos principais fatores de risco para doencas
cronicas, como hipertensédo e diabetes tipo 2. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de
adultos, com 18 anos ou mais, estavam acima do peso; destes, mais de 650 milhdes
eram obesos (HOTAMISLIGIL, 2006; OMS, 2016).

Embora a genética tenha um papel importante na regulacdo do peso corporal
e da resposta metabdlica, o aumento da obesidade, a nivel mundial e em um curto
periodo de tempo, ndo pode somente ser explicado pela genética; muito pode ser
atribuido a dietas ricas em lipidios, que podem causar alteracbes nas funcbes
intestinais (ICHIHARA-YAMADA, 2008; HARIRI; THIBAULT, 2010; GUERRE-MILLO,
2013).

Dietas ricas em lipidios causam alteracdes complexas em vias inflamatoérias e
aumento do peso corporal, elevando os niveis séricos de glicose, com consequente
aumento de mediadores inflamatoérios, como TNF-qa, IL-6 (RASOULI; KERN, 2008;
SANTOS et al., 2017; CARVALHO et al.,2019).

O padrdo alimentar que caracteriza a dieta ocidental est4d fortemente
associado a obesidade e doencas metabdlicas. A dieta ocidental (Western diet) € um
padrao alimentar moderno que geralmente € caracterizado por altas quantidades de
alimentos processados, alimentos pré-embalados, manteiga, frituras, laticinios ricos
em gordura, ovos, graos refinados, batatas e alto teor de aclUcar. Esse padrédo
alimentar é associado com inflamacgdo, resultante de mudancas estruturais e
comportamentais na microbiota residente. O ambiente criado no intestino por
alimentos ultraprocessados pode promover diversas formas de doencas
inflamatdrias (ZINOCKER; LINDSETH, 2018).

1.8. Interagdes do consumo de dietas hiperlipidicas e func¢ao intestinal

O tipo e as quantidades de citocinas inflamatdrias expressas no intestino em
resposta ao consumo de dieta hiperlipidica, parece ser dependente do tempo de
exposicao (WANG et al., 2013).

Um estudo de caracterizacdo do perfil imunolégico intestinal apés consumo
de dieta hiperlipidica, verificou-se que apdés sete dias o ileo apresentou reducdo nos
niveis de TNF-a e da Proteina-1 quimioatrativa de mondcitos (MCP-1) (JOHNSON et

al., 2015). O consumo mais prolongado de 6 e 17 semanas aumentaram 0s niveis
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de TNF-a expressos (DING et al.,, 2010). Além disso, outros componentes do
processo inflamatdrio intestinal como o IFNy e a interleucina 17 (IL-17) também
mantiveram altos niveis de expressdo apdés consumo de dieta hiperlipidica no
periodo de 12 a 17 semanas (LUCK et al., 2015).

Estudos envolvendo transplante da microbiota de roedores magros e obesos
para animais germ-free verificaram que em poucas semanas houve ganho de
gordura e de calorias, mesmo sem acréscimo no consumo de racdo. Estes dados
sugerem que as caracteristicas da microbiota dos animais obesos podem contribuir
para o acumulo de gordura e ganho de peso (LEY et al., 2005; HARRIS et al., 2012;
TEHRANI et al., 2012).

O impacto de padrdes alimentares na microbiota pode ser explicado através
da classificacao dos individuos em vegetarianos estritos. Ja que algumas evidéncias
sugerem que dietas vegetarianas tém sido associadas a um melhor perfil de risco
cardiometabolico (TEIXEIRA et al., 2007; PETTERSEN et al., 2012; TONSTAD et al.,
2013).

A ativacdo do processo inflamatodrio intestinal envolve muitos processos
celulares. Esses processos celulares parecem estar presentes durante o consumo
de dietas gordurosas. A ativacdo do NFkB (DING et al., 2010), o aumento da
atividade da MPO (DE LA SERRE et al., 2010) bem como altera¢cdes nas propor¢des
dos filos de bactérias presentes na microbiota intestinal, sdo mecanismos propostos
como responsaveis pelo estado inflamatério induzido por dietas hiperlipidicas (LAM
et al., 2015).

Ha evidéncias consistentes de que o LPS induz inflamac&o subclinica e
resisténcia a insulina. Em condi¢des normais, a presenca de LPS no l[imen intestinal
ndo é nociva a saude. Porém, certos padrbes dietéticos podem exacerbar a
transferéncia de LPS para circulacdo. A dieta hiperlipidica pode afetar indiretamente
a permeabilidade intestinal por meio da ativacdo de mastdcitos na mucosa intestinal,
0S quais a regulam diretamente por meio da secrecdo de mediadores inflamatoérios
(IL1-B, TNF-a) (CANI et al., 2007).

1.9. Possiveis interacfes entre a intoxicagdo mercurial e as dietas
As espécies de Hg presentes no lumen do intestino sdo altamente

dependentes dos componentes do alimento ingerido, pois esse alimento geralmente
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possui uma alta concentracdo de moléculas que contém tiol, como aminoéacidos e
peptideos, que podem se ligar ao Hg (DAVE et al., 2004; JADAN-PIEDRA, VELEZ;
DEVESA, 2018).

Os conjugados Tiol/Hg formados no TGI podem ser semelhantes em forma e
tamanho a certas moléculas enddégenas. Como, aminoacidos e polipeptideos
absorvidos ao longo do intestino delgado. Devido a essas semelhancas e como o0s
transportadores de aminoacidos e peptideos sdo predominantes nos enterdcitos. E
possivel que o0s conjugados tiol/Hg sejam absorvidos pelos enterdcitos por
transportadores de peptideos (PepTl1l) (GANAPATHY et al.,, 2001; DAVE et al.,
2004).

Stillings et al., (1974) e Nielsen; Andersen, (1995) descobriam, em seus
estudos, que a bioacessibilidade do Hg pode se alterar no consumo de alimentos
antioxidantes. Esses achados também foram revisados por Chapman e Chan,
(2000) onde foram avaliaram varios itens, incluindo cha, café e fibras. Esses
alimentos reduziram a bioacessibilidade de Hg in vitro. Porém, o mecanismo que
envolveu esses achados ndo ficou bem claro, sendo necesséarios mais estudos para
entender os mecanismos envolvidos.

Jadan-Piedra, Vélez e Devesa, (2018) avaliaram a capacidade de reduzir o
MeHg. Usando uma abordagem de digestdo humana simulada em modelo de cultivo
celular, mostraram que a adicdo de &cido tanico, celulose, lignina ou pectina reduziu
significativamente a bioacessibilidade de Hg (reducédo de 30% a 98%). Estudos
posteriores do mesmo grupo de pesquisa mostraram que algumas cepas de
bactérias do acido lactico e de Saccharomyces cerevisiae também foram eficazes na
reducdo da acessibilidade de Hg. Os resultados obtidos mostram que a inibicdo do
transporte de MeHg é alcancada, principalmente, com compostos que possuem
grupos tiol em sua estrutura (cisteina, homocisteina, GSH e albumina), com
reducbes de até 89% para GSH e 55% e 25% na presenca de &cido tanico e
guercetina, respectivamente.

O fato de o transporte de Hg ser mediado por transportadores de nutrientes
sugere a possibilidade que sua absorcéo através do epitélio intestinal poderia ser
reduzida por processos de competicdo com outros componentes da dieta. Além
disso, o uso de compostos alimentares que formam complexos com Hg também
pode afetar o transporte, modificando a forma quimica (ROWLAND et al., 1984,
BALLATORI, 2002; JADAN-PIEDRA, VELEZ; DEVESA, 2018).
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2.0 JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre dietas de alto teor de calorias e suas implicacdes tém se
tornado cada vez mais frequentes. Segundo a OMS em 2016, mais de 1,9 bilhdo de
adultos, com 18 anos ou mais, estavam acima do peso. Destes, mais de 650
milhdes eram obesos. O padrdo alimentar que caracteriza a dieta ocidental esta
fortemente associado a obesidade e doengas metabdlicas (WHO, 2016; ZINOCKER;
LINDSETH, 2018).

Outro fator preocupante € a exposicédo da populacdo ao MeHg. Recentemente
acidentes ocorridos em 2015 e 2019, devido ao rompimento de barragens em
Mariana e Brumadinho-MG, respectivamente, trouxeram a tona 0s riscos que a
contaminacdo por esse metal pode provocar na saude humana. Além disso, o
progresso e o desenvolvimento industrial trouxeram como consequéncia inevitavel a
mudanca do ambiente quimico e exposicdo do ser humano a um namero crescente
e variavel de agentes quimicos. O aumento da exposi¢cdo a metais pesados podem
contribuir para o desenvolvimento de varias doengas como céancer, diabetes, e
doencas cardiovasculares (WHO 1999; WHO, 2014).

A absorcdo do MeHg acontece, principalmente, ao nivel do TGl (CLARKSON
et al., 2006). Com o aumento do consumo de dietas ricas em gordura pela populacao
e 0s recentes casos de intoxicagdo mercurial, principalmente advindas do consumo
de peixes e crustaceos. Este trabalho buscou avaliar a interacdo desses dois
elementos potencialmente inflamatérios no duodeno. Os efeitos do MeHg em
marcadores de estresse oxidativo e inflamacao no TGI apds dieta hiperlipidica ainda

ndo foram explorados em estudos pré-clinicos na literatura.
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3.0 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da intoxicagdo mercurial no duodeno de camundongos
C57BL6J submetidos a dieta padrdo ou hiperlipidica em parametros

inflamatorios e de estresse oxidativo.

