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RESUMO

O mercurio € um metal téxico que pode causar danos ambientais, e quando ocorre a
exposicao humana a esses contaminantes pode acarretar estresse oxidativo que pode
causar ou potencializar diversas morbidades. No estado de Alagoas,
a Lagoa Mundau, a qual faz parte do Complexo Estuarino Mundau-Manguaba
(CELMM) é uma importante fonte de subsisténcia para a populacédo local. Porém,
segundo dados recentes do nosso grupo, a contaminacao por metais pesados, com
destaque para o mercurio (Hg), tem promovido danos em toda cadeia dependente de
tal ambiente, incluindo as células sanguineas dos pescadores de tal localidade. Logo,
um dos objetivos do nosso trabalho foi o de avaliar, em pessoas que vivem em torno
do CELMM, altera¢des funcionais e estruturais de células sanguineas, bem como seu
o estado redox. Dentro do mesmo contexto de contaminacdo por Hg, existe uma
relagdo dos niveis de Hg no sangue e o desenvolvimento de doengas cadiovasculares.
No ambito das doencas cardiovasculares, a aterosclerose € uma das maiores causas
de morte em todo o mundo, que pode levar ao infarto agudo do miocardio. Sendo
assim, utilizamos como modelo de estudo, os camundongos knockout para o receptor
de LDL (LDLr/), os quais possuem como consequéncia uma maior circulacéo de tal
lipoproteina rica em colesterol, levando a formacéo da placa de aterosclerose. Nesses
animais LDLr/, avaliamos se o tratamento com HgCl2 (30 dias, 0,5 mg Kg) teria um
efeito aditivo sobre os fatores de risco para aterosclerose. No estudo com humanos,
avaliamos células sanguineas de 60 pescadores e 65 controles pareados, onde foi
observado maiores niveis de Hg no sangue, diminuicdo da funcionalidade dos
eritrocitos, alteracdo estrutural na hemoglobina e comprometimento do sistema redox
nos pescadores. Ainda nos pescadores, os linfocitos apresentaram uma producao
exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROS). Quanto ao estudo com animais
LDLr/ tratados com HgClz, estes apresentaram diminuicdo de funcionalidade dos
eritrocitos; alteracdo na contagem de células da série branca, aumento na atividade
fagocitaria de macrofagos, elevacdo de citocinas plasmaticas, acumulo de Hg em
diferentes 6rgados, bem como alteracdo na funcéo renal e hepatica. Nas mitocéndrias
isoladas de figado, houve um comprometimento da respiracdo e integridade de tal
organela, e ainda aumento na geracao de H202. Portanto, nossos resultados mostram
que, independente do modelo utilizado, a contaminagdo por Hg leva a danos

oxidativos sistémicos que podem comprometer a salde do organismo.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/lagoon

Palavras-chave: Contaminacao, mercurio, mitocondria, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Mercury is a toxic metal that can cause environmental damage, and when human
exposure to these contaminants occurs, it can lead to oxidative stress that may cause
or exacerbate various morbidities. In the state of Alagoas, Mundau Lagoon, which is
part of the Mundau-Manguaba Estuarine Complex (CELMM), is an important source
of subsistence for the local population. However, according to recent data from our
group, contamination by heavy metals, notably mercury (Hg), has been causing
damage throughout the chain dependent on this environment, including the blood cells
of fishermen from this locality. Therefore, one of the objectives of our work was to
evaluate, in people living around the CELMM, functional and structural alterations of
blood cells, as well as their redox status. Within the same context of Hg contamination,
there is a relationship between blood Hg levels and the development of cardiovascular
diseases. In the scope of cardiovascular diseases, atherosclerosis is one of the leading
causes of death worldwide, which can lead to acute myocardial infarction. Thus, we
used LDL receptor knockout mice (LDLr /") as a study model, which consequently have
increased circulation of such cholesterol-rich lipoprotein, leading to atherosclerotic
plaque formation. In these LDLr/- animals, we evaluated whether treatment with HgCl>
(30 days, 0.5 mg kg?t) would have an additive effect on atherosclerosis risk factors. In
the human study, we evaluated blood cells from 60 fishermen and 65 matched
controls, where higher blood Hg levels, decreased erythrocyte functionality, structural
alteration in hemoglobin, and compromised redox system in fishermen were observed.
Furthermore, in fishermen, lymphocytes showed an exacerbated production of reactive
oxygen species (ROS). As for the study with LDLr/- animals treated with HgClz, they
presented decreased erythrocyte functionality; alteration in white blood cell count,
increased macrophage phagocytic activity, elevation of plasma cytokines,
accumulation of Hg in different organs, as well as alteration in renal and hepatic
function. In isolated liver mitochondria, there was impairment of respiration and
integrity of such organelle, as well as an increase in H202 generation. Therefore, our
results show that, regardless of the model used, Hg contamination leads to systemic

oxidative damage that can compromise organism health.

Key-words: Contamination, mercury, mitochondria, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO GERAL

O mercurio (Hg) estéa entre os dez principais poluentes ambientais em uma lista
de 275 elementos toxicos publicado pela Agéncia de Substancias Toxicas e Registro
de Doencas na Divisao de Toxicologia e Ciéncias da Saude (ATSDR) e pode causar
diversos efeitos adversos nos meios bioldgico (ATSDR, 2017). Embora o Hg esteja
presente na natureza, ele também ¢é liberado no meio ambiente por séculos como
resultado de atividades antrépicas (industrias, mineracao, hospitais e lixo doméstico)
(ROCHA et al., 2012).

A exposicdo humana a esses contaminantes inorganicos (Cl) e organicos como
o metilmercurio podem levar ao estresse oxidativo que acarreta em disfuncdes
diversas, tais como, neuroldgicas, cancer, doencas cardiovasculares, diabetes,
inflamacé&o, doencas neurodegenerativas, dentre de outras patologias (DO
NASCIMENTO et al., 2014, HUGHES et al., 2016, XU et. al, 2018, FLORA et al.,
2008). Tal estresse oxidativo pode alterar a atividade de enzimas e depletar o sistema
antioxidante. Estudos recentes tém demonstrado relacao direta da exposi¢cao a Cl no
meio ambiente (Agua e alimentos) com suas concentracdes em amostras biolégicas
e biomarcadores de estresse oxidativo (CROTTO et al., 2010, DOBRAKOWSKI et al.,
2016, MA et al., 2016)

No estado de Alagoas, a Lagoa Mundau (que faz parte do Complexo Estuarino
Mundau-Manguaba) é uma importante fonte de peixes e moluscos (especialmente o
bivalve sururu, Mytella charruana) para a populacéo ribeirinha, sendo uma fonte de
renda para o estado de Alagoas (ABR, 2019). Recentemente, o nosso grupo de
pesquisa estabeleceu uma possivel correlacdo entre contaminacdo ambiental e
parametros bioquimicos associados a qualidade da saude desta populagao (SILVA-
FILHO et al., 2021). Neste estudo, verificamos que dos 14 elementos monitorados na
agua do CELMM, sistematicamente por dois anos, os niveis de Hg, Pb, Al, Zn, Fe,
Mn, Sn e Bi apresentaram concentracdes superiores aos limites estabelecidos pela
legislacdo (DOS SANTOS et al., 2021), com destaque para Hg e Pb. As células
mononucleares dos pescadores que vivem em torno de tal ambiente tiveram um
aumento na geragdo de espécies reativas de oxigénio, bem como os eritrocitos
apresentaram outras modificagcbes, como no sistema redox e na integridade da

membrana.
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Na literatura ja esta bem estabelecido que a exposicdo ao mercurio leva a
aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Esse estresse pode
resultar na oxidacdo de varias biomoléculas, como por exemplo do colesterol presente
nas lipoproteina de baixa densidade (LDL-C). Estudos indicaram uma associacao
direta entre a exposicdo ao mercurio e aterosclerose (FARKHONDEH et al., 2020).

Existem cinco classes principais de lipoproteinas plasméaticas (LP)
transportadoras de colesterol e outros lipides, sendo a LDL é uma delas (BROWN &
GOLDSTEIN, 1986). Uma vez dentro da célula, o colesterol que também pode ser
derivado das LP, bem como sintetizado pela propria célula, exerce varias acfes
regulatorias, incluindo a supressao da expressdo da enzima que catalisa a etapa
limitante da biossintese do colesterol (a HMG-CoA redutase) e a supressao da
transcri¢cao do gene do receptor da LDL (GOLDSTEIN & BROWN, 1992). Desta forma,
nao ocorre um acumulo excessivo da concentracao de colesterol dentro da célula.

A concentracdo elevada de LDL plasmatica resulta em um aumento da
quantidade de LDL na corrente sanguinea e isso pode ocorrer devido uma mutacao
que ocorre no receptor de LDL inviabilizando a sua captacéo nos tecidos. A hipétese
de modificacdo oxidativa da aterogénese propde que os altos niveis de LDL sédo o
principal alvo da oxidacdo por EROS no espaco subendotelial arterial, dando inicio a
formacdo da placa da aterosclerose (QUE et al. 2018, STEINBERG, 2019); poisa LDL
oxidada induz a ativagao do sistema imune. Na ativagdo do sistema imune ocorre 0
recrutamento de mondcitos circulantes, que se diferenciam em macrofagos que de
uma forma continua captam essa LDL modificada transformando-se em células
espumosas ingurgitadas de colesterol (STEINBERG, 2019). Os camundongos
knockout para receptores de LDL desenvolvem a aterosclerose (LDLr7/~, C57BL/6J
background) (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Sendo assim, esse modelo animal € de
suma importancia para se estudar, uma das doencas que mais mata no mundo, a
aterosclerose.

Em suma, este trabalho tem intuito de avaliar os efeitos da contaminacdo do
Hg em sistemas bioldgicos, seja uma contaminacdo ambiental, como a que ocorre nos
pescadores que habitam o CELMM, seja em um modelo animal com

hipercolesterolemia com propenséao a aterosclerose.

20



2. EFEITOS DA EXPOSICAO CRONICA AO MERCURIO EM
PESCADORES (COMPLEXO LAGUNAR MUNDAU-MANGUABA -
CELMM)

2.1. Reviséo da literatura
2.1.1. Poluicdo ambiental e como atinge a populagéo global

A poluicdo ambiental, ou seja, residuos indesejados provenientes de atividades
antrépicas humana liberados no ar, terra, agua e oceano sem levar em consideracao
0 custo ou a consequéncia € uma ameaca existencial a saide humana e do planeta.
A poluicéo inclui a contaminacao do ar por material particulado fino (PM 2.5 um), por
ozobnio, 6xidos de enxofre e nitrogénio; poluicdo da agua doce e contaminacdo do
oceano por mercurio, nitrogénio, fésforo, plastico e residuos de petréleo; e
contaminacdo da terra por chumbo, mercurio, pesticidas, produtos quimicos
industriais, lixo eletrénico e lixo radioativo (SLY et al., 2016). A poluicdo é a maior
causa de doencas e mortes em paises de baixa e média renda (LANDRIGAN &
FULLER, 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de 13 milhGes de
mortes em todo o mundo, a cada ano, sdo resultados de causas ambientais evitaveis
(OMS, 2022). De acordo com a OMS, em 2015, cerca de 5,9 milhGes de criangas com
menos de cinco anos de idade morreram e as principais causas de morte de criangas
em todo o mundo foram pneumonia, prematuridade, complicacdes relacionadas com
0 parto, sepse neonatal, anomalias congénitas, diarreia, traumatismos e malaria. A
maioria dessas doencas em tais condi¢cdes sdo causadas, ao menos de forma parcial,
pelo ambiente (OMS, 2016).

A Comisséo Lancet de 2017 sobre poluicdo e saude, que usou dados do Estudo
Global de Carga de Doencas, Lesdes e Fatores de Risco (GBD, 2015), descobriu que
a poluicédo foi responsavel por cerca de 9 milhdes de mortes (16% de todas as mortes
globalmente). A Comisséo observou ainda a profunda desigualdade da poluigéo: 92%
das mortes relacionadas a poluicdo e a maior carga de perdas econdmicas da
poluicdo ocorrem em paises de baixa e média renda. Em 2019, a poluicdo foi

responsavel por aproximadamente 9,0 milhées de mortes prematuras.
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Uma comparacao dos efeitos da poluicdo na morbidade e mortalidade com os
de outros fatores de risco mostra que a poluicao continua a ser um dos maiores fatores
de risco para doencas e morte prematura globalmente (Figura 1A). O impacto da
poluicdo na saude continua muito maior do que a violéncia, lesdo em estradas, da
malaria, do HIV, da tuberculose, das drogas e do alcool, e o nUmero de mortes
causadas pela poluicdo esta no mesmo nivel das causadas pelo fumo (Figura 1B).
Quando subdividimos os tipos de poluicdo, a poluicdo do ar continua sendo
responsavel pelo maior nimero de mortes, causando 6,7 milhdes de mortes em 2019.
Figura 1. Estimativas de mortes causadas por poluicdo. (A) Numero de mortes por

100.000 pessoas que sdo atribuidas a todos os tipos de poluicdo. (B) Estimativa de
mortes por fatores no mundo.
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O crescimento populacional desenfreado, industrializacdo, urbanizagdo

descontrolada é uma das causas do aumento da poluicdo no mundo (ONU, 2022). A
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poluicdo é um problema substancial que pde em perigo a saude de bilhdes, degrada
0S ecossistemas da Terra, mina a seguranca econdmica das nacodes e € responsavel
por uma enorme carga de mortes prematuras, incapacidades e doencas que podem
estar ligadas ao desenvolvimento de doengas crénicas nao transmissiveis (DNTS)
devido a exposi¢cbes ambientais precoces incluem distirbios do desenvolvimento
neurocomportamental, asma adulta e pediatrica, hipertensdo, obesidade, diabetes,

doencas cardiovasculares e cancer (SLY et al., 2016).

A contaminac&o ocupacional em ambiente de trabalho foi associada a irritacédo
da membrana mucosa, ndusea, asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica, supressao
imunoldgica, doencas hepaticas agudas e crbnicas e cancer (IARC, 2004; IARC, 2015;
SELIM, 2010). Um exemplo de problemas ocasionados pela exposi¢do a poluentes
no ambiente industrial como, material particulado, hidrocarbonetos, chumbo (Pb),
mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr) entre outros contaminantes
(KAMAL et al., 2012; HOUESSIONON, 2021).

Estima-se que cerca de 489 mortes por milh&o, no Brasil, estdo relacionadas
com a poluicdo total (Figura 2). Apesar da importancia desses dados, os estudos
sobre poluicéo no Brasil sdo escassos, sendo assim necessario uma maior exploracéo
de estudos que avaliem o prejuizo causado por diferentes tipos de poluicdes ao meio
ambiente e por consequéncia na populacdo. Em um levantamento, estimou-se que o
Brasil produz em média cerca de 10 artigos por ano sobre poluicdo do ar, da agua e
particulados em humanos. Esses estudos sobre contaminagéo estdo ganhando cada
vez mais espaco devido a condicdo ambiental do planeta (FAJERSZTAJN et al.,
2013).
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Figura 2. Estimativa das mortes causadas por poluicdo total no mundo. A figura
destaca especificamente o nimero de mortes no Brasil.
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A contaminacao causa diversas alteracdes ecoldgicas afetando diretamente a
cadeia alimentar, sendo uma das consequéncias da atividade antropogénica humana,
que polui ambientes que possuem agua fresca essencial para a biodiversidade de
rios, lagos, lagunas e mares (SARAH et al., 2019). A geracdo de poluentes leva a
deterioragéo dos ecossistemas e alteram o desenvolvimento de organismos que por
sua vez podem servir como bioacumuladores de contaminantes, perpetuando a
contaminac¢do na cadeia alimentar (LU et al., 2021), bem como a contaminacao
aquatica pode gerar contaminacao dos ecossistemas terrestre (SCHULZ et al., 2015).

Assim, é necessario 0 desenvolvimento de estudos frente aos possiveis

contaminantes ambientais bem como os possiveis danos aos organismos Vivos.

2.1.2. Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguéaba (CELMM)

O complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba € um dos mais importantes
ecossistemas do Estado de Alagoas, Nordeste do Brasil, situado na parte central do
litoral alagoano localizado entre as latitudes 9°35' e 9945' Sul e entre as longitudes
35°44' e 35°58' Oeste de Greenwich, possui uma costa de aproximadamente 230
quildmetros abrangendo areas dos municipios de Maceié, Marechal Deodoro, Pilar,
Rio Largo, Satuba, Santa Luzia do Norte e Coqueiro Seco. Estando situado em uma
regido que se destaca por diversos fatores, como extensdo de suas lagunas,
proximidade da capital (Maceid), nimero de pessoas envolvidas em atividades de
pesca, produtividade, problemas ambientais e sociais (Figura 3); apresentando uma
rica variedade de fauna e flora (SOUZA & REIS, 2004, ARAUJO & CALADO, 2008).
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Devido as suas caracteristicas, as lagunas possuem uma grande importancia
tanto ambiental quanto econémica, podendo ser utilizadas em diversas atividades
humanas, como pesca, alimentagao, turismo e lazer, bem como na irrigagao e no
abastecimento de &gua. Desta forma, se faz necessério o monitoramento das
alteracbes ambientais e processos haturais que por ventura sdo provocadas por
atividades antrépicas (SILVA et al., 2022, LACERDA, 1994, KJERFVE & MAGILL,
1989).

Figura 3. Mapa de Localizacdo do CELMM.
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O CELMM é um importante ecossistema que possui influéncia direta ou indireta
em aproximadamente 84% da populacdo do estado de Alagoas (ANA, 2004). Tal
complexo possui uma grande diversidade de espécies de peixes e moluscos, mas
vem sofrendo degradacdo ambiental acelerada devido as atividades antrépicas que
fazem o uso inadequado do solo por praticas agricolas principalmente a de cana de
acucar juntamente com o crescimento humano, a falta de saneamento, aumento de
complexos industriais, extracdo de matérias primas do solo, bem como dutos para
transporte de 6leo, gas e produtos quimicos. Desta forma, todos esses fatores tém um
grande impacto nessa area, afetando cerca de 260 mil habitantes que vivem no seu

entorno, 38 coldnias de pescadores e 5.000 pescadores (PESCA, 2019).
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Um exemplo de um alimento oriundo do CELMM é o molusco bivalve sururu
(Mytilopsis charruana), que é bastante consumido e comercializado. O sururu serve
também como bioindicador de poluicdo ambiental e dos possiveis efeitos toxicos que
podem ser causados a saude humana. A baixa oxigenacao, aguas poluidas com carga
excessiva de sedimento e metais, e alto indice de salinidade e temperatura levou ao
desaparecimento de tal espécie do CELMM entre 2022 até o inicio de 2023 (UFAL,
2023; SANTOS et al., 2021).

Essas condi¢des descritas anteriormente no que concerne a situacdo da agua
da laguna séo ideais para o desenvolvimento de uma espécie invasora, o Mytilopsis
sallei, popularmente conhecido como “sururu branco”, que recentemente tem
preocupado Orgdos ambientais, desafiado pesquisadores e colocado em risco o
sururu preto (Mytilopsis charruana), pois esse sururu invasor € improprio para o
consumo (UFAL, 2023).

Estudos no CELMM vém relatando elevados teores de metais potencialmente
toxicos como: cadmio, chumbo e, nos ultimos anos, tém se quantificado teores
significativos de espécies de mercurio. Uma vez no ambiente, esses metais podem
interagir com a matéria organica natural que podera influenciar na mobilizacéo,
degradacéo e transporte dessas espécies no ambiente (GONCALVES, 2022). Sabe-
se que os ions metalicos como cobre, ferro, manganés e zinco, sdo micronutrientes
essenciais e fundamentais nos processos de funcéo fisiol6gica para a maioria dos
seres vivos (SILVA & SOUSA, 2009). Ja& o chumbo, cadmio, mercurio e arsénio sao
elementos considerados mais perigosos para a saude humana e meio ambiente. Tais
elementos tém sido amplamente estudados e os efeitos de tais ions nos seres
humanos tém sido regularmente revistos por 6rgaos internacionais como a OMS
(MONTEIRO, 2017).

Entre junho de 2017 e setembro de 2018, Santos & cols (2019) realizaram
coletas na laguna Mundau identificando as espécies quimicas Hg, Pb, As e Cd, as
quais estdo dentre as 126 substancias téxicas indicadas pela Agéncia para
Substancias Toxicas e Lista de Prioridades de Registros de Doencas de Substancias
Perigosas. Nessas analises, o As estava com concentracbes abaixo do que €
estabelecido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (Resolugéo 357°
de 2005) e OMS para aguas salobras. Quanto ao Pb, teve cerca de 11 e 123 vezes
maior na laguna Mundald do que foi preconizado pela OMS e CONAMA. A
concentracdo maxima de Hg na agua foi 7,8 vezes maior do que o estabelecido pelo
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CONAMA e 15,6 vezes maior do que o estabelecido pela OMS. Os valores de Cd

estiveram abaixo do limite de quantificacdo (<LOQ).

Tabela 1. Concentracdes de elementos encontrados na laguna Mundau e os limites
preconizados pelo CONAMA! e OMS?,

Elemento [Minima] [Maxima] Valor max. [ug/L] Valor max. [ug/L]
Hg/L Hg/L CONAMA! OMS?2
Arsénio (As) 0,08 1,80 10 10
Chumbo (Pb) 114,0 1230,0 10 10
Mercurio (Hg) 0,012 1,56 0,2 0,1
Cadmio (Cd) <LOQ 5 3

1Conselho Nacional do Meio Ambiente CONAMA) para agua salobra (classe 1); 2Organizacdo mundial de salde
(OMS) para &gua prépria para consumo. Valores referentes ao elemento total, sem especiacdo. Fonte: Adaptado
de Santos, M.C., 2019. <LOQ: abaixo do limite de quantificacdo (SANTOS et al., 2021).

Esses dados sugerem que a populacdo de pescadores da laguna Mundau se
encontra em condi¢cdo de vulnerabilidade, ja que dependem da pesca como renda
familiar e consumo proprio, além do contato direto com a agua contaminada por altos
niveis de Hg e Pb. O que se confirmou em pesquisa realizada por Silva-Filho (2019),
na qual se mostraram os altos niveis de Hg no sangue 9,59 uyg L™t e urina 2,15 ug L™

dos pescadores da regido

2.1.3. Mercurio e sua toxicidade

O Mercurio tem como simbolo o Hg (200,59 g/mol), e é pertencente ao grupo
12 da familia 1IB da tabela periédica, seu niumero atémico € 80 — encontrado na
natureza na forma de um minério chamado de cinabrio (HgS). Suas propriedades
fisicas sdo baixos pontos de ebulicdo (356,7 °C), fusdo (-38,89 °C), e densidade de
13,55 g/cm3. Alem disso, também é um metal que, em temperatura ambiente, se
encontra no estado liquido e por isso recebeu nhomes como prata-viva (MIESSLER et.
al. 2014).

