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Resumo: Os microplasticos (MPs) e o metilmerctrio (MeHg) sdo contaminantes amplamente
presentes no ambiente, tornando a exposi¢do humana inevitavel. J& foi demonstrado que
tanto diferentes MPs como o MeHg tém o estresse oxidativo como precursor de toxicidade.
Esse estudo tem como objetivo determinar o dano oxidativo em figado, rins e coragdo, assim
como avaliar possiveis alteracdes na composicao microbiana cecal em ratos Wistar machos
expostos a microplésticos de poliestireno (PS-MPs e/ou MeHg de maneira isolada e
combinada. A exposi¢do se deu através da dgua com doses de PS-MPs de 1 mg/L e MeHg de
0,5 mg/kg. A normobiose foi mantida com a administracdo dos contaminantes apesar de ter
sido observado encurtamento nos intestinos delgado e grosso dos animais expostos.
Alteragdes nos parametros bioquimicos de estresse oxidativo foram observadas durante as
exposicoes isolada e combinada em figado, coracdo e rins. Coletivamente, nossos resultados
indicam uma alteragdo morfologica no intestino e alguma alteracio na composicido
microbiana, assim como uma sinergia na toxicidade de PS-MPs e MeHg, principalmente no
figado. Este estudo ¢ o primeiro a avaliar alteragdes nos pardmetros de estresse oxidativo e na
microbiota de ratos Wistar machos tratados com PS-MPs e MeHg, fornecendo indicios dos
riscos a saude decorrentes da contaminacdo por estes compostos isolados, mas que podem ter

seus efeitos potencializados quando combinados.

Palavras-chave: Microplastico; Metilmercurio; Contaminante ambiental; Estresse

oxidativo; Microbiota.
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1. Introducio

Com o continuo aumento na producdo de plastico para fabricacdo de embalagens e
produtos de uso didrio que, em geral, sdo descartiveis, também cresce o numero de residuos
plasticos mal descartados. Muitos desses itens acabam chegando na agua, onde ja
representam 50 a 80% do lixo marinho e, portanto, podem ser considerados onipresentes em
ambientes aquaticos (Barnes et al., 2009). Uma vez no ambiente, devido a centendria ou
milenar longevidade dos plasticos, estes podem lentamente se fragmentar em pedacos cada
vez menores, que passam a ser classificados de microplasticos (MPs) a partir de seu tamanho
quando menores que Smm (Koelmans et al., 2015), e também através da sua origem, quando
gerados através da degradagdo por radiacdo UV, acdo biologica e/ou abrasdo no ambiente,
sa0 chamados de MPs secundarios (Thompson et al., 2004). Os MPs primarios, que sdo
liberados no ambiente j4 em forma de microparticulas, ttm como sua principal fonte de
contaminagdo ambiental a lavagem de roupas de tecido sintético (De Falco et al., 2019).

A poluicio por MPs tem recebido grande atengdo e representa um problema ambiental
expressivo (da Costa, 2018). Cerca de 5 trilhdes de MPs ja foram detectados em diversos
ambientes e representam 250 mil toneladas flutuando nos oceanos (Eriksen et al., 2014).
Dentre os diversos tipos de plasticos, o poliestireno (PS), devido a suas propriedades fisicas
como isolamento térmico e transparéncia, ¢ frequentemente manufaturado em itens de uso
unico e, deste modo, tendo descarte rapido ¢ massivo (Schellenberg, 2009). Portanto, ¢
importante entender a toxicidade de microplasticos de poliestireno (PS-MPs) e seus
potenciais riscos a satide humana e a biota (Hwang et al., 2020).

MPs podem ser considerados onipresentes em aguas superficiais, subterrineas e
residuais, portanto, outros poluentes presentes na agua sdo passiveis de serem adsorvidos
pelos MPs e terem sua exposi¢do e bioacumulagdo facilitada, gerando um problema
ambiental maior (Galloway et al., 2017); (Koelmans et al., 2019). Além disso, ja foi relatada
a presenca de MPs em placenta e em fezes humanas (Ragusa et al., 2021); (Schwabl et al.,
2019).

Ao serem ingeridos ou inalados pela biota, os PS-MP podem representar uma ameaca
por causar diversos efeitos toxicos subletais e respostas a nivel celular como dano oxidativo,
ativacdo de defesas antioxidantes e inflamag¢do (Anbumani and Kakkar, 2018) . As trés vias
de contaminag¢do por MPs em seres humanos sdo a via dermal, menos frequente e pouco

explorada; a via por inalacdo, comum em cidades poluidas e em trabalhadores da industria
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téxtil e de reciclagem; e a via por ingestdo, sendo esta Ultima a mais expressiva via de
contaminagdo humana (Prata et al., 2020).

Os PS-MP, principalmente no ambiente marinho, podem representar uma rota
adicional de contaminacdo para outros contaminantes ambientais prejudiciais através da sua
capacidade de adsorver pesticidas, microorganismos e metais pesados como o mercurio (Hg)
(Fang et al., 2019). A possivel dessor¢do destes quimicos dos MPs apds sua ingestdo pode
aumentar a exposi¢ao e bioacumulac¢ao de contaminantes (Koelmans et al., 2022).