3.2. Objetivos Especificos

Monitorar o ganho de peso corporal de camundongos C57BL/6J submetidos a
dieta ocidental e/ou expostos a intoxicacao mercurial.

Avaliar os niveis de intoxicagcdo mercurial, por meio da concentracdo de
mercurio elementar no pelo de animais C57BL/6J submetidos a dieta padrao
ou hiperlipidica expostos ou ndo ao MeHg na agua de beber.

Avaliar os niveis séricos de triglicérides e colesterol total no soro de animais
C57BL/6J submetidos a dieta padrdo ou hiperlipidica expostos ou ndo ao
MeHg na agua de beber.

Avaliar as alteracfes dos vilos e criptas através dos escores histopatoldgicos
e a relacdo vilo/cripta de animais C57BL/6J submetidos a dieta padrdo ou
hiperlipidica expostos ou ndo ao MeHg na agua de beber.

Mensurar a quantidade de células caliciformes PAS-positivas presentes nos
vilos de animais C57BL/6J submetidos a dieta padrdo ou hiperlipidica

expostos ou ndo ao MeHg na agua de beber.

Determinar o perfil inflamatério no duodeno a partir da detecg¢éo dos niveis de
mieloperoxidade pela técnica de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) de
animais C57BL/6J submetidos a dieta padrdo ou hiperlipidica expostos ou
nao ao MeHg na agua de beber.

Determinar o0s niveis de estresse oxidativo no duodeno a partir da
mensuracao dos niveis de GSH, GPx, MDA e NO2/NOs de animais C57BL/6J
submetidos a dieta padrao ou hiperlipidica expostos ou ndo ao MeHg na agua
de beber.

Avaliar transcricdo de Nrf2 por gqRT-PCR de animais C57BL/6J submetidos a

dieta padréo ou hiperlipidica expostos ou ndo ao MeHg na agua de beber.
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e Avaliar a resposta inflamatéria no duodeno a da transcricdo de TNF-a, IL-6,
IL-10 por gqRT-PCR de animais C57BL/6J submetidos a dieta padrdo ou
hiperlipidica expostos ou ndo ao MeHg na agua de beber.

e Avaliar a transcricdo dos genes relacionados a apoptose, Bcl-2 e Bax, por
gRT-PCR de animais C57BL/6J submetidos a dieta padrdo ou hiperlipidica
expostos ou ndo ao MeHg na 4gua de beber.
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4.0. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J, recém desmamados, com
idade de 21 dias e peso entre 8 e 11 gramas, oriundos do biotério de producéo do
Nucleo de Biologia Experimental (Nubex), da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e
mantidos sob rigoroso controle sanitario.

Os animais foram mantidos em racks com microisoladores e com sistema
automatico de ventilacédo forcada, filtragem do ar e controle de luz, com livre acesso

a racdo e agua. Os mesmos permaneceram em temperatura controlada de 21°C.

4.2. Etica

Os experimentos descritos no modelo animal seguem as recomendacfes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O protocolo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Cuidado Animal da Universidade de Fortaleza,
com parecer de n° 4831110618.

4.3. Delineamento experimental

Os animais foram mantidos por um periodo de 40 dias sob dieta ocidental
(42% de lipideos) ou dieta padrdo. Os grupos intoxicados com MeHg receberam nos
ultimos 21 dias de dieta uma solucdo de cloreto de MeHg diluido na agua de beber
(20 mg/L) e os controles receberam apenas agua potavel.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
conforme descrito a seguir:

e Grupo controle (CT): composto de animais que receberam dieta
padrdo e agua potavel ad libium.

e Grupo hiperlipidico (HF): composto de animais que receberam dieta
rica em lipideos (42%), e agua potavel ad libium.

e Grupo normonutrido/intoxicado (Hg): composto de animais que
receberam dieta padrdo e &gua com solucdo de cloreto de
metilmercurio 20 mg/L.

e Grupo hiperlipidico/intoxicado (HFHQ): composto de animais que
receberam dieta rica em lipideos (42%) e agua com solucéo de cloreto

de metilmercurio 20 mg/L.
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Os animais iniciaram o protocolo no dia pés-natal 21 (PN 21). Foram entao
mantidos na dieta padréo ou na dieta hiperlipidica por 40 dias. Nos ultimos 21 dias
de dieta (PN 40) foram expostos ao cloreto de metilmercurio (Sigma®, 20mg/L),
totalizando um periodo de 61 dias de vida, conforme demonstrado na Figura 3. Ao
final do protocolo, PN 61, os animais foram submetidos a eutanasia com overdose

de cetamina/xilazina e em seguida foi realizada a coleta das amostras.

Figura 3. Representacao dos grupos experimentais.

Dia 21 Dia 21 Dia 40 Dia 61
Grupo CT Ragao Comercial Sem intoxicagao

P o o % ®
Overdose Anestésica

Grupo Hg Racao Comercial 20 mg/L de MeHg na agua

@ ®
Dia 1 :

Grupo HF ® Racao Hiperlipidémica & Sem intoxicacao ®

Overdose Anestésica
a ® s @ . @
rupo HFHg Racao Hiperlipidémica = 20 mg/L de MeHg na agua

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4. Coleta das amostras

ApOGs a eutanasia, a cavidade abdominal foi aberta e amostras de duodeno
foram cuidadosamente retiradas. Parte do tecido coletado foi imediatamente fixado
em formol, para posterior analise histologica, e outra parte foi congelada em
nitrogénio liquido e depois em freezer -80° C. Consideramos o duodeno como sendo

segmento de 5 cm posterior ao estbmago.

4.5. Composicgéo das dietas

Os animais nutridos foram submetidos a alimentagdo exclusiva com dieta
Presence Ratos e Camundongos®, que constitui a dieta padrdo do biotério.

Para inducao da hiperlipidemia, os animais foram submetidos a alimentacéo

exclusiva com dieta rica em gordura (42% de lipideos). A ragédo foi cedida pelo
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Laboratério de Bioquimica Nutricional, Departamento de Bioquimica, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, UFMG, Belo Horizonte-MG. A dieta foi preparada de acordo
com os padrdes da Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais.

Os macronutrientes da dieta ocidental foram pesados e misturados para
formar uma massa homogénea e em seguida a dieta foi armazenada refrigerada
(4°C) em caixas plasticas hermeticamente fechadas. A dieta foi composta de
sacarose (34,15q), caseina (19,5g), amido de milho (15,0g), banha (21,09), celulose
(5,0g), mistura mineral (3,5g), mistura de vitaminas (1,0g), carbonato de célcio
(0,4g), metionina (0,3g), etoxiquina (0,005g) e colesterol (0,159)(REZENDE et al.,
2011).

Tabela 1. Composicéo nutricional da dieta ocidental e da racdo comercial padrao.

Componentes HF Racéao Padréao
Proteinas 23 % 23 %

Carboidratos 35 % 72,5%
Gorduras 42 % 4,5%

Fonte: Racdo comercial Presence Ratos e Camundongos® e Laboratério de Bioquimica Nutricional.

4.6. Intoxicag&o dos animais

Os grupos que foram intoxicados com MeHg receberam nos ultimos 21 dias
da dieta uma solucédo de cloreto de MeHg na agua de beber (20mg/L). A dose do
MeHg utilizada no nosso trabalho teve como base os estudos de Dietrich et al.,
(2005) que utilizaram a dose de 20mg/L de MeHg no periodo de 21 dias.

O preparo da solugdo de MeHg foi realizada em cabine de biosseguranca
com exaustor. Os animais apresentaram um consumo médio de &gua de
aproximadamente 6 mL/dia. A troca da solucédo de MeHg foi feita semanalmente.

A agua contaminada residual das mamadeiras foi armazenada em recipientes
de plastico, identificados com o diagrama de Hommel e o simbolo de risco biologico
e armazenada e protegidos em lugar reservado e de acesso controlado (ANVISA,
2018).

4.7. Manejo e descarte de material contaminado com MeHg
Os animais expostos ao MeHg permaneceram por todo tempo em

microisoladores, conforme mostrado na com suas devidas mamadeiras separadas
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para esse fim. Os microisoladores foram devidamente identificados com adesivos
contendo o simbolo de material contaminante e risco biologico Figura 4a e o
diagrama de Hommel, mostrados na Figura 4b.

Toda manipulacdo dos animais foi feita com uso de equipamentos de
protecdo individual (EPIs), incluindo mascaras, luvas, gorros, aventais. Os EPIs
foram descartados apos serem utilizados em sacos brancos identificados como risco
biolégico e foram enviados para empresa especializada para tratamento do material
contaminado, via incineragao.

Os microisoladores contaminados foram limpos por técnicos treinados
portando os EPIs necessérios. O descarte da maravalha contaminada foi feito em
sacos brancos com a devida identificagdo de risco biolégico e enviada para
incineracgdo, visto que parte pequena do MeHg é excretada pela urina e fezes.