O Mercurio existe em varias formas quimicas: mercirio elementar (Hgo),
mercurio inorganico, que esta na forma de ions como o mercurio mercuroso (Hg*). Um
exemplo dessa espécie é cloreto mercuroso, onde dois a&tomos de mercurio estao
ligados para dar a férmula quimica Hg=Cl2 e o mercurio mercirico (Hg?*), além da
forma orgéanica, que o Hg esta ligado covalentemente a um ou mais atomos de
carbono e sdo considerados os mais toxicos, sobretudo os que contém radicais de
cadeia curta metil, etil e propil. A exposicdo a cada espécie resulta em efeitos
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toxicolbgicos especificos e gerais em criancas e adultos (SATOH, 2000; CLARKSON
et al., 2003; OMS, 2007).

Em processos de extracdo de minérios, o mercurio é liberado no ambiente
principalmente a partir do sulfeto de mercdrio. Alguns sais de mercurio s&o
considerados mais importantes e utilizados, sendo eles: cloreto de mercurio (HgCl2);
cloreto mercuroso (Hg2Cl2), chamado calomelano, que foi empregado como purgativo
e vermifugo; fulminato de mercurio Hg(CNO)2, utilizado como detonador em
explosivos, e sulfeto de mercuario (HgS), pigmento vermelho muito utilizado até
meados do século XX (MIRANDA et al., 2007).

Vale ressaltar que o0 mercurio € uma substancia presente na natureza,
encontrado no ar, solo e na &gua, por isso realiza o ciclo biogeoquimico natural
(Figura 4) proveniente das emissdes geradas em atividades vulcanicas, processos
geotérmicos e até volatizacdo dos oceanos. O mercurio presente na atmosfera é
predominantemente o merclrio elementar (Hg®), porém sofre reacbes de oxidacéo
sendo convertido em mercurio inorganico (Hg?*) e em ambientes aquaticos por ter
uma reatividade maior, é capaz de interagir com bactérias e ser convertido em
espécies organicas como metilmercurio (*HgMe) ou em um ciclo complexo para

formacdo de sais insoluveis (BISINOTI et al., 2004; WASSERMAN et al., 2001).

Figura 4. Ciclo biogeoquimico do mercurio.
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As atividades antropicas humanas como mineracao e industriais intensificam a
contaminacdo do ambiente, muitas vezes aumentando sua concentracdo e
consequentemente as reacdes que formam espécies de mercurio mais agressivas que
acumulam nesses ecossistemas, causando riscos a saude humana (CICEK-
SENTURK et al., 2014).

A intoxicacdo por mercurio elementar geralmente € causada pela inalacédo de
seu vapor, que pode ocorrer em casa ou no laboratério através dos termémetros
quebrados que contém mercurio. O Hg atravessa facilmente as membranas celulares,
pois possui alta capacidade lipofilica, desta forma atravessa facilmente barreira
hematoencefalica, atingindo diretamente o sistema nervoso central e se depositando
rapidamente nos tecidos (CICEK-SENTURK et al., 2014).

Quanto ao mercurio inorganico, a exposicdo é ocupacional e essa forma
divalente pode reagir com diversas moléculas intracelulares (canais i6nicos,
transportadores, enzimas, tidis ndo-proteicos). Isso leva a uma falha em diversas
funcdes celulares e processos de detoxificacdo sdo prejudicados (CARMAN et al.,
2013). Além do cérebro, os rins também s&o fortemente afetados pela toxicidade do
mercurio (CARNEIRO et al., 2014).

No caso do mercurio organico, a principal via de exposicdo humana é o
consumo de pescados ou contato com a agua contaminados por metilmercuario
(*HgMe), que é uma das formas mais toxicas e é rapidamente e muito absorvido (cerca
de 95%) no trato gastrointestinal, sendo distribuido no corpo e atravessando
facilmente as barreiras placentaria e hematoencefalica (CARMAN et al., 2013). Cabe
ressaltar que 0s riscos por consumo de pescados e mariscos dependem da
quantidade ingerida e dos niveis de mercurio presentes em tais organismos (CETESB,
2017).

Quando o mercurio entra na corrente sanguinea, pode estabelecer ligacdes
guimicas especificas com proteinas e biomoléculas, acoplando-se covalentemente a
grupos sulfidrilicos (NESCI et al., 2016). O Hg tem muita afinidade por grupos sulfidrila
(—=SH) isso € explicado pela a teoria Pearson que afirma que bases moles, como 0s
grupos tidis, (espécies capazes de doar pares de elétrons) interagem
preferencialmente com acidos moles, como o Hg, (espécies capazes de receber pares
de elétrons) (MALONE, 2002). E o mercurio por ser caracterizado como um acido
mole, tem alta afinidade com benzeno, ions como cianeto, monoxido de carbono e

grupos que apresentam tidis em sua estrutura (R-SH), por exemplo, cisteina ou
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glutationa, formando complexos de *HgMe e cisteina (*HgMe-Cys). Portanto, a
distribuicio do Hg no sangue para os tecidos € lenta e o equilibrio ocorre
aproximadamente quatro dias ap0s a exposicdo (SYVERSEN et al., 2012; SHRIVER
et al., 2008).

Metais téxicos, em geral, e 0s compostos mercuriais, em particular, sdo toxicos
para o sistema imunolégico humano. Sendo um potente apoptogénio de células T
humanas; além disso, as mitocondrias € uma organela alvo para a inducdo da morte
celular, pois o papel da mitocondria em linfocitos esta relacionado com a modulacao
da geracdo de espécies reativas de oxigénio, status de tiol e ativacdo de caspases
(SHENKER et al., 1993b; POLLARD AND HULTMAN, 1997; CLARKSON, 1997).

A exposicdo ao mercurio pode desencadear uma seérie de eventos celulares
prejudiciais. O mercurio toxico pode esgotar as reservas de tiol nas células, levando
a translocacéo do citocromo ¢ da mitocéndria para o citosol. Esse esgotamento de tiol
aumenta a suscetibilidade das células a apoptose induzida pelo mercurio (SHENKER
etal., 1999; CLOSE et al., 1999). Além disso, a anélise molecular revelou uma reducao
significativa na expressao de genes essenciais para o sistema antioxidante celular,
como a glutationa S-transferase e a glutationa peroxidase, ap0s exposicdo ao
mercurio (SHENKER et al., 2002). A ativacdo das caspases 8, 9 e 3, juntamente com
a modificacdo da expressdo dessas caspases, sugere a ativacdo de vias de
sinalizacao da morte celular (SHENKER et al., 2002; GUO et al., 1998).

O mercurio também demonstrou influenciar a expressdo génica, afetando a
sobrevivéncia celular e induzindo apoptose. Esses achados sugerem que a
mitocondria € o principal alvo do mercurio e que a inducdo do estresse oxidativo
desempenha um papel critico nesse processo. Estudos prévios destacaram a
capacidade do mercurio de modular a sintese e a atividade das enzimas antioxidantes
enddgenas, indicando uma resposta fisiopatoldgica compensatéria aos efeitos
oxidativos do mercurio ( HIROTA et al., 1980; ERCAL et al., 2001 ; FURST, 2002 ).

O potencial bioacumulativo e de toxicidade desse metal € muito preocupante e
seus efeitos perduram por um longo tempo. Desta forma, € necessario um alerta para
as populacdes que vivem entorno de lagunas e rios contaminados, ja que essas
populacbes apresentam maior vulnerabilidade e tendéncia a ter mercario no

organismo quando este esta presente no ambiente (BASU et al., 2018).
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2.1.4. Células do sangue (eritrocitos e mononucleares)

O sangue é constituido por trés diferentes linhagens celulares: globulos
vermelhos, eritrécitos ou hemacias; globulos brancos ou leucécitos; e plaquetas ou
trombaocitos. Possui uma média de 50 a 60% de volume liquido, sendo maior parte
constituido de 4gua e os outros componentes incluem ions, glicose, aminoacidos,
metabdlitos, proteinas e horménios (MAERTENS DE NOORDHOUT et al. 2017). Os
eritrocitos e as células mononucleares serdo destacados por serem os tipos celulares
utilizados em nosso estudo para avaliar a influéncia do mercurio na funcéo, no estado
redox, modificagBes estruturais e morfolégicas como modelos de toxicidade celular

pelo Hg.

2.1.4.1. Eritrécitos e Hemoglobina

As heméacias, também denominadas eritrocitos ou globulos vermelhos, séo as
células mais numerosas do sangue, cuja forma € de disco bicbncavo com espessura
maior da margem (2,6 um) e espessura menor no centro (0,8 um) (BEU et al., 2017).
Os eritrocitos s@o produzidos na medula 6ssea, esse processo possui diversas fases
(Figura 5), sendo elas: sintese do DNA e transcricdo e traducdo, sintese de
hemoglobina com incorporacdo de atomos de ferro, excisdo nuclear e perda de
organelas, como a mitocéndria, para dar como produto final o glébulo vermelho que
tém vida média estimada em 120 dias. Depois desse periodo, estes sédo retirados da
circulacao pelo sistema mononuclear fagocitario (OLIVEIRA, 2003; ZAGO, 2013).
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Figura 5. Processo de formacao do heme e os eritrocitos.
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Fonte: Adaptado de Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edi¢cao, 2022.

A membrana eritrocitaria bioquimicamente é composta por 19,5% (peso/peso)
de agua, proteinas (39,6%), lipideos (35,1%) e carboidratos (5,8%). Apresenta dupla
camada de fosfolipidios, essa bicamada possui proteinas de membrana integrais
ancoradas através dos dominios hidrofébicos de suas sequéncias de aminoacidos. A
membrana € semipermeavel, possuindo canais para o transporte de ions, ela s6 é

permedavel a 4gua e anions, e relativamente impermeavel a cations (OLIVEIRA, 2003).
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O metabolismo dessa célula é limitado a degradacao anaerdbica da glicose, o
seu transporte é realizado pela GLUT-1, glicoproteina de aproximadamente 55 kDa e
ocupa cerca de 2% do conteudo das proteinas presentes na membrana eritrocitaria
(NELSON & COX, 2022). Assim que os eritrécitos captam e internalizam a glicose,
esta € metabolizada pela via glicolitica (10 reacdes), gerando o piruvato que é entao
convertido em lactato pela enzima lactato-desidrogenase (LDH). A reducdo do
piruvato a lactato pela fermentacéo lactica € dependente de NADH + H*, liberando
NAD* e como saldo final da glicélise se tem duas moléculas de ATP (adenosina
trifosfato) gerados através da fosforilacdo ao nivel do substrato, na 72 e 102 reacéo
onde o 1-3-bifosfoglicerato e o fosfoenolpiruvato, sdo convertidos a 2-fosfoglicerato e
piruvato, pelas enzimas fosfoglicerato mutase e piruvato cinase, respectivamente
(Figura 6) (NELSON & COX, 2022).
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Figura 6. Duas fases da glicélise.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edigdo, 2022.

A hemoglobina é uma proteina transportadora de oxigénio dos eritrécitos (5,5
nm, M;64.500), que contém quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias do tipo
B com 146 amino&cidos e duas cadeias a com 141 aminoacidos (Hb=a2[32) e quatro
grupos prostéticos heme, cada uma das cadeias polipeptidicas com um anel
protoporfirinico, nos quais os atomos de ferro se apresentam no estado ferroso (Fe?*)
(Figura 7) (NELSON & COX, 2022; OLIVEIRA, 2003). Estas cadeias ndo possuem

ligacbes covalentes entre si, estdo espacialmente formando um tetrdmero. Sua
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estrutura tridimensional so foi desvendada em 1959 por Max Perutz, John Kendrew e
seus colaboradores (NELSON & COX, 2022; OLIVEIRA, 2003).

Figura 7. Estrutura da molécula de hemoglobina. Estruturas das cadeias
polipeptidicas a e B, grupo prostético heme com atomo de Fe?*.
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Fonte: Adaptado de Bioquimica nas escolas, 12 edicao, 2014.

A funcdo da hemoglobina € de transporte de Oz dos pulmdes para os tecidos,
e do CO: recolhido ao nivel dos capilares teciduais para os pulmdes. Quando o
oxigénio se liga a hemogobina, isso leva a mudanca de cor do sangue venoso na
forma de desoxiemoglobina, vermelho-escuro para o vermelho-brilhante do sangue
arterial conhecido como oxiemoglobina (NELSON & COX, 2022).

O monéxido de carbono (CO) e o 6xido nitrico (‘NO) tém uma afinidade maior
pelo ferro presente no heme do que o oxigénio (O2). Isso ocorre devido a forma como
essas moléculas interagem com o sitio de ligacdo do ferro no heme. No entanto, a
ligacédo do CO com o Fe?* ndo ocorre devido aos fatores de regulacéo da ligacdo com

o O2, que sédo influenciados pela interacédo proteina-ligante (SCHECHTER, 2008).

Essa interacdo proteina-ligante cria um impedimento estérico devido ao angulo
de ligagéo, o que impede que o CO se ligue ao ferro. Para que o heme possa se ligar
ao oxigénio, sdo necessarias mudancas conformacionais que facilitam essa ligacao.
No estado inicial chamado de T (Tenso) desoxiemoglobina, a porfirina promove um

deslocamento do ferro em diregdo a histidina proximal (His F8). Isso cria um ambiente
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propicio para a ligagéo do Oz, pois o ferro € movido para uma posi¢ao mais favoravel

para interagir com a molécula de oxigénio (SCHECHTER, 2008).

Ap6s a primeira molécula de Oz se ligar, acarreta em mudancas
conformacionais facilitando a ligagdo da proxima molécula de Oz, desta forma, a
hemoglobina sai do estado T para o estado R (relaxado) (Figura 8) de maior afinidade
com o O2, 0 que é chamado de ligagdo cooperativa, que se da devido a alteragbes
conformacionais na estrutura da hemoglobina que tornam mais facil a ligagdo do
oxigénio com o heme. Um outro fator que influéncia na ligacdo cooperativa é o pH,
pois em tecidos metabolicamente ativos a producéo de dioxidos de carbono é alta e 0
pH tende a diminuir, o que faz com que a hemoglobina perca a afinidade pelo oxigénio
(SCHECHTER, 2008; NELSON & COX, 2022).

Figura 8. Atransicdo T — R. A transi¢ao do estado T para o estado R altera de modo
consideravel os pares de subunidades, afetando determinados pares idnicos.

His HC3
EstadoT Estado R

Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edicdo, 2022.

Os prejuizos causados por danos oxidativos em eritrécitos podem levar, além
da perda de funcionalidade da Hb, a disfuncdo na célula. Quando a pressdo de
oxigénio diminui nos eritrocitos ocorre um aumento de uma possivel ligacdo da Hb na
membrana dos eritrdcitos, o que facilita a producéo de espécies reativas e a oxidacao
da Hb. Isso leva a geracdo de estresse oxidativo e por consequéncia danos na
membrana e hipoxia dos tecidos (RIFKIND et al., 2003, REMIGANTE et al., 2021). No
plasma séo formadas as espécies H202 e ‘NO que causam prejuizos nos eritrocitos
afetando sua integridade e estabilidade (EL-MISSIRY & ABOU-SEIF, 2000; NIKOLIC-
KOKIC, BLAGOJEVIC e SPASIC, 2010). Além disso, ha as vias das enzimas
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NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, dentre outras, que usam Oz para formar Oz2"~ em
células sanguineas (NAKAMURA, GOTO e KOYAMA, 1987).

Estudos que avaliam exposi¢cdo a contaminantes mostram uma influéncia no
sistema redox dos eritrocitos, iSso porgue O primeiro contato com esses
contaminantes é via corrente sanguinea (EL-MISSIRY & ABOU-SEIF, 2000; NIKOLIC-
KOKIC, BLAGOJEVIC e SPASIC, 2010; NAZIMA, MANOHARAN e MILTONPRABU,
2020). Desta forma, destacam-se estudos que avaliam o prejuizo causado por
espécies toxicas em eritrocitos, como na exposicdo ao cadmio que causa uma
reducado do sistema redox de ratos expostos, pois leva a uma diminuicdo do nivel de
GSH devido aos danos oxidativos gerados nos eritrocitos. Ainda ocorreu a reducao
de atividade da SOD, CAT e GPx enzimas importantes na detoxificagdo de tais
espécies reativas (NAZIMA, MANOHARAN e MILTONPRABU, 2020).

Outros trabalhos realizados com espécies toxicas (Hg, Pb, Cd) mostram
alteracdes nos niveis de tidis e inibicdo da atividade antioxidante o que afeta a
biossintese do heme inibindo a enzima &-aminolevulinico-desidratase, resultando no
produto acido & —aminolevulinico que por sua vez, gera a maior producdo de O2"
(JADHAV et al., 2007; KULICZKOWSKI et al., 1981; AHAMED & SIDDIQUI, 2007).

2.1.4.2. Leucocitos (Célula Polimorfonuclear e Mononuclear)

As células brancas denominadas de leucdcitos, séo células do sistema imune.
Séo divididos em dois grupos: os granulécitos ou polimorfonucleares — leucécitos que
contém granulacdes abundantes no citoplasma e os agranuldcitos — leucdcitos que
sao praticamente desprovidos de granulagdes citoplasmaticas. As células granulares
incluem os basdfilos, neutréfilos e eosindfilos. J& os agranuldcitos sdo 0s mondcitos
e linfécitos que sdo comumente conhecidos como células mononucleares (Figura 9)
(OLIVEIRA, 2003; BALESTIERE, 2006).
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Figura 9. Leucocitos  agranulécitos  (mononucleares) e  granulécitos
(polimorfonucleares).
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Fonte: Autor, 2023.

Da familia dos granuldcitos, os basofilos possuem ndcleo bi ou multilobado,
constituem menos de 1% dos leucdcitos sanguineos e é responsavel por expressar
receptores de IgE. Como o numero de basdfilos em tecidos é pequeno sua funcéo
estd mais relacionada com defesa contra reacdes alérgicas (AROCK, 2022; ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2019). Os neutréfilos possuem nucleo segmentado contendo
de 2 a 5 lIébulos, o percentual dessas células no sangue é de 55% nos leucdcitos e
atuam no organismo como sistema imune inato como primeira resposta aos invasores,
defesa contra processos infecciosos promovidos por microorganismos, em especial
bactérias, isso ocorre devido as suas propriedades de motilidade, quimiotaxia,
fagocitose, acao bactericida e digestdo de microorganismos (LIEW & KUBES, 2019).
Um pouco maiores que os neutrofilos, os eosinoéfilos caracterizam-se pela presencga
de nudcleo bilobulado, seu percentual no sangue € de 3% e suas granulagbes contém
enzimas do tipo peroxidase, fosfatase acida, fosfolipases e histaminases, que
eliminam os parasitas e algumas células tumorais (ROSENBERG, DYER & FOSTER,
2012).

Da familia dos mononucleares, os mondcitos estdo presentes no sangue em
percentuais de 6,5%. Permanecem pouco tempo no sangue (cerca de 8 horas) e
passam para os tecidos onde se diferenciam em macréfagos e células dendriticas
fazendo parte do sistema mononuclear fagocitario (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI,

2019). Participam ativamente da fagocitose, onde desempenham um papel importante
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no desenvolvimento e na homeostase, em parte através da remocado de células
apoptoticas e eliminacdo de compostos toxicos, além de integrar a imunidade humoral
e celular pois iniciam a resposta imune (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2019;
BALESTIERE, 2006; AUFFRAY, 2009). Quando ativados por infeccdo os mondcitos
liberam IL-1, TNFa e ativacdo oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) para iniciar o
processo inflamatorio, que estimulam os linfocitos T, células endoteliais e fibroblastos
(INGERSOLL et al., 2011; KARLMARK et al., 2012).

Os linfocitos constituem de 20% a 40% dos leucdcitos e séo divididos em dois
subtipos: linfécitos T e B, desempenhando um papel crucial na resposta adaptativa do
sistema imunoldgico. Os linfécitos do tipo B tém atividades relacionadas a imunidade
humoral, pois sintetizam anticorpos e 0s secretam apods sua diferenciacdo em
plasmadcitos. Estes Ultimos sdo células que apresentam imunoglobulinas em sua
superficie, adquiridas através do reconhecimento de antigenos, como a IgM, quando
respondem a presenca de microorganismos. Isso resulta na sintese de anticorpos
capazes de neutralizar ou destruir esses antigenos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI,
2019; MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Por sua vez, os linfocitos T (LT) atuam na imunidade mediada por células e na
regulacdo da sintese de anticorpos, através da secrecdo de interleucinas que
estimulam as células B, ou seja quando ativadas elas proliferam afim de aumentar sua
guantidade e possam combater uma infeccdo. As células T auxiliares, também
conhecidas como helper, desempenham um papel fundamental como mediadoras das
interleucinas, além de regular o sistema imunolégico ajustando a producédo de células
citotdxicas e de linfécitos B (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2019; KERN, 2002).

As células mononucleares, por possuirem mitocondrias podem gerar espécies
reativas, isso €, proveniente da cadeia transportadora de elétrons, ou por enzimas
NADPH oxidase, xantina oxidase e a oxido nitrico sitase indutivel (iNOS) (SIES,
BERNDT & JONES, 2017). Substancias toxicas estranhas ao organismo também
levam a efeitos de toxicidade nessas células. A exposicdo a HgCl: promove
inflamagc@o em células mononucleares e o metilmercario em baixas concentracdes
pode induzir morte de linfécitos e mondcitos (PENTA et al., 2015; SHENKER, GUO e
SHAPIRO, 1998).

Desta forma, como o papel do sistema imune é combater e eliminar corpos

estranhos afim de manter a homeostase celular, estudar as células mononucleares na
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producdo de espécies reativas é importante, porque é possivel relacionar essa
geracdo com fatores estressores, como a presenca de substancias quimicas toxicas,
0 que pode desencadear o estresse oxidativo e promover um mal funcionamento de

orgao, além de estar relacionado ao aparecimento de diversas patologias.