Somado ao problema da poluicdo por MPs temos a crescente acumulagdo de
metilmercurio (MeHg) também nos corpos hidricos. O Hg ¢ um componente natural na crosta
terrestre e € liberado no ambiente por razdes naturais e como resultado de atividade humana
(Mason and Pirrone, 2009). A mineracdo de ouro ¢ uma das maiores fontes de contaminagao
por Hg, principalmente em pequena escala e de maneira artesanal (Gibb and O’Leary, 2014),
e geralmente ocorre em areas onde a populacao local utiliza peixes e outros pescados como
fonte primaria de proteinas, aumentando a exposicao destas populacdes ao Hg, como ¢ o caso
dos povos indigenas amazonicos Yanomami ¢ Munduruku (Ramos et al., 2020) (Basta et al.,
2021).

Ao chegar em corpos d'agua, o Hg pode ser convertido em MeHg por bactérias
sulfato-redutoras, com um potencial de biomagnificagdo enorme, suas concentracdes sao
capazes de passar de 1 ng/L na agua at¢ 1 mg/kg em peixes piscivoros (Hintelmann, 2010).
Além disso, a exposi¢cdo a estes compostos organomercuriais leva a disfungdes neuroldgicas,
renais e cardiovasculares em humanos (Hong et al., 2012) .

Um fator importante a ser levado em conta na toxicidade de poluentes ¢ a integridade
da microbiota intestinal. A microbiota intestinal ¢ composta por comunidades microbianas
comensais, simbidticas e patogénicas que sdo toleradas pelo sistema imune do hospedeiro
(Tremaroli and Béckhed, 2012). Em sua maioria sdo bactérias, mas também incluem
arquéias, fungos, protozoarios ¢ virus, que desempenham varias fun¢des na fisiologia do
hospedeiro como producdo de metabolitos, peptideos e proteinas, absor¢do de nutrientes € o
aumento da prote¢do contra poluentes ambientais (Hooper et al., 2012); (Nicholson et al.,
2012).

O entendimento das respostas de estresse celular e a sua relagdo com exposicdo a MPs
junto com outros contaminantes sdo importantes para a avaliagdo dos efeitos subletais de
longo prazo dos MPS (Gao et al., 2021). Portanto, levando-se os dados apresentados acima, o
objetivo deste trabalho ¢ determinar o dano oxidativo em figado, rins, e coragdo, assim como

avaliar possiveis alteragdes na microbiota em ratos Wistar machos expostos a PS-MP e/ou



86
87

88

89

90

91
92
93
94
95
96

97

98
99
100
101
102
103

104

105

106

107

108
109

MeHg de maneira isolada e combinada, mimetizando o que pode estar acontecendo em

muitos ambientes aquaticos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

2.1.1 Microplastico

Foram usadas esferas microplasticas de poliestireno, de 50 um de tamanho,
adquiridos da empresa Spherotech. O tratamento com PS-MPs se deu na dose de 1000 pg/L,
de acordo com (Lu et al., 2018), através da diluicdo destes na dgua, que foi disponibilizada
nas garrafas dos animais ad libitum. Brevemente, 1000 ug de MP foram diluidos em 1 litro
de agua. A dose escolhida para ser utilizada foi a mesma que apresentou os efeitos mais

evidentes no trabalho de (Lu et al., 2018), sendo cerca de 1.456 x 10* particulas por litro.

2.1.2 Metilmercurio

O tratamento de MeHg se deu através da dilui¢do na dgua disponivel nas garrafas dos
animais ad libidum, a agua utilizada na diluicdo ¢ a mesma agua ofertada aos animais pelo
biotério. A dose de MeHg escolhida ¢ a de 0,5 mg/L, baseada nas concentragdes ambientais e
no consumo de peixe per capita na Colombia, sendo a metodologia ja empregada em outros
trabalhos do nosso grupo utilizando o MeHg como contaminante (Espitia-Pérez et al.,

2018b); (Espitia-Pérez et al., 2018a)
2.2. Animais e tratamento
2.2.1 Animais
32 ratos Wistar machos com 30 dias de vida, disponibilizados pelo CREAL, foram
utilizados para o desenvolvimento deste estudo. Assim que disponibilizados, os ratos foram

mantidos em caixas de propileno (41 x 34 x 18 cm) com maravalhas ¢ permaneceram numa

sala especial para os animais em experimentacdo onde foram mantidos com distribui¢do de
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até 4 animais por caixa. Os animais foram mantidos num ciclo de 12h de luz com temperatura
constante de 23°C + 1°C com acesso livre a 4gua e alimento.

O projeto cadastrado na plataforma UFRGS (numero #36530) foi aprovado pelo
CEUA-UFRGS.

2.2.2 Tratamento

Com 30 dias de vida foi iniciado o tratamento dos animais com durag¢do de 8 semanas,

estes foram divididos em quatro grupos:

1) Grupo Controle = 8 animais
2) Tratamento individual de MPs = 8 animais
3) Tratamento individual de MeHg = 8 animais

4) Tratamento associado de MPs e MeHg = 8 animais

Total: 32 animais

2.2.3 Eutanasia e obtencao das amostras

Todos os animais serdo eutanasiados ao término do tratamento por decapitacdo com
guilhotina em uma sala especifica, um de cada vez para minimizar o estresse devido ao odor
e som dos animais. A fim de evitar interferéncias nos parametros bioquimicos do figado pelo
uso de anestésico os animais ndo serdo anestesiados e serdo tomadas todas as medidas
necessarias para minimizar o estresse e desconforto dos animais antes e durante o
procedimento.