O descarte das carcacas dos animais foi feito envolvendo-as em papel
aluminio e colocando-as em sacos brancos com identificacdo de risco bioldgico,
sendo enviadas para empresa especializada para tratamento do material

contaminado, via incineragao.

Figura 4. Microisolador apresentando adesivo com simbolo de material com

risco biolégico e simbolo do diagrama de Hommel.

Manusear usando o kit de P adeguado ao
contaminante MetiiMercina
NIO trocar dgua dos animais.
Lavager das gaiolas do acordo com os
padrles estabelecidos pofo coordenador do

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.8. Dosagem de mercurio (Hg) no pelo

A intoxicacdo mercurial nos animais foi avaliada através da andlise da
concentracdo de Hg nos pelos (colhidos por tricotomia no dorso do animal). Em
seguida, o material foi armazenado em eppendorfs em temperatura ambiente. As
amostras foram acondicionadas em caixas sinalizadas com uma etiqueta azul
contendo as precaucdes e cuidados com o contato da pele, olhos, roupas e
inalacédo, bem como instru¢cdes sobre a ventilagdo adequada (EPA, 2002; KASPER
et al., 2014).

Apoés a coleta do material e armazenagem, o material foi enviado para o
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), para
ser submetido ao método de espectrofotometria de absorcdo atdbmica. As vidrarias
utilizadas nos procedimentos analiticos foram previamente mantidas em solucao de
acido nitrico (HNOs), 10%, permanganato de potassio (KMnOa4), em solu¢cdo com
acido sulftrico (H2S04) e cloreto de hidroxilaménio (NH2OH.HCI) a 10% por 24h,
lavados com &gua corrente, e posteriormente lavados com &agua destilada e
deionizada em um sistema Milli-Q e secos em estufa a temperatura de 50 °C.

As determinacbes de Hg total nas amostras foram submetidas aos
procedimentos analiticos pelo método proposto por Akagi, Malm e Branches (1996).
Descrito resumidamente a seguir: as amostras foram pesadas e acondicionadas em
frascos de aproximadamente 50 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de HNO3
e acido perclérico (HCIO4), proporcdo (1:1), 5 mL de H2SOs4, 1 mL de agua
deionizada. Apoés agitacdo, os frascos foram levados a chapa aquecedora a
temperatura de 220°C durante 20 minutos. Em seguida, as solucdes foram
resfriadas a temperatura ambiente, transferidas para baldo volumétrico de 50 mL,
aferidas e homogeneizadas com agua. Na realizacdo das andlises foram utilizados
reagentes da marca Merck Suprapur®. As determinacdes de Hg nas amostras foram
feitas por espectrofotometria de absorcdo atdmica com sistema de geragado de vapor
a frio, utilizando-se analisador direto de Hg (MASCARENHAS et al., 2004).

Os resultados foram expressos em média (ug Hg/kg) £ erro padrdo da média
(EPM), sendo comparados os valores de concentracdo de Hg dos animais expostos

ao MeHg com os animais controles.
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4.9. Analise de lipidios séricos (colesterol total e triglicerideos)

Amostras de sangue foram coletadas por via transcardiaca e alocadas em
tubos eppendorf para obtencdo de soro por centrifugagcdo a 12.000 rpm por 10
minutos.

Os niveis de colesterol total e triglicérides (mg/dL) foram determinados teste
colorimétricos por analisador semi-automatico (LabQuest, Labtest, Brasil), utilizando

kits de diagnostico (Labtest®, Brasil).

4.10. Morfometria intestinal

ApOs eutanasia dos animais, amostras de duodeno foram coletadas e fixadas
em formol a 10% (tamponado) durante 24 horas e posteriormente armazenada em
alcool a 70%. Logo apds, foram desidratadas em etanol e fixadas em parafina. Os
cortes histoldgicos foram corados com H&E para serem analisados.

Na analise morfométrica foram analisados os parametros de altura dos vilos e
profundidade das criptas, que sdo marcadores de integridade do tecido intestinal. A
altura do vilo foi medida a partir da linha da base até o seu topo. A profundidade da
cripta foi mensurada a partir da linha apical até o fundo da cripta (Figura 5). Foram
observados 10 vilos por animal utilizando um microscopio optico (Olympus CXS3,
Toquio, Japao) e sistema de aquisicdo de imagens (Q-Color 3, Olympus, Téquio,
Japao). Medidas foram feitas a partir de imagens digitalizadas pelo programa Image
J 1.4® (NIH — National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA), cuja calibracao foi
realizada através de uma micro-régua (CAPUTO; GITIRANA; MANSO, 2010).

Figura 5. Modelo esquemético da andlise morfométrica da altura do vilo e
profundidade da cripta, utilizando o programa Image J 1.4®.
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Fonte: Adaptado de PIRES; SILVEIRA,; SILVA, 2003.
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4.11. Determinacao de células caliciformes positivas com acido periédico de
Shiff (PAS)

Com a finalidade de detectar 0 muco presente em células caliciformes dos
vilos dos camundongos, as amostras de duodeno foram submetidas a cortes de 4
Mm de espessura e montados em laminas de vidro, desparafinizados, reidratados e
oxidados com &acido periédico a 0,5 %. Logo em seguida, as laminas foram coradas
com reagente de Schiff por 20 minutos e posteriormente, as mesmas laminas foram
contra-coradas com hematoxilina por 20 minutos. As imagens das laminas foram
obtidas pelo microscopio 6ptico (Olympus CX3, Toquio, Japado) e sistema de
aquisicdo de imagens (Q-Color 3, Olympus, Téquio, Japao). Foram observados e
quantificados dez vilos por animal. O resultado foi expresso como nimero de células
caliciformes por vilo. Toda a andlise foi feita de forma cega (CAPUTO; GITIRANA,
MANSO, 2010).

4.12. Avaliagdo dos marcadores do estresse oxidativo

4.12.1. Ensaio da glutationa peroxidase (GPx)

Para o ensaio da glutationa peroxidase: os homogenatos do duodeno foram
centrifugadas a 1200 rpm por 15 minutos a 4°C, e 100uL do sobrenadante foi
misturado a 150 yL do coquetel (glutationa redutase: 50uL; GSH: 0,0768g, NADPH:
0,01679g e perodxido de hidrogénio H202 0,4%, diluidos em 25 mL de tampao fosfato
de potassio) em placa de 96 pocos. A placa foi lida em leitor de microplacas por 10
minutos, em intervalos de 1 minuto e em comprimento de onda de 365 nm
(YOSHIKAWA et al.,, 1993). Os resultados obtidos foram expressos em pmol de
glutationa peroxidase, pelo tempo, por miligrama de proteina (umol/min/mg de

proteina).

4.12.2. Determinacéo da glutationa (GSH)

A determinacao dos niveis de grupamentos sulfidrilas néo proteicas (NP-SHs)
foi determinado pelo método que utiliza o reagente de Ellman's, o acido 5,5-ditiobis
(2-nitrobenzoico) (DTNB), segundo protocolo descrito por Sedlak e Lindsay (1968).
Para isso, as amostras de duodeno foram pesadas e homogeneizadas em solugéo
de acido etilenodiaminotetracético gelado (EDTA, 0,02 M; pH 8,9), em 10% de

proporcao, com auxilio do homogeneizador de tecidos. 40 pL do homogenato foi
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misturados com 50 uL de agua destilada, mais 10 uL de acido tricloroacético (TCA,
50%) e centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi
pipetado em placa de 96 pogos com tampéao Trizma (0,4 M) mais EDTA (0,02 M, pH
8,9) e DTNB (0,01 M). A absorbancia foi mensurada em leitor de microplaca, dentro
de 5 minutos depois da adicdo de DTNB, em comprimento de onda de 412 nm. Os
valores das absorbancias foram interpolados a curva padréo de glutationa e os
resultados foram expressos como pmol de NP-SH por miligrama de proteina

(umol/mg de proteina).

4.12.3 Avaliacao dos niveis de NO2/NOs3

A avaliacdo dos niveis de NO2/NOs foi determinada a partir da reacdo de
Griess (GREEN et al., 1982). Os tecidos foram homogeneizados com tampé&o fosfato
de potéssio (50 mM e pH 7,8). Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a
12.000 rpm, durante 15 minutos a 4° C. O sobrenadante (100 uL) foi misturado ao
reagente Griess (100 pL) (0,1% dihidrocloreto de N-(1-natftill) etilenodiamida a 1%
em acido fosférico a 5%) e apdés 10 minutos a absorbancia foi analisada em
espectrofotometro em comprimento de onda de 540 nm. As absorbancias foram
interpoladas a curva padrdo de nitrito de sodio. Todos os resultados foram
expressos em micromols (uUM) de nitrato/nitrito por miligrama de proteina. A
dosagem de proteina das amostras foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY
et al., 1951).