2.1.5. Estresse oxidativo: producéo de espécies reativa e sistema
antioxidante

O estresse oxidativo € um termo que foi utilizado a primeira como uma
disparidade entre a producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes que por
consequéncia pode resultar em danos aos sistemas biologicos (SIES, 1985). O
estresse oxidativo envolve reacdes quimicas com espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Essas espécies possuem participacdo em processos que afetam a
diferenciacao celular, inflamacédo, envelhecimento, combate a agentes infecciosos,
acao de drogas e toxicidade de drogas e quimicos, desenvolvimento de cancer, dentre
outros (SIES, 2015).

As espécies reativas (ERs) sdo moléculas e radicais livres que podem possuir
um ou mais elétrons desemparelhados, sendo conhecidas por sua natureza radicalar
ou nao-radicalar (YANG, MIN & YU, 2020). Quando no metabolismo celular ocorre a
superproducdo de espécies reativas que podem ser de oxigénio, nitrogénio dentre
outros, podem ocorrer diversos danos celulares e resultar em uma condicdo de
estresse oxidativo, que por sua vez causa prejuizos em biomoléculas como proteinas,
lipideos e DNA, danificando todo o funcionamento celular podendo levar a morte
celular (DROGE, 2002). Por isso é necessario que seja mantido as concentracées
fisiologicas das espécies reativas e isso ocorre por meio da acdo do sistema
antioxidante, que promove a manutencdo da homeostase redox da célula (DROGE,
2002).

A espécie reativa mais comunmente gerada é a de oxigénio e geralmente a sua
reagdo ocorre quando o oxigénio sofre uma reducdo monovalente, pela qual um
elétron fica desemparelhado em sua camada de valéncia, gerando o anion radical
superéxido (02") (BOVERIS, OSHINO e CHANCE, 1972). A maior fonte da geracéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o O2™, na célula é via mitocondrial
durante o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons (CTE) onde ocorre o
vazamento de elétrons da semiquinona (UQH"") que pode produzir cerca de 2-5% de
anion radical superoxido [2] (BOVERIS, OSHINO e CHANCE, 1972). Com a producao

40


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8243062/#Glos1

de O2" ocorrem diversas reacdes que formam varias ERs. Em sistemas biolégicos o
anion radical superoxido sofre uma reacdo de dismutacdo pela enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD1, 2 ou 3), resultando na formacdo de peréxido de
hidrogénio (H202), espécie reativa ndo radicalar [3]. A primeira fonte de defesa do
organismo é a SOD e ela possui trés isoformas a SOD1 que é citosélica e dependente
de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD1), a SOD2 encontrada nas mitocondrias, dependente
de manganés (Mn-SOD2) e a SOD3 que é extracelular também dependente de Cu/Zn
(NICHOLLS & FERGUSON, 2013).

‘UQH + O2 - UQ + O2~ [2]

202 + 2H* + SOD — SOD + H202 + O2 [3]

Como foi visto, a SOD transforma Oz~ em H202, espécie ndo-radicalar uma
reacdo rapida com uma constante de velocidade préxima a 10° M s™ que é
acelerada para 2x10° M s™ pela superéxido dismutase (DESIDERI & FALCONI,
2003). O peroxido de hidrogénio ainda pode reagir com ferro através da reacéo de
Fenton, onde na presenca dos metais Fe?*, Cu* e Cu?*, gera o radical hidroxil ("OH)
[4]. Esse radical est4 entre as espécies mais toxica, pois sua meia vida esta em torno
de 10° s (DESIDERI & FALCONI, 2003). No entanto, o H202 pode ser decomposto
através de duas enzimas. Sendo uma delas a catalase (CAT) que possui um heme
em sua estrutura (ferriprotoporfirina 1X, Por—Fe®*) localizado no sitio ativo essencial
para sua reacdao catalitica [5]. A reacdo enzimatica da catalase € capaz de decompor
moléculas de H202 em H20 e O2 (KIRKMAN e GAETANI, 2007).

Fe?*/Cu* + H202 — Fe®*/Cu?* + "OH + OH~ [4]

CAT (Por—Fe3* + 2H202) — Por—Fe* = O + H20 [reagao 1]
Por—'Fe** = O + H202 — CAT + H20 + O2 [reag&o 2] [5]

A outra enzima é a glutationa peroxidase (GPx) que por ser uma selenoproteina
tem a capacidade de decompor hidroperéxidos com auxilio do selénio. Essa enzima
utiliza o tripepitideo glutationa reduzida (GSH, formado por glutamato, glutamina e
cisteina) em sua reacdo, para decompor o peroxido de hidrogénio em agua [6]. A GPx
ainda possui o0 auxilio indireto da glutationa redutase (GR), que via NADPH, restaura
0 GSH que é oxidado a GSSG na reacao catalitica da GPx [7] (FLOHE et al., 1972;
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CHANCE, SIES e BOVERIS, 1979). Conjugada na reacdo da GPx, as glutationas
(GSH) sao importantes para o funcionamento do sistema redox celular. As glutationas
sdo responsaveis por manter a homeostase redox, pelo qual os grupos tidis de
proteinas podem manter seu estado redox ou tidis de proteinas oxidadas podendo ser
reconstituido ao seu estado reduzido. As glutationas também podem atuar como
doadoras de elétrons, seja para eliminacdo de oxigénio reativo ou para reducao de
hidroperéxidos e peréxidos lipidicos (MEYER e HELL, 2005).

GPx + 2GSH +2H202 — Gpx + 2GSSG + 2H20 6]
NADPH + GR + GSSG — GR + NADP* + GSH [7]

Outras espécies reativas sdo as de nitrogénio (ERNs) que tem como a sua
principal espécie reativa o 6xido nitrico ("NO), uma espécie radicalar que é proveniente
de reacgdo catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase, que faz o uso de arginina um
precursor do o6xido nitrico liberando a citrulina (VALKO et al.,, 2007). O 'NO
desempenha funcdes cruciais no sistema bioldégico, como manutencdo da pressao
arterial como um vasorelaxador, neurotransmisséo, mecanismo de defesa e regulacao
imune (BERGENDI et al., 1999). Em meio aquoso sua meia vida € muito curta durando
poucos segundos, € soluvel em meio aquoso e lipidico, facilitando assim a sua entrada
no citoplasma e membranas lipidicas (CHIUEH, 1999). O oxido nitrico pode reagir
com o anion radical superoxido e formar uma ERN que € muito téxica, o peroxinitrito
(ONOO") [8] (KOSHLAND, 1992).

‘NO + Oz’ ~ — ONOO- [8]

Quando protonado o peroxinitrito forma o acido peroxinitroso (ONOOH), que é
muito instavel e acaba sendo decomposto espontaneamente formando subprodutos
nitrato (NO%") e nitrito (‘NO2) (RADI et al.,, 1991a). As ERN e especialmente o
peroxinitrito reage com grupos tidis e causando oxidacdo além de reagir oxidando
lipideos. Em um estudo realizado por Rubbo e cols (1984) mostrou-se que a oxidagao
de lipideos como o acido linolénico e lipossomas ocorre por um mecanismo
envolvendo EROs para formar o radical hidroxil (OH"), alcoxil (LO") e peroxil (LOO")
(RUBBO et al., 1994). A partir disso o ‘"NO reage com (LO") e (LOO®) formando
produtos lipidicos derivados do ‘NO (PADMAJA e HUIE, 1993). Assim como o

peroxinitrito, os nitrito e nitrato também podem reagir com GSH como as cisteinas e
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grupos sulfidrilas formando nitrosotidis e desregulando a funcéo das proteinas (RADI
et al., 1991b).

Ressalta-se ainda outras fontes de producdo de espécies reativas sao as vias
xantina dani oxidase. A xantina oxidase catalisa a hidroxilagdo oxidativa da
hipoxantina em xantina e da xantina em acido urico e NADPH para que seja formado
o radical superoxido e peroxido de hidrogénio. A NADPH oxidase geralmente é
estimulada quando ha sitios de inflamacao na célula produzindo radical superoxido
(WOLIN, 2000). A NADPH oxidase, por sua vez, € uma enzima que produz anion
superoéxido, transportando os elétrons do NADPH para dentro da célula através da
membrana celular e acoplando-os ao oxigénio (FILIP-CIUBOTARU et al., 2016).

O estresse oxidativo pode levar a peroxidacao lipidica provocando alteracdes
significativas na montagem, composi¢ao, estrutura e dindmica das membranas
lipidicas. Devido a sua natureza altamente reativa, os peroxidos lipidicos também tém
a capacidade de desencadear a geracao adicional de espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou se degradar em compostos reativos que podem danificar o DNA e as
proteinas (GASCHLER & STOCKWELL, 2017) .

Outra consequéncia do estresse oxidativo na célula é a formacéo de proteinas
carboniladas. A oxidac&o proteica € uma modificacdo covalente induzida diretamente
pelas espécies reativas (DALLE-DONNE et al., 2006). Quando os lipideos séo
atacados por um radical hidroxil, ocorre formacdo de varias moléculas lipofilicas
reativas, tais como os aldeidos (acroleina e malondialdeido), 4-hidroxi trans-2,3-
nonenal (4-HNE) e 4-oxo trans-2,3-nonenal (4-ONE). Nos aldeidos reativos o grupo
carbonil resulta em torno da dupla ligacéo 2,3. Logo, a reacao de carbonilacdo da
proteina, ocorre no carbono C3 do aldeido reativo ficando susceptivel a receber um
ataque nucleofilico pelas cadeias laterais das proteinas que possuem residuos de
histidina, lisina ou cisteina. O resultado disso € um aminoacido alquilado com um
grupo carbonila livre. Proteinas carboniladas sao resultados de uma série de reagdes
provenientes do estresse oxidativo e producdo de espécies reativas que estao
presentes em varias patologias como diabetes, doencas cardiacas e neuropatias
(SCHAUR, 2003, DALLE-DONNE et al., 2006).
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3. JUSTIFICATIVA

O CELMM abrange um dos sistemas estuarinos mais importantes do nordeste
e vem sofrendo um processo de degradacado ambiental, afetando seus habitantes.
Neste sentido, apesar do nosso grupo de pesquisa ter conseguido anteriormente
avaliar uma série de parametros relacionados ao ambiente referente ao CELMM e a
populacao residente no seu entorno (municipio de Maceié — AL), algumas questdes
ainda nao foram completamente esclarecidas em relacao ao sistema investigado.

Neste contexto, uma série de questbes precisam ser investigadas quanto aos
diferentes parametros bioquimicos, a saber: (i) uma vez que se observou reducéo da
atividade de algumas enzimas antioxidantes e capacidade de ligacdo da hemoglobina
ao oxigénio para um grupo residente do CELMM, ser& que tais modificacBes existem
na populacdo residente em diferentes locais da mesma lagoa? (ii) sera que outros
marcadores de estresse das células sanguineas, como por exemplo a morfologia
celular, também estdo alterados? (iii) € possivel por meio de estudos de
espectroscopia Raman dos eritrdcitos identificar potenciais marcadores da exposicao
a contaminagdo ambiental do CELMM? Assim, tais questdes precisam ser
esclarecidas e ampliadas, o que justifica os estudos descritos nesta dissertacdo. Os
estudos envolveram quatro instituicdes, sendo duas em Alagoas [UFAL: proponente
e CESMAC: colaboradora] e duas em S&o Paulo [UNICAMP: proponente e USP:
colaboradora], a fim de estabelecer o efeito da contaminacdo ambiental nesta
populacdo vulneravel e assim, apresentar para sociedade dados que possam

subsidiar e direcionar politicas publicas efetivas.
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4. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

4.6. Objetivo geral

Associar parametros de contaminagdao ambiental (contaminantes inorganicos),
especificamente o mercario, com indicadores de toxicidade da populacéo

circunvizinha ao Complexo Lagunar Mundau-Manguaba (Maceio-AL).

4.7. Objetivo especifico

> Compreender as caracteristicas demograficas dos voluntarios expostos ao
ambiente do CELMM e do grupo controle;

> Determinar a concentracao total de Hg em amostras de sangue e urina de

voluntarios que residam préximo do entorno do CELMM e no grupo controle;

> Verificar a funcionalidade e integridade dos eritrocitos através da captacao de

oXxigénio e espectroscopia Raman;
> Quantificar geracdo de EROs em células mononucleares;

> Mensurar, através de imagem, a producdo de EROS por microscopia de
fluorescéncia, e a morfologia por microcopia eletronica de varredura (MEV) em

células mononucleares;

> Determinar a atividade de enzimas antioxidantes nos eritrocitos: superoxido

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx);

> Avaliar biomarcadores classicos e secundarios do estresse oxidativo nos
eritrocitos: glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e razéo
GSH/GSSG, grupos sufidrilas livres, lipideos oxidados, e proteinas

carboniladas;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Amostra populacional

Os voluntarios considerados como expostos sdo 0s pescadores, marisqueiras
e pessoas que vivem em condi¢des de vulnerabilidade nas proximidades do CELMM
(Maceid, AL) que possuem contato constante com a agua e consomem alimentos
provenientes da laguna, como sururu e pescados em geral. Ja a populagéo controle
sdo voluntarios que ndo tenham contato sistematico com o local de anélise, entende-
se que ndo tenha contato com a agua e se alimente continuamente de sururu ou
peixes do CELMM. Um questionario para determinar as caracteriticas demograficas
dos grupos foi aplicado para se obter informacdes sobre o perfil dos voluntarios como
condicao socioeconomica, idade, peso, escolaridade, habitos e possiveis patologias
pré-existentes. Foram considerados homens e mulheres acima de 18 anos. As
amostras de urina e sangue foram obtido por meio do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (MAZZARON BARCELOS et al., 2012; LEMIRE et al., 2012;
NYLAND et al.,, 2011). Foram avaliados 60 voluntarios expostos e 65 voluntarios
controles. O projeto esta aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFAL (CAAE
57998116800005013).

5.2. Coleta do sangue e separacao dos eritrocitos

As amostras de sangue venoso foram obtidas através de puncdo de veia
usando tubo de vacuo (BD Vacutainer) contendo EDTA (198 ug mL?) quando
necessario ou tubo seco para a obtencdo de soro para as andlises de bioguimica
clinica. Os eritrocitos foram separados por centrifugacdo a 220xg por 30 min a 28°C,
posteriormente foram quantificados o teor total de proteinas pelo método de Bradford
(1976), uma solucdo de BSA (2 mg mL™) foi usada como padrdo de proteina. Os
eritrocitos foram imediatamente utilizados nos ensaios de captacdo de oxigénio e
espectroscopia Raman. Para os demais ensaios (atividade de enzimas antioxidantes
e marcadores secundarios de estresse oxidativo) tais amostras foram congeladas a -

20°C até realizacdo dos ensaios.
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5.3. Isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Apés a centrifugacdo do sangue, o plasma foi colocado em tubo falcon
contendo 2 mL de solucdo de Histopaque 1077, e o isolamento das células
mononucleares seguiu o0 protocolo estabelecido por Malaguti e cols (2014). A
viabilidade celular foi avaliada no microscopio Optico Leica DM500, usando o azul
Trypan como método de exclusdo, que se liga as membranas dessas células,

considerando satisfatorio quando for maior que 95%.
5.4. Determinacédo do nivel total de mercurio no sangue total

5.4.1. Instrumentacéo e procedimentos

A determinacéo de mercurio total foi realizada usando um sistema CV AFS (PSA
10.025 Millennium Merlin Instrument, www.psanalytical.com). O vapor de Hg° foi
gerado através da reducdo quimica do mercuario inorganico com SnCl2.2H20 e
transportado para um separador gas-liquido por um fluxo de argénio (0,25 L min). A
umidade do géas carreador foi removida por um dispositivo Perma Purer®, reduzindo
a interferéncia pela extincao da fluorescéncia do Hg com um gas secador (2,5 L min
1). As concentragbes de mercario foram determinadas usando um método de
calibracéo externa baseado em medicdes de fluorescéncia de altura de pico de 10 a
2000 ng L. As condicdes instrumentais do CV AFS, taxas de fluxo e todas as
concentracfes de reagentes usadas para determinacédo de mercurio total em todas as

amostras biolégicas estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes operacionais para o CV AFS para determinacéo de Hg total.

Paramétro Condicao
Comprimento de onda (nm) 253.7

Modo de medicao Peak height
Replicatas 3

Tempo de atraso (s) 15

Tempo de analise (S) 40

Tempo de lavagem da memoria (S) 40

Ganho 10

Vazéo de géas do arraste (mL min-t) 250

47



Vazéo de géas do secador (L min?) 2.5

Taxa de fluxo transportador (mL min-t) 9

Taxa de fluxo da amostra (mL min-t) 9

SnCl2 taxa de fluxo (mL min-t) 4.5
SnCl2% (m/v) 2

HCI % (v/v) 20

KBr / KBrOs (mM) 100/ 17
Acido ascorbico % (m/v) 12

5.4.2. Preparacdo da amostra

As amostras de sangue foram submetidas a um procedimento de extracéo
acida (ZIMMER et al., 2002; SOUZA et al., 2013), seguido de analise direta da solu¢ao
sem etapa de digestdo. Para determinacdo de mercurio total por CV AFS, 250 L de
cada amostra de sangue (controle e exposto), 1 mL de agua deionizada e 4 mL de
HNO3s (14 M) foram adicionados a um béquer de 25 mL e mantidos em repouso por
1h. Apéds esse periodo, o sobrenadante foi filtrado e 2,50 mL desse sistema foram
transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, foram adicionados 500
uL da mistura (1:1) de KBr/KBrOs (100/17 mM), 3 mL de 4gua deionizada e a reacéo
foi agitada por 5 min. Apés esse periodo, foram adicionados 50 L de solucao de acido
ascorbico 12% (p/v) e 250 pL de antiespumante B 0,1% (v/v). Por fim, completou-se
o volume até a marca de medicao do frasco com agua deionizada. As curvas analiticas

foram preparadas de forma semelhante as amostras.

5.5. Avaliacdo da funcao da hemoglobina

A hemoglobina presente nos eritrécitos (Eri) tem a capacidade de ligacado do
oxigénio o que foi medido utilizando-se um eletrodo para Oz, em uma camara de vidro
de 1,0 mL equipada com agitador magnético e termostato a 28°C, Hansatech,
Oxigraph, England, UK. A concentracdo de proteinas totais utilizadas nos
experimentos foi de 0,325 mg mL™. O eletrodo foi calibrado diariamente utilizando
ditionito de soédio, e a concentracdo de oxigénio inicial foi fixada a 225 nmol mL?
(ROBINSON & COOPER, 1970). A capacidade maxima de captacdo de oxigénio dos

eritrocitos foi determinada apos 10s.
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5.6. Estimativa da producéo das espécies reativas de oxigénio em PBMCs

A producdo de espécies reativas de oxigénio foi determinada usando 1 x 10°
de células mL™, e o meio de reacéo utilizado foi o PBS (138,8 mM de NaCl, 2,7 mM
de KCI, 0,9 mM de KH2PO4 e 6,4 mM de Na:HPOu4). A geracao de espécies reativas
de oxigénio (O2", H202,*OH, ONOOQO") foi monitorada utilizando a sonda fluorescente
DHE (3uM) (Ex: 520 nm / Em: 610 nm) com slit de 5nm por 20 min (DEGASPERE et
al., 2006). Ja a producdo de H202 foi monitorada utilizando a sonda fluorescente
Amplex Red (10 uM), tal experimento foi realizado na presenga da enzima peroxidase
(HPR, 1 U/mL) (Aex= 563 nm, Aem = 587 nm e o slit de 3nm para excitagdo e emisséo)
(NUNES et al.,, 2019). Ambos experimentos foram realizados a 28°C, utilizando

espectrofluorimetro Shimatsu RF5300.
5.7. Preparacgao de eritrocitos para ensaios de estresse oxidativo

Apés a separacdo do plasma, aproximadamente 150 uL de eritrocitos foram
adicionados a 5 mL de tampéao de extracdo contendo 50 mM Tris-HCI (pH =7,4) e 1
mM EDTA, homogeneizados em gelo em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e
centrifugados a 1180xg e 4°C por 10 min. O sobrenadante foi coletado e submetido a
quantificacdo de proteina total (BRADFORD, 1976).

5.8. Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido desmutase (SOD) foi medida através de uma
reacdo iniciada pela adicdo de 20 uL de epinefrina (150 mM) em &cido acético (0,5%
v/v) em um volume final de 1,0 mL. O homogenato de sangue (80 ug de proteina) foi
incubado em 50 mM de tampéo carbonato de sddio (NaCO3/NaHCOs, pH = 10,2 com
0,1 mM EDTA) a 37 °C. A absorbéncia foi medida a 480 nm em um espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-1900i) por 5 min. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade
de proteina necessaria para inibir a auto-oxidacao de 1 umol de epinefrina por minuto.
Os resultados foram expressos em proteina U mg?! (MISRA & FRIDOVICH, 1972).

5.7. Atividade da catalase (CAT)

A catalase (CAT) é baseada no principio da determinacdo da decomposicéo do
H202. Um total de 40 pg de proteina (do homogeneizado de sangue) foi adicionado
em tampao fosfato 50 mM (KH2PO4 + NazHPO4, pH =7,0) a 25°C. A reacéo foi iniciada
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adicionando H202 10 mM em um volume final de 1,0 mL. O decaimento da
absorbancia foi monitorada a 240 nm em um espectrofotdémetro (Shimadzu UV-1900i)
por 2 min. Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de proteina necesséria
para converter 1 pymol de H202 em H20 e O2 por minuto. Os resultados foram

expressos como K mg™ proteina (AEBI, 1984).
5.10. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi monitorada através da
diminuicdo da absorbancia de NADPH a 340 nm em um espectrofotdmetro (Shimadzu
UV-1900i) por 3 min a 20°C. O meio continha 80 pg de proteina (do sangue
homogeneizado), 50 mM de Na:HPO4 (pH = 7,0), 5 mM EDTA, 84 uM NADPH, 1,1
mM azida de sédio, 1,5 mM GSH, 0,1 U mL* de glutationa redutase (GR) e 90 uM
H202 em um volume final de 1,0 mL. Uma unidade da enzima foi definida como a
guantidade necessaria para a oxidagdo de 1 ymol de NADPH mint mg? de proteina.
Os resultados foram expressos como U mg? (PAGLIA & VALENTINE, 1967).