Imediatamente apds a decapitacdo, serdo dissecados os o6rgaos ¢ de interesse sobre
gelo: figado, rins, coragdo, e as porgdes do intestino. Todos tecidos serdo coletados e
armazenados em freezer a -80°C até a realizagdo das analises. As carcagas dos animais serao
encaminhadas ao Biotério do Departamento de Bioquimica, dentro de sacos plésticos
especificos para o descarte de material biologico ¢ serdo mantidas a -20°C até a coleta pela

empresa contratada responsavel pelo descarte apropriado.
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2.3. Analises bioquimicas e morfométricas

2.3.1. Padronizaciao das amostras

As amostras foram homogeneizadas utilizando 400 pL. de tampao fosfato salina (PBS)
em homogeneizador de tecidos Cole-Parmer LabGEN 125. As amostras foram centrifugadas
a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo para a
técnica de quantificacdo. A concentracdo total de proteinas dos homogenatos foi feita através
do método de Bradford e utilizado para a normalizacdo dos dados. Brevemente, as amostras
foram diluidas, 10 pL das amostras foram transferidos para um tubo com 90 puL de NaCl e
adicionado 1 mL de Comassie blue e incubado em temperatura ambiente por 10 minutos. 200
uL da solugdo desses tubos foram transferidos para placas de 96 pogos e a leitura foi feita a

532 nm(Bradford, 1976).

2.3.2. Quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Esta técnica quantifica extremidades aldeidicas dos lipoperdxidos que reagem com o
acido tiobarbitirico (TBA) em meio 4cido e altas temperaturas como parametro de
lipoperoxidagdo. Para isso, utiliza-se uma quantidade fixa de proteinas a serem precipitadas
pela adicdo de 200 pL de acido tricloroacético (TCA) 15% e centrifugagao a 10.000 g por 10
minutos. Transfere-se 100 uLL do sobrenadante a placa e adiciona-se 100 uL. de TBA 0,67% e
incuba-se a 100 °C por 20 minutos para a reacdo ocorrer. A leitura ¢ feita em

espectrofotometro em 532 nm (Esterbauer and Cheeseman, 1990).

2.3.3. Quantifica¢do dos grupamentos SH totais (tiois reduzidos)

A técnica utilizada para a quantificacdo de grupamentos SH total valendo-se da reagdo
entre o tiol reduzido e o Acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoéico (DTNB) ¢ feita diretamente em
placas de 96 pocos. Utiliza-se uma quantidade fixa de proteina combinada com 30 pL de
tampao forte, 10 pL de DTNB 10 mM e completa-se com PBS 10 mM para o volume final de
200 pL. Para a reacdo, ¢ incubada por lh a temperatura ambiente e a leitura ¢ feita em

espectrofotometro no comprimento de onda de 412 nm (Ellman, 1959).
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2.3.4. Quantificacio de grupamentos carbonila

A quantificagdo dos grupamentos carbonila ¢ baseada na reacdo com
dinitrofenilhidrazina (DNPH), onde utiliza-se uma quantidade fixa de proteina que ¢
precipitada por adicdo de 4cido tricloroacético (TCA) a 20%, apds centrifugacdo de 5
minutos a 4000xg, descarta-se o sobrenadante. O precipitado ¢ ressuspendido em 100uL de
NaOH 0,2 M e, entdo, adicionado o DNPH a 10 mM. Apos a incubacdo de 1 hora com
agitacoes a cada 15 minutos, adiciona-se 100 pL de TCA 20% e centrifuga-se por 5 minutos
a 16000xg, apds, realiza-se 3 lavagens de 500 uL. com solugdo etanol/acetato de etila (1:1)
centrifugando as amostras a 16000xg por 5 minutos. O precipitado ¢ entdo ressuspendido em
1 mL de uréia (8M, pH 2,3) e centrifugado por 4 minutos a 16000xg para remog¢ao de
material insoluvel. Ao final, transferiu-se 200 uL do sobrenadante para a placa de 96 pogos e

a leitura ¢ feita em espectrofotometro a 370 nm (Levine et al., 1990).

2.3.5. Determinacio de parametros morfométricos nos intestinos dos animais

Para avaliar uma possivel alteracdo nas dimensdes dos intestinos dos animais tratados,
foi realizada a dissecag@o dos intestinos seguida de posterior lavagem interna com salina. Os
intestinos foram estendidos e fotografados ao lado de uma régua para posterior medigdo. O
comprimento dos intestinos foi quantificado a partir das fotos desses 6rgdos com uso de

escala através do dimensionamento no programa ImagelJ.

2.3.6. Estatistica

Para o calculo estatistico dos resultados obtidos utilizou-se do Software Graphpad

Prism 6, e o teste empregado foi ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni.

Diferengas foram consideradas significantes quando P<0.05.
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2.4. Analises de Microbiota

2.4.1. Coleta fecal

As fezes dos animais foram coletadas durante a dissecagdo da regido cecal dos
intestinos. As fezes foram recolhidas e colocadas em microtubos previamente esterilizados

por 20 min no UV dentro do fluxo laminar.