4.12.4. Dosagem de malondialdeido (MDA)

As amostras de duodeno foram removidas, pesadas e homogeneizadas em
tampéao fosfato de sdédio gelado (0,1 M, pH = 7,0), com homogeneizador de tecido na
proporcao de 10%. Usando o método descrito por Agar et al., (1999) com algumas
modificagcdes. Em seguida o homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, durante 5
minutos, a 4 °C. Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram misturadas com &cido
acetico 20% e acido 2-tiobarbitarico 0,5% (diluido em acido acético 20%, pH 2,4 -
2,6). A mistura foi transferida para o banho-maria com temperatura de 95°C, onde
ficou durante 1 hora, a amostra foi homogeneizada a cada 15 minutos e
sequencialmente para o banho de gelo onde ficou durante 30 minutos. Em seguida
recebeu dodecil sulfato de sédio (SDS, 8,1%) e foi imediatamente centrifugada a

12.000 rpm, durante 15 minutos, a 25 °C. A leitura da amostra foi realizada em
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espectrofotometro com comprimento de onda em 532 nm. A curva padrao foi obtida
usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padréo. Os resultados foram expressos em

nanomols de MDA por miligrama de proteina (hnmol/mg de proteina).

4.13. Ensaio de imunoabsorc¢éo enzimatica para MPO.

O ensaio foi feito de acordo com as instru¢cées do Kit Mouse Mouse DuoSet
ELISA AF3667 (R&D systems). As amostras que foram diluidas em tampédo RIPA
para realizar a quantificagdo de proteinas foram novamente diluidas no reagente
diluente (RD) especifico do kit em uso, sendo usada a proporcéao de 1:1 (ex: 50 pL
de amostra e 50 pL de RD) e armazenados sob refrigeracéo (- 4°C).

Foram utilizadas placas para ELISA de 96 pocos. Inicialmente os pocgos foram
preenchidos 100 uL do anticorpo de captura e ficaram overnight a temperatura
ambiente (TA). Seguiu-se a lavagem da placa, pondo tamp&o de lavagem do préprio
kit, 200 uL por poco, e em seguida a secagem da placa impondo uma forca sobre
uma superficie plana revestida com papel com propriedades absorventes (todo o
processo de lavagem foi repetido por trés vezes). Logo apos foi feito o bloqueio de
cada poco com 250 uL de RD e a placa foi deixada em repouso por 1 hora em TA.

ApOs essa etapa foi realizado novo processo de lavagem e em seguida
adicionadas amostras e curva padréo, 100 pL em cada poco (mantidos em repouso
por 2 h em TA). ApoGs essa etapa foi feita outra etapa de lavagem e adicionado 100
pL de anticorpo de deteccdo em cada poco (mantido por 2 h em TA), precedido de
outra etapa de lavagem. Logo apos foi adicionado a streptavidina HRP (100 pL) e foi
mantido por 20 minutos em TA, protegido da luz. Apds mais um procedimento de
lavagem foi feita a juncdo de uma parte de CRA com 1 parte de CRB, na proporgéao
de 1:1, totalizando-se um volume de 100 uL da solucdo CRA e CRB em cada poco,
mantendo-se a placa em repouso por 30 minutos, TA, protegida da luz. Ao final, foi
adicionado 50 pL de solucdo de parada e realizada uma leve agitagcéo, seguida de
leitura imediata em 450 a 540 nm. Os resultados foram expressos em picograma por

mg de proteinas (pg/mg de proteinas).
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4.14. Analise da expresséao das citocinas TNF-a, IL-10, IL-6, Bcl2 e Bax por gRT-
PCR
4.14.1. Extracdo do RNA

Uma aliquota de aproximadamente 30 mg de duodeno foi macerada em
tampéo RLT do kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen®). Apds a maceracao, o RNA
total foi extraido conforme instru¢cdes do fabricante do kit comercial. O RNA total

obtido foi quantificado em espectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific®).

4.14.2. Sintese do cDNA

Para a confeccdo do cDNA foi utilizado 2 pg do RNA total. Foram utilizados
iniciadores oligo (dT), dNTPs e a enzima Super Script Il seguindo as instru¢des do
fabricante (Invitrogen ®). Para Bcl2, Bax, TNF-a, IL-6 e IL-10 sendo a B-actina

utilizada como controle, conforme descritos na tabela abaixo:

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados nas andlises de gRT-PCR. Invitrogen™.

GENE OLIGONUCLEOTIDEOS
Bcl2 F GAT GAC TTC TCT CGT CGC TAC
R GAA CTC AAA GAA GGC CAC ATTC
Bax FTTG CCCTCTTCTACT TTG CTAG
R CCATGA TGG TTC TGATCA GCT C
IL-6 F CTG CAA GAG ACT TCC ATC GAG
R AGT GGT ATA GAC AGG TCT GTT GG
TNF-a F AGG GAT GAG AAG TTC CCA AAT G
R CAC TTG GTG GTT TGC TAC GAC
IL-10 F AAA GCA AGG CAG TGG AGC AG
R TCAAAC TCATTCATGGCCTTGT
Nrf2 F-CAC ATC CAG TCA GAA ACC AGT GG
R-CAC ATC CAG TCA GAA ACC AGT GG
B- actina FCCCTGG CTCCTAGCACCAT

R GAG CCA CCA ATC CAC ACAGA

4.14.3. PCR em Tempo Real (QRT-PCR)
Os primers foram combinados em uma mistura de reagao para produzir uma

amplificagdo. Cada mistura da reagcao com os determinados primers continha: SYBR
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Green Master mix (10 yL). Primers Forward e Reverse na proporcao de 1:1 (1 ulL).
Agua livre de nucleasse (7 uL) e DNA da amostra (1 pL).

Controles negativos foram realizados usando &gua livre de nucleases. O
protocolo de amplificagdo do PCR foi o seguinte: AmpliTag Gold DNA Polymerase
inicial - ativacdo a 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos com desnaturagéao a 95 °C
por 15 s, anelamento a 62 °C por 30 s e extensédo a 62 °C por 30 s. A amplificacao
foi realizada em um LightCycler® Nano em Real Time PCR System com 32 pogos.
Os resultados foram expressos como quantidade de gene amplificado em
comparacao com genes controle (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.15. Drogas e reagentes

o Acido 2-tiobarbitarico (Sigma Aldrich, EUA);

° Acido 5,5-ditiobis (Sigma Aldrich, EUA);

° Acido acético (Vetec Quimica, Brasil);

° Acido etilenodiaminotetracético (Dinamica, Brasil);
o Acido tricloroacético (Sigma Aldrich, EUA);

° Brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma Aldrich, EUA);
° Cloreto de metilmercurio (Sigma-Aldrich®, Brasil);
° Dimetilsuféxido (DMSO) (Dinamica, Brasil);

° Dodecil sulfato sodico (Sigma Aldrich, EUA);

° Eosina (Sigma Aldrich, EUA);

° Etanol absoluto (Sigma Aldrich, EUA);

° Formol (Alphatecm, Brasil);
° Fosfato de potassio monobasico e dibasico (Vetec, Brasil);
° Fosfato de sédio monobasico e dibasico (Vetec, Brasil);

° Hematoxilina (Sigma Aldrich, EUA);

° Ketamina (Kensol® Konig);

° Kit Labstest® para dosage de colesterol;

° Kit Labstest® para dosage de triglicerideos;
° Peréxido de hidrogénio (Dinamica, Brasil);
° Riboflavina (Vetec, Brasil);

° Tetrametoxipropano (Sigma Aldrich, EUA);
° Xilazina(Vetanarcol® Koénig);
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4.16. Equipamentos e materiais

Avental de algodéo;

Avental descartavel;

Balanca analitica precisa (Eletronic Balance FA-2104N);

Balanca digital eletrdnica para pesagem de animais — Filizola;

Cabine de seguranca biolégica classe Il, Tecniplast;

Capilares vitreos;

Centrifuga refrigerada para tubos Sigma 1-14k — Uniscience;

Criotubos, 2,0ml;

Espectrofotdmetro de absorcdo atomic (DMA-80, da Milestone Sel - Italia);

Espectrofotdbmetro UV-Visible (Shimadzu UV-260, Shimadzu Corp, Toquio,

Japao);

Geladeira e freezer Thermo Scientific (-80°C);

Glicosimetro AccuCheck e fitas reativas;

Intrumental cirdrgico;

Lanceta plastica;

Luvas de nitrila;

Méscara e 6culos de protecdo individual 3M contra risco biologico;
Placas de petri;

Ponteiras para pipetas;

Propés (protecao para pés);

Racao Presence-Labina®;

Sacos pléaticos, branco leitoso com simbolo de contaminante;
Seringas (B-D Plastipak);

Toucas;

Tubos de polipropileno para centrifuga;

Tubos Eppendorfs, 1,5ml;

Tubos Falcons, 15 e 50ml;

Vidraria: béqueres, pipetas manuais e tubos de ensaio;

Vértex Maxi Mix Il Thermolyne tipe 37600 mixer;
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4.17. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em média + erro padrao da média (EPM).
Todos os valores foram testados para a normalidade com o teste de Kolmogorov-
Smirnov. A andlise de variancia pelos testes One-Way ANOVA, com p@s teste de
Bonferroni, e Two-Way ANOVA, com pos teste de Tukey. Para os resultados da
morfometria foi realizado o teste T de Student para os grupos (CT x HF), (CT x Hg) e
(HF x HFHg). O ganho de peso dos animais expresso em % do valor de peso inicial
e erro padrdo da média. Foi utilizado o software GraphPad Prisma 7 (San Diego,
USA).
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5.0. RESULTADOS

5.1. Concentracdo de mercurio no pelo dos grupos experimentais

A exposicdo ao MeHg nos animais durante um periodo 21 dias resultou em
aumento significativo nos niveis de Hg no pelo, alcancando (355 = 110,8 mg/Kg) no
grupo Hg e (264,5 £ 84,96 mg/Kg) no grupo HFHg (***p <0,001), quando comparado
com 0s grupos nao intoxicados, grupo CT (0,66 + 0,06 mg/Kg) e grupo HF (0,38
0,09mg/Kg). Nao houve diferenca significativa na dosagem de Hg no pelo entre os

dois grupos de animais intoxicados.

