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APRESENTAGCAO DE TESE

A toxicidade do metilmercurio (MeHg) ficou conhecida no contexto cientifico apos
acidentes no Japao e no Iraque, onde gestantes expostas tiveram recém-nascidos
com danos no desenvolvimento do sistema nervoso central. Esses eventos
destacaram a capacidade do MeHg de causar impactos durante o desenvolvimento
embrionario. Esse histérico combinado aos estudos epidemioldgicos com criangas e
jovens com alteragcbes de pressao arterial e na frequéncia cardiaca, provocaram o
nosso interesse. Assim, durante o mestrado no Programa de Pds-Graduagdo em
Biologia Celular e do Desenvolvimento (PPGBCD), caracterizamos o impacto do
MeHg no desenvolvimento do coragao, especificamente relacionado a morfologia
tecidual, utilizando embrides de Gallus domesticus como modelo experimental.
Diante disso, durante o doutorado, expandimos o foco da pesquisa para além do
desenvolvimento cardiaco, abrangendo o estudo para o desenvolvimento vascular
extraembrionario e intraembrionario frente a exposicado ao MeHg. Assim, esta tese é
organizada em uma introdugao que enfoca o desenvolvimento vascular, do coragéo,
do figado, do pulméo e o ténus vascular. O objetivo deste trabalho € a investigagao
dos efeitos do MeHg no desenvolvimento da vasculatura extraembrionaria e
intraembrionaria, com énfase nos vasos e nas células do coragao, figado e pulmao
de embrides de G. domesticus. Apresentamos ainda a se¢ao de materiais e métodos
utilizados e dois capitulos, que correspondem aos artigos cientificos com os
resultados do periodo do doutorado. O primeiro artigo ja publicado, aborda impactos
do MeHg na organizacéo dos vasos extraembrionarios e cardiacos e os efeitos na
contratilidade cardiaca. O segundo artigo envolve as diferencas vasculares do figado
e do pulméo, 6rgaos de mesma origem embrionaria, com diferentes organizacbes
teciduais e as respostas especificas de cada um deles frente a toxicidade do MeHg.
A sessao de discussao abrange os efeitos do MeHg durante o desenvolvimento da
vasculatura extraembrionaria, do coracdo, figado e pulmdo e suas células

especificas, seguida da conclusao deste estudo.



RESUMO

Estudos mostram que o metilmercurio (MeHg) afeta o sistema cardiovascular em
adultos e criancas, além de causar danos ao desenvolvimento embrionario devido a
maior suscetibilidade dos individuos nas fases iniciais do ciclo de vida.
Considerando a importancia da formacdo vascular durante o desenvolvimento
embrionario, este estudo investigou os efeitos do MeHg no desenvolvimento da
vasculatura extraembrionaria e intraembrionaria, assim como nos cardiomiocitos,
hepatdcitos e células epiteliais (cubicas e colunares) pulmonares, utilizando
embrides de Gallus domesticus. Ovos fertilizados foram incubados a 37,5°C (x 0,5) e
65% de umidade. Apés um dia e meio de incubacgado (E1,5), os embrides foram
expostos in ovo a 0,1 uyg MeHg/50 L de solugéo salina a 0,9%, e analisados no 10°
dia de incubagao (E10). Embrides controle receberam exclusivamente 50 uL de
solugdo salina (CEUA/UFSC/n°® 5843231018). Apds a retirada dos embrides das
membranas do ovo, foi avaliada a concentracio de NOx nos vasos
extraembrionarios e do coragao, do figado e do pulméo. Tais tecidos foram entao
fixados para as demais analises teciduais e celulares. Nos vasos extraembrionarios,
foi observado o aumento no didmetro e no numero dos vasos, redu¢ao no conteudo
de VEGF e aumento no conteudo de VCAM, proteinas envolvidas na formacéo e
integridade dos vasos. No coracao, foi observado aumento no didmetro das veias,
reorganizagcao das artérias coronarias e redugao no conteudo de VEGF e VCAM, e
aumento no conteudo de cTnl, proteina envolvida na contragao cardiaca. No figado,
foi observado aumento no didmetro e redugdo no numero dos vasos sanguineos,
reorganizagao da distribuicdo vascular e os hepatdcitos apresentaram acumulo de
lipidios. No pulmao, foi observado aumento no didmetro dos vasos sanguineos e
reducao do tamanho das células epiteliais cubicas. Os resultados ressaltam os
efeitos do MeHg no desenvolvimento embrionario, em que uma unica exposi¢ao ao
MeHg afetou a vasculatura extraembrionaria, cardiaca, hepatica e pulmonar, além
de induzir alteracbes morfoldgicas, fisiolégicas e metabdlicas em células especificas
dos orgaos avaliados, evidenciando sua toxicidade sistémica durante a fase

embrionaria.

Palavras-chave: Embriotoxicidade; Disfuncdo vascular; Contratilidade cardiaca;

Metabolismo hepatico; Maturag&o pulmonar.






ABSTRACT

Studies show that MeHg affects the cardiovascular system in adults and children,
causing embrionary development injury due to a greater susceptibility in the early life
cycle stages. Considering the importance of vascular formation during embryonic
development, this study investigated the effects of MeHg on the development of
extraembryonic and intraembryonic vasculature, as well as in cardiomyocytes,
hepatocytes and pulmonary epithelial (cuboidal and columnar) cells, using Gallus
domesticus embryos. The fertilized eggs were incubated at 37.5°C (x 0.5) and 65%
humidity. After one and a half day of incubation (E1.5), the embryos were exposed in
ovo to 0.1 uyg MeHg/50 pL in 0.9% saline solution, applied on the 10" day of
incubation (E10). Control embryos received exclusively 50 uL of saline solution and
analyzed at E10 (CEUA/UFSC/no. 5843231018). After removing the embryos from
the egg membranes, NOx concentrations in the extraembryonic vessels, heart, liver,
and lungs vessels were evaluated. These tissues were subsequently prepared for
further tissue and cellular analyses. In extraembryonic vessels, an increase in the
diameter and number of vessels, a reduction in VEGF content and an increase in
VCAM content, proteins involved in the formation and integrity of vessels, were
observed. In the heart, an increase in the diameter of the veins, reorganization of the
coronary arteries and a reduction in the content of VEGF and VCAM, and an
increase in the content of cTnl, a protein involved in cardiac contraction, were
observed. In the liver, an increase in diameter and reduction in the number of blood
vessels were observed, reorganization of vascular distribution and hepatocytes found
accumulation of lipids. In the lung, an increase in the diameter of blood vessels and a
reduction in the size of cuboidal epithelial cells were observed. The results highlight
the effects of MeHg on embryonic development, since a single exposure to MeHg
affected the extraembryonic, cardiac, hepatic and pulmonary vasculature. Moreover,
MeHg treatment induced morphological, physiological and metabolic changes in
specific cells of the organs evaluated, demonstrating its systemic toxicity during the
embryonic phase.

Keywords: Embryotoxicity; Vascular dysfunction; Cardiac contractility; Liver

metabolic; Lung maturation.
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1. INTRODUGAO

O metilmercurio (MeHg) é a forma orgénica mais toxica do mercurio
(McElwee e Freedman, 2011; Syversen e Kaur, 2012; Ceccatelli et al., 2013).
Devido a sua estabilidade molecular, essa forma de mercurio representa uma maior
ameaca a saude e ao ambiente (Grandjean e Landrigan, 2006), pois sua
biodisponibilidade, ou seja, a quantidade de uma substancia prontamente
disponivel para interagir com organismos vivos apds sua introdu¢gdo em um sistema
bioldgico, € maior quando comparada com as outras formas de mercurio (Yang et
al., 2020) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo do mercurio nos ambientes naturais.

MERCURIO

METILMERCURIO

Fonte: modificado de Harvard Magazine
(https://www.harvardmagazine.com/2018/06/elsie-sunderland-harvard).

No Brasil, a contaminagdo por metilmercurio esta intimamente ligada a
mineragdo de ouro, uma atividade que libera mercurio no ambiente (Passos &
Mergler, 2008). Em comunidades ribeirinhas na Amazbnia, onde a dieta é

predominantemente baseada em peixes, o0s individuos apresentam niveis
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elevados de MeHg no sangue, colocando a saude dessas populagbes em risco,

especialmente em mulheres gravidas e criancas (Passos & Mergler, 2008).

Globalmente, a exposicdo ao MeHg ocorre principalmente através do
consumo de peixes e frutos do mar contaminados (Driscoll et al., 2013), sendo que
pelo menos 70% do mercurio total encontrado no sangue humano esta na forma de
MeHg (Mortensen et al., 2014). Além disso, estimativas relacionam os niveis de
mercurio no sangue ao aumento do risco de efeitos adversos a saude de bebés
recém-nascidos e em criangas de até 14 anos (Sgrensen et al., 1999; Grandjean et
al., 2004; Hightower et al., 2006; Yorifuji et al., 2010; Bellanger et al., 2013;
Gribble et al., 2015). Isso porque, uma vez na corrente sanguinea a maior parte do
MeHg interage com os globulos vermelhos e faz ligagbes com residuos de
cisteinas das cadeias da hemoglobina, sendo entdo essa a forma sistémica de
transporte do MeHg (Pedrero Zayas et al., 2014; Bridges e Zalups, 2017). Dentre
os riscos cardiovasculares em criangas, destacam-se as alteracbes na pressao
arterial e na frequéncia cardiaca (Sgrensen et al., 1999; Grandjean et al., 2004;
Yorifuji et al., 2010; Gribble et al., 2015).

Além da presenca de MeHg na corrente sanguinea de recém-nascidos e os
efeitos relacionados a pressdao sanguinea em criangas, estudos demonstram
efeitos da exposi¢do ao MeHg no desenvolvimento embrionario. Estes estudos tém
investigado uma série de alteragdes induzidas pelo MeHg em embrides de
diferentes espécies. Em invertebrados, os efeitos do MeHg foram relacionados ao
dano ao crescimento e segmentagdo do corpo, atraso do desenvolvimento e na
maturacdo de células nervosas e morte do embrido (Martin et al., 1981; Kraus et
al., 1988; Itow et al., 1998; Botton, 2000; Rand et al., 2009; McElwee e Freedman,
2011). Em vertebrados, a exposicdao ao MeHg esta associada a alteragdes nos
anexos embrionarios, atraso no desenvolvimento, reducdo de indices somaticos,
alteragcdo em proteinas relacionadas ao ciclo celular, alteragbes hematoldgicas,
edemas corporais, alteragdes na capacidade do volume cardiaco, no batimento
cardiaco, os quais podem contribuir para a morte embrionaria (Samson e Shenker,
2000; Diaz et al., 2004; Yu et al., 2016; DeBofsky et al., 2018; Qiu et al., 2022;
Ronconi-Kruger et al., 2022).
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Diante da variedade de estudos mencionados, é fundamental considerar a

complexibilidade da embriogénese vascular inicial e a formagdo dos vasos
sanguineos em embrides. Nesse contexto, o desenvolvimento dos vasos
extraembrionarios, é necessario para a nutricdo e oxigenacao inicial do embrido. A
formagdo dos vasos cardiacos € essencial para a correta vascularizagdo do
coragao e para o suporte do volume e batimento cardiaco. O desenvolvimento do
figado é necessario para a hematopoiese, enquanto o desenvolvimento dos vasos
pulmonares € importante para a futura capacidade de troca gasosa apds o
nascimento. Alteragdes significativas nesse sistema durante o desenvolvimento
embrionario, como as induzidas pelo MeHg, podem resultar em disfungdes graves
e potencialmente levar @ morte embrionaria devido a falha na circulagdo sanguinea
e oxigenagao adequada dos tecidos. De tal modo, é importante compreender que o
sistema vascular dos vertebrados € composto por uma rede altamente organizada
e ramificada, composta por artérias, veias e capilares, que permite a troca de
nutrientes e oxigénio os quais sdo bombeados pelo coragdo na corrente sanguinea
(Folkman, 1995).

A formacgao dos vasos sanguineos durante o desenvolvimento embrionario
envolve dois processos sucessivos, a vasculogénese e a angiogénese. A
vasculogénese € o processo envolvido na formagao dos vasos e na especificagao
do endotélio por células precursoras do mesoderma (Risau e Flamme, 1995; Drake
e Fleming, 2000). A vascularizagado é estabelecida antes do batimento cardiaco e
recebe o primeiro débito circulatério. Apds, ocorre a expansido da rede vascular
através da angiogénese, com brotamento de vasos a partir de vasos
pré-existentes. Esse processo leva ao remodelamento do sistema vascular primario
em um sistema vascular mais complexo (Carmeliet, 2000; Herbert e Stainier, 2011;
Potente e Carmeliet, 2017) (Figura 2).
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Figura 2 - Modelos de vasculogénese e angiogénese na formagao de vasos
sanguineos embrionarios.

VASCULOGENESE

Células endoteliais progenitoras
_~You angioblastos

g %) —

llhotas
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/ ANGIOGENESE

e 0 ) Vaso pré-exlstente

Vaso pré-existente

Celulas tip

Fonte: modificado de Negri et al., 2020.

A formacgao de vasos € um processo mediado por moléculas sinalizadoras
que incluem fatores de crescimento e proteinas de adesdo celular. Essas
moléculas coordenam a proliferagdo, migracdo e diferenciagdo de células



22
endoteliais durante todo o processo e permitem a interagdo das células endoteliais

com as células circundantes (Adams e Alitalo, 2007; Herbert e Stainier, 2011).