5.11. Quantificacédo do estado redox (relacdo GSH/GSSG)

A relagcdo GSH/GSSG foi avaliada pela quantificacdo do teor de glutationa
reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) (HISSIN & HILF, 1976). Na reacéo de
GSH e GSSG foram utilizados homogenato de sangue (50 e 100 ug de proteina,
respectivamente) e oftalaldeido (1 mg mL™%; sonda fluorescente). Para o ensaio GSH
o tampé&o usado continha 100 MM NaH2PO4 (pH = 8,0) e 5 mM EDTA, ja para o ensaio
de GSSG foi utilizado 100 mM NaOH junto com N-etilmaleimida (NEM) que é um
bloqueador de SH para tirar a interferéncia do GSH. A fluorescéncia foi monitorada
em um leitor de placa (Tecan Infinite 200 pro) com Aex = 350 nm e Aem = 420 nm. Uma
curva analitica baseada em concentracbes conhecidas de GSH e GSSG foi

empregada para determinar as concentracdes dessas biomoléculas nas amostras.
5.12. Peroxidacdo lipidica (teor de malondialdeido — MDA)

A técnica colorimétrica foi utilizada para determinar substancias reativas
tiobarbittricas (LUCAS et al., 2019). Resumidamente, uma aliquota de 0,3 mL de
homogenato de sangue foi misturada com 600 pl de solugéo de &cido tiobarbiturico
(TBA) a 0,6% e 600 L de Solucéo de acido tricloroacético (TCA) a 10%. Em seguida,
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as amostras foram vortex, incubados por 15 minutos a 95°C e resfriados em gelo por
5 min. As amostras foram entdo centrifugadas a 2.500 x g por 5 min. O sobrenadante
resultante foi lido usando um espectrofotdmetro a 540 nm. TBARS foram calculados
usando um molar coeficiente de extingcdo para malondialdeido de 1,56 x 10° M1 cm'?

e expresso como pmols de TBARS por mg de proteina.

5.13. Teor de carbonil de proteina

A quantificacdo desses produtos (formacéo de grupos carbonilas) foi realizada
utilizando a reagao com 2,4-difenilhidrazona (DNPH) (ZANATTA et al., 2013). Para a
quantificacdo é necessario dividir em dois grupos para cada amostra sendo eles o
grupo controle e o grupo de reacdo; para ambos usa 100 uL do homogenato de
sangue. A diferenca entre os grupos é que para grupo controle usa 400 pL de HCI 2,5
M e para o grupo reagéo usa 400 pL de DNPH 10 mM (solubilizado em HCI 2,5 M), a
partir daqui o procedimento é igual para todos. Foi incubado os dois tubos em
temperatura ambiente por 1h (agitar a cada 15 min), em seguida foi adicionado 500
uL de acido tricloroacético (TCA) a 2 M, para homogeneizar foi utilizado um vortex e
deixamos 5 min no gelo, depois as amostras foram centrifugadas a 10000x g por 10
min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionado 500 pL de TCA (1 M) para
ressuspender o pellet gerado para repetir a centrifugacédo anterior, essa etapa serve
para separar as proteinas da amostra. Novamente o sobrenadante foi descartado e
as amostras foram lavadas usando uma mistura de etanol e acetato de etila (1:1 v/v)
trés vezes repetindo 0 mesmo processo de centrifugacao, por fim ressuspensas em
guanidina (6 M) e centrifugada a 10000x g por 10 min a 4 °C, em seguida, o
sobrenadante foi recolhido para fazer a leitura. A absorbancia foi medida a 370 nm
por um leitor de placa e normalizada pela quantidade de proteina (Tecan Infinite 200
pro) e os resultados foram expressos em pmol mg™" proteina (REZNICK & PACKER,
1994).

5.14. Conteudo do grupo sufidrila

O teor de sulfidrila foi determinado a partir da reacdo com DTNB (5,5'-acido
ditio-bis-2-nitrobenzoico). O homogeneizado de sangue (100 pg de proteina) foi
incubado no escuro com DTNB 500 uM por 30 min. Apds isso, o volume foi ajustado
para 1 mL com tampéo de extracao (50 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA, pH 7,4), e a
absorbéancia foi determinada a 412 nm (Ellman, 1959) em um espectrofotdmetro
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(Shimadzu UV-1900i). Foi feita uma curva de calibracdo utilizando L-cisteina como
padrdo contendo SH para determinar a concentracdo de tal grupo nas amostras em
HM.

5.15. Microscopia de fluorescéncia

Preparacao de leucdcitos mononucleares de sangue periférico humano (PBMLS)
foi adaptado de (REIS et al., 2007; GANDINE et al., 2011), que utilizou 3 mL de Ficoll-
Paque™ Plus (GE Healthcare) para promover o isolamento celular mais 5 mL de
sangue diluido com 5 mL de PBS. Apdés a coleta de sangue, cada amostra foi
imediatamente centrifugada (MIKRO 220R) a 900 x g (temperatura ambiente) por 30
minutos para separar o plasma e os eritrocitos. A nuvem de mononucleares foi
transferida para um Falcon com 10 mL de PBS (pH = 7,4, contendo 138,8 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 0,9 mM anidro KH2PO4 e 6,4 mM Na2HPO4) e centrifugada a 136 x g por
10 min e foi descartado o sobrenadante e lavado novamente com PBS. O pellet foi
ressuspenso com RPMI. A viabilidade celular foi verificada pelo método de excluséo
com azul de tripan em camara de Neubauer e considerando a viabilidade satisfatoria
quando >95%. A adesado das células nas laminulas foi realizada com fibronectina,
colocando 1x108 de células por 2h a 37°C e 5% de CO2 e as marcacdes foram feitas
com H2DCF-DA 20 uM, DHE 30 pM e Mitosox 5 pM, por 30 min a 37 °C e por fim
fixado com PFA 4% e marcado com DAPI (PAKHOMOVA et al., 2012).

5.16. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

As células linfomononucleares foram preparadas para a caracterizacao
ultraestrutural usando SEM, conforme descrito anteriormente. Resumidamente, as
células foram fixadas em tampéao glutaraldeido a 5% e lavado duas vezes com PBS.
Em seguida, as laminulas foram colocadas em um dessecador contendo gel de silica
para remover a umidade por 24 h. Subsequentemente, células foram revestidas com
ouro e examinadas sob um microscépio eletrénico de varredura (Super Scan SSX-
550, Shimadzu, Jap&o). O procedimento de preparo e fixagdo das células com
glutaraldeido (SOUZA et al., 2014).
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5.17. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman para eritrocitos foram registrados usando um microscopio
confocal de fluorescéncia (LabRam HR Evolution, Horiba, EUA). As medidas foram
realizadas usando uma lente objetiva de 50 x (NA = 0,80) e um laser de diodo de onda
continua (CW) de 785 nm que é o mais proximo da janela bioldgica, focando na
amostra com um tamanho de ~ 2 ym. Essa mesma lente objetiva foi usada para o
espalhamento luz Raman logo apos a interacéo de retroespalhamento da amostra. A
poténcia do laser fornecida as amostras foi de cerca de 20 mW, e 10 espectros (tempo
de aquisicdo de 30 s e tempo de acumulacdo de 30 s) de cada amostra foram
coletados em 10 posicOes de diferentes pontos. Todos os experimentos foram
realizados utilizando 40 pL de eritrocitos, purificados com Na2HPO4 (0,2 M), colocados
(~107 mg mL') em uma placa de silicio, e as medidas foram registradas de 300 a
1730 cm™ (22 °C). O processamento dos dados foi baseado na andlise de
componentes principais (PCA), usando um algoritmo de corre¢cdo de fundo do
LabSpec 6 e suavizacdo. Os espectros individuais foram entdo normalizados com
base na area total sob a curva Raman para comparar melhor as formas espectrais e
as intensidades relativas da banda Raman das amostras. Por fim, os gréaficos
bidimensionais foram construidos com pontuacdes diferentes para os dois primeiros
componentes principais. O instrumento Raman foi calibrado usando a banda fénon do
silicio (520 cm™) como referéncia (SALES et al., 2022).

5.18. Anélise de dados
Os resultados sédo apresentados como a média + Erro. As comparacdes entre
0s grupos foram realizadas pelo teste t de Student_ndo pareado utilizando o software
Graph Pad Prism versédo 8.0.1, OriginPro 9.0 e no Raman foi realizado analise de

componentes PCA. O nivel de significancia adotado foi p< 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracteristicas e exposi¢cao ambiental dos voluntarios

Realizamos os experimentos com 60 voluntarios expostos ao ambiente
contaminado por Hg e 65 voluntérios controles. Tivemos voluntarios expostos que
habitam em trés regides distintas da lagoa Mundau: Colénia de pescadores do Pontal
da Barra (Coldnia de Pescadores - Vieira Lima Z3), Col6onia de pescadores do
Bebedouro (Colénia de Pescadores - Santo Antbnio Z4) e na Comunidade Espirita
Nosso Lar que abrange a regido do Vergel. O grupo controle se constituiu de
voluntarios que nao vivem nas proximidades do CELMM, sendo assim, este grupo foi
obtido dos bairros, Cidade Universitaria, Jacintinho e Barro Duro pareados em relacao
ao sexo e idade que foram obtidos d grupo exposto.

Nossos voluntérios ttm uma média de idade em torno de 43 e 45 anos, dentre
as comorbidades, a hipertensdo € mais prevalente, sendo 20% nos controles e 18%
no grupo exposto. Ainda foi relatado nas comorbidades, o diabetes tipo 2 no grupo
controle (9%) e nos voluntarios expostos (10%). Nos habitos de consumo de bebidas
alcodlicas, encontramos que 52% do grupo controle e 45% do grupo exposto
consomem bebidas alcodlicas. Em relacéo aos habitos de tabagismo foi relatado 22%
e 18% no grupo controle e exposto, respectivamente. Quanto a exposicdo ambiental,
93% dos voluntarios expostos tém contato com a agua, seja tomando banho ou
pescando, e 95% consomem alimentos provenientes do ambiente lagunar: sururu ou
pescado. Estes dados estdo apresentados na Tabela 3 e foram retirados do
questionario que foi aplicado em todos 0s voluntarios, sejam expostos ou controle.

Tabela 3. Caracteristicas demograficos e o tipo de exposi¢cao ambiental. Total n = 125.

Caracteristica Controle Exposto
(n=65) (n=60)

Idade, média + DP 43+ 15 45+ 14
Sexo, numero %

Homem 31 (48) 28 (47)

Mulher 34 (52) 32 (53)
Altura (m), média = DP 1,65+ 0,11 1,66 = 0,07
Massa (Kg), média + DP 74 + 17 72 +13
indice de massa corporal (IMC) 287 26+5

Comorbidades, nimero %
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Hipertenséo 13 (20) 11 (18)

Diabetes 6 (9) 6 (10)
Cardiopatia 0 (0) 1(2)
Habitos, nimero%
Fumar 13 (22) 11 (18)
Beber 34 (52) 27 (45)
Exposicdo ambiental a lagoa
Mundau?@
Contato com agua 0 (0) 54 (93)
Consumo de comida 0(0) 57 (95)
aBanho e/ou pesca
6.2. Perfil Bioquimico dos voluntarios

Afim de comparar possiveis alteracdes na contagem de células vermelhas,
brancas e no metabolismo entre o grupo controle e exposto, foram realizadas analises
de bioguimica clinica. Nos parametros hematoldgicos no grupo exposto foi identificado
aumento de eritrocitos (15%), de hemoglobina (26%) e do hematdcrito (17%), contudo
todos os parametros estdo dentro dos valores normais de referéncia (Tabela 4).

Ainda, o volume corpuscular médio (VCM) que indica o tamanho dos eritrocitos
esta diminuido (9%), a amplitude da distribuicdo dos glébulos vermelhos (RDW) esta
aumentada em 33% e as plaquetas aumentadas em 56% no grupo exposto (Tabela
4). Esses dados em conjunto nos indica um possivel quadro de anemia por deficiéncia

de ferro.

Estudos mostraram que o Hg?* é capaz de se ligar aos grupos tiéis, como 0s
presente na hemoglobina (Hb), o que por sua vez leva ao aumento dos niveis de Hb
no plasma. Isso ocorre devido a plasticidade fenotipica do organismo para minimizar
os danos gerados pelo mercirio (CLARKSON, 1997; CUSTODIO et al.,
2005; JANZEN et al., 2011; AMARA et. al., 2012). Desta forma, essa plasticidade foi
constatada nos resultados do hemograma, onde ocorreu o aumento da producéo de
eritrocitos, hemoglobina e hematocrito, contudo néo foi suficiente, pois o tamanho
dessas células esta reduzido e com alteracdes de distribuicdo, sendo assim possivel

a progressao para um desenvolvimento de anemia.
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Tabela 4. Hemograma completo dos grupos controle e exposto.

Parametros

Eritrcitos

Hemoglobina (HB)

Hematocrito (HT)

Volume Corpuscular Médio
(VCM)

Hemoglobina
Média (HCM)

Corpuscular

Concentracéo de
Hemoglobina
Média (CHCM)

Corpuscular

Amplitude de Distribuig&o dos

Glébulos Vermelhos (RDW)

Plaguetas

Leucdcitos

Linfécitos

Monécitos

Segmentados

Eosindfilos

Média + D.P.
Controle Exposto Valor referéncia Valor de p
(n=65) (n=60) >16 anos
47+0,5 56+2,8  4,30-5,70 milhdes  0,0092*
de cél mm=3
13,6 +1,2 17,2+9,8 135-17,5¢gdL? 0,0044*
41,4+37 48,7+19,5 39,0-50,0 mL Erit 0,0037*
dLt
89,1+57 81,3+24.2 80 - 100 fL 0,0137*
29,4+1,9 29,7122 27 - 32 pg 0,4400
32,8+1,2 32,3+1,7 31-36gdL? 0,0720
13,8+ 0,7 18,4+ 8,6 10 - 16% 0,0001*
261.000 + 407.000+  150.000 - 450.000 0,0001*
71,8 2475 mm?-3
6727 + 6590 + 5000 - 10000 mm-3 0,7802
1722 3459
2410 + 788 2260 + 900 — 2900 mm-3 0,3724
1066
466 £ 174 407 £ 170 300 - 900 mm 0,0594
3398 + 3577 + 3000 - 8000 mm-3 0,5595
1441 1914
238 £171 489 + 505 0 - 660 mm 0,0003*
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Basofilos 24,5+ 32 19,8+ 31 0-62mm? 0,4243

*Estatisticamente significante comparado com o grupo controle. Analise estatistica: Teste t de

Student. Total de voluntarios n = 125.

Quanto aos dados de bioquimica clinica, encontramos alteragcbes em
metabolitos e aminotransferases que sdo dados importantes para compreender
alteracdes que podem levar ao desenvolvimento de patologias tendo uma possivel
correlacdo com exposicoes a ambiente contaminados. Os niveis de triglicerideos
totais se mostraram aumentados em 37% no grupo exposto, assim como relatado por
Hong et al. (2013), contudo dentro dos limites de referéncia. Os exames da fungéo
renal, como uréia e creatinina, deram aumentados (36% e 57%, respectivamente)
(Tabela 5) no grupo exposto, porém ainda dentro dos valores de referéncia, mas que

podem progredir para um quadro preocupante.

Quando analisamos os resultados sobre as aminotransferases, que sao
marcadores para identificar a funcao hepética, através da ALT e AST, verificamos que
aumentaram (107% e 16%, respectivamente) no grupo exposto. Vale ressaltar que a
ALT estad acima dos valores de referéncia, destacando o dano hepéatico no grupo
exposto. Em pesquisa realizada com ratos albinos expostos a HgClz foi relatado
disfuncéo renal e hepética (IJAZ et al., 2021).

Tabela 5. Parametros de bioquimica clinica.

Média + D.P.
Paréametros Controle Exposto Valor referéncia Valor de p
(n=38-65) (n=50-60) >16 anos

Metabdlitos

Glicose 95,1+24 99,5 + 27 60 - 99 mg dL? 0,3420
Triglicerideos totais 97,9+ 37 134,4 + 62 <150 mg dL? 0,0003*
Colesterol total 174 + 39 173+ 65 <200 mg dL? 0,8831
HDL 55+ 11 52+ 14 40 - 60 mg dL* 0,3206
LDL 116,6 +36  109,5x41 <100 mg dL? 0,4015
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Uréia 28+9 38+ 23 10 -45mgdL? 0,0137*
Acido urico 47+16 48+1,1 3,7-8mgdL? 0,7161
Creatinina 0,7+0,2 1,1+0,6 0,6 -1,3mg dL* 0,0002*
Aminotransferases

ALT 24,6 £15 50,9+ 34 10,0-41,0UL? 0,0001*

AST 253+ 13 29,3+ 37 10,0-40,0U L? 0,0001*

*Estatisticamente significante comparado com o grupo controle. Andlise estatistica:
Teste t de Student.

6.3. Quantificacdo de Hg no sangue

A exposi¢cao a um ambiente contaminado, que pode levar a uma contaminacao
sistémica, como no caso dos pescadores, foi confirmada pela analise de mercurio total
no sangue (Figura 10). Nos pescadores, o0 valor maximo de mercurio encontrado no
sangue foi 19,02 yg L, e de acordo com a OMS, a concentracdo de mercirio no
sangue pode variar de 5-10 ug L%, ja de acordo com a agéncia de protecdo ambiental
o nivel toleravel de Hg no sangue é de até 6 ug L (EPA, 2017). Em nosso estudo o
nivel total de mercuario no sangue dos voluntarios controle foi de 0,9 £ 0,18, enquanto
nos expostos foi 3 vezes maior: 3,4 + 0,6 ug Lt. Na urina, os niveis de Hg foram de
0,02 + 0,01 para os controles e 0,17 + 0,1 ug L'* nos expostos, ou seja 8,5 vezes maior
nos expostos. A recomendacédo de concentracdo média total de mercurio na urina em
populacbes ndo expostas a ambientes contaminados é de 4 ug L™ (WHO & IPCS,
1991). Os resultados obtidos mostram uma maior concentracdo de mercurio no
sangue e na urina do grupo exposto em relacédo ao controle, mesmo estando dentro

dos limites permitido pelas agéncias regulamentadoras.
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Figura 10. Concentracao de mercurio total no sangue dos voluntarios. (A) Grafico de
disperséo dos niveis de mercurio no sangue. (B) Grafico de dispersdo dos niveis de
mercurio na urina. Média = Erro Padréo, sangue/urina n=65/20 (controle) e n=60/20
(exposto). Valor de *p<0.05 de acordo com o teste t de Student ndo pareado.
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Fonte: Autor, 2023.

O sangue é um dos tecidos que reflete o contato com o ambiente externo e
seus possiveis contaminantes, além de sofrer com os danos gerados, exibindo
estresse oxidativo. Tal tecido € também a forma mais rapida de carrear e difundir
metais toxicos, como o mercurio, para todos os outros 6rgaos. O mercurio é um metal
gue bioacumula em grandes quantidades em diversos tecidos, no sangue destacamos
um tipo celular, os eritrocitos, onde tal metal se liga na hemoglobina. Tal metal ainda
se liga em diversos outros alvos biolégicos como rins, cérebro, figado, pulmdes e
baco. Diante da toxicidade de tal metal, muitos sdo os estudos que quantificam o
mercurio total no sangue e urina afim de estimar os niveis de contaminacéo de uma

forma geral nas populacbes (BERGLUND et al., 2005).

6.4. Avaliacdo da funcionalidade e alteragdes estruturais em eritrocitos

s

A hemoglobina nos eritrocitos é a proteina responsavel por transportar o
oxigénio para os tecidos. O mercurio bioacumula e tem meia vida no sangue de
aproximadamente 9 dias (CARNEIRO et al., 2014). Quantificamos a capacidade da
hemoglobina em captar o oxigénio através de um eletrodo especifico para o oxigénio.
Nossos resultados mostraram que o grupo de pescadores expostos apresentou uma
diminuicdo de 39% na capacidade de ligacdao ao O2 em comparagdo com 0 grupo
controle (Figura 11 A-B).

Figura 11. Eritrécitos de pescadores expostos a lagoa Mundau apresentam baixa
capacidade de captacdo de oxigénio e alteracdes estruturais em eritrocitos.: (A)
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Grafico representativo da captacdo de oxigénio pelos eritrécitos humanos (Eri). (B)
Quantificacdo da captacdo de oxigénio durante 10 s. (C) Gréfico representativo da
média dos espectros Raman medidos na faixa espectral de 300-1750 cm™. (D) Andlise
de componentes principais PC1 vs. PC2 aplicada aos espectros Raman. (E)
Carregamento positivo do grafico PC1 para eritrocitos de controle e expostos. Os
experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro Padrdo, n=65 (controle) e
n=60 (exposto) para o consumo de oxigénio controle. n=16 (controle) e n=16 (exposto)
para o Raman. Valor de *p<0.05 de acordo com o teste t de Student n&o pareado.
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Para identificar modificacbes em biomoléculas geradas pela contaminacéo

ambiental promovida pelo mercurio usamos a técnica da espectroscopia Raman, onde
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foi possivel mensurar alteracdes vibracionais na estrutura do heme da hemoglobina
dos eritrocitos dos pescadores, bem como em lipideos e proteinas de membrana de
tal célula. Na regido inicial do espectro (411 a 570 cm™) que se refere a ligacédo Fe-O2
foi possivel observar uma diminuicdo da intensidade e alargamento dos picos, ou seja,
demonstrando uma menor quantidade da ligacdo Fe-O2, confirmando o que foi

observado na determinacdo da captacdo de oxigénio.

Ainda, foi constatado na regido 675 cm™ e 752 cm' a deformacdo do anel
porfirinico da hemoglobina e essa deformacao gera uma distor¢do nos anéis de pirrol
(1400 - 1300 cm™?) o que leva a dificuldade da ligacdo do Fe-O2. Verificamos ainda
que nas regides em torno de 1100 a 1200 cm™* uma maior intensidade do sinal, que é
uma regido referente a lipideos na conformacao trans. Também foram observados
alteracbes nos modos vibracionais referentes ao marcador de estado spin da
hemoglobina, assim como deformacdo CH2/CHs principalmente das cadeias laterais
de aminoacidos, de lipidios ou de proteina de membrana (1500-1700 cm™) e ainda no
aminodcido fenilalanina (proteinas ~1003 cm™ ) (Figura 11 C).