Figura 6. Concentracdo de Hg no pelo dos grupos experimentais.
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Os valores foram expressos pela média £ EPM de 5 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).

5.2. Ganho de peso dos animais

Os animais que receberam dieta contendo 42% de lipideos no periodo de 40
dias, sem intoxicacdo por MeHg, grupo HF (260 = 11,88), demonstraram ganho de
peso quando comparado aos animais que receberam racao padrao, grupo CT (244 +
14,88). A intoxicacdo por MeHg nos animais durante um periodo 21 dias resultou em
um menor ganho de peso significativo nos grupos Hg e HFHg, quando comparado
com seus respectivos controles. Grupo Hg (200+ 23,29) e grupo HFHg (192 +
14,12).
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Figura 7. Percentual de ganho de peso dos animais submetidos a intoxicacéo

mercurial e expostos a dieta hiperlipidica.
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Ganho de peso dos animais expresso em % do valor de peso inicial e desvio padrdo da média. Foram
feitas 20 medi¢Bes ao longo dos 41 dias de experimento. Valor de p calculado em Two-Way ANOVA,
com pos teste de Tukey. **p=0,001 (CT x HF). ****p<0,0001 (CTx Hg e HF x HFHQ).

5.3. Dosagem dos niveis séricos de colesterol total e triglicerideos

Foi observado aumento significativo nos niveis séricos de colesterol dos
grupos HF (261 + 33 mg/dL) e HFHg (258 + 34 mg/dL) em comparacéo aos demais
grupos (****p<0,0001), grupo CT (97,5 £ 0,02 mg/dL) e grupo Hg (100 % 14 mg/dL).

A dieta ocidental aumentou significativamente os niveis de triglicerideos dos
grupos HF (312 + 16 mg/dL) e HFHg (334 + 0,01 mg/dL) em comparacdo aos
demais grupos (****p<0,0001), grupo CT (122 + 27 mg/dL) e grupo Hg (117 + 25
mg/dL).
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Figura 8. Impacto do consumo da dieta ocidental e exposicdo ao MeHg sobre a
concentracdo de colesterol total sérico e trigligerideos (mg/dL) em camundongos
C57BL/6J.
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Os valores foram expressos pela média £ EPM de 5 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).

5.4. Avaliagcdo morfométrica

Para verificar os efeitos do consumo dieta ocidental (42% de lipideos) e os
efeitos da contaminacdo por MeHg na agua de beber (20 mg/L) sobre os parametros
morfométricos, realizou-se a medicao da altura dos vilos, profundidade das criptas e
a relacéo vilo/cripta.

Em relacdo aos vilos, pode ser visto que o0 grupo que recebeu dieta ocidental,
independente da intoxicacdo, apresentou reducdo da altura dos vilos (**p<0,01),
guando comparados ao grupo CT. Também foi observado uma reducéo significativa
(*p<0,01) no grupo Hg. Além disso, foi observado que o grupo que recebeu a
combinacdo da dieta ocidental com a intoxicacdo por MeHg (HFHg), apresentou
reducdo mais significativa na altura dos vilos (****p<0,0001) (Figura 10a).

No que se refere as criptas, observou-se que o0s camundongos que
receberam dieta ocidental (42% de lipideos) apresentaram uma maior profundidade
das criptas (**p<0,01), quando comparado ao grupo CT. Novamente foi observado
que o grupo HFHg (**p<0,01), também apresentou maior diferenca significativa na
profundidade das criptas em relacdo ao grupo CT. N&o houve diferenca significativa
no grupo Hg em relagéo ao grupo CT (Figura 10b).

Quando realizado a avaliagdo morfométrica da razéo vilo/cripta foi observado

diferenca significativa nos animais do grupo HF (***p<0,001). em relacdo aos
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animais do grupo CT. Também foi observado diferenca significativa no grupo HFHg
(*p<0,01) em comparacédo ao grupo CT (Figura 10c).

Figura 9. Fotomicrografias representativas dos cortes histoloégicos do duodeno de
camundongos C57BL/6J, submetidos a dieta ocidental contendo (42% de lipidios) e
dieta padrao, animais sem intoxicacdo ou intoxicados com MeHg (20 mg/L na agua
de beber). Ldminas coradas em H&E (100x). Escala de 50 pym.

Fonte: Elaborado pela autora.



53

Figura 10. Avaliacdo morfométrica da altura dos vilos, profundidade das criptas e a
relacdo vilo/cripta no duodeno de camundongos C57BL/6J, submetidos a dieta
ocidental contendo (42% de lipidios) e dieta padrdo, animais sem intoxica¢cdo ou
intoxicados com MeHg (20 mg/L na agua de beber).
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Os valores foram expressos pela média + EPM. teste t de Student, comparando grupos (CTx HF), (CT
x Hg), (HF x HFHQ) e (CTx HFHg). Numero de animais por grupo (n= 4). Nao foi observado diferenca

significativa entre os grupos experimentais por teste ANOVA,

5.5. Determinacgéo de células PAS positivas
Observou-se menor quantidade de ceélulas PAS-positivas no grupo HFHg
quando comparado ao grupo HF (****p<0,0001). Nao foi observado diferenca

significativa entre os demais grupos experimentais.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas dos cortes histolégicos do duodeno de
camundongos C57BL/6J, submetidos a dieta ocidental contendo (42% de lipidios) e
dieta padrédo, animais sem intoxica¢do ou intoxicados com MeHg (20 mg/L na &4gua
de beber) coradas com reagente de Schiff. (100x). Escala de 50 pm.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12. Quantidade de células caliciformes por vilo no duodeno de camundongos
C57BL/6J, submetidos a dieta ocidental contendo (42% de lipidios) e dieta padréo e
animais intoxicagdo ou ndo por MeHg (20 mg/L na agua de beber).
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Os valores foram expressos pela média £ EPM de 4 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).

5.6. Atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)

Observou-se diferenca na atividade enzimatica da MPO quando comparado o
grupo Hg e HFHg (**p<0,01), também foi observado uma reducao significativa entre
0s grupos HF e HFHg (*p<0,01).

Figura 13. Avaliacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase no duodeno dos

camundongos C57BL/6J submetidos a dieta ocidental e/ou intoxicagéo pelo MeHg.
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Os valores foram expressos pela média £+ EPM de 6 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).
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5.7. Determinacéo de marcadores de estresse oxidativo

Para verificar os efeitos da intoxicacdo por Hg e os efeitos do consumo dieta
contendo (42% de lipideos) sobre os marcadores de estresse oxidativo, realizou-se
analises da atividade das enzimas antioxidantes GPx. Além da avaliacdo dos niveis
de GSH e NO2/NOs e peroxidacédo lipidicas através da mensuracdo dos niveis de
MDA presente nas amostras.

Em relacdo a atividade enzimética da GPx o grupo Hg demonstrou uma
reducdo da atividade da GPx no duodeno quando comparado com o grupo CT
(****p<0,0001). A atividade de GPx também apresentou reducéo significativa quando
comparados os grupos HF e HFHg (**** p<0,0001). Nao houve diferenca significativa
guando comparado os grupos CT e HF.

A intoxicacdo mercurial promoveu um aumento significativo das
concentracbes de GSH no duodeno quando comparado com o grupo CT
(****p<0,0001). Nao houve diferenca significativa quando comparado o grupo HF
com o grupo HFHg.

Quando avaliado os niveis de NO2/NO3 no duodeno de camundongos. O
grupo Hg teve aumento significativo nos niveis de NO2/NO3 quando comparado ao
grupo CT (****p<0,0001). Também houve diferenca significativa quando comparados
os grupos CT e HF (***p< 0,001). Quando avaliado o grupo HFHg foi observado uma
reducdo quando comprado ao grupo HF (** p< 0,001).

Em relacdo ao MDA, o grupo Hg apresentou maior concentracdo de MDA no
duodeno quando comparado com o grupo CT (**p<0,001). Também houve diferenca
significativa entre os grupos CT e HF (*p<0,01). Foi observado também um aumento

significativo nas concentracdes de MDA entre os grupos CT e HFHg (**p<0,001).
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Figura 14. Avaliacdo do estresse oxidativo por meio da andlise das concentracdes
de GPx, GSH, NO2/NOs e MDA no duodeno dos camundongos C57BL/6J

submetidos a dieta ocidental ou dieta padréo, intoxicagdo ou ndo por MeHg.
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 6 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).