Assim, sdo formados os vasos extraembrionarios e intraembrionarios, os
quais diferem com relagdo ao local de formagcdo e fungdo. Os vasos
extraembrionarios se desenvolvem nos anexos embrionarios, tendo a funcdo de
fornecer e transportar nutrientes e oxigénio ao embrido, além de remover residuos
do metabolismo embrionario. Enquanto que, os vasos intraembrionarios fazem
parte do embrido e permitem a irrigacdo adequada dos 6rgaos em formacéao, além
de fornecer e transportar nutrientes e oxigénio, possibilitando o crescimento e
diferenciagao entre os vasos (Drake e Fleming, 2000; Iruela-Arispe e Davis, 2009).
Logo, a morfogénese dessas duas redes vasculares € essencial para o
estabelecimento de sistemas funcionais durante o desenvolvimento embrionario
(Cleaver e Melton, 2003; Iruela-Arispe e Davis, 2009). No decorrer do processo de
formagdo do embrido, a rede vascular extraembrionaria e a rede vascular
intraembrionaria, auxiliam no desenvolvimento e na funcionalidade de 6rgaos vitais
como coracao, figado e pulmao.

O coragao, principal 6rgao do sistema cardiovascular e primeiro 6rgao
funcional no embrido, é formado a partir de um tubo de cédmara unica de origem
mesodérmica, que se organiza em Orgdo com quatro camaras em aves e
mamiferos. Essa organizacado ocorre através da migragao das células precursoras
do coragao para a regido da placa lateral mesodérmica, que logo se organiza em
um campo cardiaco primitivo. Este campo formara um tubo endotelial simples que
comeca a pulsar de maneira ritmica. A medida que o desenvolvimento prossegue,
esse tubo passa por diferentes dobramentos e septagdes, dando origem as quatro
camaras cardiacas (Yutzey et al., 1995; Buckingham et al., 2005). Essa septagao é
fundamental para um sistema cardiovascular eficiente, permitindo a separagao da
circulagao pulmonar e sistémica (Al Naieb et al., 2013). Assim, com a formagao das
quatro camaras, o coragdo comega a bombear o sangue de maneira mais
organizada, impulsionando o0 sangue oxigenado para a circulagdo sistémica e o
sangue desoxigenado para a circulacdo pulmonar através dos vasos sanguineos
(Lindsey et al., 2014).
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Ao mesmo tempo, os cardiomiocitos, que sao as células que constituem a

musculatura cardiaca, desempenham a funcédo contratil. Essas células sé&o
diferenciadas a partir das células progenitoras cardiacas que comegam a expressar
proteinas especificas da contragdo, como actina, miosina e troponinas. O aparato
contratil dos cardiomiocitos € composto por sarcdmeros, que sao unidades
repetitivas organizadas de actina e miosina. As troponinas, em particular, séo
essenciais para a regulagdo da contragdo muscular. Elas incluem a troponina C,
que se liga ao calcio; a troponina |, que inibe a interacéo entre actina e miosina na
auséncia de calcio; e a troponina T, que liga o complexo de troponina a
tropomiosina, ajudando a posiciona-lo corretamente no filamento de actina (Solaro
e Rarick, 1998; Gordon et al. 2000).

Ainda, os cardiomiécitos n&o apenas permitem a contracdo e o
bombeamento sanguineo, mas interagem com as células endoteliais (Figura 3). As
células endoteliais no coracdo, além de formarem a camada interna dos vasos
sanguineos, também participam da formacgéo das valvulas cardiacas. A interagao
entre os cardiomidcitos e as células endoteliais, esta envolvida na coordenacéo da
contracao e da vascularizacao (Cleaver e Melton, 2003). Primeiramente, as células
endoteliais liberam fatores paracrinos, como o6xido nitrico (NO), que ajudam a
regular o tbnus vascular e a perfusao sanguinea no tecido cardiaco (Sandoo et al.
2010). Ainda, a sinalizacdo mediada por fatores de crescimento permitem a
diferenciagao celular necessaria para o desenvolvimento do coragdo funcional
(Iruela-Arispe e Davis, 2009; Red-Horse et al., 2010).

Figura 3 - Desenvolvimento cardiaco de embrides: Da estrutura tubular as quatro
cavidades e organizacao sarcomérica dos cardiomiécitos.
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Fonte: elaborado pela autora.
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O figado, embora nao esteja diretamente envolvido na circulagao sanguinea,

desempenha fungdo hematopoiética inicial e posterior regulagdo metabdlica nos
embrides. Este 6érgdo desenvolve-se a partir da endoderme do intestino anterior,
com a formacdo da placa hepatica em resposta a sinais provenientes do
mesoderma, mais especificamente do septo transverso e do mesoderma cardiaco.
A medida que essas células endodérmicas se proliferam, se organizam para formar
a placa hepatica, que posteriormente se invagina para dentro do septo transverso,
uma estrutura mesodérmica. A interagcdo entre as células endodérmicas e as
células mesenquimais é fundamental para a formacao adequada do figado com
sua morfologia formada por diferentes tipos celulares e com estrutura tecidual
densa e organizada em corddes. Assim, inicia-se a diferenciacdo de células
endodérmicas em células hepaticas precursoras, como hepatoblastos e
colangioblastos (Gualdi et al., 1996; Zorn, 2008; Pulikanti et al., 2010; Golub e
Cumano, 2013; Gordillo et al., 2015).

As células hepaticas formam corddes celulares organizados, conhecidos
como corddes hepaticos, que se dispdéem em torno dos sinusoides hepaticos.
Esses sinusodides hepaticos, sdo formados pelas células endoteliais que comegam
a migrar para o figado em desenvolvimento e sdo capilares especializados com
grandes poros ou fenestragées nas células endoteliais, que permitem a passagem
facil de moléculas, proteinas e outras substancias entre o sangue e os hepatdcitos.
Essas fenestragcbes sao maiores do que aquelas encontradas em outros tipos de
capilares, facilitando uma troca mais eficiente de substéncias (Jungermann e
Katz,1982) (Figura 4).
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Figura 4 - Organizacao da estrutura hepatica de vertebrados com detalhe da

vascularizagao.
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Fonte: elaborado pela autora.

Além disso, as células endoteliais hepaticas produzem sinais que
influenciam a proliferagcao, diferenciacéo e fungao dos hepatdcitos. Os hepatdcitos
desempenham multiplas fungdes essenciais, incluindo a sintese de proteinas, a
detoxificagdo e a regulacdo do metabolismo de carboidratos e lipidios. Esse
ambiente vascularizado permite ao figado desempenhar suas fungbes metabdlicas
e hematopoiéticas desde os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario
(Pulikanti et al., 2010; Golub e Cumano, 2013; Gordillo et al., 2015).

O pulméo é um 6érgao que também tem origem no endoderma do intestino
primitivo anterior, a partir do broto pulmonar que se forma no assoalho faringeo. O
broto cresce e se bifurca para formar os brénquios primarios, que dardo origem aos
pulmdes direito e esquerdo. Posteriormente, os brédnquios se ramificam ainda mais
para formar as estruturas da arvore brdonquica. Durante esse processo, 0
mesénquima esplancnico forma o parénquima pulmonar e 0os vasos sanguineos

pulmonares (Gilbert, 2020). Nos mamiferos, os bronquios terminam em bronquiolos
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terminais e sacos terminais (ou alvéolos), enquanto nas aves, eles se conectam

aos brénquios terciarios (parabrénquios) (Stabellini et al., 2001; Silverthorn, 2017)
(Figura 5). As trocas gasosas em ambos 0s grupos sao possibilitadas pela
diferenciagcdo do epitélio respiratério. Nos mamiferos, essa diferenciagao forma
ductos alveolares e, posteriormente, alvéolos, cuja estrutura frouxa e rica em
pequenos vasos torna-se funcional apds o nascimento, permitindo as trocas
gasosas necessarias para a sobrevivéncia (Costa et al., 2001; Cardoso e LU, 2006;
Jia et al., 2017).

Nesse periodo, € que a vascularizagcdo aumenta significativamente,
preparando o tecido para a fungdo principal dos pulmbes e surgem entdo, as
células epiteliais cubicas precursoras dos pneumdcitos tipo | e tipo Il. Os sacos
alveolares comegam a ser revestidos por pneumacitos tipo | e tipo I, sendo que os
pneumacitos tipo Il iniciam a produgao de surfactante, essencial para reducao da
tensao superficial nos alvéolos. Ja os pneumacitos tipo | sdo células responsaveis
pelas trocas gasosas devido a sua espessura fina, facilitando a difusdo de gases
entre os alvéolos e os capilares sanguineos, formando uma relagao alvéolo-capilar
entre pneumdacitos tipo | e células endoteliais dos capilares, que permitira a troca
eficiente de oxigénio e dioxido de carbono entre o ar nos alvéolos e o sangue nos
capilares. No entanto, é importante destacar aqui, que o desenvolvimento do
pulmdo nao termina até o nascimento. O desenvolvimento do pulmdo e o
amadurecimento dos alvéolos continua apds o nascimento, prosseguindo até
aproximadamente os oito anos de idade em humanos, estabelecendo uma rede
completa de capilares que envolvem os alvéolos. A coordenagdo entre a
diferenciacao celular, a formacao de estruturas anatdémicas e o estabelecimento de
mecanismos como a produgdo de surfactante garantem que o recém-nascido
possa respirar de maneira eficiente ao nascer (Kotton & Morrisey, 2014; Whitsett e
Alenghat, 2015; Zacharias et al., 2018).
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Figura 5 - Organizacao da estrutura pulmonar destacando os brénquios primario,

secundario e parabrdonquio, além de células epiteliais colunares e cubicas.
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Fonte: elaborado pela autora.

A cinética que envolve o fluxo sanguineo extraembrionario e
intraembrionario esta relacionada ao aporte hematopoiético, ao bombeamento
sanguineo e a posterior troca gasosa. Esses processos constituem as principais
adaptagdes cardiovasculares iniciadas no desenvolvimento embrionario, permitindo
o adequado funcionamento na infancia e na vida adulta (Jaddoe et al., 2014; Burton
e Jauniaux, 2018). O ténus vascular tem papel fundamental no controle da pressao
sanguinea, sendo as células endoteliais responsaveis pelo revestimento da parede
interna dos vasos, incluindo a regulacdo do didmetro dos vasos através de
compostos como o oxido nitrico (Furchgott e Zawadzki, 1980; Cines et al., 1998;
Pober e Sessa, 2007; Forstermann e Sessa, 2012). Ainda o tbnus vascular auxilia
no ajuste da resisténcia vascular periférica, que influencia na pressao arterial
sistémica, permitindo a regulagcdo adequada e o fluxo sanguineo constante para
todos os tecidos em crescimento no embrido (Jaddoe et al., 2014; Burton e
Jauniaux, 2018). Além disso, os cardiomiécitos e hepatécitos contribuem

indiretamente para o controle do ténus vascular por meio de sinais paracrinos e
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endocrinos que afetam a funcédo das células endoteliais e a homeostase vascular

(Rui, 2014; Tabas et al., 2015; Morales-Ruiz et al., 2017; Pi et al., 2018). O ténus
vascular garante que coragao, figado e pulmdes recebam o suprimento sanguineo
rico em nutrientes e oxigénio, além de contribuir para a remogao de residuos do
metabolismo (Cines et al., 1998; Forstermann e Sessa, 2012).

Esse tbnus, quando bem regulado, € essencial ndo apenas para o
desenvolvimento normal, mas também para a resposta a situacbes de estresse
durante o desenvolvimento embrionario. Em condicbes de estresse, como a
hipdxia, o tdnus vascular pode ser ajustado para assegurar a manutengao do fluxo
sanguineo adequado e a oxigenagdo dos tecidos. A hipoxia, por exemplo,
desencadeia a produgédo de fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
NO, que promovem a angiogénese e a vasodilatagdo, ajudando a aumentar o
fornecimento de oxigénio aos tecidos comprometidos (Giordano, 2005; Semenza,
2012). A resposta adaptativa ao estresse também envolve a ativacdo de vias de
sinalizagdo celular que promovem a sobrevivéncia e a protegdo das células
vasculares. Assim como, na ativacdo de proteinas quinases e a regulacado de
genes de resposta ao estresse, as quais contribuem para a resisténcia das células
endoteliais a danos e a manutengdo da integridade vascular (Sitia et al., 2010).
Essas respostas séo criticas para evitar a disfungdo cardiovascular e garantir o
desenvolvimento normal do embrido.

Nesse sentido, considerando os efeitos do MeHg sobre criangcas e a
escassez de estudos que abordem a toxicidade do MeHg no desenvolvimento da
vasculatura extraembrionaria e intraembrionaria, com foco em 6rgaos de diferentes
origens embrionarias como coragao, figado e pulm&o. Propomos aqui as seguintes
hipoteses:

o A exposicdo ao MeHg durante o desenvolvimento embrionario leva a
alteragdes morfoldégicas nos vasos sanguineos extraembrionarios e
intraembrionarios, especialmente nos vasos do coragao, figado e pulméao de
embrides.

» O MeHg interfere na integridade das células endoteliais, alterando o

conteudo de moléculas como VEGF e VCAM, dos vasos extraembrionarios,
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coragao, figado e pulméo, levando a disfungdes vasculares durante o

desenvolvimento embrionario.

O MeHg induz alteragées na morfologia dos cardiomiocitos, hepatécitos e
células epiteliais pulmonares, comprometendo a fungéo dessas células nos
orgaos em desenvolvimento.

O MeHg induz a redugao da massa corporal e dos 6rgaos (coragao, figado e
pulméo) em embrides, refletindo o efeito sistémico da toxicidade do MeHg

no embrido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do metilmercurio (MeHg) no desenvolvimento dos

vasos sanguineos extraembrionarios e intraembrionarios, assim como nos

cardiomiécitos, hepatocitos e células epiteliais pulmonares de embrides de Gallus

domesticus.

2.2 Objetivos Especificos

VI.

VII.

Avaliar os efeitos do MeHg na morfologia dos vasos sanguineos
extraembrionarios e dos 6rgaos coragao, figado e pulmé&o;

Investigar o conteudo de VEGF, VCAM moléculas relacionadas a integridade
e a estabilidade dos vasos extraembrionarios, do coragao, figado e pulméao;
Correlacionar as alteragdes no conteudo de moléculas VEGF, VCAM e cTnl
com as mudangas na morfologia e fungdo vascular dos vasos
extraembrionarios, coragao, figado e pulméao;

Investigar as alteragdes induzidas pelo MeHg na morfologia e nos
componentes celulares dos cardiomiécitos, hepatécitos e células epiteliais
pulmonares.