2.4.2. Extracao de DNA cecal

Imediatamente ap0s as coletas, foram feitas as extragdes de DNA cecal com o QIAmp
DNA Stool Mini Kit da marca QIAGEN. O material genético extraido foi acondicionado a -

20 °C até o sequenciamento.

2.4.3. Amplificacio do DNA

Os primers utilizados para amplificacdo por PCR foram os oligos F515 ¢ R806.
2.4.4. Sequenciamento de alto desempenho dos produtos de amplificacio dos genes de

interesse

Para analisar as comunidades presentes nas amostras fecais, foi realizado um
sequenciamento de alto desempenho dos produtos de amplificagdo de genes de interesse. O
Sistema Ion Personal Genome Machine (Life Technologies) foi utilizado para sequenciar os
fragmentos dos genes 16S gerados por PCR. A partir de 100 ng de produto de amplificagdo,
foram construidas as bibliotecas com o kit Ion Plus Fragment Library, que ¢ indicado para
amplicons curtos (< 350pb). Cada amostra recebeu um adaptador (barcode) do kit
IonXpressBarcode 1-16. As etapas para a constru¢do das bibliotecas seguiram as instrugdes
do fabricante e foram quantificadas e equalizadas com o kit Ion Library Equalizer. A PCR em
emulsdo e os passos de enriquecimento foram realizados conforme descrito no kit lon PGM
Template OT2 200, utilizando o equipamento IonOneTouch 2 System. A sequéncia dos
fragmentos foi realizada em um chip Ion 316, com o kit Ion PGM Sequencing 200 v2,

seguindo as recomendacgdes do fabricante.
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2.4.5. Analise de sequenciamento de alto desempenho

Os dados das sequéncias foram analisados através do programa R (versdo 4.2.2) e a
versao 1.26.0 do Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA2) (Garcia-Lopez et al.,
2021) . A funcao "filterAndTrim" do DADA?2 foi empregada para filtrar as leituras (Schloss,
2020), seguida do calculo das taxas de erro para cada amostra. Para eliminar variantes de
sequéncias de baixa qualidade, foi utilizado o método "removeChimeraDenovo" (Garcia-
Loépez et al., 2021) para remover ASVs quiméricas. Em seguida, a fun¢do "assignTaxonomy"
utilizou a base de dados de referéncia SILVA (versdao 138), obtida do Zenodo, para atribuir
taxonomias correspondentes as ASVs. E importante destacar que as ASVs sdo amplicons
resultantes da remocao de erros de amplificacdo e sequenciamento. Para filtragem de tdxons,
foram utilizadas ambas as abundancia e prevaléncia, com o intuito de remover taxons raros €
possiveis falsos positivos. A prevaléncia de taxons foi plotada para subconjuntos
taxondmicos de contagens de filos utilizando a funcdo "subset". Em seguida, a plotagem foi
feita com a funcdo "ggplot" do pacote ggplot2. Além disso, foram gerados graficos de

abundancia relativa para as 200 filos, classes, familias e géneros procarioticos mais

abundantes, utilizando o pacote phyloseq (versao 1.42.0).

3. Resultados

Na figura 1 sdo apresentados os resultados da quantificagdo de marcadores de dano
oxidativo no figado dos animais expostos. Os grupos PS-MP e PS-MP+MeHg apresentaram
aumentos significativos em relacdo ao controle nas quantidades de TBARS (A) (Controle vs
PS-MP; P=0,0426), (Controle vs PS-MP+MeHg; P=0,0006), enquanto o grupo MP+MeHg
mostrou aumento significativa em relacdo ao grupo MeHg (MeHg vs PS-MP+MeHg;
P=0,0229). Todos os grupos apresentaram aumentos significativos de quantidade de
grupamento SH (B) em compara¢do ao grupo controle (Controle vs PS-MP; P=0,0455),
(Controle vs MeHg; P=0,0484) ¢ (Controle vs MP+MeHg; P=0,0186). A quantificagdo de
grupamentos carbonila (C) demonstrou aumento significativo em todos os grupos
experimentais quando comparados ao grupo controle (Controle vs MP; P=0,0043), (Controle
vs MeHg; P=0,0004), (Controle vs PS-MP+MeHg; P=< 0,0001). Também houve um
aumento significativo entre os  grupos PS-MP ¢ PS-MP+MeHg (PS-MP vs PS-
MP+MeHg;P=0,016).
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Figura 1: Efeitos isolados e combinados da exposi¢do de PS-MP (1000 pg/L) e MeHg(0,5 mg/L) em parametros
de estresse oxidativo no figado de animais tratados durante 8 semanas. (A) Quantidade de TBARS,

(B) contetido de SH e (C) quantidade de grupamentos carbonila. Média + desvio padrao.