5.8. Transcricdo de Nrf2 por qRT-PCR
O grupo HFHg reduziu significativamente os niveis transcripcionais de Nrf2
(*p<0,01) quando comprado com o grupo CT. Nao houve diferenca significativa

entres os demais grupos experimentais (Figura 15).
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Figura 15. Transcricao de Nrf2 por gRT-PCR usando B-actina como referéncia.
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Os valores foram expressos pela média £+ EPM de 6 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).

5.9. Transcricdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por gRT-PCR

A dieta ocidental com (42 % de lipideos) causou uma reducao significativa
(*p<0,01) nos niveis de IL-10 e IL-6, quando comparado ao grupo CT. Nao houve
diferenca significativa entre os demais grupos experimentais. Quando avaliado a
transcricdo de TNF-a, ndo foi observado diferenca significativa entre os grupos

experimentais

Figura 16. Transcricdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por gRT-PCR usando B-actina como
referéncia.
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Os valores foram expressos pela média £ EPM de 6 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).

5.10. Transcrigcao de Bcl-2 e Bax por gRT-PCR.

A dieta ocidental com (42% de lipideos) causou uma reducdo significativa
(*p<0,01) os niveis transcripcionais de Bcl-2 quando comprado com o grupo CT. No
grupo HFHg também foi observado uma reducéo significativa ha expresséo de Bcl-2
(*p<0,01) em comparacdo ao grupo CT. Quando avaliado os niveis transcripcionais

de Bax néo foi observado diferenga significativa entre os grupos experimentais

Figura 17. Andlise da transcricdo de Bcl-2 e Bax por qRT-PCR usando B-actina
como referéncia.
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Os valores foram expressos pela média £+ EPM de 6 e 4 animais em cada grupo (ANOVA, Bonferroni).
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6.0. DISCUSSAO

A exposicdo toxica ao Hg afeta diferentes 0Orgaos, contribuindo para
insuficiéncia renal, doenca cardiovascular e disfuncdo do SNC (LUND et al., 1993;
SAKAMOTO et al., 2017). Além disso, pesquisas recentes do nosso grupo revelaram
gue a exposicdo ao MeHg 20 mg/L na agua de beber aumentou significativamente
os niveis de peroxidacao lipidica e marcadores de estresse oxidativo, no hipocampo
de animais jovens (PN 21) (BARROS, 2017) e lactentes (PINTO, 2018).

A dose escolhida para esse estudo foi fundamentada em estudos onde o
MeHg (20 mg/L) foi capaz de causar alteracées no SNC no periodo de 21 dias sem
afetar a quantidade de &gua consumida pelos animais. Dietrich et al., (2005)
avaliaram os efeitos da exposicdo oral ao CHsHgCl no controle e atividade
locomotora em camundongos adultos. O MeHg foi diluido em &gua potavel em
doses de 20 e 40 mg/L. Foram realizados testes comportamentais e sacrificio dos
animas nos dias 7, 14 e 21 apés o inicio do tratamento, os efeitos da intoxicacdo
foram dependentes do tempo, tendo seus efeitos mais pronunciados no dia 21. A
exposicdo ao MeHg (20 mg/L) causou diminuicdo significativa na atividade
locomotora espontanea. A maioria dos animais que receberam a dose de 40 mg/L
morreram nos primeiros dias. Sugerindo que a dose 40 mg/L ndo é adequada para
modelo animal de intoxicacdo por MeHg.

Sabendo-se dos efeitos pronunciados do Hg no SNC e a escassez de estudos
voltados a exposicédo desse metal ao TGI, visto que a absor¢édo do MeHg acontece,
principalmente, ao nivel do TGI (CLARKSON et al., 2006), neste estudo buscamos
identificar alterac6es causadas no duodeno pela intoxicacdo por MeHg (20mg/L na
agua de beber).

A escolha da dieta feita nesse estudo foi devido ao fato de inexistir estudos
gue relacionem efeitos de dieta ocidentalizada com os efeitos da intoxicacdo por
MeHg. O crescente aumento do consumo de dietas ricas em gordura pela populagéo
é um problema de satde publica (WHO, 2016; ZINOCKER; LINDSETH, 2018).

Em nossos resultados foi observado ganho de peso nos animais que
consumiram dieta ocidental, grupo HF. Da mesma forma, Carlin et al.,, (2016)
utilizaram modelo de Western Diet (17% de proteina e 41% de gordura) para
camundongos C57BL/6J, de 9 semanas de idade, e observaram aumento de peso
significativo apds 8 semanas de consumo da dieta em relagdo ao grupo controle

(com 13% de gordura).
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Ja quando comparamos 0s grupos submetidos a exposicdo ao metal, grupos
Hg e HFHg, foi observado um menor ganho de peso, quando comparados com seus
respectivos controles. Corte et al., (2013) observaram menor ganho de peso em
ratos Wistar, tratados com MeHg (5mg/kg/dia), por gavagem, durante 21 dias.

KAWAKAMI et al., (2012) avaliaram se a exposicdo ao HgCl2 (1mg/kg) seria
capaz de induzir alterac6es na funcao dos adipdécitos. Foram utilizados ratos machos
com 6 semanas de idade, os animais permaneceram 24 dias em consumo de dieta
padrdo (357,6 kcal/l100 g) ou dieta HFD (507,6 kcal/100 g), apds 14 dias de
consumo de dieta HFD os camundongos haviam estabelecido obesidade e
dislipidemia, nos ultimos 10 dias apds o inicio das dietas foi administrado por injecao
subcutéanea (1 mg/kg de HgClz2) por 10 dias. Foi observado que o Hg diminuiu
significativamente o nivel sérico de leptina com a regulacdo negativa da expressao
do mRNA da leptina e uma reducédo no tamanho dos adipdcitos. Resultados esses
gque podem levar ao desenvolvimento de novas abordagens para estabelecer o
papel dos metais no tecido adiposo das doencas relacionadas a obesidade.

A mensuracao de Hg no pelo tem sido usada como marcador de exposicéo ao
Hg, por ser um método ndo invasivo de coleta e também uma matriz Gtil para
analises de série temporal (BERGLUND, 2005). Os niveis de Hg considerados
limitrofes ndo toxicos, pela OMS, em humanos sdo de 8 ug/L, no sangue, e de 2
Mg/g, nos cabelos (WHO, 1990). Neste estudo, 0os grupos que foram expostos ao
MeHg, apresentaram concentragcbes 300 vezes mais elevadas de Hg no pelo,
confirmando que administracdo de MeHg na agua de beber induz intoxicacdo nos
animais.

Nielsen, Andersen e Grandjean, (1994) avaliaram a deposicao de Hg nos dias
3, 10, 20 e 30 dias ap6s administragdo em dose Unica por gavagem (1pmol/kg) em
ratos de 8 semanas de idade. A concentracdo de Hg foi mensurada em soro e pelo.
Os resultados mostraram que a concentracdo Hg no sangue, foi mais elevada no dia
3. Ja quando avaliado o pelo, o dia 30 se mostrou mais elevado. Demostrando assim
que a avaliacdo da toxicidade do Hg no pelo € util para anédlises de exposicdo a
periodos prolongados.

Ja Buchanan et al., (2015) avaliaram o consumo elevado de peixes entre
asiaticos residentes em Chicago, nos Estados Unidos (EUA), e a relagdo com o
aumento da concentracdo de Hg no cabelo, visto que a dieta em adultos é a

principal via de exposicdo ao Hg. Foram analisados 71 participantes, coletadas
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informacBes sobre o consumo de peixe e amostras de cabelo para avaliar a
concentracdo de Hg. A maior concentracdo de Hg se deu em mulheres em idade
fértil, com niveis de 1 ug/g. A média do restante dos individuos foi de de 0,58 ug/g.
20% da amostra comiam peixe 4 ou mais vezes na semana. Os niveis de Hg nos
peixes comprados eram geralmente baixos. Os peixes de maior consumo eram a
tilapia, salméo, atum e cavala, os niveis mais altos de Hg foram encontrados em
amostras de atum. Os resultados do estudo demonstram que o maior consumo de
peixe, mesmo com baixas concentracdes de Hg, demonstrou ter uma relacao direta
com a concentracdo aumentada de Hg no cabelo dos participantes.

Vérios trabalhos tém relatado uma hipercolesterolemia e sindrome metabdlica
resultantes da exposicado cronica ao MeHg (MOREIRA et al., 2012; MACEDO-
JUNIOR et al., 2017; JOSHI et al., 2014). Quando analisamos 0s niveis séricos de
colesterol e triglicerideos, ndo foram observadas diferencas significativas no grupo
intoxicado. Apenas aumento significativo nos grupos que consumiram dieta
ocidental, efeito esse ja esperado, visto que o consumo de dietas ricas em lipidios
esta diretamente relacionado com aumento de complicacbes ateroscleroticas
(MARTINS; SALDANHA, 2017).