Investigar o conteudo de cTnl, molécula relacionada a contratilidade
cardiaca e a organizagao dos sarcoOmeros;

Avaliar a presenga e disponibilidade de polissacarideos &acidos nos
hepatdcitos e células epiteliais pulmonares;

Avaliar o efeito sistémico do MeHg sobre a massa corporal e dos 6rgaos
coragao, figado e pulmao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico

Neste trabalho foram utilizados embrides G. domesticus (linhagem Hy-Line
Brown) como modelo de estudo, provenientes de ovos fertilizados doados pela
Fazenda Experimental da Ressacada, do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina (CCA/UFSC). Os ovos foram
transportados ao Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal
(LRDA/UFSC) e neste laboratério, os ovos foram mantidos em repouso por 24
horas a temperatura de 20°C e posteriormente incubados a 37,5°C (+ 0,5) e 65%
de umidade do ar em incubadora Golden. Os procedimentos adotados neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC —
protocolo n°® 5843231018.

3.2 Delineamento dos grupos experimentais
Foram propostos os seguintes grupos experimentais:

- Grupo exposto ao MeHg (n = 45 embrides, em 3 repeticbes experimentais
independentes, com 15 embrides cada): embrides com um dia € meio de incubacgao
(E1,5) receberam 0,1 ug MeHg/50 pL de solugao salina a 0,9% administrado junto
a vascularizagado extraembrionaria, menor dose que induz sinais de toxicidade,
conforme Carvalho et al., (2008).

- Grupo controle (n = 45 embrides, em 3 repeticbes experimentais
independentes, com 15 embrides cada): embrides em E1,5 receberam 50 pyL de
solugdo salina a 0,9%, administrado junto a vascularizagéo extraembrionaria.

Diariamente, os embrides foram monitorados através da abertura da casca,
para controle da sobrevivéncia pela andlise do aspecto do embrido e da
vascularizagao embrionaria. Em E10, os embrides foram retirados da incubadora e
dessensibilizados a 4°C por 15 minutos para interromper seu desenvolvimento
(Leland et al., 2019). Os vasos extraembrionarios foram coletados com o auxilio de
um papel filtro, e os embrides foram removidos das membranas dos ovos. Apds a
remogao, os embrides foram pesados e eutanasiados por decapitagao (Leland et
al., 2019) (Figura 6).
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Coracgao, figado e pulmao foram dissecados e a massa fresca dos 6rgaos

foi obtida para calculo do indice somatico (IS) e submetidos aos procedimentos de
preparo para as técnicas de dosagem de nitrato e nitrito (NOXx), analises teciduais,
imuno-histoquimica e para o coragdo, amostras foram destinadas a microscopia
eletrénica. As idades de tratamento e analise escolhidas para este trabalho se
justificam pelo fato de que em E1,5 (idade de tratamento), o coragéo, o figado e os
pulmdes estdo em processo inicial de formagdo. Em E10 (idade de analise), o
coragao apresenta os ventriculos cardiacos individualizados e com trabéculas nas
suas paredes internas; o figado apresenta l6bulos e corddes hepaticos formados e
o pulmao apresenta bronquios organizados cuja células estdo em diferenciagao
(Kingsbury et al., 1956; Al Naieb et al., 2013; Mellouk et al., 2018).

Figura 6 - Desenho experimental de exposi¢cao in ovo ao metilmercurio com o
modelo embrionario de Gallus domesticus
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3.3 Dosagem de nitrato e nitrito (NOx)

Os niveis de NOx foram avaliados através da quantificagcdo da
concentragdo de nitrito e nitrato (n = 9 embrides/grupo). Primeiramente, as
amostras de tecido foram homogeneizadas em tampao de sacarose com 50 mM de
Tris-HCI + 1 mM de ditiotreitol + 10 uyg/mL de inibidor de tripsina de soja + 10
mg/mL de fenilmetilsulfonilfluoreto (pH 7,2) e centrifugados a 30.000 x g a 4°C. As
amostras foram desproteinizadas com sulfato de zinco e submetidas a enzima
redutase de nitrato (obtida a partir de Escherichia coli) a 37°C para converter o
nitrato em nitrito. As amostras foram centrifugadas a 30.000 x g a 4°C, o
sobrenadante foi coletado e adicionado ao reagente de Griess (Granger et al.,
1990). A reagao colorimétrica foi lida em espectrofotdmetro a 540 nm. Uma curva
padrao de nitritos foi feita simultaneamente para correlagdo da concentragao obtida
nas amostras. Os resultados foram expressos em uyM NOx, conforme descrito por
Duma et al. (2011).

3.4 Morfometria dos vasos extraembrionarios

Os vasos extraembrionarios foram analisados in ovo utilizando micrografias
obtidas em estereoscoépico (Olympus SHZ10) em E10, para determinar o numero e
didmetro dos vasos extraembrionarios foi utilizado o software ImagedJ (NIH) (n = 10
embrides/grupo). O numero de vasos foi obtido por contagem direta/visual das
imagens registradas. Foram realizadas trés medigdes de didmetro de cada vaso.
Assim, considerando essas medidas, foram determinadas classes de calibre dos

vasos (Apéndice A).

3.5 Processamento histolégico e coloragao

Os vasos extraembrionarios, o coracao, o figado e o pulmao foram fixados
em formaldeido a 4% por 24 h e mantidos em etanol a 70%, para inclusdao em
parafina. A desidratacao foi realizada em série crescente de etanol (70% - 100%)
por 1 h cada, a diafanizacdo em dois banhos de xilol por 5 min cada, ou até que o
tecido estivesse translucido. Apds, foram realizados trés banhos em parafina por 1
h cada a 57°C, exceto para os vasos extraembrionarios que passaram por 20 min

em cada parafina. As amostras foram orientadas para realizacido de secgdes a 6
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MM de espessura em microtomo rotativo (Olympus CUT 2020A). As secgdes foram

dispostas em laminas histologicas de modo que em cada lamina tivessem secgdes
dos grupos controle e exposto ao MeHg.

Para caracterizagcdo da micromorfologia de vasos extraembrionarios, do
coragao, figado e pulmao, as secgdes foram desparafinizadas com dois banhos de
xilol por 5 min cada, seguidos da reidratacdo em série decrescente de etanol
(100% - 70%) por 10 min cada. Em seguida, as laminas foram mantidas em agua
corrente por 10 min, as secgdes foram coradas com Hematoxilina de Harris por 25
seg, passagem por agua corrente por 10 min, seguida de Eosina aquosa a 1% por
20 seg. O excesso dos corantes foi removido com um banho de agua destilada por
5 min. As secc¢des foram desidratadas em série de etanol crescente (70% - 100%)
por 5 min, diafanizadas em xilol por 5 min e montadas com Entellan.

As seccgbes foram destinadas as analises de morfologia dos tecidos e
morfometria dos vasos, histoquimica com azul de toluidina (figado e pulmao) e

imuno-histoquimica.

3.6 Analise morfométrica dos vasos cardiacos, hepaticos, pulmonares,
bronquios, células endoteliais, hepatocitos e células epiteliais pulmonares
O diametro e o numero dos vasos cardiacos, hepaticos e pulmonares foram
determinados apenas quando os vasos apresentavam-se em perfis transversais,
utilizando microscopio (Olympus CBA) com ocular micrométrica acoplada (aumento
40x) e por contagem direta (aumento 4x) (n = 10 embrides/grupo). Considerando o
diametro e a morfologia dos vasos do coragao, foram estabelecidas classes de
artérias e de veias de acordo com os seus calibres. Para o figado e pulmao, a
morfologia dos vasos néo permitia a diferenciagédo do tipo vascular (veia ou artéria),
0 numero e o diametro dos vasos foram determinados através dos vasos circulares
visiveis em um mesmo corte histolégico (n = 11 embrides/grupo). Considerando o
didmetro dos vasos hepaticos e pulmonares, foram estabelecidas classes. Ainda,
considerando a organizagéo do pulmao em bronquios, o didmetro dos brénquios foi
obtido e foram determinadas classes (Apéndice A).
O diadmetro das células endoteliais, hepatécitos e das células epiteliais

pulmonares foi determinado nas secg¢des frontais do figado e do pulmao utilizando
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microscoépio (Olympus CBA) com ocular micrométrica acoplada (aumento 100x).

Para cada célula, foram obtidos o maior e o menor didmetro.

3.6.1 Presenca e disponibilidade de polissacarideos acidos no tecido
hepatico e no tecido pulmonar

Para caracterizagdo da presenga de polissacarideos acidos, no figado e no
pulmao, foram realizadas a coloragdo das laminas com azul de toluidina 3,5%. As
seccoes foram desparafinizadas com dois banhos de xilol por 2 min cada, seguidos
da re-hidratagdo em série decrescente de etanol (100% - 70%) por 4 min cada. A
seguir, as laminas foram imersas em azul de toluidina 0,5% por 5 seg, lavadas com
agua corrente por 10 min. As secgcbes foram desidratadas em série de etanol
crescente (70% - 100%) por 5 min, diafanizadas em xilol por 2 min e montadas com
Entellan. Apéds, a analise de polissacarideos acidos no tecido hepatico e pulmonar
foi realizada utilizando micrografias obtidas em microscopio (Nikon 80i) e avaliada
através da area ocupada em pixels/um usando o software Imaged (n = 11
embrides/grupo ; 15 micrografias/embrido). Para o tecido hepatico, a area
estabelecida foi de 5,27 x 5,27, justificada pelo preenchimento completo da area
por um lébulo hepatico, assim como pelos hepatdcitos adjacentes aos vasos. Para
o tecido pulmonar, a area estabelecida foi de 2,64 x 2,64, metade da area usada no
tecido hepatico e suficiente para ser preenchida pela parede dos brénquios, assim

como pelas células do parénquima no pulmé&o.

3.6.2 Quantificagao de lipidios no tecido hepatico

A analise do perfil lipidico no tecido hepatico foi realizada utilizando
micrografias obtidas em microscoépio 6ptico (Nikon 80i) com coloragdo de HE (n =
11 embrides/grupo; 15 micrografias/embriao). Os perfis lipidicos foram observados
através dos espagos ocupados por goticulas lipidicas, que foram removidas pelo
xilol. Com o numero de goticulas e tamanho observados, foi utilizado o método de
Braun et al. (2001) adaptado. Para isso, foi gerada a média entre a massa fresca
do figado dos embrides controle e expostos ao MeHg. Em seguida, a porcentagem
de goticulas foi determinada pela equagao: (numero de goticulas/massa fresca do

figado) x 100. O numero de goticulas e o tamanho médio, foi determinado usando
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escores de 1 a 3, sendo 1 determinado para goticulas pequenas e 3 para goticulas

grandes. Para determinar a intensidade do dano gerado pelo numero de goticulas
por figado, utilizou-se uma equagdo que pondera a pontuagdo do numero de
goticulas em diferentes categorias, multiplicando cada pontuagao pelo respectivo
peso das goticulas, somando esses valores, dividindo pela massa fresca do figado

e multiplicando o resultado por 100.

3.7 Marcacoes celulares por imuno-histoquimica

Para verificar a formacéao e integridade vascular foi quantificado o conteudo
de VEGF (do inglés, Vascular Endothelial Growth Factor) e VCAM (do inglés,
Vascular Cell Adhesion Molecule) em vasos extraembrionarios, coragao, figado e
pulmao (n = 10 embrides/grupo para vasos extraembrionarios e coracdo e n = 11
embrides/grupo para figado e pulméo). E para verificar a contratilidade cardiaca foi
quantificado o conteudo de cTnl (do inglés, Cardiac Troponin I). As secgdes foram
desparafinadas com dois banhos de xilol por 5 min cada, seguidos da reidratacao
em seérie decrescente de etanol (100% - 70%) por 10 min cada. O bloqueio de
peroxidases enddégenas foi feito com banho de perdxido de hidrogénio:metanol
(1:2), seguido da inativacao dos sitios inespecificos, com soro fetal bovino (BSF, do
inglés Bovine Fetal Serum) a 5% com tampao PBS (do inglés, Phospate Buffered
Saline) + Triton X-100 a 0,1% por 40 min. Em seguida, foi realizada a incubagéao
com os anticorpos primarios anti-VEGF IgG (1:100), anti-VCAM IgG (1:100),
anti-cTnl IgG (1:100) a 4°C por 12 h em cédmara umida. As sec¢des foram lavadas
trés vezes em tampao PBS + Triton X100 a 0,1% por 10 min e incubadas com os
anticorpos secundarios IgG anti-rabbit conjugado com peroxidase (1: 200), IgG
anti-mouse conjugada com peroxidase (1: 200), IgG anti-rabbit Alexa Fluor 488 (1:
200), correspondentes aos anticorpos primarios respectivamente, por 3 hs a
temperatura ambiente. As marcacdes foram evidenciadas com solugcdo de 3-3’
diaminobenzidina (DAB) diluido em PBS com perdxido de hidrogénio a 10% e
montadas com meio de montagem Entellan, para quantificagdo. No caso das
laminas de cTnl + Alexa Fluor 488, os nucleos foram evidenciados com solucéo de

4',6-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI) diluido em PBS e foram montadas com meio de
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montagem GelMount. A quantificagdo das imunomarcagdes foi realizada em

microscoépio de luz, com auxilio da graticula de Weibel n°® 2 — M42.