Para comprovar as alteracdes entre os espectros dos grupos, usamos metdédos
multivariados, como o PCA (analise dos componentes principais), que gera um grafico
de dispercéo, onde é possivel discriminar dois componentes principais, considerando
duas dimensdes do dominio transformado (PC1l e PC2). O PC1l é o principal
contribuinte (59,25%) e o PC2 o secundario (12,39%) (Figura 11 D). O carregamento
do PC1 é um recurso importante do Raman, pois ele tem a capacidade de distincao
nao direcionada do PCA mostrando influéncias negativas e positivas da contaminacao
sob o espectro e quando esta diferenca € maior que 50% é dito como preditiva e
relevante para tal andlise. Neste caso, tivemos uma diferenca relevante entre os
grupos quando feita a relacdo dos espectros dos controles em relacdo ao exposto
(Figura 11 E).

O mercurio tem diversos mecanismos de toxicidade que foram descritos para
elucidar como esse elemento interage com a célula sanguinea e esta bem
documentado que as espécies de mercurio tém fortes efeitos tOxicos nos sistemas
bioldgicos. No corpo humano, esse metal e seus compostos mostraram afinidade por
certos tecidos e 6rgdos, como cérebro, musculos, rins e coracdo. E relatado na
literatura que o mercurio pode interferir na atividade da anidrase carbdnica pois ao se
ligar em um dos seus residuos de cisteina prejudica a capacidade da enzima de
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controlar o pH do sangue (HOGEBACK et al., 2016). Em uma pesquisa realizada por
Magalhdes & cols. (2020), foi demonstrado que o mercurio pode interagir com a
cisteina 93 (Cys93), devido aos seus grupos sufidrilas estarem mais acessiveis ao
ataque deste metal. Vale ressaltar que o Hg tende a se ligar ao enxofre pois possui
alta afinidade por este elemento. Ainda foi revelado que a exposicdo ao Hg leva a
alteracdes na membrana dos eritrocitos diminuindo a elasticidade de tal componente
celular (SALES et al., 2022).

6.5. Producdo de anion radical de superoxido e peroxido de hidrogénio

Dando continuidade na investigacdo sobre a contaminagdo de mercurio no
sangue dos pescadores, seguimos verificando se tal metal estaria induzindo estresse
oxidativo via producéo de espécies reativas de oxigénio aumentada. Trabalhando com
células isoladas da série branca do sangue (PBMCs) encontramos que tais células
nos pescadores produziram 2 vezes mais anion radical superéxido EROs e ainda ~2
vezes mais peroxido de hidrogénio que as PBMCs do grupo controle, o que pode
afetar a funcéo de tais células e causar danos nas respostas imunes (Figura 12).

Afim de investigar o papel da exposi¢cdo ao mercurio na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em células mononucleares, usamos primeiramente o
probe fluorescente dihidroetideo (DHE) (Figura 12 A) para quantificar EROs. No
grupo exposto, a fluorescéncia de DHE foi 87% maior do que no grupo controle
(Figura 12 B). Foi analisado também, a producdo de H202 usando o probe
fluorescente Amplex Red (Figura 12 C). A producéo de tal espécie foi 116% maior no
grupo exposto em comparagéo com o controle (Figura 12 D). Quanto as microscopias
de fluorecéncia (Figura 12 E-F) com o probe fluorescente H2DCF-DA, o qual detecta
a producdo de varias espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (02", H202, "OH,
ROO*, ONOOQO"), os resultados mostraram que a producdo de EROS esta maior no
grupo exposto. Contudo, quando analisado a producéo de anion radical superoxido

mitocondrial, utilizando o probe Mitosox, nao foi encontrado diferenca entre 0s grupos.

Figura 12. A exposi¢do ao ambiente contaminado aumenta a producdo de oxigénio
reativo em células linfomononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pescadores
expostos em comparacdo com controles. (A) Gréficos representativo da geracéo de
de EROs usando DHE (B) Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de DHE (C)
Gréfico representativo da produgédo de H202 com Amplex Red (D) Quantificacdo da
geracao de H202. Os experimentos foram realizados em duplicata. (E) Microscopia de
fluorescéncia usando os probes H2DCF-DA e DHE. (F) Microscopia de fluorescéncia
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usando o probe Mitosox. Média + Erro Padrao, n=65 (controle) e n=60 (exposto). Valor
de *p<0.05 de acordo com o teste t de Student ndo pareado.
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Os efeitos toxicos do mercurio sdo conhecidos, sendo um deles a promocéao do
estresse oxidativo, 0 que acaba alterando a funcdo das ceélulas gerando danos
patoldgicos ou fisioldgicos de varias células, podendo levar inclusive a morte celular.
Outrossim, a toxicidade do mercurio ao promover alteracdo no estado redox esta
relacionada a superproducdo de EROs ou a uma reducdo do sistema de defesa
antioxidante (LI et al., 2019; ZHAO et al., 2021). O aumento de EROs também esta
relacionado com o aumento da oxidacdo de: lipidios, proteinas, DNA, e leva a

diminuicdo da concentracéo eritrocitaria e dos niveis de GSH, gerando danos nos
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linfécitos (HAN et al., 2005; FIDAN et al., 2005; IARMARCOQVI et al., 2005). Shenker
& cols (1993) mostraram em um estudo in vitro, que compostos mercuricos em baixas
concentracdes (0,6 - 5 uM) levam a morte celular de mondcitos e linfocitos.

As células T estdo continuamente em interacdo com células fagociticas, que
sdo conhecidas por gerar quantidades significativas de espécies reativas durante o
fenbmeno denominado "burst respiratério” (BELIKOV, SCHRAVEN e SIMEONI,
2015). Esse processo envolve uma rapida e acentuada producéo de espécies reativas
de oxigénio, desempenhando um papel crucial na dinamica intercelular entre as
células T e fagociticas e o contato com elas pode auxiliar na ativacdo das células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), potencialmente resultando em estresse
oxidativo (ZHANG et al., 1992).

Nas células do sistema imunologico, a enzima NADPH oxidase 2 (NOX-2),
localizada na membrana de fagdécitos e linfocitos, desempenha um papel crucial na
geracdo de peroxido de hidrogénio (H202). Essa producdo de H202 possui a
capacidade de oxidar a glutationa presente nos linfocitos, além de sinalizar a formacao
do anion radical superéxido nas mitocondrias. Adicionalmente, induz a expressao de
proteinas pro-apoptoticas, ativando assim a via de sinalizacdo que conduz a morte
celular (JACKSON et al., 2004; BELIKOV, SCHRAVEN e SIMEONI, 2015).

6.6. Morfologia de células mononucleares

Avaliar a morfologia das células mononucleares é uma forma de mensurar
possiveis danos a estas células, a fim de estimar possiveis diferengcas na membrana
dessas célula. Foi possivel constatar um maior nivel de rugosidade na superficie

membranar das células do grupo exposto quando comparado ao controle (Figura 13).
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Figura 13. A exposicdo em ambiente contaminado aumenta a rugosidade da
membrana plasmética das células mononucleares dos pescadores expostos em
comparacao aos controles.
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A formacdo de superficies rugosa ou também conhecidas como
microvilosidades, pode refletir alteracdes funcionais em células mononucleares (Yang
et al. 1989). As mudancas estruturais em linfécitos estdo ligadas a um aumento do
estresse oxidativo (LIOI et al., 1998). Além disso, nosso grupo, em estudos realizados
com pescadores em anos anteriores, mostrou que a exposicdo ao mercurio resulta
em maior producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células
mononucleares, relacionado com um comprometimento das atividades de enzimas
antioxidantes, assim como no sistema redox da glutationa (SHARPE, GIST e BASKIN,
2013; JAMES et al., 2009; SILVA-FILHO et al., 2021).

6.7. Atividade do sistema antioxidante em eritrocitos

Para compreender como funciona o sistema antioxidante nos eritrcitos frente
a exposicdo a contaminantes como o mercurio, avaliamos a atividade das enzimas
SOD, CAT e GPx (Figura 14). A superoxido dismutase, tem como fungéo catalisar a
reacdo de conversdo do radical anion superoxido em H202 e a catalase (CAT) de
converter H202 em H20 e O2. Observamos nos voluntarios expostos um aumento de
159% e 22% respectivamente na atividade de tais enzimas (Figura 14 A-B). No
entanto, quando avaliamos a atividade da glutationa peroxidase, que assim como a
catalase, decompde H202 em H20, encontramos sua atividade diminuida em 33% no

grupo exposto quando comparado com o grupo controle (Figura 14 C). Provavelmente
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tal evento ocorreu porque o mercurio pode se ligar ao selénio em enzimas como a
GPx dependentes de selénio que vai servir de cofator, formando um complexo, o que
pode resultar na diminuicdo da atividade catalitica de tal enzima (SPILLER, 2018).
Ainda existem estudos que apontam que a diminuicdo de GPx pode ser proveniente
da diminuicéo dos niveis de GSH, ja que tal enzima é dependente da glutationa para
realizar a sua atividade normalmente (BARCELOS et al., 2011; GROTTO et al., 2009).

Figura 14. Exposicdo ao ambiente contaminado modifica o sistema antioxidante dos
eritrocitos de pescadores expostos em comparacdo com os controles. (A) Atividade
de superéxido dismutase (SOD, 251,8 + 10,87 vs. 653,1 + 29,26 U mg™* de proteina.
(B) Atividade da catalase (CAT, 0,4124 + 0,011 vs. 0,502 + 0,018 K mg™ proteina).
(C) Atividade da glutationa peroxidase (GPx, 31672 + 967,3 vs. 21266 + 968,2 U mg™
de proteina). Os experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro Padrao,
n=65 (controle) e n=60 (exposto). Valor de *p<0.05 de acordo com o teste t de Student
nao pareado.
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A producdo de EROs pode levar a ativacdo de cascatas de sinalizacdo de
protecdo contra estresse, 0s quais sdo gerados por fatores abioticos como a
exposicdo de metais. As enzimas superdxido dismutase e catalase sdo enzimas
indutives que tendem a aumentar suas atividades quando ocorre o aumento de EROs
afim de retornar a homeostase celular (MITTLER, 2002; CALGAROTO et al., 2010).
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Contudo tal mecanismo nao foi o suficiente, ja que as producdes de espécies reativas

continuam altas no grupo exposto.

6.8. Marcadores secundérios do estresse oxidativo em eritrocitos

Em sistema bioldégico o estresse oxidativo pode ser avaliado através da
quantificacdo de marcadores secundarios como possiveis danos celulares em
biomoléculas diversas (peroxidacao lipidica, proteinas carboniladas, conteudo tiol
livre, GSH, GSSG e arazdo GSH/GSSG) (Figura 15). Quando verificamos a formacgéao
de um dos produtos de peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA), o grupo exposto
ao mercurio aumentou em 89% a producao de tal composto se comparado com o
grupo controle (Figura 15 A). A quantificacdo de proteinas carboniladas demonstrou
um aumento em torno de 300% nos voluntarios expostos (Figura 15 B). Além disso,
foi possivel observar uma reducdo do conteudo tidlico reduzido (SH) em 41% nos
eritrécitos dos pescadores em relagdo ao controle (Figura 15 C). Tais resultados
refletiram de forma negativa na modulac&o do sistema da glutationa, visto que houve
uma reducéo no conteudo de GSH (15%) e um aumento do GSSG (29%), e quando
calculado a razdo GSH/GSSG houve uma reducdo em torno de 37%, no grupo de

pescadores em relagdo ao controle (Figura 15 D-F).
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Figura 15. Exposicdo ao ambiente contaminado aumenta o dano oxidativo de
biomoléculas e diminui o poder redutor celular nos eritrocitos de pescadores expostos
em comparacdo com os controles. (A) Teor de malondialdeido. (B) Proteina
Carbonilada. (C) Teor total de tiol. (D) Teor de GSH. (E) Contetudo de GSSG. (F)
Razdo GSH/GSSG. Os experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro
Padréao, n=65 (controle) e n=60 (exposto). Valor de *p<0.05 de acordo com o teste t
de Student ndo pareado.
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Uma maior producéo de espécies reativas de oxigénio pode reagir com lipideos
formando produtos de peroxidacgéo lipidica como o malondialdeido, o 4-hidroxinonenal
e espécies reativas de lipideos como alcoxil e peroxil que por sua vez reagem com as
proteinas oxidando-as (CURTIS et al., 2012). Ademais, em situa¢fes de estresse
oxidativo, os grupos tiois livres podem ser oxidados afetando a protecéo das células
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contra mais estresse oxidativo. Em um estudo com comunidades da Amaz6nia no
Brasil foi demonstrado que o mercurio causa reducdo dos grupos sulfidrilas na
populacdo ribeirinha que consumia do peixe local contaminado com tal metal
(GROTTO et al. 2010). Além do tiol total, a glutationa é um antioxidante importante,
principalmente o tripeptideo, GSH. A reatividade do GSH com o Hg é devido aos
grupos SH provenientes do residuo do aminoacido Cisteina, no qual o mercurio se
liga a esses grupos por possuir alta afinidade, desta forma ocorre um desequilibrio em
sua forma oxidada e reduzida (GOGOI et al. 2018).
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7. CONCLUSOES

Esses resultados nos levam a acreditar que existe uma possivel influéncia da
contaminagcdo ambiental com mercurio na inducao do estresse oxidativo, visto que 0s
PBMCs dos pescadores apresentaram alteracdes morfoldgicas e alteracdes no
estado redox. Além disso, devemos levar em conta que o Hg contaminante esti
comprometendo a funcionalidade dos eritrécitos, levando a diminuicdo da capacidade
de captacdo de oxigénio e ainda alteracdes estruturais na hemoglobina e outras
biomoléculas que comp&em tal célula.

Em suma, nosso estudo mostra que a contaminacao por mercurio no CELMM
afeta diretamente a populacdo que habita em torno de tal Laguna, onde mostramos
os efeitos da toxicidade de tal contaminacdo em células sanguineas. Sabemos que
no Brasil, bem como no estado de Alagoas, sdo escassos 0s estudos que realizem o
monitoramento de uma populacdo extremamente vulneravel, que € submetida a

poluicdo ambiental que tem relacdo direta com danos a saude humana.

8. PERSPECTIVAS

Como perspetivas pretendemos finalizar a analise de lesdo no DNA nuclear e

mitocondrial e finalizar a quantificagdo de mercurio na urina.
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9. EFEITOS DA EXPOSICAO CRONICA AO MERCURIO EM
MODELO ANIMAL HIPERCOLESTEROLEMICO

9.1. Revisao da literatura
9.1.1 Aterosclerose

As lipoproteinas que tém como funcéo transportar o colesterol e outros lipides
estdo classificadas em cinco classes, sendo diferenciadas pela densisdade: alta,
intermédiaria, baixa e muito baixa (HDL, IDL, LDL e VLDL respectivamente) e 0s
quilomicrons. A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é responsavel principalmente
pelo transporte de colesterol no sangue e sdo removidas da circulacdo por meio de
receptores que sao expressos em tecidos esteroidogénicos, principalmente pelo
figado e tecidos em proliferacdo (BROWN & GOLDSTEIN, 1986). Depois de ser
captado pelas celulas, o colesterol derivado das lipoproteinas realiza diversas fungdes
regulatorias e isso inclui a supressdo da HMG-CoA redutase, enzima que catalisa a
etapa limitante da biossintese do colesterol, e a supressao da transcricdo do gene do
receptor da LDL (GOLDSTEIN & BROWN, 1992). Em contrapartida, quando se tem
um excesso de LDL-colesterol no plasma, pode ocorrer aterosclerose.

A aterosclerose é considerada uma doenca crénica caracterizada pelo acamulo
de colesterol e células inflamatérias nas paredes das artérias. O estresse oxidativo
proveniente da producéo de espécies reativas leva a oxidacao da LDL (ox-LDL), que
por sua vez causa disfuncao endotelial e recrutamento dos mondcitos circulantes que
ao chegarem na intima das artérias se diferenciam em macréfagos e internalizam
lipoproteinas modificadas (ox-LDL). Esses macrofagos sobrecarregadoscom
colesterol sdo chamados de células espumosas devido a sua aparéncia. A evolucao
da placa de ateroma leva também a uma maior proliferacdo do musculo liso, que
secretam colageno, transformando assim a placa aterosclerotica gordurosa em uma
placa mais fibrosa e mais estavel. O crescimento da placa ou seu rompimento podem
precipitar os eventos clinicos, tais como trombose, infarto do miocardio e acidente
vascular cerebral. (GOLDSTEIN & BROWN, 1992; TALEB, 2016; OLIVEIRA &
VERSESI, 2019; BROWN E GOLDSTEIN, 1983).

A hipercolesterolemia familiar tipo 1 ou homozigética, € uma doencga metabdlica
hereditaria que que provoca aterosclerose prematura letal. A forma homozigética é

rara, porém a heterozigotica € muito frequente, cerca de 1/500 a 1/250. O defeito esta
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no funcionamento do gene do receptor de LDL (LDLR) ou na apolipoproteina B (apo
B; um ligante para LDL-C) ou na proproteina convertase subtilisina/kexina tipo 9
(PCSK9), uma proteina que controla o numero de LDLr nos tecidos (DEFESCHE et
al., 2017, AUSTIN et al., 2004).

Desta forma, como a aterosclerose € a principal responsavel pelas doencas
cardiovasculares, e segundo a OMS, o aumento da polui¢cdo quimica esta relacionada
com o desenvolvimento de problemas cardiovasculares, nossa pergunta neste
trabalho foi se a exposicdo a metais como mercurio pode acentuar os fatores de risco
para aterosclerose.

Os mecanismos principais que se relacionam com a génese da aterosclerose
sdo o estresse oxidativo e a inflamacao. Estes também estéo presentes na intoxicacédo
por metais pesados. Vercesi e colaboradores mostraram que as mitocondrias sao
fontes importantes de EROs na condi¢do de hipercolesterolemia relevantes para o
desenvolvimento de aterosclerose (OLIVEIRA & VERCESI, 2020).

9.1.2 Mitocondria

Eugene Kennedy e Albert Lehninger descobriram em 1948 que as mitocondrias
sao os locais da fosforilacdo oxidativa. As mitocondrias sdo similares a bactérias tanto
no seu tamanho e também por possuirem seu proprio genoma (na forma de uma
molécula de DNA circular), seus proprios ribossomos e tRNAs. Atualmente, é
amplamente reconhecido que as mitocdndrias tem sua origem em um evento de
endossimbiose, uma origem eubacteriana, no qual procariontes aerdbicos foram
internalizados por células eucaridticas anaerébicas. Esse processo, que se repetiu
com procariontes capazes de fotossintese, deu origem aos cloroplastos. A mitocondria
possui duas membranas, sendo elas: uma externa livremente permeéavel a pequenas
moléculas e ions, e uma interna impermeavel a maioria das pequenas moléculas e
ions incluindo H*, sendo necessario transportadores especificos ou canais para
passagem de todas as biomoléculas necessérias para o pleno funcionamento de tal
organela (ALBERTS et al., 2010, NELSON & COX, 2022, NUNNARI &
SUOMALAINEN, 2012).

A matriz mitocondrial possui 0 complexo piruvato-desidrogenase, algumas
enzimas do ciclo de Krebs, a via da B-oxidacdo de acidos graxos e ainda a via de
oxidacao de aminoacidos, ou seja, praticamente todas as reacdes de oxidagao (exceto

a glicolise) ocorrem na matriz mitocondrial, e todas essas vias possuem
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transportadores para que os substratos possam entrar na mitocéndria O ciclo Krebs
gera as coenzimas reduzidas Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzida (NADH)
e Flavina Adenina Dinucleotideo Reduzida (FADH2) (METZLER, 2001), sendo
responsaveis por transportar elétrons que ficam localizados em ligacdes com

hidrogénios (H), na regido dos anéis aromaticos (Figura 16).

Figura 16. Estrutura racional do NADH e FADHz.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edicdo, 2022.

Esses carreadores transportam os elétrons para a cadeia transportadora de
elétrons (CTE), onde ocorre a conversédo do Oz em H20 e formagédo de ATP através
da ATP sintase. A CTE possui quatro complexos e algumas desidrogenases

acoplados a membrana interna mitocondrial, onde os complexos | e Il fazem a
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transferéncia dos elétrons para a ubiquinona, que € uma quinona lipossolavel, também
conhecida como coenzima Q10, capaz de aceitar elétrons a partir de dois doadores,
0 NADH (complexo I) e FADH2 (complexo Il). O complexo Il transporta os elétrons
gue recebeu da ubiquinona para o citocromo c, e por fim, o complexo IV transfere os
elétrons recebidos do citocromo ¢ para o O2 sendo em ultima instancia reduzido a
agua (NELSON & COX, 2022).

A teoria quimiosmotica de Mitchell explica a forca motriz transformada em
energia para sintese de ATP. Cada complexo respiratorio possui um substrato
especifico ao qual ele ird reagir gerando um fluxo de elétrons através da CTE e
acompanhado de transferéncia de protons da matriz para o espaco intermembranas,
0 que gera tanto um gradiente quimico (ApH) quanto um gradiente elétrico (A¥). Esta
diferenca de potencial eletroquimico de membrana € a fonte de energia para sintese
de ATP, quando os prétons retornam para a matriz através da ATP sintase, dissipando
este potencial de membrana e fornecendo energia para conversdo do ADP+Pi em
ATP. (Figura 17) (MITCHELL, 1979). Vale ressaltar que a impermeabilidade da
membrana interna, inclusive ao H*, € a responsavel pelo retorno praticamente
obrigatério de prétons apenas pela ATP-sintase, ou seja, um acoplamento completo
entre o funcionamento da cadeia respiratoria e a fosforilagdo oxidativa.

Figura 17. Figura representativa do funcionamento da cadeia transportadora de
elétrons.
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O Complexo | ou NADH desidrogenase, € uma enzima com peso molecular de

980 kDa, possui 42 cadeias diferentes de polipeptidios, uma flavoproteina, a Flavina
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Mononucleotideo (FMN) e ao menos seis centros de ferro-enxofre (Fe-S). Nele ocorre
a catalise onde a transferéncia de um ion hidreto e dois elétrons do NADH,
proveniente do ciclo de Krebs, para FMN que é reduzido para FMNH2. Em seguida os
elétrons sdo-carreados pelos centros de Fe-S para a Ubiquinona (UQ) que é reduzida
em ubiquinol (UQH2), enquanto isso ocorre ao mesmo tempo a transferéncia de quatro
prétons da matriz para o espaco intermembranar (Figura 18). Quando os protons sao
bombeados, provenientes da dissociacdo da agua, a matriz se torna carregada
negativamente e o espaco intermembrana fica carregado positivamente (NICHOLLS
& FERGUSON, 2013, NELSON & COX, 2022, METZLER, 2001). E importante
destacar que o fluxo dos elétrons no sentido mencionado é a diferenca de potencial
de reducao (E) existente entre todos os componentes da cadeia, que comeg¢a com um
potencial negativo e termina com um potencial positivo.