Muito tem se discutido, acerca de possiveis efeitos da modulacdo da dieta a
intoxicacdo com o MeHg (NIELSEN; ANDERSEN, 1995; GANAPATHY et al., 2001,
DAVE et al.,, 2004). Como foi demonstrado em nossos resultados os efeitos da
intoxicagcdo do MeHg em animais que consumiram dieta padréo, elevou os niveis de
estresse oxidativo (MDA. NO2/NOs. GSH) porém, o grupo HFHg apresentou uma
reducd@o nos niveis de NO2/NO3 e GSH. Sugerindo que a dieta pode influenciar na
toxicidade do Hg.

Porém, o uso de dietas ricas em lipidios por si € um problema de salde em
todo o mundo. O consumo de dieta ocidental est4 diretamente relacionado ao
aumento de obesidade, geralmente associada a inflamacdo e a um conjunto de
distirbios conhecidos como sindrome metabdlica (GUILLEMOT-LEGRIS;
MUCCIOLI, 2017). Em nossos resultados a dieta, independente da intoxicagao, se
mostrou significante ao elevar os niveis de NO2/NOs e peroxidacao lipidica, avaliado
pelos niveis de MDA.

Kuwabara et al., (2018) avaliaram a influéncia do diabetes tipo 2 e obesidade
na via tipo Toll like 4 (TLR4) em neutrofilos de ratos. Utilizaram ratos Wistar obesos

induzidos por dieta hiperlipidica. Para avaliar a resposta dos neutrofilos ao LPS, foi
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realizada uma instilacdo intratraqueal de LPS. Os ratos obesos apresentaram uma
menor resposta ao LPS, com comprometimento da via TLR4, via do sistema
imunoldégico desses animais, o que resulta em menor producdo de citocinas
inflamatoérias. Também foi relatada, diminuicdo da expresséo de IL-1B, IL-6, CXCL1,
CXCL2 e atividade de MPO. Esses resultados estdo de acordo com os resultados
encontrados neste estudo, onde foi observado uma reducdo nos marcadores

inflamatoérios de animais que consumiram dieta ocidental.

Varios estudos sugerem o consumo de anti-inflamatérios para promover
protecdo contra os efeitos do MeHg. Barcelos et al., (2011), demonstraram que o
consumo de quercetina (QC), um flavonoide abundante na dieta humana, protege
contra danos causados pela exposicdo ao MeHg. Os animais receberam MeHg (30
Mg/kg/dia) por gavagem e QC (0,5-50 mg/kg/dia) ou combinagbes de ambos durante
45 dias. Posteriormente, os niveis de GSH, GPx e CAT. O MeHg diminuiu a
concentracdo de GSH e a atividade da GPx em 17 e 12%. Quando o flavonéide foi
administrado em combinacdo com MeHg, as concentracbes de (5,0 e 50,0
mg/kg/dia) demonstraram efeito protetor. Além disso, a reducéo nos niveis de GSH e
GPx causada pelo tratamento com MeHg foi restaurada. Os resultados indicam que
o consumo de alimentos ricos em QC pode exercer um efeito protetor em animais
expostos a Hg.

Ja Jadan-Piedra, Vélez e Devesa, (2018) demonstraram que o consumo
alimentar de compostos com grupos tiol, flavonoides, como QC, polifendis, como
acido tanico, extratos vegetais ou suplementos ricos nesses compostos, podem ser
uma estratégia adequada para reduzir a biodisponibilidade oral de Hg. Outros
alimentos como ch4, café e fibras em geral também foram eficazes na modificacédo
da biodisponibilidade do Hg (STILLINGS et al., 1974; NIELSEN; ANDERSEN, 1995).
Porém, sdo necessarios mais estudos para entender os mecanismos envolvidos no
consumo de deita rica em lipidios e a exposicdo ao MeHg, visto que a maioria dos
estudos relacionam efeitos de alimentos antioxidantes.

A avaliacdo da arquitetura dos vilos e das criptas reflete, em parte, a satude do
intestino delgado, visto que, a altura dos vilos proporciona uma maior capacidade de
absorcéo, a partir do aumento da area de contato, e alteracbes dos vilos, como na
reducdo de sua altura, estdo associados a danos nas células epiteliais intestinais

(HAN et al.,, 2016). Apds a intoxicacdo com MeHg foram observadas alteracdes
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caracterizadas por reducéo da altura dos vilos. Apesar desses achados, nota-se que
0S animais que receberam dieta ocidental e foram intoxicados por MeHg, grupo
HFHg, apresentaram maior comprometimento da mucosa.

A avaliacdo morfométrica realizada demonstrou que a intoxicacado pelo Hg
nao foi capaz de induzir danos pronunciados. Mas quando feita a associacdo com a
dieta ocidental, foram observados maiores danos. A falta de potenciacédo da lesdo da
mucosa observada na intoxicacdo por MeHg possivelmente envolve mecanismos de
acdo ainda desconhecidos. Até o presente momento, estudos semelhantes
avaliando a intoxicacdo por MeHg na mucosa intestinal séo escassos.

A secrecao do muco € um fator critico na funcéo de barreira do intestino e sua
diminuicdo resulta em aumento significativo do risco de infecgdes (ALBANESE et al.,
1994). Neste estudo, foi observado que o grupo que recebeu a combinacéo de dieta
ocidental e intoxicacdo por MeHg, diminui significativamente as células PAS
positivas, sendo o grupo mais susceptivel a riscos de infec¢des.

Jiang et al., (2018) demonstraram que a exposicdo ao HgCl2 em
camundongos fémeas BALB/c de 4 semanas de idade, induziu estresse oxidativo,
aumento da permeabilidade celular e perda da integridade das vilosidades. Bem
como, perda de peso, corroborando com os achados deste presente estudo.

Um grande numero de evidéncias associa os danos causados pelo acumulo
do Hg no organismo as caracteristicas pro-oxidantes deste metal e,
consequentemente, a sua capacidade de contribuir para a geracdo de EROs
(STOHS; BAGCHI, 1995; BRANDAO et al., 2008; FARINA; ROCHA; ASCHER,
2011).

A liberacdo de EROs, e por consequéncia a desestabilizacdo das estruturas
organicas, leva a destruicdo do DNA das células epiteliais intestinais e morte celular.
(MAEDA et al., 2010). Por isso, torna-se crucial a quantificacdo da concentracdo da
GSH e GPx, que atuam principalmente como antioxidante enddgeno, tendo papel
crucial no combate aos radicais livres, defendendo as células do estresse oxidativo
(LUSHCHAK, 2014). Seu consumo reflete uma defesa celular contra a liberacdo de
EROs, que por sua vez estdo presentes na fisiopatologia de doencas intestinais
(SIES, 1993; MAEDA et al., 2010; PEREIRA et al., 2016).

O MeHg interage preferencialmente com grupos tiois e selendis de proteinas
e moléculas de baixo peso molecular. Essa interagdo contribui para a ocorréncia de

estresse oxidativo, que pode produzir danos por varios mecanismos de interacao,
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prejudicando a funcdo de véarias moléculas, como: proteinas, lipidios e acidos
nucléicos, resultando potencialmente na modulacao de diferentes vias de transducao
de sinal celular (ANTUNES et al., 2018).

Foi demonstrado que o MeHg liga o GSH e GPx, tanto em modelos animais
guanto em sistemas de cultura de células (PATRICK, 2002; KHAN et al., 2012). De
fato, varias evidéncias in vitro (FRANCO et al., 2009; NI et al., 2011). e in vivo
(STRINGARI et al., 2008; FRANCO et al., 2009; GLASER et al., 2010) mostraram
gue a exposicédo ao MeHg causa deplecao da GSH e da GPx.

Eritrécitos foram tratados in vitro com diferentes concentracdes de HgCl2 (1-
100 pM) por 1 hora a 37 ° C. O poder antioxidante dos eritrécitos tratados com HgCl2
foi prejudicado, resultando no aumento de espécies reativas. Sugerindo que o HgCl2
induz estresse oxidativo nos eritrécitos humanos. Isso foi confirmado quando se
constatou que a geragdo de Oz, H202, ONOO™ aumentava de maneira dependente
da dose nos eritrocitos tratados com HgClz. Esses resultados mostram que o HgCl2
induz estresse oxidativo e nitrosativo, oxida a hemoglobina, prejudica o mecanismo
de defesa antioxidante e altera as vias metabdlicas nos eritrocitos (AHMAD E
MAHMOOD, 2019).

Também foi observado que a administracdo HgClz em ratos induziu
acentuadas reducbes na atividade da SOD, CAT e GPx no rim. Atividades
suprimidas dessas enzimas séo correlacionadas com o aumento de lesdo oxidativa
(GSTRAUNTHALER; PFALLER; KOTANKO,1983).

EL-TANBOULY et al., (2015) e EL KEBBAJ et al., (2015) demostraram que o
LPS eleva a atividade de enzimas antioxidantes como uma resposta ao aumento de
espécies reativas causado por essa substancia. Sendo o LPS uma endotoxina bem
conhecida. E visto os efeitos do MeHg de diminuir os efeitos das enzimas
antioxidantes, essas alteracfes representam um mecanismo importante pelo qual o
Hg causa altera¢cfes nos tecidos.

Além disso, um estudo propds outro mecanismo molecular para explicar a
atividade reduzida da GPx apds a exposicdo ao MeHg. O MeHg induz uma
"deficiéncia de selénio”, que afeta a sintese de GPx através de um efeito pos-
transcricional, levando a diminuicdo dos niveis de GPx e consequentemente,
aumento dos niveis de H202 (USUKI et al., 2010).