3.8. Analise dos sarcomeros do coragao

Para a observagao dos sarcOmeros cardiacos, fragmentos dos ventriculos
foram fixados em glutaraldeido a 2,5% + paraformaldeido a 4% + sacarose a 2%
em tampao cacodilato de sédio a 0,1 M (pH 7,2), durante 12 h a 4°C. Em seguida,
foram realizadas lavagens com o tampao de cacodilato de sédio a 0,1 M (pH 7,2).
As amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% em tampao cacodilato
de sédio a 0,1 M (pH 7,2), por 2 h a temperatura ambiente. Apds, as amostras
foram desidratadas em uma série crescente de acetona (30% - 100%) por 15 min
cada. Logo, as amostras foram infiltradas com resina Spurr em séries graduais de
acetona-resina Spurr (3:1 - 1:3) por 12 h cada, seguidas de duas infiltragdes em
resina pura por 12 h e polimerizadas em estufa a 70°C por 24 h. As seccgdes
ultrafinas foram realizadas com navalha de diamante em ultramicrétomo e,
posteriormente, foram contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de
chumbo a 1%. As secg¢des foram observadas e fotografadas no microscopio
eletrbnico de transmissédo (MET), modelo JEM-1011 TEM (TEM 80 kV)
(LCME/UFSC). Foi realizada a contagem direta dos sarcémeros (n = 3
embrides/grupo; 10 micrografias/embrido), e a morfometria realizada através do

software Imaged.

3.9. Andlises estatisticas

Os tamanhos das amostras foram determinados pela férmula n =
(1.96.S/L)?, onde S = desvio padrdo das médias preliminares de cinco embrides e L
= 10% da média preliminar (Miot, 2011). Os dados morfométricos e quantitativos
foram analisados no programa GraphPad, sendo a normalidade dos dados testada
previamente. As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student
ou teste ANOVA unidirecional, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Diferengas
significativas foram consideradas, quando p < 0,05. Os dados foram apresentados

em valores de média * erro padrdo da média.
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CAPITULO 1

Este capitulo contempla artigo publicado na revista Journal of Applied

Toxicology (2024), ISSN 1099-1263, Impact Factor 3.3/2022, Qualis/CAPES A2.
Doi: https://doi.org/10.1002/jat.4661

A hipotese central estabelecida para o artigo foi de que exposi¢ao ao MeHg

durante o desenvolvimento embrionario induz danos na formacdo de vasos

sanguineos na area extraembrionaria e no coragdo, comprometendo a fungao

contratil do coracéo.

Foram parcialmente contemplados os objetivos especificos da tese:

VI.

Avaliar os efeitos do MeHg na morfologia dos vasos sanguineos
extraembrionarios e dos 6rgaos coracéo, figado e pulmao;

Investigar o conteudo de VEGF, VCAM moléculas relacionadas a integridade e
a estabilidade dos vasos extraembrionarios, do coragao, figado e pulmao;
Correlacionar as alteragdes no conteudo de moléculas VEGF, VCAM e cTnl
com as mudangas na morfologia e fungcdo vascular dos vasos
extraembrionarios, coragao, figado e pulméao;

Investigar as alteragdes induzidas pelo MeHg na morfologia e nos
componentes celulares dos cardiomidcitos, hepatocitos e células epiteliais
pulmonares.

Investigar o conteudo de cTnl, molécula relacionada a contratilidade cardiaca e
a organizagao dos sarcOmeros;

Avaliar o efeito sistémico do MeHg sobre a massa corporal e dos 6rgaos

coragao, figado e pulmao.

As metodologias apresentadas na tese e contempladas no artigo foram:

3.3 - Dosagem de nitrito e nitrato (NOx)

3.4 - Morfometria dos vasos extraembrionarios

3.5 - Processamento histoldgico e coloragao

3.6 - Analise morfométrica dos vasos cardiacos, hepaticos e pulmonares,

brénquios, e células endoteliais, hepatdcitos e células epiteliais pulmonares

3.7 - Marcagdes celulares por imuno-histoquimica

3.8 - Analise dos sarcdmeros do coragao

3.9 - Andlises estatisticas
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Figura 7 - Graphical abstract do artigo “Exploring developmental MeHg impact on

extraembryonic and cardiac vessels and its effect on cardiomyocyte contractility’.
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1 | INTRODUCTION

Yara Maria Rauh Miiller | Evelise Maria Nazari

Abstract

The toxicity of methylmercury (MeHg) during embryonic development is a relevant
izsue that remains unclear and deserves investigation. In this sense, there is evidence
thiat links the intake of contaminated food with cardiovascular pathologies in human
adults and children. Thus, this study aimed to werify the impact of MeHg on the
structure and integrity of extraembryonic and cardiac blood vessels and the contrac-
tile function of cardicmyocytes, also evaluating embryonic weight and the cardioso-
miatic index (CS1). Thus, chicken embryos, used as an experimental model, were
exposed to a single dose of 0.1 pg MeHg/50 pl saline at E1.5 and analyzed at E10.
After exposure, an increase in the number of extraembryonic blood vessels and the
veins of the cardiac tissue was observed. These increases were accompanied by a
reduction im the content of VEGF and VCAM proteins related to vessel growth and
adhesiveness. Together, these results were related to reduced nitrite (MOx) levels,
Furthermore, MeHg reduces the number of sarcomeres and increases the content of
cardiac troponin | (cTnl), a protein that regulates contraction. In general, exposure to
MeHg affected the integrity of extraembryonic and cardiac vessels and the contrac-
tile function of cardiomyocytes, which had a systemic impact evidenced by the
reduction in embryonic weight gain and C51L.

KEYWORDS
cardiabaxicity, embryo, cardiac troponin, VEGF/VCAM proteins, vessal diameater cabagary

different model organisms are used Lo investigate the most toxic form
of mercury, methylmercury (MeHE, in the cardiovascular system dur-

edToxicology WILEY

Human exposure to mercury (s assoclated with the consumption of
contaminated food, such as fish, and there is evidence linking this
intake to cardiovascular pathologies in adults and children, as dermon-
strated 0 human tssue and model organism studies  (Adridi
et al, 2014; Bridges & Zalups, 2017, Fillon et al, 2006; Grotte
et al, 2009: Inskip & Plotrowskl, 1985 Kostynlak, 1983 Peppriell
et al, 2020; Santos Ruybal et al, 2020; Stern, 3005; Valera
et al., 2001; Valera et al., 2014; Wildemann et al., 20150 These studies
have shown that vandng concentrations of mercury can cause impair-
renits to organisms, with values ranging from 1.3 ng/g to 1,607 pg'ke
of body weight. However, the effects of mercury on cardiovascular
devedopment in embryos and fetuses remain unclear. In this conbext,

ing the earlier life stages (Duan et al, 20164; Ronconi-Kriges
et al 2022 Takahashi & Shimohata, 201%).

For efmbryos/fetuses, the proper functioning of the cardiovascular
system and an adequate heartbeat help keep the metabolism balanced
(Maltepe & Celeste Simon, 199E] and the development and growth of
other organs and systems, The Tirst micreenvironment that comes into
contact with contamination by MeHg is the extraembryonic wessels,
ofganized in a network of blood vessels of large and small caliber
(Moyan et al., 2001,

Extraambryonic and intraembryanic vascular networks are estab-
lshed by processes of vasculogenesis and anglogenesis (Coffin &
Poole, 1988; Poole & Coffin, 198%; Riley & Smart, 2011; Risau &

T Appd Towiced, 2024:1-10

wikeyan g rary c o jeumal fat
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CAPITULO 2

Este capitulo contempla artigo a ser submetido na revista Toxicological
Research, ISSN 1976-8257, Impact Factor 2.3/2022, Qualis/CAPES A2

A hipotese central estabelecida para o artigo foi de que a exposicédo ao
MeHg altera o tamanho dos vasos sanguineos do figado e do pulmao, bem como a

morfologia dos hepatdcitos e células epiteliais pulmonares.

Foram parcialmente contemplados os objetivos especificos da tese:

I. Avaliar os efeitos do MeHg na morfologia dos vasos sanguineos
extraembrionarios e dos 6rgaos coracgao, figado e pulmé&o;

II.  Investigar o conteudo de VEGF, VCAM moléculas relacionadas a integridade
e a estabilidade dos vasos extraembrionarios, do coragao, figado e pulméao;

. Correlacionar as alteragdes no conteudo de moléculas VEGF, VCAM e cTnl
com as mudangas na morfologia e fungdo vascular dos vasos
extraembrionarios, coragao, figado e pulméao;

IV. Investigar as alteragbes induzidas pelo MeHg na morfologia e nos
componentes celulares dos cardiomiocitos, hepatocitos e células epiteliais
pulmonares.

V. Avaliar a presengca e disponibilidade de polissacarideos acidos nos
hepatdcitos e células epiteliais pulmonares;

VI.  Avaliar o efeito sisttmico do MeHg sobre a massa corporal e dos 6rgaos

coragao, figado e pulmao.

As metodologias apresentadas na tese e contempladas no artigo foram:

3.3 - Dosagem de nitrito e nitrato (NOx)

3.5 - Processamento histologico e coloragao

3.6 - Anadlise morfométrica dos vasos cardiacos, hepaticos e pulmonares,

brénquios, e células endoteliais, hepatdcitos e células epiteliais pulmonares

3.6.1 - Analise da presenca e disponibilidade de polissacarideos acidos nos
hepatdcitos e células epiteliais pulmonares

3.6.2 - Quantificacao de lipidios no tecido hepatico

3.7 - Marcagdes celulares por imuno-histoquimica e

3.9 - Analises estatisticas.
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Figura 8 - Graphical abstract do artigo “Methylmercury toxicity in the liver and lungs

during embryonic development”.
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Methylmercury toxicity in the liver and lungs during embryonic development

(Prepared to submit to the Toxicological Research, ISSN 1976-8257, Impact
Factor 2.3/2022, Qualis/CAPES A2)

ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is the most toxic organic mercury compound, affecting
environments and organisms, including human populations. Prenatal exposure to
MeHg is worrying, causing adverse effects on the central nervous and
cardiovascular systems, damaging the development of the heart and blood vessels,
according to in vitro and in vivo studies. Thus, vascularized tissues are potential
targets of MeHg exposure, even at low doses. This study investigated the impact of
a single exposure to MeHg on the development of the liver and lung in Gallus
domesticus, as well as the organization of hepatocytes and pulmonary epithelial
cells. Embryos were exposed to a single dose of 0.1 ug MeHg/50 uL saline at E1.5
and analyzed at E10 by measuring fresh mass, NOx concentration and performing
optical microscopy techniques. Exposure to MeHg resulted in changes in vascular
diameter and the size of endothelial cells in both organs, as well as changes in the
content of proteins related to vascular formation and integrity VEGF and VCAM.
Furthermore, the liver exposed to MeHg showed an increase in lipid droplets in
hepatocytes and an increase in NOx concentration, a parameter related to
inflammation. While the lung showed changes in cuboidal epithelial cells and
expression of surfactant precursor molecules. These results demonstrate specific
liver and lung responses to MeHg toxicity during embryonic development and
demonstrate the importance of understanding the underlying mechanisms and

potential health implications.

Keywords: Vessel diameter category; Endothelial cells; VEGF/VCAM

proteins; Hepatocytes; Pulmonary epithelial cells
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Introduction

Methylmercury (MeHg) is the most toxic organic mercury that can affect
environments and organisms, including impacting human populations (Grotto et al.,
2010; Wildemann et al., 2015; Peppriell et al., 2020; Rosa-Silva et al., 2020).
Prenatal exposure to MeHg is also an important issue, whose effects have been
well explored mainly in the central nervous system and cardiovascular system,
according to studies in in vitro and in vivo models (Huang et al., 2011; Robinson et
al., 2011; Ferreira et al., 2018; Bjarklund et al., 2022; Ronconi-Kriger et al., 2022).
Regarding cardiovascular impacts, it is known that this metal causes damage to the
development of the heart and cardiac blood vessels (Ronconi-Krlger et al., 2024).
However, all vascularized tissues are potentially targets for MeHg exposure, even at

low exposure doses.

Considering the highly vascularized characteristic of the liver and lungs,
MeHg can cause cellular damage in hepatocytes, pulmonary epithelial cells
(cuboidal and columnar) and endothelial cells, thus impacting organogenesis.
Consequently, changes in the cellular and tissue organization and function of these
cells can significantly disrupt embryonic and fetal development, negatively affecting
postnatal life (Warburton et al., 2010; Herriges and Morrisey, 2014 ; Jia et al., 2017).

As development progresses, the liver assumes a hematopoietic function
and, from the intermediate stages of development, begins its metabolic function by
assimilating fatty acids and undergoing oxidation in the liver tissue (Golub and
Cumano, 2013; Pulikanti et al., 2010). Moreover, during development, the lung does
not perform the gas exchange function. Instead, its morphogenesis branches to the
formation of the bronchial tree and, mainly, to the subsequent integration of the
terminal alveolar region with the endothelial capillary bed. This integration will
facilitate efficient gas exchange with the circulatory system after birth (Costa et al.,
2001).

In this context, studies demonstrated that MeHg can alter organs of
ectodermal origin, as the brain, cerebellum, neural tube (Carvalho et al., 2008;
Hassan et al., 2012; Perkins et al.,, 2017; Abbott and Nigussie, 2021). Likewise,
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studies with organs of mesodermal origin are also targets, as the heart and vessels

(Hirooka and Kaiji, 2012; Ronconi-Kruger et al., 2022; Ronconi-Kruger et al., 2024).
However, there is still a gap in studies on the development of organs of endodermal
origin in embryos exposed to MeHg, especially in highly vascularized structures with
distinct tissue organizations, such as the liver and lungs. Thus, the objective of this
study was to evaluate how a single exposure to MeHg in Gallus domesticus
embryos can affect the tissue development of organs of the same embryonic origin,
such as the liver and lung, focusing on the development of vessels and cells

adjacent to them, such as embryonic hepatocytes and pulmonary epithelial cells.