O complexo Il ou succinato desidrogenase, possui peso molecular de 140 kDa,
quatro subunidades proteicas diferentes, duas delas sado transmembranares sendo
elas a C e D contendo grupo heme b e um sitio de ligacdo para a ubiquinona. As
subunidades A e B sdo extensfes citoplasmaticas, contém trés centros de 2Fe-2S,
com Flavina Adenina Dinucleotideo oxidada (FAD) ligada covalentemente e um sitio
de ligacdo para o seu substrato, succinato. Desta forma, a sequéncia de transferéncia
€ do sitio de ligacdo do succinato que é reduzido a fumarato e carreia dois elétrons
para FAD que por sua vez é reduzido a FADH: e depois para os centros de Fe-S, e
por fim, para a UQ que é reduzida a UQH2. Este complexo é o Unico que tem o
compartilhamento entre o ciclo de Krebs e a cadeia transportadora de elétrons.
(Figura 18) (NICHOLLS & FERGUSON, 2013, NELSON & COX, 2022, METZLER,
2001).

Vale ressaltar que o UQH: se direciona para o complexo Il ou ciclo Q, o qual
possui peso molecular de 240 kDa, e transfere um elétron para os centros de Fe-S
que por sua vez carreia tal elétron para o citocromo ¢, que faz a comunicagédo do
complexo Il e IV através do transporte de elétrons (Figura 18). Quando o UQH:z doa
um elétron, ele assume a sua forma de radial que é a semiquinona ((UQH) e se
desloca para o final do complexo, logo depois outro radical semiquinona "UQH reage
com o primeiro e volta ao seu estado inicial de UQH2, onde é reutilizado para doar
outro elétron e essa reacéo libera uma UQ livre que vai para o inicio da CTE. Em

conjunto com essas reacdes ocorre o bombeamento de quatro prétons, para o espaco
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intermembranar (NICHOLLS & FERGUSON, 2013; NELSON & COX, 2022;
METZLER, 2001).

Por ultimo, tem-se o complexo IV ou citocromo oxidase, que é uma enzima que
pode ter sua acao inibida por Cianeto (CN-), monoxido de carbono (CO) e azida sodica
(NaNs), possui peso molecular de 160 kDa, 4 subunidades dessa proteina. A
subunidade | tem dois heme a e a3, além de um ion cobre (Cus). O heme asz faz um
centro binuclear com o Cus, onde aceita elétrons do heme a.-A subunidade Il possui
dois ions cobre complexados com dois SH provenientes de duas cisteinas em um
centro que também & binuclear (Cua). A citocromo c oxidase aceita até quatro elétrons,
sendo um por vez do citocromo c. Desta forma, a transferéncia de elétrons ocorre do
citocromo c para o centro Cua, passando para o heme a a e assim por diante, até o
citocromo a3 — centro Cus, onde a reducéo de O2 ocorre (Figura 18). A redugéo do Oz
em 2H20 necessita de quatro elétrons e quatro protons que sdo bombeados através
da membrana a cada ciclo catalitico [1] (NICHOLLS & FERGUSON, 2013, NELSON
& COX, 2022, METZLER, 2001).

4e +8H"+02—2H0 +4H" [1]
Figura 18. Transporte de elétrons pelo complexo I, II, Il e IV.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edicao, 2022.

A transferéncia de elétrons pelos complexos e seus mecanismos foram
descritos também por Henry Taube, que dividiu em trés processos, sendo eles esfera
externa, esfera interna e mecanismo quimico. A esfera externa é quando os niveis de
energia do doador e receptor de elétrons se equiparam tornando a transferéncia de
elétrons mais favoravel mantendo a composi¢cdo quimica e modificando apenas o
estado de oxidacdo isso porque eles ressonam. ISSO ocorre com enzimas que
possuem centros metalicos. A esfera interna é quando moléculas com sistema 1
conjugado, como ocorre por exemplo com a UQ, onde os elétrons ocupam os orbitais
vazios de simetria 1, formando uma ligacdo geralmente com hidrogénio. No
mecanismo quimico, nos centros de Fe-S ocorre o carreamento dos elétrons devido
a localizacdo em diferentes niveis que essas estruturas promovem para 0s elétrons
(TAUBE et al., 1953; TOMA, 2015).

A membrana mitocondrial interna tem um potencial eletroquimico que varia de
-150 a 180 mV. Isso acontece porque ha passagem de prétons da matriz mitocondrial
para o espaco intermembranar através de complexo I, Ill e IV. O potencial elétrico
gerado se da pela diferenca de cargas, um lado mais positivo com mais protons (H+)
e 0 outro mais negativo com mais hidroxilas (OH"), advindos da H20 presente na
matriz mitocondrial. O potencial quimico vem da variacdo de pH que ocorre devido a
compartimentalizagcdo de H* e OH-, podendo variar em cerca de 0,75 unidades, sendo
0 espaco intermembranar um pH mais acido, e na matriz mitocondrial um pH mais

bésico. Contudo, a formagdo de potencial ndo €& uma reacdo favoravel
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energeticamente, por isso 0s protons tendem a retornar para a matriz, através da
enzima ATP-sintase (MITCHELL, 1979).

O peso molecular da ATP-sintase de 448,85 kDa. Esta enzima converte a
energia proveniente da dissipacdo do potencial eletroquimico de protons para a
sintese de Adenosina Trifosfato (ATP), isso quer dizer que a mitocondria esta
acoplada e isso se deve a conexao obrigatéria da sintese de ATP e o fluxo de elétrons
pela CTE que gera o gradiente de protons (Figura 19). A medida que essa reagao
ocorre, 0s prétons entram na matriz novamente através da subunidade Fo proteica
transmembranar (o, porque ela € sensivel a oligomicina, droga que inibe a entrada de
prétons) gerando a forca proton-motriz que fornece energia cinética para que a
subunidade Fi (proteina periférica de membrana) que gira e funde a Adenosina
difosfato (ADP) com o fosfato inorganico (Pi) formando ATP (NELSON & COX, 2022).

Figura 19. Estrutura da ATP-sintase e demonstracdo experimental da sua rotacao.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edigdo, 2022.

Ao estudar as mitocondrias, é essencial avaliar sua funcionalidade e
integridade para reproduzir experimentos com preciséo. Para avaliar a funcionalidade
das mitocéndrias, 0 primeiro experimento a ser realizado € a medicdo do consumo de
O2 pela cadeia de transporte de elétrons (CTE), o que pode ser feito com tecido
permeabilizado, células ou mitocondrias isoladas. Esse experimento visa fornecer
substratos para os complexos da CTE, estimulando o funcionamento das

mitocondrias. Inicialmente, as mitocondrias sdo expostas a uma mistura de substratos.
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Para estimular o complexo | (glutamato, malato, piruvato e a-cetoglutarato) ou o
complexo Il (succinato), adicionam-se 0s respectivos indutores da geracdo das
coenzimas reduzidas NADH ou FADHz. Esse estagio € denominado estado basal (V2).
Em seguida, ADP é adicionado para iniciar a fosforilacdo oxidativa, aumentando a
taxa de consumo de oxigénio devido a sintese de ATP — este estagio é chamado de
estado de fosforilagéo (Vs). Quando todo o ADP é consumido, a mitocondria entra em
estado de repouso, que pode ser induzido pela adicdo de um inibidor como a
oligomicina, que bloqueia a ATP sintase, resultando na reducdo ou possivel inibicao
do consumo de oxigénio — este € o estado de repouso (V4). Finalmente, para avaliar
a velocidade maxima de consumo de oxigénio, um desacoplador quimico (por
exemplo, DNP, CCCP ou FCCP) é adicionado, transportando prétons do espaco
intermembranar para a matriz sem utilizar a ATP-sintase — este estagio € conhecido
como estado de desacoplamento (Vccep). ESte estado estd associado a capacidade
maxima de respiracdo, pois ndo € limitado pelo funcionamento da enzima que
promove a sintese de ATP. Ao término do experimento, todas as velocidades de
consumo de O2 em cada estado mitocondrial séo calculadas, fornecendo uma
avaliacao do funcionamento da CTE. Um dos parametros mais importantes é a razao
entre Vs e V4, chamada Controle Respiratério (CR), que reflete a integridade das
mitocondrias. Quanto maior o valor dessa razdo, melhor a qualidade/eficiéncia da
mitocondria (NELSON & COX, 2022).

Figura 20. Funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, medida
experimental. A V2 esta representada pela adicdo do substrato succinato, a Vs pela
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adicéo de ADP +Pi, a V4 com adi¢do de oligomicina ou venturicidina e por fim a Vcccp
pela adicdo de DNP ou algum outro desacoplador.
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Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 82 edicao, 2022.

9.1.3 Transicao de permeabilidade mitocondrial

Em um experimento realizado com mitocondrias, adicionando altas
concentracGes de Ca?* foi possivel observar que o inchamento mitocondrial era
parcialmente revertido por complexacdo de calcio usando EGTA (CROFTS &
CHAPPELL, 1965). Foi sugerido que o inchamento poderia representar uma
permeabilizacdo da membrana interna da mitocéndria por meio do acumulo de ions
de Ca?*, mas um estudo posterior forneceu evidéncias de que o aumento da
permeabilidade foi o resultado da abertura de um poro que ficou conhecido como poro
de transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM). Uma das causas que levam a
abertura do poro é que o Ca?* pode interagir com o complex |, o que promove uma
diminuicdo do fluxo de elétrons, maior entrada de &gua, inchamento da organela,
perda de potencial de membrana, perda da capacidade de transportar Ca?* e,
finalmente, rompimento da membrana interna e liberagdo de moléculas sinalizadores
de morte celular, como por exemplo o citocromo ¢ (HAWORTH & HUNTER, 1979;
CROMPTON, 1987; KOWALTOWSKI et al., 2001).

A abertura do poro de TPM envolve diversas proteinas que sofrem influéncia
de diversos e variados fatores que levam a abertura de tal poro. Uma das proteinas
incluidas nesse processo é o transportador de nucleotideo de adenina (ANT) que é
reponsavel por fazer a troca ADP por ATP através da membrana mitocondrial interna
envolvendo diferenca de cargas. Outra proteina € a ciclofilina D (CypD), que € uma
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isomerase com funcéo catalitica vinculado ao envelopamento proteico (RASOLA et
al., 2010). Ainda sao citados como participantes desse processo a hexoquinase,
aspartato-glutamato e transportadores de fosfato (PiC), e a proteina paraplegia
espastica 7 (SPG 7) que interage diretamente com a CypD (HALESTRAP et al., 1997,
SHANMUGHAPRIYA et al., 2015). Um dos pontos mais importantes na abertura de
tal poro é a oxidacdo de grupos tiois (SH) formando formando pontes dissulfeto e

agregados proteicos na membrana (KOWALTOWSKI et al., 2001) (Figura 21).

Figura 21. Esquema que resume as proteinas envolvidas na abertura do poro
transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM).
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Fonte: FIGUEIRA et al., 2013.

Vale ressaltar que uma das forma de se avaliar integridade da mitocondria é
verificar sua suscetibilidade a TPM. Sempre que houver estresse oxidativo a
mitocondria sera mais susceptivel a apresentar TPM. Pode-se utilizar altas
concentracdes de Ca?* ou outras moléculas potencialmente oxidantes que induzem o
estresse oxidativo (LEITE et al., 2010; KOWALTOWSKI et al., 2000). Deve-se usar
inibidores de TPM conhecidos, como fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e
adenina (NADPH), que contribui para a reconstituicdo dos sistemas antioxidantes da
glutationa e da tioredoxina. Um dos agentes classicos usado como inibidor da TPM é
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a ciclosporina A (CsA), que é um farmaco imunossupressor que inibe a ciclofilina D
de participar do agregado proteico que forma o poro. Um outro inibidor que pode ser
usado é o EGTA, que é um gquelante de Ca?*. Alguns outros redutores de nucleotideos
de piridina, redutores tiolicos, ditiotreitol e N-etilmaleimida (DDT e NEM) e catalase
(varredora de H202) também s&o usados como inibidores da TPM (FACUNDO et al.,
2007; KOWALTOWSKI et al., 1999; FERNANDES et al., 2014).
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10. JUSTIFICATIVA

Achados recentes indicam que o Hg e suas espécies (inorganicas e/ou
organicas) estdo envolvidos em diversas patologias tais quais: aterosclerose,
disfuncéo endotelial e dislipidemias. O papel do Hg na aterosclerose ocorre de forma
indireta por aumentar o colesterol total, triglicerideos e LDL-C. Metais como cadmio
(Cd), chumbo (Pb) e mercurio (Hg) foram propostos como possiveis fatores que
influenciam o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, e 0s niveis de metais no
sangue foram positivamente associados a escores de risco de aterosclerose (HARARI
et al, 2019; CHOI et al.,, 2020). Como o0 estresse oxidativo € um mecanismo
desencadeador da aterosclerose, nossa hipétese é que a toxicidade do Hg
potencializa o desequilibrio redox e disfuncdo metabdlica de forma sistémica

contribuindo assim para um cenario aterogénico.

83



11.0BJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

11.1. Objetivo Geral

Avaliar marcadores e fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose
no modelo de camundongo knockout do receptor de LDL hipercolesterolémico

exposto cronicamente ao Hg (30 dias 0,5 mg kg* bw) na agua potavel.

11.2. Objetivo Especifico

> Acompanhar possiveis alteragfes no peso dos camundongos LDLr /- tratados

ou ndao com HgClz;

> Quantificar mercurio total em tecidos (figado, cérebro, rim, pulm&o e baco) e no
sangue de camundongos LDLr/ tratados ou ndo com HgClz;

> Avaliar as imagens histoldgicas do figado, coragdo, cérebro, rim, pulméo e
baco.

> Medir os niveis de colesterol, triglicerideos e glicemia dos animais LDLr/
tratados ou ndo com HgClz, no plasma;

> Estimar a funcdo dos eritrécitos através da captacdo de oxigénio nos
camundongos LDLr/ tratados ou ndo com HgClz;

> Mensurar a quantidade de células da série de glébulos brancos, bem como a
atividade fagocitaria dos macrofagos peritoniais de camundongos LDLr/
tratados ou ndo com HgClz;

> Verificar o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, integridade
mitocondrial e producdo de espécies reativas de oxigénio em mitocondrias
isoladas de figado de camundongos LDLr /- tratados ou ndo com HgClz;

> Avaliar, através de marcadores especificos, possiveis danos na funcéo
hepatica e renal (AST, ALT, GGT e Ureia) em plasma de camundongos LDLr -
I tratados ou ndo com HgCly;

> Medir a producéo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF-a e PCR) em plasma
de camundongos LDLr/ tratados ou ndo com HgClz;

> Avaliar marcadores classicos e secundarios do estresse oxidativo em plasma,
eritrocitos e homogenato de tecidos (rim e figado) de camundongos LDLr/

tratados ou ndo com HgCla.
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> |nvestigar a atividade de enzimas antioxidantes nos eritrocitos de

camundongos LDLr/ tratados ou ndo com HgCl-.
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13.MATERIAIS E METODOS

13.1. Animais

Camundongos knockout para o receptor de LDL (LDLr-/-) foram adquiridos do
Centro Multidisciplinar de Pesquisas Bioldégicas em Animais de Laboratério da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/Unicamp, Brasil) proveninentes de uma
colonia derivada de criadores do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Os
experimentos com animais foram aprovados pelo Comité Universitario de Etica em
Experimentacdo Animal, protocolo n° 5745-1 (CEUA/UNICAMP). Coortes de
camundongos fémeas n=8/grupo (4 semanas de idade) foram alojadas a 22 + 2°C em
um ciclo claro/escuro de 12 h e tiveram livre acesso a uma dieta aterogénica por um
periodo de 8 semanas (22 g% de gordura saturada e 0,2% de colesterol,
PragSolucdes, Jau, SP, Brasil). Camundongos fémeas foram escolhidos porque séo
conhecidos por desenvolver aterosclerose mais grave do que os machos. HgCI: foi
administrado na agua de beber (3 mg L) (grupo Hg) nas ultimas 4 semanas do
periodo experimental e comparado com agua pura (grupo Controle). A dose de Hg
(0,5 mg Kg* BW) é cerca de 10 vezes maior que a dose minima toleravel para
humanos, segundo a OMS (AREFIEVA et al., 2016), entretanto é 10 vezes menor que
a dose geral empregada para estudos de toxicidade em camundongos (5 mg Kg*) (LI
et al., 2019). Ao final do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados

com isofluorano e decapitados para coleta de sangue.

13.2. Avaliacao da funcéao da hemoglobina

A capacidade de ligacdo do oxigénio na hemoglobina presente nos eritrécitos
(Eri) dos camundongos LDLr /-, foram avaliados utilizando um respirometro de alta
resolucdo (Oroboros Oxygraphy-2k, Innsbruck, Austria) com camara de 2,0 mL,
agitador magnético e termostato a 28°C. A concentracdo de proteinas totais utilizadas
nos experimentos foi de 0,325 mg mL. O eletrodo foi calibrado diariamente utilizando
ditionito de sédio, e a concentracdo de oxigénio inicial foi fixada a 225 nmol mL*
(ROBINSON & COOPER, 1970). A capacidade maxima de captacdo de oxigénio foi

determinada apos 10s.
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13.3. Determinacéo do nivel total de mercurio no sangue e 6rgaos
13.3.1. Instrumentacéo e procedimentos

As determinagcfes de mercurio total foram realizadas usando um sistema CV
AFS (PSA 10.025 Millennium Merlin Instrument, www.psanalytical.com). O vapor de
HgP foi gerado através da reducéo quimica do mercurio inorganico com SnCl2.2H20 e
transportado para um separador gas-liquido por um fluxo de argénio (0,25 L min't). A
umidade do gés carreador foi removida por um dispositivo Perma Purer®, reduzindo
a interferéncia pela extin¢do da fluorescéncia do Hg com um gés secador (2,5 L min-
1). As concentracdes de mercurio foram determinadas usando um método de
calibracdo externa baseado em medicdes de fluorescéncia de altura de pico de 10 a
2000 ng L. As condi¢des instrumentais do CV AFS, taxas de fluxo e todas as
concentracdes de reagentes usadas para determinacao de mercurio total em todas as

amostras biologicas estao resumidas na Tabela 6.

Tabela 6. Condicdes operacionais para o CV AFS para determinacdo de Hg total.

Parametro Condicao
Comprimento de onda (nm) 253.7
Modo de medicao Altura maxima
Replicatas 3

Tempo de atraso (s) 15
Tempo de andlise (s) 40
Tempo de lavagem da memoria (S) 40
Ganho 10
Vazao de gas do arraste (mL min-t) 250
Vazéo de gas do secador (L min?) 2.5

Taxa de fluxo transportador (mL min-t) 9

Taxa de fluxo da amostra (mL min-t) 9

SnCl2 taxa de fluxo (mL mint) 4.5
SnCl2% (m/v) 2

HCI % (v/v) 20

KBr / KBrOs (mM) 100/ 17
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Acido ascorbico % (m/v) 12

13.3.2. Amostras de 0rgaos

O procedimento de mineralizagcdo das amostras foi realizado em sistema de
digestdo fechado utilizando micro-ondas de alta pressdo, modelo ETHOS ONE
(Milestone, Sorisole, Italia), equipado com 10 rotores (SK-10), com vaso de 100 mL
(volume interno), confeccionado em Teflon quimicamente modificado (TFM™). Para
digestdo de amostras de 6rgaos (de animais controle e expostos), a massa de cada
orgado previamente liofilizado foi adicionada a um recipiente de digestao (cérebro,
figado, pulméo e rim: 220 - 250 mg e baco: 100 mg), 3,5 mL de HNOs3 (14 M), 1,0 mL
de solucado de peroxido a 30% (m/m) e 3,5 mL de agua deionizada. Este sistema foi
deixado em repouso por 30 min (etapa de pré-digestdo). Em seguida, o baldo de
digestéo foi levado ao equipamento de micro-ondas para digerir a matéria organica. A
Tabela 7 mostra a programacao utilizada para o processo (SILVA-FILHO et al., 2021,
SANTOS et al., 2021). Brancos de digestédo foram preparados de forma semelhante.
A acidez residual maxima foi de 1,86 M, que foi utilizada para compatibilizacdo das
solu¢Bes em curvas analiticas (OLIVEIRA et al., 2021).

Tabela 7. Programa de aquecimento para digestdo em sistema fechado de amostras
biolégicas por radiacdo de micro-ondas.

Etapa Tempo (min) Forca (W) Temperatura (°C)
1 05" 750 RT - 130
2 05™ 750 130
3 10° 1000 130 - 180
4 20" 1000 180
5 10™ 0 50

TA = Temperatura ambiente// “Tempo de rampa // “Tempo de espera

Para determinacdo de mercurio total por CV AFS, 500 pL da mistura (1:1) de
KBr/KBrOs (100 / 17 mM) foram adicionados a 8 mL do digerido em baldo volumétrico
de 25 mL e deixados reagir por 5 min. Em seguida, foram adicionados 50 pL de
solucdo de acido ascorbico 12% (p/v) e o volume foi completado até a marca de

medigdo com agua deionizada.

