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RESUMO GERAL

O mercurio é um metal toxico que se acumula ao longo da cadeia trofica, representando
um risco para humanos e ecossistemas. O consumo de peixes contaminados €é a principal
fonte de exposicdo ao mercario (Hg) para as populacBes tradicionais da regido
Amazonica. Estudos mostram que a presenca de selénio (Se) pode atenuar os efeitos
deletérios do Hg no organismo humano e animal, no entanto, 0s mecanismos dessa a¢do
protetora do Se ainda ndo foram completamente elucidados. Nesse contexto, a
metalémica que tem como objetivo principal esclarecer o papel bioldgico de espécies
metalicas e/ou metaldides que se ligam as biomoléculas e sua fungéo no organismo podera
contribuir com novos insights para elucidar o efeito atenuante do Se em relacdo a
toxicidade do Hg em peixes. Sendo assim, esta tese foi dividida em dois capitulos
principais (Artigo 1 e 2). Artigo 1 — Reporta os resultados do estudo metaldmico do Hg
e Se no tecido hepatico das espécies Psectrogaster amazonica (Branquinha) e Raphiodon
vulpinus (Cachorra) do rio Madeira, Ronddnia/Brasil utilizando a associacao das técnicas
de espectrometria de absorcdo atdomica em forno de grafite (GFAAS) - eletroforese
bidimensional (2D PAGE) - espectrometria de massas em sequéncia acoplada com
cromatografia liquida (LC — MS/MS). Os resultados obtidos permitiram identificar cinco
metal binding proteins (MBP) nos spots proteicos associadas ao Hg e Se no proteoma
hepético de Psectrogaster amazonica e oito de Raphiodon vulpinus, indicando a possivel
formagéo de complexos Hg-Se na estrutura das MBP, e que a ligacdo com Se poderia
mitigar os efeitos tdxicos do Hg. Andlises de atividades das enzimas CAT (Catalase),
SOD (Superoxido Dismutase), GPx (Glutationa Peroxidase), e de LPO (Lipoperoxidacéo
de Lipideos), demostraram ndo ocorréncia de estresse oxidativo induzido pela
concentracdo de Hg, o que corrobora com os dados metaloproteémicos. Artigo 2 —
Reporta os resultados do estudo metalémico do Hg e Se no tecido muscular das espécies
Psectrogaster amazonica (Branquinha) e Raphiodon vulpinus (Cachorra) do rio Madeira,
Rondoénia/Brasil utilizando a associagdo da técnica GFAAS com Shotgun -
Espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (Shotgun —
LC — MS/MS). As determinacgdes de Hg e Se por GFAAS no tecido muscular e fragdes
proteicas permitiram o célculo dos valores de Se para beneficios a satde (Se HBVs). Os
valores de Se HBVs foram superiores a cinco para Psectrogaster amazonica e superiores
a dez para Raphiodon vulpinus, indicando que ambas as espécies de peixes possuem

reservas de Se no tecido muscular necessarias para controlar os efeitos toxicos do Hg. As
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andlises da variacdo da abundancia relativa de proteinas Shotgun — LC — MS/MS no
proteoma muscular das duas espécies de peixes realizadas por comparacdo de individuos
dos grupos com menores e maiores concentragcdes de Hg e Se (<Chg/Cse — controle;
>Chg/Cse), indicaram que 15 e 20 proteinas foram expressas apenas nos grupos com
>Chg/Cse (proteinas Uniques) de tecido muscular de Psectrogaster amazonica e
Raphiodon vulpinus, respectivamente. Os resultados preliminares reportados na presente
pesquisa fornecem novos insights para elucidar os mecanismos complexos do efeito

protetor do Se em relacéo a toxicidade do Hg em peixes.

Palavras-chave: Hg e Se; peixes amazonicos; metal bindin proteins; Hg/Se-associated;

2D PAGE; Shotgun; metaloprotedmica; seguranca alimentar.
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ABSTRACT