Material and methods
Exposure to MeHg

Fertilized eggs of Gallus domesticus (Hy-Line Brown strain) obtained from
the Laboratory of Poultry Science of the Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) were incubated at 37.5°C and 65.0% humidity. Completing E1.5, the
embryos were exposed to a single dose of 0.1 ug of methylmercury Il chloride
diluted in 50 pL of saline solution, administered into the yolk sac, close to the
vitelline vessels. Control group received exclusively 50 pL of saline solution.
Embryos were monitored daily in ovo until E10, anesthetized by cooling for 15 min
at 4-C, removed from egg membranes, euthanized by decapitation and masses
were measured to determine the somatic index (SI) (Leland et al., 2019). At E1.5,
the liver and lungs are in the initial process of formation, which justifies the age of
exposure (Kingsbury et al., 1956). Furthermore, the analysis was performed at E10,
the liver is made up of lobes and hepatic cords and the lungs are organized into
branching bronchi and undifferentiated mesenchymal cells (Kingsbury et al., 1956;
Mellouk et al., 2018). All animal experiments were approved by the Ethics
Committee on the Use of Animals at the Federal University of Santa Catarina
(protocol no. 5843231018), which follows the National Research Council's Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (2011). Additionally, the procedures were

performed in accordance with the Planning Research and Experimental Procedures
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on Animals: Recommendations for Excellence (PREPARE) and Animal Research:

Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines.
Nitrite (NOx) dosage

Liver and lung (n = 9 embryos/group) were sampled separately,
homogenized in cold buffer (320 mM sucrose, 50 mM Tris-HCI, 1 mM dithiothreitol,
10 pg/mL soy trypsin inhibitor, 10 mg/mL phenylmethylsulfonyl fluoride, pH 7.2) and
centrifuged at 30,000 x g for 30 min at 4°C. The samples were deproteinized with
zinc sulfate and submitted to the enzyme nitrate reductase (obtained from
Escherichia coli) for 3 h at 37°C to convert nitrate into nitrite. The samples were
centrifuged at 30,000 x g, the supernatant was collected and added to Griess
reagent (Granger et al., 1990). The colorimetric reaction of samples and the
standard curve was read at 540 nm and results were expressed in uM NOx

according to Duma et al. (2011).
Morphological analysis of liver and lungs

Livers and lungs (n = 11 embryos/group) were fixed in 4% formalin,
embedded in paraffin, sectioned at 6 ym and stained with hematoxylin and eosin
(HE) for histological routine. The diameter of vessels were determined in transverse
sections of the liver and lung when the vessels had circular profiles. The diameters
of the endothelial cells of the liver and lung, as well as adjacent and non-adjacent
hepatocytes, columnar and cuboidal epithelial cells, were measured. Afterwards,
averages were taken between the axes of each cell type (cell size). To identify the
presence of acid polysaccharides, toluidine blue (TB) reaction was performed. The

analysis was performed using ImagedJ on 5 micrographs/section/embryo/group.

Lipid profiles in liver tissue were evaluated using sections stained with HE.
Lipid droplets in the hepatocyte cytoplasm were quantified, and their occupied
space was evaluated using intensity scores. Scores of 1, 2, and 3 were assigned to
cells with lipid droplets occupying 10%, 20%, and 50% of the cellular space,
respectively. Additionally, the damage caused by lipid accumulation was assessed

according to Braun et al. (2001). This was measured using the formulas (number of
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droplets/liver weight) x 100 and (number of droplets score 1 x 1 + number of

droplets score 2 x 2 + number of droplets score 3 x 3/liver weight) x 100.

The presence of acidic polysaccharides was evaluated using an area of
5.27 x 5.27 (pixels/pm) for liver tissue and 2.64 x 2.64 (pixels/um) for lung tissue in
revealed micrographs with the TB reaction, considering the intensity of pixels/um

using the optical density tool available in the ImageJ software.
Immunohistochemistry

Liver and lung sections (n = 11 embryos/group) were dewaxed, washed with
3.0% hydrogen peroxide in methanol and washed with 0.1 M phosphate-buffered
saline (PBS; pH 7.4) + 0.3% Triton X-100 + 5.0% fetal bovine serum (FBS).
Sections were incubated at 4°C with rabbit anti-vascular endothelial growth factor
IgG (anti-VEGF - 1:100); IgG mouse anti-vascular cell adhesive molecule
(anti-VCAM - 1:100) followed by incubation with peroxidase-conjugated anti-rabbit
IgG (1:200), peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (1:200) and immunoreactions
revealed with 3,3’-diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich). For the negative control
of immunohistochemical reaction, the same procedures were followed, except that

the primary antibody was omitted and replaced by 0.1M PBS.
Statistical analysis

Statistical analysis were performed with GraphPad Prism. Data normality
was previously tested. The differences between groups were evaluated by Student's
t-test, followed by Tukey's post hoc test. A significant difference was considered
when p < 0.05. All data were expressed as mean * standard error of the mean
(SEM).
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Results

To better understand the impact of MeHg on the hepatic and pulmonary
vessels, we established common classes of vessel diameter to analyze the effects
of this metal exposure. The classes defined were as follows: Class 1 (0 ym - 29
pgm), Class 2 (30 pym - 59 pm), Class 3 (60 pm - 89 ym), Class 4 (90 uym - 119 um),
and Class 5 (120 uym - 149 um).

In the liver, exposure to MeHg induced a significant increase in class 1
vessel diameter, from 11.61 um (£ 0.32) in the control group to 13.43 um (x 0.37; p
< 0.001) in MeHg-exposed embryos. However, there was a significant reduction in
the number of vessels of the same class, from 23.21 (£ 1.90) in the control group to
15.78 (£ 2.40; p < 0.05) in MeHg-exposed embryos. Regarding the size of hepatic
endothelial cells, there was a significant reduction from 5.81 um (£ 0.079) in control
embryos to 4.88 um (x 0.051; p < 0.0001) in MeHg-exposed embryos (Fig. 1). In
addition to these measurements, the content of proteins related to vessel growth
and cell adhesion was investigated using the VEGF marker and the VCAM marker,
respectively. For vascular growth, there was a significant increase in the number of
VEGF-positive cells, from 54.40 (+ 2.509) in the control to 60.72 (+ 2.05; p < 0.001)
in MeHg-exposed embryos. However, for cell adhesion, a significant decrease in the
number of VCAM-positive cells was observed from 54.06 (+ 1.69) in control to 47.23
(£ 1.34; p < 0.001) in MeHg-exposed embryos (Fig. 2).
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Figure 1. Hepatic vessels of Gallus domesticus embryos at E10. Liver of the
control embryo (A). Class 1 liver vessels (arrowheads), in control (B) and
MeHg-exposed embryos (C). Class 2 liver vessels, in control (D) and
MeHg-exposed embryos (E). Class 3 liver vessels (insert with endothelial
cells), in control (G) and MeHg-exposed embryos (H). Class 4 (J) and class 5
(K) liver vessels in MeHg-exposed embryos. The graphs show the diameter of
the vessels (F), the number of vessels (I) and the size of endothelial cells (L).

MeHg, methylmercury. Data are presented as mean * SEM. *indicates p < 0.05,
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*** p < 0.001, *** p > 0.0001 between control and MeHg-exposed embryos.

Scale barsat A=200 um; inB,C,D,E, G, H, J, K =20 um.
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Figure 2. Immunolocalization in the liver of Gallus domesticus embryos at
E10. VEGF-positive cells (arrowheads), in control (A) and in MeHg-exposed
embryos (B). VCAM-positive cells (arrowheads), in control (C) and in
MeHg-exposed embryos (D). The graph shows the mean number of positive
cells (E). MeHg, methylmercury; VEGF, vascular endothelial growth factor;
VCAM, vascular cell adhesion molecule. Data are presented as mean * SEM.
*** p < 0.001 between control and MeHg-exposed embryos. Scale bar at A, B,
Cand D =20 pm.

In the lung, exposure to MeHg induced a significant increase in class 1
vessel diameter, from 12.71 uym (+ 0.183) in the control group to 13.57 ym (+ 0.186;
p < 0.001) in embryos exposed to MeHg. Regarding the size of lung endothelial
cells, there was a significant increase from 4.390 um (£ 0.041) in control embryos to
4.547 um (£ 0.040; p < 0.01) in embryos exposed to MeHg (Fig. 3). Furthermore,
the number of VCAM-positive cells increased from 50.44 (+ 1.56) in control to 60.94
(£ 2.99; p <0.001) in embryos exposed to MeHg (Fig. 4).
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Figure 3. Lung vessels of Gallus domesticus embryos at E10. Lung of the
control embryo (A). Class 1 pulmonary vessels (arrowheads), in control (B)
and MeHg-exposed embryos (C). Class 2 pulmonary vessels (arrowhead for
vessel with insert with endothelial cells), in control (D) and MeHg-exposed
embryos (E). The graphs show the diameter of the vessels (F), the number of
vessels (G) and the size of endothelial cells (H). MeHg, methylmercury. Data
are presented as mean * SEM. *indicates p < 0.05, *** p < 0.001, **** p > 0.0001
between control and MeHg-exposed embryos. Scale bars at A =200 ym; in B,
C,D and E =20 pym.
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Figure 4. Immunolocalization in the lung of Gallus domesticus embryos at
E10. VEGF-positive cells (arrowheads), in control (A) and in MeHg-exposed
embryos (B). VCAM-positive cells (arrowheads), in control (C) and in
MeHg-exposed embryos (D). The graphs show the diameter of the vessels (F),
the number of vessels (G) and the size of endothelial cells (H). MeHg,
methylmercury. Data are presented as mean * SEM. *indicates p < 0.05, ***p
< 0.001, **** p > 0.0001 between control and MeHg-exposed embryos. Scale
bars at A, B, C and D = 20 pm.

Regarding hepatocytes, an increase in hepatocytes adjacent to vessels was
observed from 7.01 um (£ 0.08) in the control group to 8.16 pm (£ 0.09; p < 0.001)
in MeHg-exposed embryos. The intensity of acidic polysaccharides in hepatocytes
adjacent to vessels reduced from 0.4745 um? (+ 0.021) in control group to 0.4001
um? (£ 0.016; p < 0.05) in MeHg-exposed embryos. Additionally, for hepatocytes
no-adjacent to vessels, an increase in cell size was also observed from 7.09 ym (
0.03) in control group to 8.01 um (x 0.05; p < 0.01) in MeHg-exposed embryos. The
intensity of acidic polysaccharides in hepatocytes not adjacent to vessels did not
show a significant difference between the control and MeHg-exposed groups (Fig.
5).
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Figure 5. Hepatocytes from Gallus domesticus embryos at E10. Hepatocytes
adjacent to vessels and not adjacent (arrowheads), in control (A) and
MeHg-exposed embryos (B). Reaction of acidic polysaccharides, in control
(C) and MeHg-exposed embryos (D). The graphs show the hepatocyte size (E)
and the intensity of the hepatocyte reaction (F). MeHg, methylmercury. Data
are presented as mean * SEM. *indicates p < 0.05, **** p > 0.0001 between
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control and MeHg-exposed embryos. Scale bars in Aand C =10 pm; in B and

D =20 uym.

The number of cells with lipid droplets increased from 18.01 (£ 0.63) in
control to 29.78 (£ 0.97; p < 0.001) in MeHg-exposed embryos. The number of lipid
droplets per liver increased from 1,118 (£ 45.51) in controls to 2,146 (+ 75.67; p <
0.0001) in MeHg-exposed embryos. Droplet intensity per liver increased from 1,300
Mm (2 52.87) in control to 2,492 pm (x 85.25; p < 0.0001) in MeHg-exposed
embryos. Furthermore, the hepatosomatic index increased from 16.23% (+ 0.72) in
control embryos to 19.72% (x 1.16; p < 0.01) in MeHg-exposed embryos. NOx
concentration increased from 36.74 uyM (+ 3.42) in control to 50.88 pM (+ 5.52; p <
0.05) in MeHg-exposed embryos (Fig. 6).
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Figure 6. Hepatocytes with lipid droplets from Gallus domesticus embryos at
E10. Hepatocytes (highlighting the region with lipid droplets), in control (A)
and MeHg-exposed embryos (C). Hepatocytes at greater magnification with
lipid droplets, in control (B) and MeHg-exposed embryos (D). The graphs
show hepatic steatosis (E), somatic index (F) and NOx concentration (G).
MeHg, methylmercury. Data are presented as mean * SEM. *indicates p < 0.05,
*p > 0.01, * p > 0.001 and **** p > 0.0001 between control and
MeHg-exposed embryos. Scale bars in A and B =20 pm; in C and D = 10pm.
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In the lung, a reduction in the cell size of cuboidal epithelial cells was

observed from 2.981 pm (£ 0.029) in the control group to 2.886 um (+ 0.022; p <
0.05) in MeHg-exposed embryos. Regarding the intensity of acidic polysaccharides,
an increase in the reaction was observed in the region close to the bronchi from
1.029 ym? (= 0.021) in control to 1.561 ym? (x 0.029; p < 0.0001) in MeHg-exposed
embryos. Similarly, in the alveolar parenchyma, there was an increase from 1.446

um?2 (x 0.017) in the control to 1.636 um? (+ 0.025; p < 0.0001) in MeHg-exposed
embryos (Fig. 7).
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Figure 7. Epithelial cells and bronchi of Gallus domesticus embryos at E10.
Columnar (arrows) and cuboidal (arrowhead) epithelial cells, in control (A)
and MeHg-exposed embryos (C). Reaction of acidic polysaccharides in
bronchi and tissue, in control (B) and MeHg-exposed embryos (D). The graphs
show the size of epithelial cells (E) and the intensity of the reaction in the
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bronchi and tissue (F). MeHg, methylmercury. Data are presented as mean *

SEM. *** indicates p < 0.001, **** p > 0.0001 between control and
MeHg-exposed embryos. Scale bars in A and B=10 pm; in C and D = 20 pm.