Na figura 2 sdo apresentados os resultados da quantificagdo de marcadores de dano
oxidativo nos rins dos animais expostos. Em relacio ao controle, todos os grupos
experimentais apresentaram quantidades significativamente maiores de TBARS (A):
(Controle vs PS-MPs; P=0,002), (Controle vs MeHg; P= 0,0008) e (Controle vs PS-
MPs+MeHg; P=0,0015). A quantificagdo dos grupamentos SH (B) apresentou uma
diminuicdo significativa em todos os grupos em comparacao com o grupo controle. (Controle
vs PS-MPs; P=0,0003), (Controle vs MeHg; P=0,0273) e (Controle vs PS-MPs+MeHg;
P=0,0035). Todos os grupo apresentaram quantidades significativamente maiores de
grupamentos carbonila (C) em relagdo ao controle (Controle vs PS-MPs; P< 0,0001),
(Controle vs MeHg; P=0,0014) e (Controle vs PS-MPs+MeHg; P=0,0058), o grupo PS-MPs
apresentou maiores quantidades de carbonila que os grupos MeHg (PS-MPs vs MeHg;
P=0,0229) e o grupo PS-MPs+MeHg (PS-MPs vs. PS-MPs+ MeHg; P=0,0032).
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Figura 2: Efeitos isolados e combinados da exposi¢do de PS-MP (1000 pg/L) e MeHg (0,5 mg/L) em parametro
de estresse oxidativo nos rins de animais tratados durante 8 semanas. (A) Quantidade de TBARS, (B) conteudo

de SH e (C) quantidade de grupamentos carbonila. Média + desvio padrio.

Na figura 3 sdo apresentados os resultados da quantificagdo de marcadores de dano
oxidativo no coragdo dos animais. Todos os grupos apresentaram quantidades de TBARS
superiores significativamente as do grupo controle (A). (Controle vs PS-MPs; P< 0,0001),
(Controle vs MeHg; P< 0,0001) e (Controle vs PS-MPs+MeHg; P< 0,0001). A quantificagdo
dos grupamentos SH (B) mostra uma diminui¢do significativa nas quantidades de todos os
grupos em relacdo ao grupo controle (Controle vs PS-MPs; P=0,0002), (Controle vs MeHg;
P=0,0488) e (Controle vs PS-MPs+MeHg; P< 0,0001), ¢ o grupo MeHg mostrou maiores
quantidades de SH que o grupo PS-MPs+MeHg (MeHg vs PS-MPs+MeHg; P=0,006). Todos
0s grupos experimentais apresentaram quantidades superiores de carbonila (C) em relagdo ao
grupo controle (Controle vs PS-MPs; P=0,0264), (Controle vs MeHg; P< 0,0309) e (Controle
vs PS-MPs+MeHg; P=0,0459).
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Figura 3: Efeitos isolados e combinados da exposi¢ao de PS-MP (1000 pg/L) e MeHg (0,5 mg/L) em pardmetro
de estresse oxidativo no coracdo de animais tratados durante 8 semanas. (A) Quantidade de TBARS, (B)

contetdo de SH e (C) quantidade de grupamentos carbonila. Média + desvio padrao.
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Foram avaliados como parametros morfométricos, o comprimento intestinal dos
animais apoOs o tratamento e o ganho de peso durante o tratamento. Na figura 4 sdo
apresentados parametros morfométricos dos animais e de seus intestinos mediante exposi¢ao
aos MPs e ao MeHg. Nao foi observada alteracdo no ganho de peso dos animais durante a
exposicdo (A). Entretanto, todos os grupos experimentais apresentaram um encurtamento
significativo no tamanho dos intestinos quando comparados com o controle. Tanto para o
intestino delgado (B): (Controle vs MP; P=0,0025), (Controle vs MeHg; P< 0,0001) e
(Controle vs MP+MeHg; P=0,0059), quanto para o intestino grosso (C): (Controle vs MP;
P=0,0056),(Controle vs MeHg; P=0,0009) ¢ (Controle vs MP+MeHg; P=0,0032). O
comprimento do intestino foi quantificado a partir das fotos desses 6rgdos com uso de escala

através do dimensionamento no programa Imagel.
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Figura 4: Efeitos isolados e combinados da exposi¢do de PS-MP (1000 pg/L) e MeHg(0,5 mg/L) em parametros
morfométricos de animais tratados durante 8 semanas. (A) Ganho de peso, (B) comprimento do intestino

delgado e (C) comprimento do intestino grosso. Média + desvio padrao.



288 Na figura 5 ¢ apresentada abundancia relativa de bactérias na microbiota intestinal em

289 nivel de filo. Sdo apresentados apenas os 200 filos mais representativos. Nao foram

291 Figura 5: Abundancia relativa dos 200 filos mais representativos. n= 4-3 por grupo.

290  observadas diferengas significativas entre os grupos.
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292  Na figura 6 ¢ apresentada a abundancia relativa de bactérias na microbiota intestinal a nivel
293 de classe . Sdo apresentadas apenas as 200 classes mais representativas. Nao foram

294  observadas diferencas significativas entre os grupos.
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295 Figura 6: Abundancia relativa das 200 classes mais representativas. n= 4-3 por grupo.



296 Na figura 7 € apresentada a abundancia relativa de bactérias na microbiota intestinal
297  anivel de familia. Sdo apresentadas apenas as 200 familias mais representativas. Nao foram

298  observadas diferencas significativas entre os grupos.
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299 Figura 7: Abundancia relativa das 200 familias mais representativas. n=4-3 por grupo.