Nesse estudo foi verificado uma diminuicdo nos niveis da GPx no duodeno,

dado esse de acordo com resultados presentes na literatura. Em contrapartida foi
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observado um aumento nos niveis de GSH no grupo intoxicado, efeito
provavelmente compensatorio. Porém mais estudos precisam ser realizados para
entender melhor os efeitos desse metal no intestino. Visto que a maioria dos dados
na literatura se referem aos efeitos no SNC. Em nosso modelo experimental,
também detectamos altos niveis de produtos de peroxidacao lipidica, demonstrados
pelo aumento nos niveis de MDA nos grupos Hg e HFHg. Resultados esses de

acordo com a literatura.

Em nossos resultados encontramos uma reducdo da transcricdo de Nrf2 no
grupo HFHg e uma tendéncia a redugcao no grupo Hg, sugerindo que o Hg interferiu

na transcricdo desse gene, aumentando o estresse oxidativo.

Com o intuito de investigar a participacdo de infiltrados neutréfilicos no
presente estudo, sabendo que estes tem uma importante participacdo no
mecanismo de inflamacéo intestinal (RIBEIRO et al., 2002), foi avaliada a atividade
da enzima MPO, por esta ser considerada um importante marcador quantitativo da
infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em vérios tecidos, entre eles, o
duodeno. Foi observado nos resultados uma reducédo nos niveis de MPO no grupo
HFHg. Efeito esse também encontrado no trabalho de Kuwabara et al., (2018), onde
foi observado uma desregulacéo da atividade da MPO.

Em nossos resultados, esperdvamos que o Hg, por seus efeitos
neurodegenerativos e pro-oxidantes, estivesse diretamente associado com aumento
de citocinas proé-inflamatérias (por exemplo, IFN-y, IL-6 IL-1B e TNF-a) e
inversamente associado a anti-inflamatorios citocinas (por exemplo, IL-10, IL-4).
Porém, ndo foram encontradas diferencas significativas nos marcadores
inflamatorios dos grupos expostos ao Hg.

Um estudo, demonstrou que a exposi¢do elevada ao Hg esta associada a
niveis elevados de anticorpos antinucleares (ANA) para individuos expostos ao
mercurio inorganico por meio de operacbes de mineracdo de ouro em pequena
escala (SILVA et al, 2004; GARDNER et al., 2010) ou MeHg pelo consumo de
peixes contaminados. O ANA desempenha um indicador geral de disfuncao
autoimune (NYLAND et al., 2011).

Outro estudo, feito em mineradores na Amazonia buscou analisar novos
biomarcadores séricos de imunotoxicidade induzida por Hg e desregulacao

autoimune. Foram colhidas amostras de soro e posteriormente foram feitas analises
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pelo método de ELISA. As amostras foram colhidas de dois grupos, um em campo
de mineracédo de ouro, grupo exposto ao Hg e um grupo controle, sem exposi¢cao ao
Hg. A exposicdo ao Hg foi associada ao aumento dos titulos de varios
autoanticorpos no soro, incluindo anti-GSTAL. Essas proteinas desempenham uma
ampla variedade de papeis, inclusive como antioxidantes, na regulacédo de citocinas
pré e anti-inflamatorias, além de estresse oxidativo. Acredita-se que a desregulacao
dessas proteinas e vias desempenhe um papel em doencas autoimunes, como
artrite reumatoide e esclerose mudltipla. Tomados em conjunto, esses resultados
sugerem que a exposi¢cdo ao Hg pode induzir disfuncdo autoimune complexa e os
efeitos imunotoxicos dessa disfuncdo podem ser medidos por concentracbes
elevadas de autoanticorpos como anti-GSTA1 (MOTTS et al., 2015).

Apesar do SNC ser considerado o érgao critico para o efeito toxico do MeHg,
recentemente foi sugerido que o sistema imunolégico pode ser pelo menos téao
afetado quanto. HAGGQVIST et al.,, (2005) Avaliaram os efeitos do MeHg no
sistema imunolégico em camundongos. Foram administradas injec6es de 2mg de
MeHg/kg por via subcutdnea a cada trés dias. O Hg causou durante a primeira
semana uma reducéao de 47 e 9% das células B e T, respectivamente.

Acredita-se que a exposicdo ao MeHg produza uma resposta
imunossupressora inicial, caracterizada por numeros reduzidos de células B e T,
seguidos por uma resposta Th1l atrasada, que pode persistir por muito tempo apdés a
exposicdo (HAGGQVIST et al., 2015; CROWE et al., 2016).

Nossos resultados, indicam que a exposicdo ao Hg pode desregular os sinais
da inflamac&o no sistema imunoldgico, apoiando ainda mais a necessidade de se
investigar as interagdes entre o consumo de peixe contaminados com Hg a outras
vias de exposi¢cao ao Hg, biomarcadores de inflamacéo.

Sokolowsky et al.,, (2011) avaliaram marcadores de apoptose em ratos
expostos a uma unica dose de 5mg/kg por via subcutanea. A intoxicagdo promoveu
aumento da transcricdo de proteinas ligadas a cascata de apoptose, incluindo a Bcl-
2 associado a proteina X (Bax), citocromo C, caspase 9 e caspases 8 e 3. Nos
nossos resultados ndo encontramos diferencas na transcricao de Bax, foi observado
uma menor expressao de Bcl-2 nos grupos HFHg e HF. Esses resultados sugerem
que a dieta ocidental foi capaz de interferir na via apoptética. Mas sdo necessarios

mais estudos para entender melhor os mecanismos envolvidos.
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Os conceitos aqui expostos contribuem para a compreensdo sobre a
toxicidade do MeHg, um poluente ambiental de grande risco a saude humana. O
desenvolvimento de estudos experimentais tem sido fundamental para conhecer os
efeitos téxicos do MeHg em diferentes érgaos e também para as investigacfes de
provaveis alvos moleculares que possam minimizar os efeitos deste metal pesado.
Maiores investigacdes sobre as vias celulares que estdo envolvidas na toxicidade do
MeHg no duodeno, bem como os efeitos que a dieta exerce na bioacessibilidade
desse metal, sdo necessarios.

Estudos mais voltados ao papel da microbiota intestinal também sao de
grande relevancia, ja que alguns trabalhos tém relacionado mudancas no microbiota
intestinal, como um dos efeitos da exposicdo ao Hg (ROWLAND; ROBINSON;
DOHERTY, 1984; ZHANG et al., 2019). Portanto, sugerem-se que mais estudos
sejam desenvolvidos envolvendo o consumo de dieta e uma possivel modulagéo das
dietas sobre os efeitos toxicos do MeHg, influenciando na metilacdo e desmetilacao
desse metal.

Mas limitagbes do estudo devem ser reconhecidas. Esse estudo avaliou
apenas os efeitos da intoxicacdo por MeHg em curto periodo e possivelmente a
contaminacgdo na populacdo em geral € na maioria das vezes por longos periodos.
Sendo necessarios mais estudos, com um nuamero de amostra mais robusto e um

periodo maior de exposicao.
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FIGURA 18. Modelo representativo da acdo do MeHg e o consumo de dieta

ocidental (42% de lipidios) no duodeno de camundongos C57BL/6J.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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7.0. CONCLUSAO

A dieta ocidental alterou o ganho de peso corporal no grupo experimental
submetido a dieta hiperlipidica. Ja& a exposicdo ao MeHg demonstrou ser
significativa no menor ganho de peso dos animais expostos a esse metal
toxico.

A intoxicacdo pelo MeHg na agua de beber (20 mg/L) aumentou as

concentracfes de Hg no pelo dos animais dos grupos intoxicados.

A dieta aumentou os niveis de colesterol e triglicerideos dos camundongos
C57BL/6J, em um periodo de 40 dias de exposigao.

A intoxicacédo pelo MeHg na agua de beber (20 mg/L) causou uma reduc¢éo na
concentracdo de GPx e um aumento significativo de MDA, GSH e NO2/NOs.
Enquanto a dieta independe da intoxicacao elevou os niveis de NO2/NOs e
MDA.

A Transcricdo de Nrf2 foi menor no grupo HFHg, nédo sendo significativa nos
demais grupos experimentais.

O grupo HFHg apresentou os efeitos mais prejudiciais na avaliagéo
morfométrica, com uma reducéo na altura dos vilos, aumento da profundidade
das criptas e uma maior relagédo vilo/cripta.

A contagem de células PAS positivas se mostrou reduzida no grupo HFHg.
Quando avaliado a atividade da MPO, o grupo HFHg apresentou redu¢cédo nos
niveis de MPO.

A intoxicacédo pelo MeHg na agua de beber (20 mg/L) ndo alterou a expressao
das citocinas pro- inflamatérias (IL-6 e TNF-a). Enquanto a dieta foi capaz de
reduzir a expresséao de IL-10 e IL-6.

N&o encontramos diferenca significativa na expressdo de Bax. Mas foi
observada uma expressado reduzida de Bcl-2 nos grupos que consumiram
dieta ocidental (HFHg e HF).
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