To better understand the impact of MeHg on the bronchi, we established
classes of bronchi diameters to analyze the effects of this metal exposure. The
classes defined were as follows: Parabronchi (0 ym - 15 pym), secondary bronchi
(16 pm - 31 ym) and primary bronchi (32 ym - 60 ym). Exposure to MeHg induced
an increase in mean bronchiolar diameter classification, from 22.81 ym (x 0.48) in
control to 24.33 um (x 0.50; p < 0.01) in embryos MeHg-exposed. In the
classification of largest bronchiolar diameter, a reduction was observed from 43.83
(x 1.41) in the control group to 39.44 um (x 0.82; p < 0.01) in embryos
MeHg-exposed. Furthermore, no significant differences were observed in the lung
in the somatic index, when comparing control and MeHg-exposed embryos.
Likewise, NOx concentration did not respond differently between control and

MeHg-exposed embryos (Fig. 8).
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Figure 8. Lung organization of Gallus domesticus embryos at E10. Class 1

Parabronchi (arrowheads), in control (A) and embryos exposed to MeHg (B).
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Secondary bronchi, in control (C) and embryos exposed to MeHg (D). Primary

bronchi, in control (E) and in embryos exposed to MeHg (F). The graphs show
the diameter of the bronchi (G), the number of bronchi per class (H), weight
(1), somatic index (J) and NOx concentration (K). MeHg, methylmercury. Data
are presented as mean * SEM. **indicates p < 0.01 between control and

MeHg-exposed embryos. Scale bars in A, B, C, D, E and F = 20 pym.

Discussion

The toxicity of MeHg for liver and lung development is an important issue,
given the known consequences it causes in organs of the cardiovascular system
and the central nervous system. In this study, a single exposure to MeHg,
administered early in liver and lung development, caused specific and differential
damage to blood vessels. Furthermore, it caused morphological damage to liver
and lung endothelial cells, as well as affecting the morphology of hepatocytes and
epithelial cells. Damage to hepatocytes involves an increase in cell size and
accumulation of lipids. Meanwhile, exposed cuboidal epithelial cells were shown to

be reduced in size.

The initial impact of MeHg exposure observed here was an increase in
vessel diameter. In the liver and lung, vessels with a diameter of 0 to 29 ym showed
this increase. This result allows us to explore the potential equal effect of MeHg
exposure on vessel formation in organs with the same embryonic origin. This
egalitarian effect demonstrates that even organs of the same origin, but with
different tissue organizations, present similar responses. The liver, for example, has
greater tissue density and compaction compared to the lung (Evenou et al., 2011).
Thus, we sought to understand the responses of growth factors and endothelial
adhesiveness. In this observed parameter, the organs responded to MeHg toxicity
in different ways. The liver showed an increase in the number of cells positive for
endothelial growth factor, while the number of cells positive for vascular adhesion
molecules decreased. This imbalance is certainly related to vessels in the 90 to 119

pum and 120 to 149 um classes that were observed in the liver of embryos exposed



60
to MeHg and which, in turn, are not found in control embryos. In the lung, although

only the 0 to 29 ym and 30 to 59 uym classes were observed, the number of cells
positive for endothelial growth factor did not differ. On the other hand, the increase
in cells positive for vascular adhesion molecules demonstrates the importance of
maintaining already formed vessels. Since, these molecules have the important

function of maintaining the vascular lumen (Cheng et al., 2015).

Specifically, the endothelial cells, MeHg exposure, had contrasting effects
on these cells in the liver and lung. In the liver, exposure to MeHg resulted in a
reduction in endothelial cell size, whereas in the lung, there was an increase in cell
size. Despite the differing responses of these cells, MeHg appears to exert distinct
effects in each tissue, potentially influencing the selective permeability role of
endothelial cells. Additionally, responses to physical and chemical stimuli in
circulation can disrupt cellular balance and directly affect cell shape, impacting
functions such as vascular tone regulation. Consequently, alterations in endothelial
cell morphology serve as important indicators of pathological states (Ando and
Kamiya, 1993; Sumpio et al., 2002; Pober and Sessa, 2007; Sturtzel, 2017).
Therefore, endothelial dysfunction may also be related to the bioavailability of
vasodilators originating from the endothelium, such as nitric oxide (NO) (Shah et al.,
1997; Pennathur and Heinecke, 2007; Vanhoutte et al., 2009; Greuter and Shah,
2016). The imbalance of this molecule disrupts endothelium-dependent
vasodilation, which, when combined with the dysregulation of molecules such as
VCAM and VEGF, stimulates angiogenesis to sustain tissue functions and manifests
an inflammatory stimulus that can be triggered by lipopolysaccharides or
lipoproteins (Davies et al., 1993; Hood et al.,, 2012; Botham and Wheeler-Jones,
2013; Lange et al., 2016). Thus, in this study, we observed an increase in plasma
levels of NOx in the liver, indicating inflammation in liver tissue. Unlike the lung,
where plasma NOx levels did not differ between control and exposed to MeHg,
directly related to the increase in endothelial cell size. On the other hand, in the
liver, the increase in vessel diameter tends to be related to this inflammatory profile
induced by MeHg, different from what was expected in this study. The liver has a
temporary contribution to embryonic hematopoiesis, according to Couinaud (1999),

highlighting the importance of morphological studies to understand the spatial
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distribution of hematopoietic sites during development. In view of the impact of

MeHg on endothelial cells, the remaining cells were observed individually in each of
the two organs, so that we had cellular responses related to the specific functions of

the liver and lung, as well as susceptibility to MeHg toxicity.

Increase in the cellular size of hepatocytes adjacent to vessels and
non-adjacent hepatocytes represents an expected morphological change for the cell
type. Thus, hepatocytes adjacent to the vessels that transport MeHg to the
bloodstream and the hepatocytes not adjacent to the vessels had an equal
response. However, the effect of MeHg on hepatocytes was not restricted to an
increase in hepatocyte size and led us to a more specific investigation into the
cause of this increase. Thus, the intensity of acidic polysaccharides was tested and
demonstrated to be reduced for hepatocytes not adjacent to the vessels,
demonstrating changes in the components of the cell cytoplasm. In that the number
of droplets and the size of these droplets increased, increases in lipid content have
already been observed with other toxicants, as described by Geng et al. (2019).
Furthermore, Geng et al. (2019) describes the composition of lipids presented in the
form of phospholipids and cholesterol esters are described. Furthermore, the
non-metabolization of different lipid components shows us effects correlated to the
inflammatory response induced by MeHg highlighted by the levels of NOx.
Consequently, the observation of an increase in liver weight in exposed embryos
and an increase in the somatic index of exposed embryos. Highlighting the effect of
MeHg from early liver development through exposure to a single dose at E1.5 early

in liver development (Kingsbury et al., 1956).

In the lung, we also analyzed the cellular size of epithelial cells. In this case,
only cuboidal epithelial cells exhibited a notable reduction in cell size. Furthermore,
throughout lung tissue, an increase in the intensity of the reaction with acidic
polysaccharides has been demonstrated. Thus, the function of the successor cells
of the cuboidal epithelial cells (type Il pneumocytes) is related to the production of
pulmonary surfactant, essential for maintaining the integrity of the alveoli and
facilitating breathing. This increase in the occurrence of acidic polysaccharides may

be associated with the accumulation of surfactant components such as
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phospholipids, proteins and glycoproteins (Bernhard et al., 2001; Bernhard et al.,

2004; Bjgrnstad et al., 2014). Therefore, we can infer that the reduction in size of
cuboidal epithelial cells and the increase observed in intensity with acidic
polysaccharides indicates premature differentiation/formation of cuboidal epithelial
cells in type | and type Il pneumocytes. This inference is supported by the fact that
chicken embryos only begin to express surfactants at E17, as demonstrated in the
study by Bjgrnstad et al. (2014).

In this study, we observed an increase in the luminal diameter of bronchi in
the class 16 to 31um a reduction in the luminal diameter of bronchi classified
between 32 and 60 um. These results can be attributed to the reduction of cuboidal
epithelial cells and the reactions of acidic components in the lung tissue. Therefore,
the change induced by MeHg in this tissue is limited to vascular damage related to
the diameter of its vessels and the consequent increase in endothelial cell size,
combined with the damage induced by MeHg in the differentiation of columnar
epithelial cells in cuboidal epithelial cells. This directly interferes with the
subsequent expression of surfactants necessary for the maturation of lung tissue.
However, such results did not directly impact tissue weight, somatic index, and did

not even demonstrate signs of inflammation when related to plasma NOx levels.

In conclusion, our study clarifies the differential effects of MeHg toxicity on
embryonic development, particularly in organs with distinct tissue organizations,
such as the liver and lung. We observed distinct responses in vascular morphology,
endothelial cell dynamics, hepatocyte and epithelial cells morphology between
these two organs after exposure to MeHg during embryonic development. The liver
exhibited an increase in vessel diameter and a reduction in the size of endothelial
cells, along with signs of inflammation, while the lung showed changes mainly in
cuboidal epithelial cells and surfactant expression precursors without evident signs
of inflammation. These findings emphasize the complex and tissue-specific nature
of MeHg toxicity during embryonic development, highlighting the importance of
further research in elucidating the underlying mechanisms and potential implications
for human health. Furthermore, our study highlights the importance of considering
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organ-specific responses in assessing the overall impact of environmental toxicants

on prenatal development.

Data Availability

Data supporting the findings of the study are available from the corresponding

author upon reasonable request
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4. DISCUSSAO

A toxicidade do MeHg durante o desenvolvimento embrionario € um tema
complexo, que abrange uma variedade de orgaos e sistemas, com implica¢des
significativas para a saude publica e ambiental. A poluicdo por MeHg nos
ecossistemas aquaticos resulta em bioacumulagao e biomagnificagcdo ao longo da
cadeia alimentar, afetando a fauna aquatica e comprometendo a saude dos
ambientes naturais. Consequentemente, os seres humanos que consomem esses
organismos também sao impactados (Clarkson e Magos, 2006). A contaminagao
ambiental, portanto, ndo apenas compromete a biodiversidade e o equilibrio
ecologico, mas também aumenta o risco de exposicdo humana ao MeHg
(Grandjean e Landrigan, 2006; Yang et al., 2020).

Em humanos, a exposi¢cao de embrides ao MeHg esta intimamente ligada
ao consumo materno de alimentos contaminados (Driscoll et al., 2013). A
quantificacdo do MeHg em recém-nascidos logo apds o nascimento também é um
indicativo preocupante (Hightower et al., 2006; Bellanger et al., 2013; Mortensen et
al., 2014), evidenciando a transferéncia desse metal téxico da gestante para o
embrido/feto. Estudos epidemiolégicos tém documentado a associagao entre niveis
elevados de MeHg e o aumento do risco de doencgas cardiovasculares em criangas
e jovens (Sagrensen et al., 1999; Grandjean et al., 2004; Yorifuji et al., 2010; Gribble
et al., 2015). Em estudo prévio de Ronconi-Kruger et al. (2022), desenvolvido no
Laboratério de Reprodugcdo e Desenvolvimento Animal, foram observadas
alteragcdes morfolégicas significativas nos coracbes de embrides de Gallus
domesticus expostos ao MeHg. A exposicado resultou em redugdo na espessura
das paredes ventriculares e mudangas nas trabéculas. Esses impactos foram
associados ao aumento de proteinas relacionadas a interrupgéo do ciclo celular e a
reducdo da proliferagdo dos cardiomidcitos. Além disso, houve alteracbes nos
mediadores endoteliais responsaveis pela contratilidade e integridade vascular. A
quantidade e a morfologia das mitocondrias dos cardiomidcitos também foram
prejudicadas. Resultados combinados que causaram a reducdo dos batimentos
cardiacos e inspiraram a continuagao da investigagao sobre o efeito do MeHg na

vasculatura embrionaria.
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4.1. Efeito do MeHg sobre os vasos extraembrionarios

Primeiramente, nesta tese investigamos a interferéncia do MeHg na
morfologia dos vasos extraembrionarios. Os resultados obtidos através das
analises morfométricas dos vasos demonstraram que os vasos extraembrionarios
tiveram o didmetro e numero aumentados. Essas alteracbes evidenciam a relacao
direta do MeHg na formacao dos vasos. Uma vez que os vasos extraembrionarios
sdo o primeiro microambiente a ter contato com o MeHg, devido a forma de
administracao, foram observadas alteragdes em todas as classes vasculares. Além
disso, os vasos extraembrionarios expostos ao MeHg apresentaram a redugao do
numero de células positivas para VEGF e aumento para VCAM, ambas moléculas
utilizadas neste estudo como marcadores de formacao, tamanho e manutencéo de
integridade vascular. Isso ocorre porque o VEGF é um fator de crescimento
regulado para determinar o tamanho do vaso e consequentemente a formacgao do
espaco do lumen vascular (Cheng et al., 2015). A redugédo do conteudo de VEGF
induzida pelo MeHg, sugere que a rede vascular ja esteja completamente
estabelecida impactando a sinalizagao de crescimento (Simons et al., 2016). Por
outro lado, o aumento de VCAM pode indicar um esfor¢o do sistema vascular para
manter sua integridade e funcionalidade, como uma possivel resposta adaptativa a
reducdo de VEGF (He et al., 2013).

O numero de células positivas para VCAM demonstrado neste estudo,
indica uma resposta da rede vascular extraembrionaria na integridade e
estabilidade vascular. Os vasos extraembrionarios sdo utilizados como modelo de
estudos de capacidade vascular e toxicidade devido a sua acessibilidade e
representatividade das respostas vasculares embrionarias. Estudos como os de
Allen e Wilson (1993), Plasswilm et al. (1999), Tufan e Satiroglu-Tufan (2003),
Cheng et al. (2015), Guidolin et al. (2020) e Acharya et al. (2024), nos ajudam a
fundamentar a ideia de que a exposi¢cdo ao MeHg pode comprometer a capacidade
dos vasos sanguineos de suportar o fluxo e o volume sanguineo, aumentando o
risco de disfungdo vascular e doengas cardiovasculares (Sukra et al., 1976;
Maltepe e Celeste Simon 1998; Gheorghescu et al., 2015). Além disso, conforme
Gladwin et al. (2005), o aumento da demanda de oxigénio e nutrientes estimula o

microambiente extraembrionario a buscar alternativas para manter o crescimento
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dos vasos e a vasodilatagdo. Assim, analisamos a concentracdo de NOx nos vasos

extraembrionarios e como a exposi¢do ao MeHg pode influenciar na vasodilatagao.
Sendo observada a reducdo na concentragdo de NOx, era esperado o
comprometimento da vasodilatacdo dos vasos expostos. No entanto, os vasos
extraembrionarios apresentaram um aumento do didametro dos vasos, indicando
que um mecanismo fisiopatologico inicial em resposta a exposicédo ao MeHg. Esse
aumento no didmetro dos vasos pode representar um mecanismo compensatorio
pelo qual o embrido regula o suprimento sanguineo durante a vasculogénese, em
resposta as demandas metabdlicas iniciais do desenvolvimento (Lee et al., 2007;
Culver e Dickinson, 2010; Odland et al., 2019).