300 Na figura 8 ¢ apresentada a abundancia relativa de bactérias na microbiota intestinal
301  em nivel de género. Sdo apresentadas apenas as 200 gé€neros mais representativos. Nao foram

302  observadas diferencgas significativas entre os grupos.
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303 Figura 8: Abundéncia relativa dos 200 géneros mais representativos. n=4-3 por grupo.
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4. Discussio

4.1. Aumento de marcadores de dano oxidativos no figado de animais expostos ao

microplastico e ao metilmercirio

O figado ¢ considerado o principal 6érgao-alvo de muitos poluentes quimicos, devido
ao seu papel fisioldgico de detoxificacdo e sensibilidade a xenobidticos, mostrando-se como
um importante 6rgdo para estudo dos efeitos de contaminantes, como metais pesados;
(Abarghoei et al., 2016); (Di Giulio and Hinton, 2008). Tendo isso em vista, em nosso
trabalho buscamos observar possiveis aumentos em parametros de dano oxidativo a
macromoléculas neste 6rgao. Aqui, foram observados niveis aumentados de SH no figado dos
animais em todos os grupos experimentais, quando comparados ao grupo controle. A
excre¢do de glutationa (GSH) através de complexos GSH-metal pode ser um mecanismo de
remogao celular de MeHg (Vazquez et al., 2014). Devido as propriedades eletrofilicas do
MeHg, ja foi reportada em estudos in vitro a interagdo do MeHg com o grupamento cisteina
na estrutura do Keapl, levando a translocagdo nuclear do Nrf2 (fator nuclear eritrdide 2
relacionado ao fator 2) (Canning et al., 2015); (Farina and Aschner, 2019), um fator nuclear
que regula de maneira positiva a sintese de glutationa (Lu, 2009).

Diversos trabalhos demonstram, em diferentes organismos, que a contamina¢do por
MPs estd intimamente relacionada ao metabolismo de GSH ¢ das tiorredoxinas (Trx) (Li,
2022; Branco and Carvalho, 2019; Tang, 2019). Além disso, Li e colaboradores realizaram
uma meta-analise de estudos toxicologicos com bivalves, o grupo com maior documentacao
de efeitos fisiologicos da exposi¢do de PS-MPs, e os resultados demonstram que os niveis de
GSH aumentaram de maneira consistente em diversos estudos, além de também demonstrar
que os PS-MPs sdo capazes de induzir estresse oxidativo (Li et al., 2022). Outro componente
tiolico importante para o balanco redox das células sdo as Trx. Branco & Carvalho, em seu
trabalho de revisdo, afirmam que a cadeia complexa de mecanismo de toxicidade por
contaminagdo mercurial tem seu inicio na inibigdo da selenoenzima Tiorredoxina redutase
(TrxR) que reduz os grupamentos SH das Trx oxidadas, e com a inibicdo da TrxR a Trx
passa a ser reduzida pela glutaredoxina, que, por sua vez, ¢ reduzida por glutationa (Branco
and Carvalho, 2019). A exposi¢do cronica de PS-MP em Daphnia magna mostrou que em
concentracdes mais baixas a TrxR estava aumentada e em altas concentragdes estava inibida

(Tang et al., 2019).
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Nossos resultados sugerem efeitos isolados e sinérgicos dos PS-MPs e do MeHg na
formagdo de grupos carbonila no figado dos animais, possivelmente causado por uma
perturbacdo no balanco redox e acumulagdo de espécies reativas de oxigénio, gerando danos
oxidativos as proteinas. Em 2020, Hu & Pali¢ revisaram os mecanismos de toxicidade
induzidos por MPs em diversos organismos e modelos celulares com énfase no estresse
oxidativo e na inflamagdo, chegando a conclusao de que o efeito molecular inicial dos MPs
deve ser a formacao de estresse oxidativo (Hu and Pali¢, 2020) . Assim como os MPs, o Hg
tem o desbalangco redox como ponto principal da sua toxicidade, e também ¢ capaz de
aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio (Antunes Dos Santos et al., 2018). Os
grupamentos carbonila sdo gerados pela oxidacdo das cadeias laterais de proteinas e
indicam/sdo indicadores de oxidacdo protéica causada principalmente por espécies reativas de
oxigénio, podendo interromper a funcdo de proteinas e enzimas (Dalle-Donne et al., 2003);
(Ellis, 2007). No entanto, diversos mecanismos sao capazes de gerar a oxidac¢do protéica e,
virtualmente, todas as cadeias laterais de aminoacidos podem ser modificadas por oxidagao
(Dalle-Donne et al., 2003). O conteido de carbonila pode estar aumentado em diversas
condi¢des patoldgicas que envolvem estresse oxidativo, como, por exemplo, a hepatite C
cronica (De Maria et al., 1996) e nos estagios iniciais de diabete mellitus do tipo 1 (Telci et
al., 2000). Acumulam-se evidéncias que o aumento de grupos carbonila no processo de
envelhecimento pode ser decorrente do aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio
e pela reducdo da capacidade do organismo de degradar as proteinas danificadas (Chaudhuri
et al., 2006), o qual pode ser um indicativo estresse do reticulo rugoso, através da resposta a
proteinas mal-enoveladas. Outro estudo de Yu e colaboradores demonstra que as enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx),
responsaveis pela detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio, inibem suas atividades
conforme maior for a concentracio de exposi¢do de PS-MPs em peixes (Yu et al., 2018).