13.3.3. Amostra de sangue
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As amostras de sangue foram submetidas a um procedimento de extracao
acida (ZIMMER et al., 2002; SOUZA et al., 2013), seguido de analise direta da solucao
sem etapa de digestdo. Para determinacdo de mercurio total por CV AFS, 250 pL de
cada amostra de sangue (dos animais controle e exposto), 1 mL de &gua deionizada
e 4 mL de HNOs (14 M) foram adicionados a um béquer de 25 mL e mantidos em
repouso por 1h. Apds esse periodo, o sobrenadante foi filtrado e 2,50 mL desse
sistema foram transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL. Em seguida, foram
adicionados 500 pL da mistura (1:1) de KBr/KBrOs (100/17 mM), 3 mL de &gua
deionizada e a reacéo foi agitada por 5 min. Apés esse periodo, foram adicionados 50
pL de solucéo de acido ascorbico 12% (p/v) e 250 pL de antiespumante B 0,1% (v/v).
Por fim, completou-se o volume até a marca de medicdo do frasco com &gua

deionizada. As curvas analiticas foram preparadas de forma semelhante as amostras.
13.4. Preparacdao de eritrécitos para ensaios de estresse oxidativo

ApoOs a separacao do plasma, aproximadamente 150 uL de eritrocitos foram
adicionados a 1,5 mL de tampéao de extracdo contendo 50 mM Tris-HCI (pH = 7,4) e
1 mM EDTA, homogeneizados em gelo em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e
centrifugados a 1180xg e 4°C por 10 min. O sobrenadante foi entdo coletado e
submetido a quantificacdo de proteina total. Uma solucdo de BSA (2 mg mL™) foi

usada como concentracdo padrao de proteina.
13.5. Atividade da superodxido dismutase (SOD)

O homogenato de sangue (80 ug de proteina) foi incubado em 50 mM de
tampéao carbonato de sédio (NaCO3s/NaHCOs, pH = 10,2 com 0,1 mM EDTA) a 37 °C.
A reacdao foi iniciada pela adi¢do de 20 yL de epinefrina (150 mM) em acido acético
(0,5% v/v) em um volume final de 1,0 mL. A absorbancia foi medida a 480 nm em um
espectrofotometro (Shimadzu UV-1900i) por 5 min. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de proteina necessaria para inibir a auto-oxidagcéo de 1 ymol de
epinefrina por minuto. Os resultados foram expressos em proteina U mg?* (MISRA &
FRIDOVICH, 1972).
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13.6. Atividade da catalase (CAT)

O principio do ensaio é baseado na determinacdo da decomposicédo do H20:.
Um total de 40 ug de proteina (do homogeneizado de sangue) foi adicionado em
tampéao fosfato 50 mM (KH2PO4 + Na2HPO4, pH = 7,0) a 25°C. A reacdo foi iniciada
adicionando H202 10 mM em um volume final de 1,0 mL. O decaimento da
absorbancia foi monitorada a 240 nm em um espectrofotdémetro (Shimadzu UV-1900i)
por 2 min. Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de proteina necesséria
para converter 1 pymol de H202 em H20 e O2 por minuto. Os resultados foram

expressos como K mg™ proteina (AEBI, 1984).

13.7. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

Foi monitorada a atividade da GPx determinando a diminui¢do na absorbéancia
de NADPH a 340 nm em um espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1900i) por 3 min a
20°C. O meio continha 80 pg de proteina (do sangue homogeneizado), 50 mM de
NazHPO4 (pH = 7,0), 5 mM EDTA, 84 uM NADPH, 1,1 mM azida de sédio, 1,5 mM
GSH, 0,1 U mL™* glutationa redutase (GR) e 90 yM H202 em um volume final de 1,0
mL. Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade necesséaria para a
oxidacéo de 1umol de NADPH min't mg* de proteina. Os resultados foram expressos
como U mg? (PAGLIA & VALENTINE, 1967).

13.8. Contagem de glébulos brancos por citometria de fluxo

O sangue total foi coletado em tubos contendo 100 uL EDTA, onde 100 uL de
sangue total foi lisado duas vezes com tampéo de lise de glébulos vermelhos (150
mM NH4CIl, 10 mM NaHCOs e 0,1 mM EDTA) por 10 min a temperatura ambiente
seguido de lavagens com PBS e centrifugacéo a 300 g por 5 min a 4° C. As células
brancas foram entéo suspensas na mistura de coloracao e incubadas por 20 min a
4°C protegidas da luz. As células coradas foram lavadas e suspensas com PBS para
aquisicao de imagem. A aquisi¢cao foi realizada utilizando um citbmetro de fluxo BD
FACS Symphony (BD Biosciences) e os dados foram analisados com o software
FlowJo (BD Biosciences). Em todos 0s casos, 0s parametros de dispersédo direta e
lateral foram empregados para a sele¢éo da populacao e para a remocao de artefatos.
As populacdes de leucécitos foram identificadas pela coloragdo com CD45+CD3+
(linfécitos),  CD45+CD11b+Ly6G+  (neutrofilos), = CD45+CD11b+Ly6C+Ly6G-
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(monécitos) e CD45+CD11b+SiglecF+ (eosinofilos). Uma outra populacdo das
mesmas células ndo coradas foram usadas como controle em todos 0s experimentos
(MCFARLAND et al., 2006, AGUIAR et al., 2023).

13.9. Ensaio de fagocitose de macréfagos

Macrofagos peritoneais (1 x 10°) retirados do peritonio dos animais com PBS

esteril foram incubados por 30 min com 100 pL de zymosan corado de vermelho

neutro (1 x 10" particulas mL?) e fixado com solucédo de Baker (4% de formaldeido,

2% de cloreto de sodio, 1% de acetato de calcio) por 30 minutos adicionais a 37°C.
As células foram entdo lavadas duas vezes com tampéao PBS e o corante vermelho-
neutro foi solubilizado com 0,1 mL de alcool acidificado (10% acido acético, 40%
etanol em 4gua destilada) por 30 min. A absorbancia foi entdo detectada a 550 nm no

equipamento Molecular Divices SpectraMax M3 (GOMES et. al 2016).
13.10. Isolamento de mitocondrias de figado

As mitoc6ndrias foram isoladas do figado de camundongos por centrifugacéo
diferencial (KAPLAN & PEDERSEN, 1983). O conteudo mitocondrial foi calculado de
acordo com o conteudo de proteinas totais determinadas pelo método de Bradford,
onde usamos em todos os experimetos 0,5 mg mL. Os ensaios foram conduzidos em
um meio de reacéo padrao contendo 250 mM de sacarose, 10 mM de Hepes, 2 mM
K2HPO4, KCI 65 mM, MgCl2 1 mM (pH 7,2) & 28°C. Um pool de 5 mM substratos
ligados a NAD contendo glutamato, malato, a-cetoglutarato e piruvato foram usado
como substrato para o complexo | da cadeia transportadora de elétrons (MALAGUTI
et al., 2014).

13.11. Respiragdo mitocondrial

O oxigénio consumido pela mitocdndria foi medido utilizando respirdbmetro de
alta resolucéo (Oroboros Oxygraphy-2k, Innsbruck, Austria). Foi adicionado ao meio
de reacdo o substrato para o complexo | (glutamato, malato, a-cetoglutarato e
piruvato) e 200 uM de EGTA, a fosforilagdo foi iniciada com a adigdo de 300 puM de
ADP. Apé6s todo o ADP ser consumido e o estado de repouso ser iniciado foi

adicionado 1 pg mL* de oligomicina para forcar o estado de repouso, para o blogueio
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da ATP-sintase. Por fim, foi adicionado 1 uM de FCCP, um desacoplador quimico, na
tentativa de chegar ao estado maximo (ROBINSON & COOPER, 1970).

13.12. Potencial de membrana mitocondrial

A determinacgé&o do potencial de membrana mitocondrial foi realizada utilizando
uma sonda fluorescente chamada safranina O (5 uM) em um espectrofluorimetro
(Hitachi F-7000) a 28°C. A reacéo foi realizada em uma cubeta de 1 mL com 0,5 mg
mL! de proteina e um mix de substratos para o complexo I, 0 mesmo descrito acima.
O comprimento de onda de excitacdo é de 495 nm, a emisséo € de 586 nm e o slit de
5 mm (NUNES et al., 2019). Para os testes de TPM foi utilizado ciclosporina A (1 uM)
e EGTA (200 uM) como inibidores do poro.

13.13. Analise bioguimica do plasma

Amostras de sangue foram coletadas apds eutanasia por meio da decapitacdo
do animal no estado alimentado com camundongos anestesiados, foi usado EDTA
como anticoagulante. Os niveis de glicose foram medidos usando um glicosimetro
portatil com o sangue total (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Suica). O
colesterol total e os triglicerideos do plasma foram medidos no plasma usando kits
comerciais padrao (Randox Laboratories Ltd). As funcdes hepatica (ALT, AST e GGT)
e renal (Ureia), do plasma, foram determinadas usando kits Sigma-Aldrich (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha). Os niveis plasméticos de citocinas (IL-6, TNF-a e CRP)
foram medidos com kits ELISA comerciais (R&D Systems, Minneapolis, Estados
Unidos ou eBioscience, Estados Unidos). Todos os experimentos foram determinados

em uma leitora de placas (Molecular Devices, SpectraMaxM3).

13.14. Preparacdo de tecido homogeneizado para marcadores classicos

e secundarios

Aproximadamente 0,1 g de tecido (figado ou rim) foram adicionados a 1,5 mL
de tampao de extragdo contendo 50 mM Tris-HCI (pH = 7,4) e 1 mM EDTA,
homogeneizado em gelo usando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e
centrifugado a 1180 x g e 4°C por 10 min (SILVA-FILHO et al.,, 2021). Com o
homogenato pronto foi determinado a proteina total pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).
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13.15. Quantificacdo do estado redox (relacdo GSH/GSSG)

A relacdo GSH/GSSG foi avaliada pela quantificacdo do teor de GSH e GSSG
(HISSIN & HILF, 1976). Na reacédo de GSH e GSSG foram utilizados homogenato de
tecido e de sangue (50 e 100 ug de proteina, respectivamente) e oftalaldeido (1 mg
mL™1; sonda fluorescente). Para o ensaio GSH o tampé&o usado continha 100 mM
NaH2PO4 (pH = 8,0) e 5 mM EDTA, e para o ensaio de GSSG foi utilizado 100 mM
NaOH com N-etilmaleimida (NEM), um bloqueador de SH para tirar a interferéncia do
GSH. A fluorescéncia foi monitorada em um leitor de placa (Tecan Infinite 200 pro)
com Aex = 350 nm e Aem = 420 nm. Uma curva analitica baseada em concentragfes
conhecidas de GSH e GSSG foi empregada para determinar as concentracdes dessas

biomoléculas nas amostras.
13.16. Peroxidacao lipidica (teor de malondialdeido — MDA)

A técnica colorimétrica foi usada para determinar as substancias
tiobarbituriativas (TBARS) conforme descrito anteriormente (BUEGE & AUST, 1978).
Um total de 450 ug de homogeneizado de tecido (figado ou rim) de proteina foi
adicionado a 200 pL de &cido tricloroacético (TCA) a 30% (v/v) e agitado por 1 min.
Em seguida, 200 uL de 10 mM Tris-HCI (pH = 7,4) foi adicionado ao material, agitado
por 1 min e centrifugado a 1180xg por 10 min a 4 -C. O sobrenadante coletado (450
ML) foi misturado com acido tiobarbitarico (TBA) 0,73% (m/v) (450 uL), que reagiu com
os produtos da lipoperoxidacdo para formar um composto de cor rosa. Assim, a
mistura foi incubada por 15 min a 100°C e ent&o resfriada. Finalmente, a absorbancia
foi medida em um espectrofotémetro (AJX-6100PC, Micronal) a 535 nm. Os resultados

foram expressos em mmol mg de proteina.

13.17. Teor de carbonil de proteina

A quantificacdo desses produtos (formacéo de grupos carbonilas) foi realizada
utilizando a reagéo com 2,4-difenilhidrazona (DNPH) (ZANATTA et al., 2013). Para a
quantificacdo € necessario dividir em dois grupos para cada amostra sendo eles o
grupo controle e o grupo de reacéo; para ambos usa 100 pL do homogenato de tecido
(figado ou rim). A diferenca entre 0s grupos € que para o grupo controle usa 400 pL
de HCI 2,5 M e para o grupo reacéo usa 400 pL de DNPH 10 mM (solubilizado em

HCI 2,5 M), a partir daqui o procedimento é igual para todos. Foi incubado os dois
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tubos em temperatura ambiente por 1h (agitar a cada 15 min), em seguida foi
adicionado 500 pL de TCA (2 M), para homogeneizar foi utilizado um vortex e
deixamos 5 min no gelo, posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10000x g
por 10 min & 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionado 500 pL de TCA (1 M)
para ressuspender o pellet gerado para repetir a centrifugacao anterior. Novamente o
sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas usando uma mistura de
etanol e acetato de etila (1:1 v/v) trés vezes repetindo o0 mesmo processo de
centrifugacgédo, por fim ressuspensas em guanidina (6 M) e centrifugada a 10000x g
por 10 min a 4 °C, em seguida, o sobrenadante foi recolhido para fazer a leitura. A
absorbancia foi medida a 370 nm por um leitor de placa e normalizada pela quantidade
de proteina (Tecan Infinite 200 pro) e os resultados foram expressos em pmol mg™
proteina (REZNICK & PACKER, 1994).

13.18. Conteudo do grupo sufidrila

O teor de sulfidrila foi determinado a partir da reacdo com DTNB (5,5'-acido
ditio-bis-2-nitrobenzdico). O homogeneizado de tecido (figado ou rim, 100 ug de
proteina) foi incubado no escuro com DTNB 500 uM por 30 min. Apés isso, o volume
foi ajustado para 1 mL com tampdao de extracdo (50 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA, pH
7,4), e a absorbancia foi determinada a 412 nm (ELLMAN, 1959) em um
espectrofotometro (Shimadzu UV-1900i). Foi feita uma curva de calibragéo utilizando
L-cisteina como padréo contendo SH para determinar a concentracao de tal grupo nas
amostras em pM.

13.19. Analise de dados
Os resultados sédo apresentados como média = Erro e foram analisados
utilizando o software GraphPad Prism ®8 e OriginPro 9.0. Os outliers foram
identificados e removidos pelo teste de Grubb (alfa= 0,05). O nivel de significancia foi

fixado em p< 0,05.
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14. RESULTADOS

14.1. Analises bioquimicas e desenvolvimento corporal

Camundongos hipercolesterolémicos (LDLr/) expostos a nhiveis compativel
com contaminantes de Hg em agua potavel exibiu elevacdo significativa nos niveis
plasmaticos de colesterol (16%), os niveis de triglicerideos (TG) possuem uma
tendéncia de aumento, por outro lado na glicemia ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos (Figura 22 A-C). Ao avaliar o desenvolvimento corporal dos animais
expostos a cloreto de mercurio (HgCl2), ndo observamos diferenga no peso corporal,
e no peso dos orgaos relativamente ao peso corporal (coracdo, pulmdes, figado, baco,
rins e cérebro) (Figura 22 D-E), quando comparados com 0s animais controles.

Estudos experimentais e epidemiolégicos mostraram uma associacdo entre
dislipidemias e progressao da aterosclerose (HEGELE et al., 2014; WIERZBICKI et
al., 2019). Ainda, a contaminacéo por metais como o mercurio pode levar ao aumento
do colesterol e triglicerideos plasmaticos (MOREIRA et al., 2012). A exposi¢ao ao Hg,
por meio de evidéncias epidemioldgicas, aumenta a prevaléncia de dislipidemia (LIM,
CHUNG e PAEK, 2010, STRANDBERG et al., 2016).
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Figura 22. Camundongos LDLr /- tratados cronicamente com Hg tem nos niveis de
colesterol, entretanto ndo ocorre diferengca no desenvolvimento fisico. (A) Colesterol
total, (B) Triglicerideos, (C) Glicemia, (D) Diferenca de peso inicial e final, (E) Peso
dos 6rgdos em relacdo ao peso corporal. Os experimentos foram realizados em
duplicata. Média + Erro Padrdo, n=8. Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de

Student ndo pareado.
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14.2. Quantificacdo de mercuario no sangue e nos tecidos

Na literatura estd bem documentado que as varias espécies de mercurio
possuem efeitos toxicos em sistemas bioldgicos e principalmente no corpo humano,
esse metal e seus derivados tém afinidade por alguns tecidos e 6rgaos especificos,
como cérebro, musculos, rins e coracao (GUIDA et al., 2016). Dentro desse contexto,
determinamos o nivel de retencdo de Hg nos orgdos (figado, rim, baco, pulméao,
cérebro e sangue) dos animais tratados e observamos niveis elevados de mercurio
em todos os sistemas avaliados. Vale destacar que nos rins tal metal bioacumulou em
maior magnitude, sendo 8,28 ug g* a concentracdo de Hg encontrada em tal tecido
(Figura 23). Provavelmente tais niveis de Hg em tal 6érgdo pode ser causado devido

alta capacidade de filtracdo do sangue deste 6rgdo (CARNEIRO et al., 2014).

Figura 23. Acumulo de mercario total em tecidos de camundongos
hipercolesterolémicos cronicamente expostos ao HgCl2 na agua de beber. Os valores
de concentracdo de Hg total sdo expressos na matéria seca apos a liofilizacdo de
cada tecido, exceto o sangue. Média + DP, n=8. Teste t de Student ndo pareado.

Pulmao
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HgCl,: 0.0116 + 0.0019 pg mL""

Figado
Controle: < 0.01 ug g
HgCl,: 0.33 + 0.20 pg g™

Fonte: Autor, 2023.

Por ser um metal toxico, 0 mercurio pode afetar a fisiologia dos eritrcitos, pois
ele reage com canais idnicos, transportadores, enzimas, tidis nao-proteicos
bioacumulando nos tecidos e no sangue, podendo desencadear vias de inflamagéo,
estresse oxidativo, alteragbes em biomoléculas e necrose nos orgéos (ZHOU et al.,
2019; CARNEIRO et al.,2015). Em um estudo realizado em camundongos sSwiss por

Carneiro & cols (2014) foi demonstrado que o mercurio inorganico pode ser convertido
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em mercurio organico e vice-versa, e que mesmo quantidades baixas de mercuario no
cérebro podem causar efeitos danosos que afetam a estrutura do tecido e causam
inflamacéo. Ainda, no mesmo trabalho, mostraram que 70% do mercurio encontrado
estava bioacumulado nos rins (CARNEIRO et al., 2014). Esse achado é muito similar
aos resultados obtidos em nossa pesquisa, que demonstrou a bioacumulacéo deste

metal nos tecidos e sangue.

14.3. Prova de funcao hepética e renal

A exposicao a metais toxicos, como mercurio, pode ser uma preocupacao para
a saude humana podendo induzir doencas renais e hepaticas (BHARTI et al., 2016,
ZHUANG et al., 2017). A forma mercurial que € prioritariamente absorvida pelo rim é
a inorganica (NUYTS, 1995, ZALUPS, 1998). Em Células do figado expostas a
produtos quimicos pode ocorrer disfuncdo, danos celulares e faléncia do 6rgéo
(BERRAHAL et al., 2011, PARK et al., 2021 MIANDARE et al., 2016).

Desta forma, a funcionalidade destes orgaos foi aferida através de marcadores
bioguimicos de funcdo hepética, como alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama-glutamil transferase (GGT), enquanto para danos
renais foram avaliados os niveis de uréia no plasma. Os resultados obtidos mostram
gue os camundongos LDLr/- expostos ao Hg tiveram um aumento na atividade da
GGT em 62% e os niveis de uréia em 149%, enquanto os niveis de ALT e AST nao
tiveram diferencas significativas (Figura 24). Esses dados demonstram que a
exposicdo e bioacumulacdo desse metal leva a danos hepéticos e renais
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Figura 24. A exposicao a HgClz leva ao aumento de marcadores de danos hepaticos
e renais em plasma de camundongos LDLr /. (A) Atividade da alanina
aminotransferase (ALT). (B) Atividade da aspartato aminotransferase (AST). (C)
Atividade da gama GT (GGT). (D) Quantificacdo de ureia. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Média = Erro Padrdo, n=6-8. Valor de *p<0,05 de acordo com
o teste t de Student ndo pareado.
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Fonte: Autor, 2023.
14.4. Imagens histélogicas dos tecidos

A quantificacdo de mercurio nos tecidos segue a sequéncia de maior para
menor: rim > pulmao > figado > baco > cérebro. Porém, as alteracbes morfoldgicas
nao seguem a mesma ordem do acumulo de Hg, destacando que cada tecido tem
uma sensibilidade diferente. Todos os tecidos analisados de camundongos expostos
ao Hg apresentaram algum grau de acumulacdo desse metal, e alguns deles com
niveis pequenos (baco, coracdo, pulmdes), moderados (figado e rins) e elevados

(cérebro) de alteragbes na arquitetura do parénquima.

Em comparagdo com os controles, o baco, o coragédo e os pulmdes expostos
ao Hg apresentaram parénquima preservado, pigmento citoplasméatico acastanhado

e nenhum sinal de inflamacédo, morte celular e fibrose (Figura 25). A seta preta no
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baco mostra histiécitos gigantes. Setas brancas no baco e setas pretas no coracéo e
pulmd@o mostram pigmentos marrons intracelulares compativeis com acumulo de

metais que provavelmente seja o Hg.

Figura 25. Analises histolégicas do baco, coracdo e pulmdes de camundongos
hipercolesterolémicos cronicamente expostos ao HgClz2 na agua de beber.

BACO

CORACAO

PULMAO

Fonte: Autor, 2023.

Devido ao tratamento cronico com dieta rica em gordura, o figado de
camundongos controles apresentou esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA),
caracterizada por esteatose macrovesicular difusa (~90%), focos inflamatérios
isolados e balonizacdo rara (~10%). O figado de camundongos expostos ao Hg
mostrou sinais de piora da EHNA com focos inflamatérios mais ativos (setas brancas)
e aumento de balonizacdo (10-20%) (Figura 26). O pigmento citoplasmatico

acastanhado € observado principalmente nas células de Kupfer.
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Os rins de camundongos expostos ao Hg apresentaram 10-20% de esclerose
glomerular focal, em comparacdo com menos de 5% nos controles. Algumas
alteracOes tubulares renais, como desnudamento e necrose, sdo observadas em
ambos 0s grupos e, portanto, provavelmente estao relacionadas ao procedimento de

eutanasia.

Figura 26. Andlises histologicas do figado e dos rins de camundongos
hipercolesterolémicos cronicamente expostos ao HgClz na agua potével.
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Fonte: Autor, 2023.

Finalmente, no cérebro de camundongos expostos ao Hg, observamos
arquitetura parenquimatosa alterada, gliose generalizada com espagamento
desorganizado, aspecto multifocal e formagédo de nddulos microgliais (setas pretas)
(Figura 27). Esses achados sugerem o0s estagios iniciais de lesdes, como

degeneracédo ou morte de neurdnios.
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Figura 27. Analises histologicas do cérebro de camundongos hipercolesterolémicos
expostos cronicamente ao HgClz na dgua de beber.
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Fonte: Autor, 2023.