Mercury (Hg) is a toxic metal that accumulates throughout the food chain, posing risks
to both humans and ecosystems. Consumption of contaminated fish represents the
primary exposure route to mercury for traditional populations in the Amazon region.
Studies indicate that the presence of selenium (Se) may mitigate the deleterious effects of
Hg in both human and animal organisms; however, the mechanisms underlying this
protective action remain incompletely understood. In this context, metalloproteomics,
aimed at elucidating the biological role of metallic and/or metalloid species binding to
biomolecules and their function in the organism, may provide new insights into the
attenuating effect of Se on Hg toxicity in fish. Accordingly, this thesis is divided into two
main chapters (Article 1 and 2). Article 1 — Reports the results of a metalloproteomic
study of Hg and Se in the liver tissue of Psectrogaster amazonica (Branquinha) and
Raphiodon vulpinus (Cachorra) from Madeira River, Rondo6nia/Brazil, employing a
combination of techniques including graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GFAAS), two-dimensional gel electrophoresis (2D PAGE), and tandem mass
spectrometry coupled with liquid chromatography (LC-MS/MS). The results identified in
the protein spots five metal binding proteins (MBPs) associated with Hg and Se in the
hepatic proteome of Psectrogaster amazonica and eight in Raphiodon vulpinus,
suggesting the possible formation of Hg-Se complexes with the MBP structure and
indicating that Se binding could mitigate the toxic effects of Hg. Enzyme activity analyses
of CAT (Catalase), SOD (Superoxido Dismutase), GPx (Glutationa Peroxidase), and LPO
(Lipoperoxidase) showed no occurrence of oxidative stress induced by Hg concentration,
corroborating the metalloprotein data. Article 2 — Reports the results of a
metalloproteomic study of Hg and Se in the muscle tissue of Psectrogaster amazonica
(Branquinha) and Raphiodon vulpinus (Cachorra) from Madeira River, Rondonia/Brazil,
using a combination of GFAAS and Shotgun — LC-MS/MS. Hg and Se determinations in
muscle tissue and protein fractions were used in the calculation of Se values that are
befenicial for health (Se HBVs). The Se HBV values were above five for Psectrogaster
amazonica and above ten for Raphiodon vulpinus, indicating that both fish species
possess Se reserves in muscle tissue necessary to control the toxic effects of Hg. Analyses
of the relative abundance variation of Shotgun — LC-MS/MS proteins in the muscle
proteome of both fish species, comparing individuals from groups with lower and higher
concentrations of Hg and Se (<Chg/Cse — control; >Chg/Cse), indicated that 15 and 20
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proteins were expressed only in groups with >Cng/Cse (Unique proteins) in the muscle
tissue of Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus, respectively. The
preliminary results reported in this research provide new insights into elucidating the

complex mechanisms of the protective effect of Se against Hg toxicity in fish.

Keywords: Hg and Se; Amazonian fish; metal binding proteins; Hg/Se-associated; 2D

PAGE; Shotgun; metalloproteomics, food safety.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Os biomarcadores sdo indicadores bioldgicos utilizados para medir a exposicao,
efeitos e resposta dos organismos a substancias toxicas. Nesse caso, eles podem ser
usados para identificar os efeitos do mercurio nos peixes e a influéncia do selénio na
mitigacao desses efeitos.

O mercurio € um metal toxico que pode ser liberado na agua através de
atividades industriais, como a mineracao de ouro e através da mobilizacdo do solo nas
construcdes de hidrelétricas. Os peixes sdo particularmente vulneraveis a contaminacgéo
por mercurio, pois 0 metal pode se acumular em seus tecidos ao longo do tempo. A
exposicao ao mercurio pode ter efeitos adversos na salde humana, especialmente em
populacdes que consomem peixes contaminados como parte de sua dieta.

O selénio, por outro lado, € um elemento essencial e pode ter um papel protetor
contra os efeitos toxicos do mercurio. Estudos mostraram que o selénio pode se ligar ao
mercdrio, formando compostos menos tdxicos e reduzindo sua disponibilidade para 0s
organismos. Portanto, a presenca de selénio no organismo dos peixes pode ajudar a
mitigar os efeitos negativos da contaminacao por mercdrio.

A avaliacdo dos biomarcadores em peixes contaminados por mercdrio pode
incluir a medicéo de niveis de mercurio nos tecidos dos peixes, bem como a anélise de
indicadores de estresse oxidativo. Esses biomarcadores podem fornecer informacoes
sobre a gravidade dos efeitos da contaminacdo por mercurio nos peixes e sobre a eficacia
do selénio na reducéo desses efeitos.