Nesse trabalho, os MPs isolados e em combinagdo com o MeHg foram capazes de
elevar as quantidades de TBARS no figado dos animais, sugerindo danos devido a
lipoperoxidagdo. Lipidios oxidados podem formar TBARS como produto final da
peroxidagao (Pryor and Stanley, 1975), os lipidios quando oxidados podem alterar a estrutura
¢ fun¢do das membranas celulares, alterando sua permeabilidade ¢ promovendo a absorcao de
agentes toxicos (Ayala et al., 2014) ;(Ferreira et al., 2005). Em oposi¢do aos nossos achados,
Joshi e colaboradores observaram o aumento da quantidade de TBARS em figado de ratos
Sprague-Dawley tratados com MeHg (Joshi et al., 2014). Nao obstante, uma revisao de Hu &

Pali¢ feita em 2020, salienta que, com base na literatura revisada, ¢ inconclusivo o papel dos
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MPs em induzir lipoperoxidacdo, mas que ¢ prudente considerar este evento molecular como

um ponto-chave desencadeado por MPS (Hu and Pali¢, 2020).

4.2. Aumento no dano oxidativo nos rins associado a exposicio com Metilmercirio e

Microplasticos

Os resultados dos parametros de estresse oxidativo em rins avaliados neste trabalho
demonstram uma maior quantidade de TBARS e de grupos carbonila em todos os grupos
experimentais em relagdo ao grupo controle, ¢ niveis de grupamentos SH diminuidos em
todos os grupos que receberam algum contaminante, indicando um desbalanco redox e danos
oxidativos nos rins. Mitocondrias de rins de ratos tratados com HgCl,, apresentaram
despolariza¢do da membrana interna mitocondrial mediada pelo Hg, seguido por um aumento
na produgdo de perdxido de hidrogénio e concomitante peroxidagdo lipidica (Lund et al.,
1993). Foi demonstrado que MPs causam disfungdo mitocondrial, estresse de reticulo
endoplasmatico, inflamacdo e autofagia em células renais, sendo internalizadas e se
acumulando em células renais HK-2 e nos rins de camundongos expostos (Wang et al.,
2021). A administragdo oral por gavagem de PS-MPs aumentou o conteudo renal de MDA ¢
diminuiu as quantidades de GSH em ratos Wistar (Ahmed et al., 2022). Woods & Ellis,
demonstraram a relagdo inversamente proporcional ao longo do tempo entre a quantidade de
GSH e TBARS nos rins de ratos tratados com MeHg (Woods and Ellis, 1995). Em
concordancia,ja foi observado danos aos rins via deplecao de GSH e aumento nos niveis de
TBARS em ratos submetidos a estresse cronico de contencdo (Samarghandian et al., 2017).
Aveles e colaboradores encontraram uma relacdo entre o aumento na concentracdo de
carbonilas e a diminuicdo na concentracdo de tidis no plasma sanguineo de pacientes com
Doenga Cronica Renal, sugerindo que o comprometimento da fungdo renal estd associado
com estresse oxidativo, possivelmente devido ao acimulo de proteinas oxidadas (Aveles et

al., 2010).

4.3. Marcadores de estresse se apresentam elevados no coracio de animais expostos

No coragdo, todos os grupos apresentaram quantidades aumentadas de TBARS e
carbonila junto com a diminuicdo de SH em comparacdo com o grupo controle (Figura 4),
sugerindo dano oxidativo a macromoléculas possivelmente causado por um ambiente mais

pro-oxidante refletido na diminuicdo de SH. O MeHg ja foi associado ao aumento do risco de
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eventos coronarianos agudos e mortalidade cardiovascular (Virtanen et al., 2005), assim
como aumento de espécies reativas de oxigénio e apoptose em cardiomiocitos (Yang et al.,
2018). Em concordancia, Wei et al., 2021 demonstraram que microparticulas plasticas
induziram aumentos significativos no conteido de TBARS enquanto diminuiram a atividade
de SOD, GSH-Px e CAT, levando a piroptose de células cardiacas por sinalizacdao
NLRP3/Caspase-1 através de estresse oxidativo e inflamagdo, culminando em disfuncdo

cardiaca (Wei et al., 2021).

4.4. MP e MeHg causam diminuicio no comprimento intestinal sem causar alteracées

significativas no ganho de peso

Apesar de apresentarem encurtamento intestinal, ndo foram observadas altera¢des no
ganho de peso durante o tratamento em nenhum grupo experimental. MPs ingeridos tendem a
acumular no trato gastrointestinal podendo causar afinamento do epitélio intestinal,
provocando resposta inflamatéria e estresse oxidativo (Anbumani and Kakkar, 2018).
Diversos trabalhos revisados por Hirt e Body-Malapel relatam uma série de efeitos de MPs
no epitélio intestinal como estresse oxidativo, lesdes histologicas e altera¢do na integridade e
na expressdo de genes relacionados a mucosa (Hirt and Body-Malapel, 2020). Foi
demonstrada a alta deposicio de MeHg nas paredes do intestino de ratos, ¢ também
perturbagdo na estrutura da microbiota intestinal e alteracdo de metabdlitos relacionados ao
eixo intestino-cérebro (Lin et al., 2020). Os intestinos sdo muito importantes para a absor¢ao
de nutrientes e de 4agua, e apresentam diversas adaptagdes, como as vilosidades e
microvilosidades, para otimizar suas funcgdes através da maximizagdo da area de sua
superficie (Weaver et al., 1991), por isso o encurtamento do intestino pode significar uma

perda na funcdo desse tecido e culminar em outros efeitos prejudiciais.