A exposicdo ao mercurio leva a danos em multiplos orgéos (cérebro, figado,
rins), sendo que esses dados foram relatados anteriormente em ratas fémeas
Sprague-Dawley expostas a uma mistura de metais contendo chumbo, mercurio e
cadmio (ZHOU et. al., 2019). Ainda, o Hg leva a ativacao de proteinas e cascatas que
levam a apoptose de células do tecido hepatico e acumulo de mercurio nos rins,
causando aumento de infiltracdes de células inflamatérias no intersticio renal e
necrose no tecido (RAMADAN et. al., 2021; LI et. al., 2018).

O cérebro é um dos o6rgdos mais afetados mesmo que por baixas
concentracbes de mercurio, pois ele adentra a barreira hematoencefélica e gera um
maior dano a esse 0rgao que € mais sensivel a toxicidade do mercurio, prejudicando
a densidade neuronal e astrocitaria; e promovendo uma ma coordenacdo e
comprometimento do aprendizado motor (WIGGERS et. al., 2016; ZHANG et. al.,
2011; SANTANA et al., 2018).

14.5. Funcionalidade da hemoglobina medida através da captacédo de
oxigénio em eritrocitos

A hemoglobina presente nos eritrocitos tem como func¢ao primordial realizar o

transporte de oxigénio para os tecidos, nos nossos achados nesse modelo de
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camundongos LDLr/ tratados com Hg, obtivemos resultados semelhantes aos
encontrados nos eritrocitos dos pescadores expostos ao ambiente contaminado com
Hg. Encontramos em nosso modelo que a fungcéo da captacdo de O2 dos eritrécitos
esta diminuida em 50% (Figura 28).

Ja foi demonstrado que, mesmo baixas concentracdes de mercurio no sangue,
pode ocorrer reducdo da funcionalidade da hemoglobina em se ligar ao oxigénio
(SALES et al., 2022). Estudos publicados por nosso grupo j& comprovaram que a
principal via de interagdo do mercurio com a hemoglobina dos eritrécitos pode ser
ligando-se a cisteina 93 (Cys93), grupos sulfidrilas livres especificos, que sdo mais
acessiveis nas cadeias polipeptidicas da Hb (MAGALHAES-SILVA et al., 2020)

Figura 28. As consequéncias da exposi¢cdo ao HgCl2 na funcdo dos eritrocitos em
camundongos LDLr /. (A) Grafico representativo da captacdo de oxigénio em
eritrocitos. (B) Quantificacdo da capacidade maxima de captacéo de oxigénio durante
10 s. Os experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro Padrao, n=20.
Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de Student ndo pareado.
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14.6. Contagem de células brancas do sangue

Visto que se tem uma menor funcionalidade por parte dos eritrocitos e eles
estdo associados a maior proliferacdo dos leucécitos (PROFUMO et al., 2011), é
necessario avaliar se existe algum comprometimento nas células do sistema imune
como linfocitos, mondcitos, neutrofilos e eosinofilos. Em nosso estudo, encontramos

gue os camundongos LDLr /- expostos a HgCl2 tiveram uma diminuicdo de 22% na
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contagem de linfocitos, um aumento de 107% nos mondcitos e 89% nos eosinofilos,

e ainda uma tendéncia de aumento nos neutroéfilos (Figura 29).

Figura 29. Contagem de glébulos brancos de camundongos LDLr /- expostos a HgClz.
(A) Linfécitos CD3+. (B) monécitos CD11b+Ly6G-Ly6C+. (C) neutrdfilos
CD11b+Ly6G+. (D) eosindéfilos CD11b +SiglecF+. Os experimentos foram realizados
em duplicata. Média + Erro Padrédo, n=8. Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de
Student ndo pareado.
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A contaminacédo por Hg tem uma associacéo direta com efeitos hematoldgicos
como anemia, linfopenia, neutrofilia e basofilia, (VIANNA et al, 2019). Além disso, as
alteracdes na contagem de glébulos brancos podem estar associadas a inflamacéo e
aterosclerose (SWIRSKI et al., 2013). Em nosso presente estudo, mostramos que a
exposicao ao Hg induziu efeitos prejudiciais nas células do sistema imune. Apesar da
diminuicdo de linfocitos estar relacionada com deficiéncia imunolégica, quando ocorre
o aumento de mondcitos e neutrofilos evidenciamos que no nosso modelo, a

exposicao ao Hg esta relacionada a um estado pro-inflamataorio.
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14.7. Atividade fagocitica dos macrofagos

As principais funcdes dos macrofagos séo as de realizar a defesa do corpo, a
remodelacdo dos tecidos e ainda séo células-chave envolvidas na inflamacgédo aguda
e cronica. Dependendo do microambiente, essas células também podem desenvolver
fenotipos maltiplos (MO, M1 e M2) (ASSIS, DORIGHELLO e OLIVEIRA, 2022). Além
disso, as respostas dos macréfagos vao além da imunidade podendo afetar de
diversas formas as doencas cronicas, inflamatorias, metabdlicas e cardiovasculares,
como a aterosclerose (ASSIS, DORIGHELLO e OLIVEIRA, 2022).

Afim de estudar uma das células que esta diretamente correlacionada com o
desenvolvimento da aterosclerose, utilizamos os macrofagos (de origem peritoneal).
Os macrofagos obtidos de camundongos expostos ao Hg mostraram atividade
fagocitica aumentada (31%) estimada pelo ensaio de vermelho de zymosan quando
comparados com as mesmas células obtidas dos animais controle (Figura 30).

O aumento da capacidade fagocitaria é frequentemente associado a um
fenétipo reparador e anti-inflamatério dos macrofagos. Macréfagos do tipo pré-
inflamatério e anti-inflamatoério estdo presentes em lesbes ateroscleréticas, sendo o
altimo mais comum no estagio inicial e o primeiro mais abundante nos estagios
avancados da aterosclerose (RENTZ et al., 2020).

Figura 30. Macréfagos peritoneais de camundongos hipercolesterolémicos
cronicamente expostos a HgClz2 na agua de beber mostram maior atividade fagocitica
(estimada pela absor¢cdo de vermelho neutro zymozan). Os experimentos foram
realizados em duplicata. Média + Erro Padréo, n=16. Valor de *p<0,05 de acordo com
o teste t de Student ndo pareado.
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14.8. Producéo de citocinas
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Como em nossas analises de geracdo de espécies reativas de oxigénio em
mitocondrias isoladas de figado obtivemos um aumento na producdo de H20:2,
resolvemos avaliar se essa elevacdo de espécies reativas de oxigénio poderia
acarretar em um estresse oxidativo sistémico levando a uma resposta imunoldgica,
ou seja, uma maior liberacdo de marcadores de inflamacéo através da liberacao de

citocinas como a IL-6, TNF-a e a Proteina C Reativa (CRP).

Além disso, a aterosclerose € uma doenca inflamatéria, e o Hg poderia
potencializar ainda mais esse estado inflamatério (FOWLER et al., 2021). Nesse
sentido, investigamos em nosso modelo alguns marcadores de tal resposta e
encontramos um aumento do TNF-a em 131% nos camundongos LDLr/- expostos a

Hg, por outro lado ndo houve diferenca na IL-6 e CRP entre os grupos (Figura 31).

Figura 31. Niveis plasmaticos de indicadores de inflamag¢do em camundongos LDLr -
/. (A) Quantificacdo de interleucina-6. (B) Quantificacdo de TNF- a. (C) Quantificacédo
da proteina C reativa CRP. n= 16, p< 0,05. média + Erro Padréao, teste t de Student
nao pareado.
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As respostas inflamatérias podem levar ao aumento exacerbado de producdo

de espécies reativas de oxigénio, e tem como medidadores inflamatorios citocinas e

guimiocinas (HUSSAIN et al., 2016), que podem levar a morte celular (GUMP et al.,
2012).

Por exemplo, estudos in vitro, usando PBMCs humanos com exposi¢cao ao Hg
inorganico aumentaram as citocinas proé-inflamatérias, como interleucina-18 (IL-18),

fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), e diminuiram a liberacéo de

106



citocinas anti-inflamatorias (GARDNER et al. 2009; KEMPURAJ et al. 2010). O TNF-
a é considerado um mediador patogénico critico em pacientes com lesdo hepatica
(SCHWABE & BRENNER, 2006) e em diversas doencas inflamatorias.

14.9. Funcionamento da cadeia transportadora de elétrons

Embora seja bem conhecido que as mitocondrias sdo alvos importantes para
metais toxicos, 0s mecanismos da perturbacdo da funcédo mitocondrial por metais
toxicos como o0 mercurio ndo sdo bem compreendidos, principalmente em
mitocondrias de figado, visto que é o 6rgao de primeira passagem para metabolizacédo
de drogas e diversos produtos quimicos. Nos nossos achados, o Hg estava
bioacumulado no figado, numa quantidade 33 vezes maior nos animais expostos ao
HgCl2 quando comparado com 0s nao expostos. Diante desse resultado, avaliamos a
funcionalidade de mitocéndrias isoladas de figado de camundongos LDLr/ expostos
ao Hg, onde constatamos um comprometimento do controle respiratorio (CR),
conforme mostrado pela reducao na razéo da velocidade de respiracdo de fosforilacao
pela respiragcédo de repouso (Vs/Va, - 33%) (Figura 32 E), bem como uma diminuicao
da eficiéncia da fosforilagao oxidativa medida pela razédo ADP/O (24%) (Figura 32 F).

Figura 32. Respiracdo mitocondrial na presenca de substrato complexo | de
mitocondrias isoladas do figado de camundongos LDLr /- expostos ao HgClz. (A-B)
Gréfico representativo respiracdo mitocondrial e taxas representativas de consumo de
oxigénio (OCR). (C) Taxa de Fosforilagcéo (V3), Estado Ill. (D) Velocidade de Repouso,
Estado IV (V4). (E) Controle respiratorio, razdo entre Vs e Va. (F) Razdo ADP/O. Os
experimentos foram realizados em duplicata. Média + Erro Padrdo, n=6. Valor de
*p<0,05 de acordo com o teste t de Student ndo pareado.
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14.10. Poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial

A integridade da mitocéndria pode ser medida através da sua suscetibilidade a
transicdo de permeabilidade (TMP), que ocorre pela perda da integridade da
membrana interna. Esta pode ser induzida pelo célcio, ou pela maior producdo de
espécies reativas, e envolve proteinas especificas, como a Ciclofilina D (Cys D),
transportador de nucleotideo de adenina (ANT), hexoquinase, transportadores de
aspartato-glutamato e fosfato (PiC) e a proteina paraplegia espastica 7 (SPG 7)
(VERCESI et al, 2018; KOWALTOWSKI et al.,, 2001; HALESTRAP et al., 1997;
SHANMUGHAPRIYA et al., 2015).

A sinalizacdo de calcio na TPM aparece em varias doengas como,
dislipidemias, diabetes, obesidade e condigbes toxicas e muitas vezes leva a morte
celular por apoptose ou necrose (VERCESI et al, 2018; BATALHA et al, 2022)
(OLIVEIRA et al, 2005; OLIVEIRA & VERCESI, 2020). No nosso presente estudo
verificamos que a exposi¢ao de camundongos LDLr/-ao Hg leva a um aumento da
TPM induzido por célcio, estimado pela reducdo do tempo para perda do potencial de

membrana mitocondrial em 40% quando comparado com o controle (Figura 33).
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Ainda foi possivel estimar que essa perda de potencial de membrana esta
ligado a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial, visto que a
TPM foi inibida na presenca do bloqueador do poro, a ciclosporina A, que inibe a
participacdo da ciclofiina D na abertura do poro. Utilizando o EGTA, que € um
complexante de célcio houve também uma total protecdo da perda do potencial de

membrana, ou seja, uma manutencdo da integridade de tal organela.

Figura 33. Efeito do HgCl2 sobre o potencial de membrana de mitocondrias isoladas
de camundongos LDLr /- (0,5 mg de proteina mL?t). (A) Figura representativa do
potencial de membrana. Setas indicando adi¢ao de calcio (25 uM), adicdo de CSA (1
UM) ou adicdo de EGTA (200 uM). (B) Tempo de necessario para perda do potencial
de membrana. Mito= Mitocondria. Os experimentos foram realizados em duplicata.
Média + Erro Padrdo, n=6. Valor de *p<0,05 de acordo com o teste t de Student ndo
pareado.
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14.11. Producéo de peroxido de hidrogénio mitocondrial

Em todas as células eucaridticas a fosforilagdo oxidativa desempenhada pelas
mitocondrias produz niveis fisiologicos controlados de espécies reativas oxigénio
(EROs), que € iniciando pela formacao do anion radical superéxido, que geralmente
sdo convertidos em peroxido de hidrogénio pela acdo da enzima superéxido
dismutase e, finalmente, em agua através de um sistema enzimatico antioxidante
muito eficiente, via catalase e a glutationa peroxidase (GPx) (COTINGUIBA et al.,
2013).
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Em nossos estudos, medimos a produc¢éo de H202 usando o probe Amplex red
em mitocOndrias isoladas de figado. Detectamos uma producdo elevada de H20:2
mitocondrial (85%) no grupo exposto ao HgCl2 em comparagdo com o grupo controle
(Figura 34)

Figura 34. Producdo de H202 em mitocOndrias de figado de camundongos LDLr /-
expostas ao HgClz. (A) Figura representativa da geracdo de H20:2. (B) Quantificacao
mitocondrial de H202. (0,5 mg de proteina mL1) **p= 0,0082. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Média + Erro Padrdo, n=6. Valor de *p<0,05 de acordo com
o teste t de Student ndo pareado.
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As mitocOndrias sdo uma das principais fontes produtoras de espécies reativas
de oxigénio e, quando se tem um fator estressor, como 0s metais toxicos, pode
promover uma potencializacdo desse evento, por meio dessas organelas que séo
sensiveis a insultos exdgenos, causando um vazamento ainda maior de elétrons
durante o transporte de elétrons na cadeia através dos complexos (SARKAR & SIL,
2010; HALLIWELL & CROSS, 1994). O dano oxidativo induzido por EROs e a
subsequente morte celular estdo associadas a varias doencas humanas, como
doencas cardiovasculares dentre outras (GILLE & SIGLER, 1995; GHOSH et al.,
2012).

14.12. Sistema antioxidante em eritrocitos

Os resultados obtidos em camundongos LDLr/- expostos ao Hg mostram um
prejuizo na atividade enzimatica do sistema antioxidante das heméacias, a SOD teve

sua atividade reduzida em 64%, a catalase e a GPx, que transformam H202 em H:0,
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tiveram uma diminuicao de 60% e 65%, respectivamente (Figura 35). Nessa mesma
tematica, quando avaliamos outros marcadores do sistema redox, encontramos uma
diminuicdo da glutationa reduzida em 10% e a razdo GSH/GSSG também diminuiu
16%, confirmando prejuizo no funcionamento do sistema redox nos animais tratados
com Hg (Figura 35 D-F).

Figura 35. Camundongos LDLr /- expostos a HgClz cronicamente possuem prejuizo
no sistema antioxidante em eritrocitos. (A) Atividade da superoxido dismutase (SOD).
(B) Atividade da Catalase (CAT). (C) Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx). (D)
Quantificacdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH). (E) Quantificacdo dos niveis
de glutationa oxidada (GSSG). (F) Razdo GSH/GSSG. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Média + Erro Padrdo, n=7. Valor de *p<0,05 de acordo com
o teste t de Student ndo pareado.
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Na literatura existe uma correlacdo positiva entre o0 aumento marcadores pro-
inflamatorios com a reducéo do sistema antioxidante (COLAK et al., 2012). Pessoas

que sofrem com doenca metabdlicas, como hipercolesterolemia, hipertensao,
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aterosclerose, diabetes e outras doencas cardiovasculares possuem uma diminui¢cao
na atividade da SOD (FATTMAN, SCHAEFER e OURY, 2003; KUMAR et al., 2020).
Na GPx por conter selénio como grupo prostético os ions de mercurio podem
ligar-se com os de selénio promovendo um problema no funcionamento da GPx, o
mesmo ocorre com a GSH que possui enxofre que possui alta afinidade por Hg,

dificultando a recomposicao da glutationa reduzida (OBATA et al., 2006).

14.13. Marcadores secundarios do estresse oxidativo

Além de estimar producdo de espécies reativas em mitocéndrias isoladas e o
funcionamento das enzimas antioxidante em eritrécitos, realizamos experimentos
para investigar oxidagao de lipideos e proteinas, contetdo de tiol livre, e estado redox
da glutationa em homogenato de figado e rins dos camundongos LDLr/- expostos ou
nao a HgClz, afim de entender se o estresse oxidativo gerado pelo tratamento cronico
com Hg pode levar a alteracdes em diferentes 6érgdos, ou seja, de uma forma
sistémica.

Observamos em nossos resultados, que nos camundongos LDLr/- expostos a
Hg, houve uma maior peroxidacéo lipidica, tanto no figado como nos rins, que foi
mensurado através da quantificacdo de malondialdeido, um dos produtos gerados na
reacdo de espécies reativas com os lipideos. Os niveis de malondialdeido
encontrados no figado estava 2,7 vezes e nos rins 3 vezes maiores que no grupo
controle.

Por sua vez, os produtos gerados advindos da oxidacédo de lipideos podem
reagir com proteinas oxidando-as gerando os grupos carbonil. Nesse contexto, o
resultado que obtivemos foi um aumento dos niveis de proteinas carboniladas tanto
no figado como nos rins (3,9 e 1,3 vezes, respectivamente) em camundongos LDLr/
expostos a HgCl2 quando comparados com os controles, mostrando a influéncia do
Hg em oxidar diversas biomoléculas. Sabendo que o Hg tem alta afinidade por
grupamentos sulfidrila, presente principalmente nas cisteinas, e que uma diminuicao
nesses grupos é inversamente proporcional ao estresse oxidativo, quantificarmos o
conteudo de SH livre, tendo diminuido em cerca de 3,8 e 1,7 vezes no figado e rins,
respectivamente, no grupo tratado com HgCla.

Por fim, como na estrutura da glutationa reduzida existe o grupamento -SH, ao
quantificar tal biomolécula constatamos que o seu conteudo foi prejudicado

negativamente, pois encontramos uma menor quantidade de GSH no figado de 25%
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e no rim de 13%. Por outro lado, os niveis de glutationa oxidada (GSSG) aumentaram
no figado e rim (122% e 18%, respectivamente). A razdo GSH/GSSG estava
diminuida em ambos os tecidos (figado 37% menor e rim 26% menor) no grupo
exposto se comparado ao controle (Figura 36).

Na condicéo de hipercolesterolemia, tanto o figado quanto os rins sdo 6rgaos
suscetiveis aos efeitos da evolucdo da doenca. O figado € impactado devido ao
aumento dos niveis de colesterol e LDL plasmatico causados por essa patologia. Vale
destacar que uma das fungBes hepéticas consiste em regular os niveis de colesterol,
eliminando o colesterol das lipoproteinas presentes na circulacdo (SCHEUER et al.,
2000). Os rins sofrem com a maior producéo de EROs pelo aumento da atividade da
xantina-oxidoredutase, que por sua vez, leva a uma maior formagcao de produtos de
peroxidacgéo lipidica induzindo lesdo renal, por sua acéo direta vascular, consequéncia
decorrente do desenvolvimento da doenca (SCHEUER et al., 2000).

O figado além de ser o 6rgéo central do metabolismo, também é considerado
alvo de substancia toéxicas, por ser o orgado de primeira passagem e metabolizacdo
dessas substancias, que é realizado com auxilio de enzimas do sistema citocromo
P450, (RICE et al., 2014; NEWCOMER, 2022). Contaminac¢des por mercurio tanto em
humanos como em modelo animal de ratos mostraram que podem causar danos
hepaticos, como alteracbes morfoldgicas, funcionais, inflamacao e apoptose (CHOI et
al., 2017; ZHOU et al., 2019). Essas disfungbes podem manifestar-se devido ao
acumulo de ions divalentes Hg?* tanto no figado quanto nos rins, decorrente da
elevada concentracdo de cisteina nas metalotioneinas e glutationas presentes nesses
tecidos. (ZALUPS & DIAMOND et al., 1987; SALAZAR-PAMMO et al., 2021);

E bem conhecido na literatura que o mercurio inorganico tem como um dos
principais Orgdo-alvo os rins, pois é onde tal metal mais se acumula, e tem sua
toxicidade bem pronunciada, também por ser a principal via de eliminacdo de
compostos exogénos (CLARKSON, 1972; NEWCOMER, 2022). Em uma pesquisa
realizada em camundongos Swiss realizado por Zhao & cols (2021), mostrou que a
exposicdo ao merclrio (160 mg L* de HgCl2 na dgua de beber durante 3 dias)

aumenta os niveis de MDA e leva a diminui¢cdo dos niveis de glutationa reduzida.
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Figura 36. Marcadores secundarios do estresse oxidativo em homogenato de figado
e rim em camundongos LDLr 7/~ expostos ao Hg inorganico. (A) Quantificacdo de
malondialdeido em homogenato de figado. (B) Proteina Carbonilada em figado. (C)
Conteudo tiol reduzido em homogenato de figado. (D) Quantificacdo de GSH em
homogenato de figado. (E) Quantificacdo de GSSG em homogenato de figado. (F)
Razdo GSH/GSSG em homogenato de figado. (G) Quantificacdo de malondialdeido
em homogenato de Rim. (H) Proteina Carbonilada em homogenato de Rim. (I)
Conteudo tiol total em homogenato de Rim. (J) Quantificacdo de GSH em homogenato
de Rim. (K) Quantificacdo de GSSG em homogenato de Rim. (L) Razdo GSH/GSSG
em homogenato de Rim. n= 16, p< 0,05. média + Erro Padréo, teste t de Student ndo

pareado.
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15. CONCLUSOES

Em suma, in vivo, a exposi¢cdo crbénica ao mercurio inorganico piora a
hipercolesterolemia e prejudica a bioenergética mitocondrial e a funcéo redox, perfis
de globulos vermelhos e brancos e varias caracteristicas morfologicas e funcionais do
tecido. A maioria das alteracfes esta relacionada ao estresse oxidativo sistémico e
tecidual. Esses achados sugerem que o Hg, nas concentracbes encontradas em
contaminacdo ambiental, induz alteracdes metabolicas e do sistema imunologico que
provavelmente sdo relevantes para a aterogénese e outras doencas inflamatérias em

individuos com pré-disposicao a doenca cardiaca.
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