E importante realizar estudos continuos e monitoramento ambiental para
entender melhor a contaminacgéo por mercdrio em peixes e seus efeitos na saide humana.
Isso pode ajudar a desenvolver medidas de mitigacdo e garantir a seguranca alimentar das

comunidades que dependem da pesca na regido de Jirau, no rio Madeira.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Espécies estudadas

Os critérios de escolha das espécies, Psectrogaster amazonica (branquinha) e
Rhaphiodon vulpinus (cachorra) para o presente estudo, levaram em consideracéo seus
niveis troficos e importancia para o estudo metaloproteémico, por serem espécies de
grande valor na pesca de subsisténcia e esportiva (cachorra) (Pacheco et al., 2009), e uma
espécie muito consumida pela populacéo ribeirinha (branquinha) (Lowe-Mcconnell 1999;
Malabarba; Malabarba, 2020).

1.1.1. Psectrogaster amazonica

A espécie Psectrogaster amazonica possui algumas caracteristicas em sua biologia.
E um peixe detritivoro, alimentando-se de matéria organica floculada, algas, detritos e
micro-organismos associados. Essa espécie forma cardumes e realiza migracdes troficas
e reprodutivas. Em situagcdes em que o nivel da &gua diminui, espécies como Potamorhina
sp. e Psectrogaster sp. se tornam predominantes, alimentando-se de uma mistura de
perifiton (comunidade de organismos aquaticos que se fixam em substratos) e detritos
(Siqueira-Souza; Freitas, 2004).

Psectrogaster amazonica é uma espécie de porte pequeno, alcancando até 20 cm de
comprimento. Possui um corpo curto e alto, com escamas ctendides que sdo asperas ao
toque, especialmente na regido ventral. A regido pos-pélvica apresenta uma série de
espinhos que se projetam para tras e sao formados pela modificacdo das escamas que
compdem a margem da quilha. O corpo da espécie é uniformemente claro e prateado,
exceto na base dos raios medianos da nadadeira caudal, que € pigmentada com uma
coloracdo mais escura (Jansen et al., 2006) (Figura 1). E uma espécie alvo tanto da pesca
de subsisténcia quanto da pesca comercial (Lowe-Mcconnell, 1999; Malabarba;
Malabarba, 2020). Além disso, a Psectrogaster amazonica possui uma importancia
ecologica significativa, pois serve como recurso alimentar para peixes de maior porte
(Vari, 2003).
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Figura 1. Exemplar da espécie Psectrogaster amazonica. Fonte: Adaptado de Santos et
al., 2009.

1.1.2. Rhaphiodon vulpinus

Rhaphiodon vulpinus é uma espécie de peixe de grande porte que pode atingir até 70
cm de comprimento (Figura 2). Uma caracteristica distintiva dessa espécie € a capacidade
de mover a cabeca para cima, em um angulo de 45° o que lhe confere um perfil
caracteristico (Lesiuk; Lindsey, 1978).

Habita &guas tropicais e possui uma ampla distribuicio na América do Sul. E
encontrado em rios de aguas correntes, bem como em reservatorios artificiais. Essa
espécie ocorre nas bacias dos rios Orinoco, Amazonas, médio e alto rio Tocantins,
Parana-Paraguai e Uruguai. Nas duas ultimas bacias mencionadas, o Rhaphiodon
vulpinus é o unico representante da familia Cynodontidae (Froese; Pauly, 2016;
Goulding, 1980; Neuberger et al., 2007; Toledo-Piza, 2000).

No Brasil, é conhecido por varios nomes populares, como cachorra, dourado-
cachorro, peixe-cachorro ou facdo (Agostinho et al., 2003). Sua morfologia é adaptada
para a captura de presas em superficie e médias profundidades, com a boca direcionada
para cima e a presenca de dentes caninos bem desenvolvidos (Almeida et al., 1997). E
um peixe piscivoro, alimentando-se principalmente de pequenos peixes, em particular
caracideos, como os do género Astyanax, popularmente conhecidos como "lambaris™. No
entanto, também pode se alimentar de invertebrados e outras espécies de peixes de
pequeno porte (Agostinho et al., 2003; Graca; Pavanelli, 2007; Hahn et al., 2004; Pacheco
et al., 2009). Do ponto de vista da biologia da conservagdo, predadores como o

Rhaphiodon vulpinus, juntamente com alguns decompositores e detritivoros, sdo
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considerados espécies-chave para 0 ecossistema, pois ocupam as extremidades da cadeia
alimentar. Essas espécies tém impacto significativo na regulacéo das populagdes de suas
presas e na manutencao do equilibrio ecoldgico (Rozzi et al., 2001).