4.5. Normobiose ¢ mantida com exposi¢ido aos contaminantes

Diversos trabalhos ja demonstraram que os PS-MPs sdo capazes de alterar a
microbiota intestinal de diversos modelos animais como ratos (Jiang et al., 2023),
camundongos (Lu et al., 2018); (Jin et al., 2019; Teng et al., 2022); (Jin et al., 2019; Teng et
al., 2022) e peixes (Jin et al., 2018); (Feng et al., 2021); (Pei et al., 2022); (Usman et al.,

2022). Além disso, outros trabalhos também ja identificaram o MeHg como um agressor da
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microbiota em ratos (Wang et al., 2023), camundongos (Seki et al., 2021), peixes (Zhu et al.,
2020), humanos (Yang et al., 2022).

Apesar de ndo termos observado alteragdes significativas na microbiota em nivel de
filo (Figura 5), classe (Figura 6), familia (Figura 7) e género (Figura 8) em nosso trabalho,
podemos observar uma tendéncia de aumento da familia Prevotellaceae no grupo PS-MPs +
MeHg. Do mesmo modo, ja foi relatado uma maior presenca da familia Prevotellaceae apos a
exposicdo de PS-MPS (Huang et al., 2022), e também apds a exposi¢do ao MeHg (Zhang et
al., 2019)

Os MPs continuam se apresentando como um problema para a satde humana, pois
cada vez mais sua presenca ¢ detectada em itens e espécies animais ¢ vegetais de consumo
humano. Além disso, a continua e elevada produgdo, junto da falta de politicas, e at¢ mesmo
alternativas, efetivas sob a reducdo de seu uso, fazem com que este contaminante se torne
cada vez mais problematico. Recentemente, espera-se que as concentragdes de MeHg
aumentem no ambiente, ndo somente, mas principalmente devido ao garimpo ilegal e falta de
fiscalizacdo das politicas ambientais na Amazonia, afetando as mais diversas populacdes
presentes na darea. Apesar de alguns autores ja4 terem demonstrado o potencial de
contaminantes ambientais, como metais pesados, em interagirem ¢ serem adsorvidos pelos
MPs no ambiente, quase nenhum trabalho explorou essa exposicdo combinada em
organismos modelo. Assim, para nosso conhecimento, o presente trabalho ¢ o primeiro a
avaliar parametros de estresse oxidativo e microbiota intestinal em ratos Wistar mediante a
exposicdo combinada de PS-MPs e MeHg sendo este um dos pontos fortes do nosso
trabalho. Apesar de ndo terem sido observadas alteragdes significativas quanto a composi¢ao
microbiana apos a exposicao, foi observado encurtamento dos intestinos grosso e delgado, o
que ainda nao foi observado em outros trabalhos. Este resultado sugere que alguma alteragao
fisiologica e possivelmente funcional esteja acontecendo nestes oOrgdos. Também ¢
importante ressaltar, que a sinaliza¢do redox ¢ essencial na regulagdo da proliferacdo ¢ morte
celular controlada mediada por apoptose e ¢ algo que ndo foi explorado aqui. Portanto, em
futuros trabalhos pretendemos explorar parametros de estresse oxidativo e vias apoptdticas
nestes 0rgdos, assim como a integridade da barreira intestinal por meio de cortes histologicos
¢ da determinagdo do imunocontetido de proteinas como Claudina-5 e Ocludina.

O estresse oxidativo ¢ amplamente estudado ¢ se apresenta alterado numa diversidade
de doencas, condi¢des patoldgicas, € em muitas situagdes com fungao tecidual impactada. Os
marcadores observados aqui indicam um dano oxidativo a macromoléculas ja estabelecidas e

com dificil reversdo mesmo com a regulariza¢do do balango redox. Além disso, a presenga
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elevada desses marcadores nos tecidos pode indicar a sinalizagdo de diferentes vias
bioldgicas citadas anteriormente, sendo uma das limitacdes deste trabalho. Por exemplo, a
expressdo de genes e atividade de enzimas antioxidantes deve ser analisada; o dano
observado a proteinas por meio do carbonila pode ser um indicativo de vias de estresse do
reticulo sendo ativadas; os marcadores observados também podem ser indicativo de
alteracoes na via apoptdtica da NRLP3/Caspase-1. Portanto, estas rotas devem ganhar
atencdo em trabalhos futuros, a fim de melhor elucidar os mecanismos celulares pelos quais
essa contaminacgao estd agindo.

Além disso, diversas outras vias ¢ mecanismos celulares sdo sugeridos na revisao de
(Prata et al., 2020), como a capacidade de translocacdo destas particulas no organismo,
efeitos pro-inflamatorios sistémicos, € a ativagao de vias tumorais. Junto da falta de analises
histologicas, esses importantes mecanismos também ndo foram explorados no presente

trabalho e se apresentam como outra limitagao de nosso estudo.
5. Conclusio

O presente trabalho apresenta as primeiras evidéncias dos efeitos nocivos de duas
contaminagdes ambientais importantes em conjunto, relacionando essa exposi¢do combinada
com os efeitos observados individualmente na literatura. Dessa forma, aqui buscamos chamar
a atengdo para os efeitos individuais e combinados destes contaminantes, que observamos,
mas que provavelmente ndo estdo limitados, ao intestino grosso e delgado; ao figado, aos rins
€ a0 coracgao.
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