4.2. Efeito do MeHg sobre o desenvolvimento do coragao

Com relagcdo as demandas cardiacas, o estudo conduzido por
Ronconi-Kruger et al. (2022), revelou que embrides expostos ao MeHg
apresentaram paredes cardiacas mais finas, resultando em diminuicdo da
demanda energética e dos batimentos cardiacos. Esses resultados prévios
destacaram a necessidade de investigar o papel das artérias coronarias na
manutencdo da saude cardiaca. Nos embrides de aves, modelo de estudo aqui
utilizado, os vasos extraembrionarios tem funcao de fornecer oxigénio e nutrientes
ao embrido. Da mesma forma, as artérias coronarias sao responsaveis por fornecer
o suprimento sanguineo ao tecido cardiaco e aos tecidos adjacentes (Lavine e
Ornitz, 2009; Red-Horse et al.,, 2010; Wu et al., 2012; Tian et al.,, 2013). Este
paralelo entre a fungdo dos vasos extraembrionarios e as artérias coronarias,
sugere que qualquer comprometimento nas artérias coronarias poderia afetar a
funcdo cardiaca e o desenvolvimento embrionario. No que diz respeito aos
mamiferos placentarios, embora as artérias coronarias desempenhem um papel
semelhante no fornecimento de sangue ao tecido cardiaco, o suprimento
sanguineo aos 6rgaos embrionarios € mediado pela placenta (Burton e Fowden,
2015).

A exposicdo ao MeHg promoveu alteragbes na localizagédo das artérias
coronarias, que em embrides expostos encontram-se mais proximas do miocardio.

Esse resultado sugere uma adaptagcao em resposta ao aumento do fluxo sanguineo
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proveniente da regido extraembrionaria, em virtude do aumento do diametro dos

vasos extraembrionarios, em dire¢do a regido intraembrionaria. A proximidade das
artérias coronarias com o miocardio pode indicar uma alteragdo morfoldgica
compativel com a menor espessura das paredes ventriculares (Tomanek 2005; Wu
et al., 2012; Ronconi-Kriger et al., 2022). Essas alteragcbes na morfologia das
artérias coronarias podem representar um mecanismo de regulagao para enfrentar
a pressao sanguinea recebida pelo musculo cardiaco embrionario, uma vez que a
estrutura modificada das artérias pode ajudar a distribuir a pressdo de maneira
mais uniforme e eficiente, evitando sobrecargas locais e potencial dano ao tecido
cardiaco em desenvolvimento. A reducado da espessura das paredes ventriculares
e a nova localizagao das artérias coronarias podem contribuir para a adaptacéo do
coragao embrionario as mudancas nas condigdes hemodinamicas, garantindo
assim um suprimento sanguineo adequado ao tecido cardiaco em
desenvolvimento, como proposto por Sehgal e Menahem (2013).

Além do impacto na localizagado das artérias coronarias, o MeHg também
promoveu o aumento no didmetro e numero de veias no tecido cardiaco. Esse
resultado pode indicar uma resposta adaptativa a maior demanda de oxigénio
exigida pelo musculo cardiaco para sustentar seu desenvolvimento e
funcionamento adequado (Sehgal e Menahem, 2013). Com o aumento das veias,
ha um potencial aumento na capacidade de transporte de oxigénio e nutrientes
para as células do miocardio. Analogo aos efeitos observados nos vasos
extraembrionarios, investigamos os efeitos da toxicidade do MeHg sobre as
moléculas VEGF e VCAM no tecido cardiaco. Assim, diferente do observado na
regido extraembrionaria, aqui ambas as moléculas apresentaram redugdo no
nuamero de células positivas para VEGF e VCAM. Essas moléculas estao
relacionadas aos processos de regulacdo da funcdo endotelial e formagao de
vasos, 0 que sugere a disfungdo endotelial no tecido cardiaco exposto ao MeHg,
contribuindo possivelmente para estimulos inflamatérios (Furieri et al., 2011; Fowler
et al., 2021). Furieri et al. (2011), mostraram que a exposi¢gao ao MeHg pode induzir
a ativacao de vias inflamatodrias e de disfungao endotelial, promovendo a resposta

inflamatdéria no tecido cardiaco. Este processo pode resultar em um ambiente
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pro-inflamatério, caracterizado por um aumento de infiltracdo de células imunes no

tecido.

Observamos também uma reducdo da concentracdo de NOx no tecido
cardiaco exposto ao MeHg. A medigao dos niveis de NOx pode ser utilizada para
estimar a quantidade de 6xido nitrico presente no tecido. A exposi¢cao ao MeHg
pode ativar o sistema de desintoxicagdao do estresse oxidativo, levando a reducao
do NO, necessario para a vasodilatagcao e crescimento dos vasos. Em particular, o
estresse oxidativo pode interferir na fungcdo vasoprotetora do NO, relacionada a
baixa interacdo endotelial e a redugao proliferacéo celular (Férstermann e Minzel,
2006; Forstermann, 2010; Freed e Gutterman, 2013; Akhigbe e Ajayi, 2021). Além
disso, Ronconi-Kruger et al. (2022) demonstraram que o MeHg causa um
desequilibrio entre os mediadores endoteliais NOS-1 e NOS-3, resultando em
reducdo na proliferagdo celular em cardiomiocitos. Este panorama demonstra o
comprometimento da dindmica do NO e a interferéncia na remodelacao estrutural
da parede vascular, que pode perturbar a contracdo e o relaxamento do tecido
cardiaco.

Ainda, observamos a reducdo do numero de sarcbmeros em embrides
expostos ao MeHg, acompanhada por uma redugao na disténcia entre alinha Z e a
banda M. Essa reducdo implica diretamente na fungdo mecanica do coracao,
afetando sua capacidade de contrair e bombear sangue de maneira adequada as
demandas metabdlicas do organismo (Coulshed e Cowan, 1991; Ferrantini et al.,
2017). Ainda, observamos o aumento do conteudo de cTnl, impactando a estrutura
miofibrilar. As troponinas cardiacas modulam a taxa de deslocamento das
miofibrilas e a capacidade de ligagéo ao ion calcio (Liu et al., 2020; Juncos et al.,
2021). O aumento no conteudo de cTnl ja foi documentado como indutor da
hiperpolarizagao citosolica em células cardiacas expostas ao bromo por Juncos et
al., (2021). Esses resultados, que incluem a reducdo do numero de sarcomeros, a
diminuicdo da distancia entre a linha Z e a banda M, e o aumento do conteudo de
cTnl, sugerem que a eficiéncia de contracao cardiaca foi afetada pelo MeHg, o que
esta fortemente relacionado a redugao do ritmo cardiaco. Além disso, a redugao do

ritmo cardiaco compromete a circulagdo sanguinea para as regides periféricas do
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embrido em desenvolvimento (Rusu et al., 2017; Khadangi et al., 2019; Liu et al.,

2020).

4.3. Efeito do MeHg sobre o desenvolvimento do figado

Prosseguimos nossa investigacdo para os tecidos altamente
vascularizados, porém com organizagdes teciduais diferenciadas, como figado e
pulmao. Ambos tém a mesma origem embrionaria, endodérmica. No entanto, o
figado apresenta uma organizagdo tecidual densa com uma estrutura
parenquimatosa compacta, enquanto o pulmao possui uma organizagao tecidual
mais esponjosa, caracterizada por um parénquima alveolar que ira permitir trocas
gasosas (Costa et al., 2001; Pulikanti et al., 2010; Golub e Cumano, 2013; Gordillo
et al., 2015). Nesse contexto, é importante destacar que o figado possui uma
diferenciacdo vascular ainda pouco compreendida, ja descrita por
Collardeau-Frachon e Scoazec (2008). Isso porque a relagao entre a complexidade
da funcdo hematopoiética e a necessidade de um aporte vascular altamente
permeavel dentro de uma estrutura tecidual densa, com uma diferenciacéao
vascular ainda pouco compreendida em relacdo as demandas metabdlicas e
hematopoiéticas do figado em desenvolvimento. De tal modo, o conceito de
hierarquizacdo da distribuicdo sanguinea no figado é fundamental para sua
segmentacao funcional. Esse conceito € explorado em trabalhos classicos como de
Couinaud (1999), Mavrides et al., (2001) e Gallego et al., (2004), que discutem a
organizacado do figado em unidades funcionais baseadas na ramificacdo da veia
porta e na distribuicdo dos vasos hepaticos. Essa organizagcdo permite uma
eficiente distribuicdo do sangue para atender as necessidades especificas de cada
segmento do figado.

No presente estudo, observamos a redugdo no numero de vasos de menor
didmetro e registramos a ocorréncia de um vaso nas duas maiores classes no
figado de embrides expostos ao MeHg. Em contrapartida, o didmetro dos vasos
aumentou nos vasos de menor didmetro e vasos com mais de 100 ym de diametro
foram registrados apenas no figado de embrides expostos ao MeHg. O que nos
levou a observar o aumento de células positivas para VEGF e a reducao de células
positivas para VCAM, ambas moléculas com as fungdes ja esclarecidas nos tépicos
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anteriores da discussdo desta tese. As alteracbes dos didametros dos vasos

observadas neste estudo estido relacionadas a distribuicido vascular e a
permeabilidade exercida por um numero menor de vasos, compensada pelo maior
didmetro dos vasos com mais de 100 ym. Além disso, o aumento de VEGF é um
dos indicativos de que os vasos ainda estdo em formacao, enquanto a redugéo de
VCAM pode sugerir uma menor necessidade de ades&o celular para manter o
[umen vascular. Uma vez que os vasos ainda estdo em formacdo, ha menos
necessidade de manter a integridade e a estabilidade dos vasos quando
observados os embrides expostos (Cheng et al., 2015).

A partir do numero de células positivas para VEGF e VCAM, investigamos
os efeitos do MeHg na populagdo de células de revestimento vascular,
especialmente as células endoteliais do figado, onde foi observada uma redugao
no tamanho das células endoteliais em embrides expostos ao MeHg. Essa reducao
indica uma alteragdo morfolégica que pode afetar a funcdo das células endoteliais,
uma vez que elas respondem a estimulos fisicos e quimicos na circulagao,
perturbando o equilibrio desse tipo celular e influenciando sua forma (Ando e
Kamiya, 1993; Sumpio et al., 2002; Pober e Sessa, 2007; Sturtzel, 2017). Isso as
torna um importante indicador patoldgico, quando observada a exposigdao ao MeHg.
Ainda, observamos um aumento na concentracdo de NOx no tecido hepatico
exposto ao MeHg, possivelmente relacionado a reducdo do tamanho das células
endoteliais e da consequente biodisponibilidade do 6xido nitrico, conforme sugerido
aqui e documentado por Rauen et al. (2007) em casos de disfungdo endotelial.
Esses resultados indicam, mais uma vez, que a disfungdo endotelial pode ser um
mecanismo subjacente aos efeitos téxicos do MeHg no figado em desenvolvimento
(Zheng et al., 2013). Tendo em vista o impacto do MeHg sobre as células
endoteliais seguidas da disfuncao endotelial observada, as células hepaticas foram
avaliadas em relagao a sua proximidade ao vaso.

O MeHg induziu o aumento dos hepatdcitos, tanto aqueles adjacentes
quanto os ndo adjacentes aos vasos sanguineos. Isso demonstra que, além do
MeHg alcangar o tecido por meio dos vasos sanguineos, a permeabilidade tecidual
do figado mostrou-se eficiente (Jungermann e Katz, 1989). Portanto, os hepatdcitos

adjacentes e hepatécitos ndo adjacentes demonstram impacto semelhante no



76
tamanho da célula, evidenciando a resposta uniforme do tecido hepatico a

exposicdo ao MeHg. Para compreender melhor o aumento do tamanho dos
hepatécitos, investigamos a intensidade de polissacarideos acidos. Os
polissacarideos acidos sao componentes da matriz extracelular e podem influenciar
a morfologia celular (Frantz et al.,, 2010). Observamos aqui, a redugdo na
intensidade desses polissacarideos na regido dos hepatdcitos n&o adjacentes aos
vasos sanguineos. No entanto, mesmo com a redugdo de intensidade de reacéo,
os hepatodcitos ndo adjacentes aos vasos sanguineos apresentaram regides com
metacromasia. Esse resultado sugere uma possivel alteragcdo na composicao ou
distribuicdo de polissacarideos acidos, relacionada a alteragdes na matriz
extracelular, indicando uma resposta do figado a exposi¢cado ao MeHg (Knook et al.,
1977). Observamos também o aumento no numero de hepatécitos com goticulas
lipidicas, das quais apresentavam diferentes tamanhos quando comparadas as
células do figado do embrido controle. O que demonstrou uma intensidade maior
de acumulo lipidico por célula nos embrides expostos ao MeHg.

A presenca dessas goticulas lipidicas indica uma possivel disfungcao
metabdlica induzida pelo MeHg, refletindo alteragdes tanto na estrutura celular
quanto na fungdo metabdlica do figado em desenvolvimento (Feldman e Grantham,
1964). Portanto, a associagéo entre a reducdo na intensidade dos polissacarideos
acidos e a presenga de goticulas lipidicas no tecido hepatico exposto ao MeHg
pode fornecer informagdes importantes sobre mecanismos subjacentes aos efeitos

toxicos do MeHg no figado em desenvolvimento.

4.4. Efeito do MeHg sobre o desenvolvimento do pulmao

Apos discutir a relacdo da toxicidade do MeHg com um tecido altamente
vascularizado, como o figado, que possui uma organizagao tecidual densa,
passamos a observar os efeitos do MeHg em outro érgao de origem endodérmica,
o pulmao. Diferentemente do figado, o pulmado possui um parénquima alveolar,
frouxamente organizado, com vasos (Ovalle e Nahirney, 2008). Em relagcdo aos
vasos pulmonares, houve o aumento do didmetro dos vasos da menor classe.
Esses vasos, de tamanho semelhante aos da menor classe no figado, também

foram impactados pela exposicdo ao MeHg. Assim, podemos inferir que o MeHg
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tem um efeito similar nos vasos de 6rgaos derivados do endoderma, afetando

principalmente os vasos de menor didmetro, independentemente do numero de
classes estabelecidas em cada 6rgao e independente da organizacgdo tecidual de
cada orgao. Diante disso, buscamos compreender as respostas das moléculas
relacionadas a integridade dos vasos. Foi observado uma alteragao significativa
apenas em VCAM, com um aumento no numero de células positivas para essa
molécula. Isso é consistente com o papel de VCAM, uma vez que os vasos estao
em formacgao, ha maior necessidade de adesao celular na manutencao do lumen
vascular conforme discutido por Cheng et al. (2015). Portanto, o proximo passo foi
analisar como as células endoteliais pulmonares responderam a exposicdo ao
MeHg.

Assim, houve um aumento das células endoteliais pulmonares. Embora as
células endoteliais apresentem diferentes respostas ao MeHg durante o
desenvolvimento, principalmente ao compararmos as respostas das células
endoteliais hepaticas e pulmonares, é importante destacar que essas células
adquirem especificidades arteriais, venosas, capilares e linfaticas (Fish e Wythe,
2015; Marziano et al.,, 2021). Esse processo de especificacdo ocorre
simultaneamente com a morfogénese e a organogénese, levando as células
endoteliais a uma especializagdo organotipica, ou seja de acordo com o 6rgao
(Nolan et al., 2013; Paik et al., 2020). Sendo assim, no pulmao, um érgao repleto
de capilares destinados a futura troca gasosa, essa especializagao endotelial é
particularmente notavel. Essa especializacdo demonstrou-se influenciada pela
exposi¢cao ao MeHg com o aumento das células endoteliais, embora ndo tenhamos
avaliado diretamente a capacidade de troca gasosa, nossos resultados indicam que
a exposicao ao MeHg pode comprometer essa fungao apds o nascimento.

Com relacao as células especificas do pulmao, observou-se uma redugao
das células epiteliais cubicas. Além disso, foi observado o aumento na intensidade
da reacdo com polissacarideos acidos. A funcdo dos pneumdcitos tipo Il esta
relacionada a producdo de surfactante pulmonar, essencial para manter a
integridade da estrutura de troca gasosa e facilitar a respiragdo. Esse aumento na
reacdo de polissacarideos acidos pode estar associado ao acumulo de

componentes do surfactante, como fosfolipidios, proteinas e glicoproteinas
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(Bernhard et al., 2001; Bernhard et al., 2004; Bjgrnstad et al., 2014). Jozsa e Reffy

(1975) descreveram a reacdo do azul de toluidina como util para identificar o
surfactante alveolar, pois o corante reage com os fosfolipidios presentes no
surfactante pulmonar. Portanto, podemos inferir que a redugao do eixo das células
epiteliais cubicas e o aumento na intensidade de polissacarideos acidos indicam
uma diferenciacdo e maturagdo prematura dessas células, assim como um
aumento nas moléculas precursoras do surfactante alveolar. Esta inferéncia é
apoiada pelo fato de que os embrides de galinha iniciam a producao de surfactante
apenas em E17, quando as células epiteliais cubicas ja se diferenciaram em
pneumdocitos tipo | e tipo Il, sendo o tipo Il responsavel pela producao de
surfactante, conforme demonstrado por Bjernstad et al. (2014). Corroborando a
esses resultados, observamos que nos embrides expostos ao MeHg houve um
aumento do diametro dos bronquios secundarios e a redugcao do didametro dos
brédnquios primarios. Isso ocorre porque a formacdo dos bronquios secundarios,
juntamente com a produgéo de surfactante, € um indicativo de maturagéo precoce.
O aumento no didmetro dos bronquios pode sugerir que os pulmdes estdo se
preparando para a produgao de surfactante (Orgeig et al., 2004). Portanto, a
alteragdo induzida pelo MeHg neste tecido ndo se limita ao dano vascular
relacionado ao didmetro dos vasos e ao aumento no tamanho das células
endoteliais, mas também afeta o tamanho dos células epiteliais cubicas e

consequentemente impacta a maturagao do tecido pulmonar.

4.5. Efeito sistémico do MeHg no desenvolvimento do embridao

Os efeitos sistémicos do MeHg durante o desenvolvimento embrionario
foram evidenciados através da analise dos indices somaticos dos &rgaos
estudados. A massa dos embrides expostos ao MeHg apresentou-se reduzida,
indicando uma restricdo no crescimento embrionario que pode estar relacionada
aos efeitos toxicos do MeHg sobre a fungao vascular e a integridade dos tecidos,
interferindo na distribuicdo de nutrientes e oxigénio durante o desenvolvimento.
Sorensen et al. (1999) e Reyes e Manalich (2005), consideram o baixo peso ao
nascer determinante para alteragdes nas condigdes de pressao arterial na infancia
e indicam como determinantes de hipertensdo na vida adulta. Além disso, o MeHg
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ja foi associado a baixos indices de crescimento ao nascer, como peso e

comprimento (Obi et al., 2015; Ou et al., 2015; Wells et al., 2016).

Durante essa analise, foi observada uma reducdo no indice
cardio-somatico, acompanhada de um aumento no indice hepatossomatico. No
entanto, apesar dos indicios de maturagdo prematura dos brénquios no pulmao,
nao foram registradas alteragdes significativas no indice somatico deste érgéo.
Esses resultados ressaltam a heterogeneidade das respostas dos orgaos a
exposicao ao MeHg, com o coracdo e o figado demonstrando alteragcbes em
relacdo ao seu tamanho e ao peso total do embrido. Por outro lado, o pulmao
parece ter sido menos afetado em termos de proporgdo de seu tamanho em
relacdo ao peso total do embrido, apesar das alteracbes observadas em sua
morfologia.

O impacto da exposicdo a uma unica dose de MeHg durante o
desenvolvimento embrionario demonstrou a complexidade de diferentes respostas
fisiologicas, evidenciando que diferentes 6rgdos podem reagir de maneiras
variadas a toxicidade do MeHg. Essa adaptagdo a toxicidade, indicada pela
redugdo no indice cardio-somatico, combinada com o aumento no indice
hepatossomatico, indica uma possivel redistribuicdo dos recursos metabdlicos. Isso
nao se limita apenas ao baixo peso ao nascimento, mas também tem repercussdes
significativas na saude cardiovascular, respiratoria e metabdlica desses individuos.
Estes resultados destacam a importancia de uma abordagem morfolégica para
entender os impactos sistémicos do MeHg, que podem ter consequéncias
duradouras na saude dos individuos expostos. As descobertas enfatizam a
necessidade de medidas preventivas para minimizar a exposicdo ao MeHg,
especialmente em populagdes vulneraveis, e a importancia de regulamentacdes

mais rigorosas e programas de educacgao publica sobre os riscos do MeHg.

5. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que uma unica exposicdo ao MeHg
durante o desenvolvimento embrionario, afetou os vasos extraembrionarios e
intraembrionarios, com foco nos vasos sanguineos do coragéao, figado e pulméao.

Adicionalmente, a exposi¢ao alterou a morfologia dos cardiomidcitos, hepatdcitos,
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pneumacitos e células endoteliais. O impacto do MeHg no desenvolvimento dos

orgaos alvo deste estudo, demonstrou respostas diferenciadas, com relagdo a
estrutura e organizagéao tecidual de cada um deles.

Os vasos extraembrionarios e cardiacos, apresentaram alteragcdes
relacionadas as moléculas de integridade e contratilidade, o que interferiu
diretamente na resisténcia vascular e na contragdo cardiaca, impactando na
distribuicdo sanguinea corporal. Além disso, as mudangas observadas no figado,
indicaram uma disfungéo metabdlica relacionada ao aumento de goticulas lipidicas.
Em relacédo aos efeitos pulmonares, o MeHg demonstrou afetar formagao vascular
e células relacionadas a producdo de moléculas precursoras de surfactante

pulmonar, contribuindo para a maturagcao prematura dos brénquios.
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APENDICE A.
Estrutura Categoria Diametro
Vasos VEPC (Vasos Extraembrionarios 0,090 - 0,199 mm
Extraembrionarios de Pequeno Calibre)

VEMC (Vasos Extraexbrionarios
de Médio Calibre)

VEGC (Vasos Extraembrionarios
de Grande Calibre)

0,200 - 0,699 mm

0,700 - 1,300 mm

Brénquio primario

Artérias do Coracgao | APC (Artéria de Pequeno Calibre) 1-25 um
AMC (Artéria de Médio Calibre) 26 - 51 ym
AGC (Artéria de Grande Calibre) 52 -77 ym
Veias do Coracao VPC (Veia de Pequeno Calibre) 1-30 um
VMC (Veia de Médio Calibre) 31-61 um
VGC (Veia de Grande Calibre) 62-91 pm
Vasos do Figado Classe 1 0-29 um
Classe 2 30 - 59 ym
Classe 3 60 - 89 um
Classe 4 90-119 um
Classe 5 120 - 149 um
Vasos do Pulmao Classe 1 0-29 um
Classe 2 30 - 59 ym
Brénquios Parabrénquios 0-15pum
Brénquio secundario 16 - 31 um

32 - 60 pm




APENDICE B.

Methylmercury Toxicity During Heart Development:

Analysis of Morphological and Functional Parameters

ISSN

Impact Factor 3.18/2022, Qualis/CAPES A2

10.1007/s12012-022-09772-4).

Cardicrauoalar Toodoology (2007 1156570
It e ol oegy 1 0U1 D07 'S L0 L0 1-0,7 7 2k

Difute’ b 1
upazia

Methylmercury Toxicity During Heart Development: A Combined
Analysis of Morphological and Functional Parameters

Math lia Rencon HKriiger” - lacqueline Pinheira' 0 - Carmen Simioni' © - Bvelise Maria Mazar' ©

Beveiver: 37 July 7002 [ hooepied: 37 Ociokber 1002 Publiched online: 5 Mowemibar 2002
© Ther A ereons]), amede T e clrsive lhoemoe 1o Sprimger Soenwoe-+ Suriness Mieda, LWE, pan of Speinger Matue 2002

Abstract

The heart of higher verichrales develops early as a wbular structure, which requires cellular and molecular events for
proliferation, differentistion and apoplasis for growth, and individualization of cardiac chambers. Exposure 1o differem
shressors can cause disturbances in the normal development and functionality of the cardiovascular syslem. This study
mimed ko charscteriee the i mpsc i of methy mercury (MeHg ) on heant developmeent, specilic all y relsted 1@ isoe morphology
and paramelers of vascular inkegrity and oconiractility, also focusing on cell cycle and apoplosis, using Caalhes domesticus
embryos as a model. The resulls showed morphological allerations, reduc tion in the thicknes of the venircular wallks, and
Irabeculee clomges in the hears of embryos exposed o (L1 pg MeHg/S0 pl. saline solution. These mpacls werne asocited
with ncreased conlenls of profems related ko cell cycle amest and reduced cardiomyocyle proliferation. In aklition, the
conlenls of endothelial medistors for contractility and vascular inle grity were imbalmosd . The quantity and morphology of
milochondria of cardiomyocytes were injured. Together, these negative messurements impacied the reduction of heartbeats.
In general, the param dlers ident lied here demonstrate the relevanmce of combined molecular celluler tissue and physklogical

dizgnosis kor a better understanding of the candistoxcity of MeHg during development.

Keywords Embryo - Heartbest - Ventricular walk and trabeculse - Cell cyele and apopiosis - Mitachondria -

Embryoioxcily

Introduct ion

Menowry (Hg) candiotoxicity in adulis and children has been
well documeenied, anel the main reports ane changes in blood
pressure, myacarchial infarction, coronary dyshmation, and
astherose lerisi |1=3). Mathylmercury {MeHg) & the mos
tomic form of Heg available inthe environmeni |4, 5] and i
elflects are also well documenied [6=4]. However, the impact
of exposune 1o MeHg on em bryonic development and, maone
specilically, on the cardiowvasoular system renmins unclear
10, 11).

During the embryonic development of higher verlshrates,
the heart begins asa ubular structune with a single chamber,
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which will gracdually orgamiee dtsell inlo a four-chambered
oargan |12). For the individualiztion of cardiac chambers,
cellular events such as proliferation, differentiation, and
APOPIETS ane nece ssary 10 (rganiae sepla, [oamens, and ra-
beculse | 13=16]. Comsidering that the heartis the first func-
tinal argan during development with high energy demomed,
pump functon needs o be acquined gquidcly tosupply hlood
flow and oxygen o other developing argams |17, 18] For
thi, addiional cellular and molecular elenents are nesded.

In this context, mitochondria are esential organelles
for providing energy for the contractile rale of cardiomy-
ocyles necessary for the heart pump | 19). Howe ver, the
same cellular and malecular evenls involved in normial
cardiovascular morphophysiclogy ane dismupled in some
pathokgies of this system. Mikchondnal dysfunction is
imvalved in the progression of major heart dsesses, such
as hean failure | 20§. When milochondria are disrupled,
the regulation of multiple cellular evenis is also alfecied
In cardiomyopathies, several molecules, such 2 p53, are
impained and lead (o the amest of the cardiomyocyle cell
eycle [21). Cell prodiferation is still important in cardiac
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