Apesar de ser amplamente distribuido e abundante, o R. vulpinus ndo possui um
significativo valor econdémico e geralmente é descartado na pesca comercial quando seu
tamanho ¢ inferior a 30 cm (Batista; Freitas, 2003). Embora haja uma rejei¢do popular
devido a baixa quantidade de carne e grande quantidade de espinhas, 0 peixe tem uma

importancia relevante na pesca de subsisténcia e esportiva (Pacheco et al., 2009).

Figura 2. Exemplar da espécie Rhaphiodon vulpinus. Fonte: Adaptado de

https://www.fishbase.se/photos/PicturesSummary.php?1D=8697 &what=species

1.2. Contaminacdo por mercurio na Amazonia

O mercdrio (Hg) é um metal altamente toxico que possui a capacidade de se
acumular ao longo das cadeias alimentares, alcancando niveis mais elevados de
concentracdo a medida que sobe a cadeia trofica. 1sso faz com que a ingestao de mercdrio
represente um risco significativo para os consumidores de topo de cadeia, incluindo seres
humanos. A exposicéo a altas concentra¢fes de mercudrio em diferentes regides do mundo
tém sido associada a casos de envenenamento, sendo frequentemente observados
sintomas de sindrome motora e danos sensoriais relacionados ao estresse oxidativo no
cérebro. E importante ressaltar que o cérebro fetal é particularmente vulneravel a esses
efeitos (Clarkson; Magos, 2006). Portanto, sdo necessarios estudos para avaliar os efeitos
da exposicao cronica a concentracdes de mercurio e metilmercurio (MeHg), como aquelas
associadas ao consumo de peixes (Ralston; Raymond, 2018).

Na Amazonia, a preocupacao com a contaminagao por mercurio surgiu na decada de
80 devido a intensa atividade de garimpo de ouro. No entanto, estudos posteriores

revelaram evidéncias da presenca natural de mercurio na regido amazénica, mesmo em
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areas distantes dos locais de garimpo. Isso indica que o mercurio também possui uma
fonte de origem natural na regido (Malm, 1998; Malm et al., 1995; Fadini; Jardim, 2001,
Roulet et al., 1998). O mercurio de origem natural encontra-se ligado a diferentes fragdes
do solo, e nos sedimentos, mas pode ser liberado para os ambientes naturais por meio de
atividades humanas que alteram o solo, como desmatamento, queimadas, atividades de
dragagem e construcdo de empreendimentos (Lacerda; Malm, 2008; Veiga et al., 1994).
A forma metilada do mercurio, conhecida como MeHg, é absorvida facilmente pela biota
aquatica. O consumo de peixes € a principal fonte de contaminacdo por mercurio em
populacdes humanas da Amazonia, especialmente aquelas que vivem em areas remotas e
dependem dos peixes como fonte principal de proteina na dieta (Lacerda; Malm, 2008;
Veiga et al., 1994; Dorea, 2004; Passos et al., 2008).

As concentracfes médias de mercurio em peixes carnivoros na Amazonia
frequentemente excedem os limites recomendados para consumo humano estabelecidos
pela OMS, que é de 0,50 mg/kg (Who, 1990). Por exemplo, estudos relataram
concentragcdes de mercurio variando de 0,017 a 3,50 mg/kg (Sampaio et al., 2013) e 0,30
a 0,98 mg/kg (Faial et al., 2015) em peixes do rio Tapajos, e no rio Madeira, foram
observadas concentragdes de mercdrio na faixa de 0,051 a 1,24 mg/kg em peixes
carnivoros (Bastos et al., 2015). Esses valores destacam a presenca significativa de
mercUrio em peixes da regido, o que representa um risco para a saide humana caso esses
peixes sejam consumidos regularmente. E importante ressaltar que peixes de niveis
troficos mais baixos geralmente apresentam concentraces de mercdrio abaixo do limite
de 0,50 mg/kg. Nos ultimos cinco anos, foram documentadas evidéncias de uma
correlacdo positiva entre 0 consumo de peixes e as concentragdes de mercurio
encontradas em cabelo e no sangue de populacdes humanas na Amazonia (Dérea;
Marques, 2016; Faial et al., 2015; Passos et al., 2007). Isso indica que o consumo de
peixes contaminados por mercurio pode levar a um aumento da exposicéo e acumulacao
desse metal em humanos, o que representa um risco a saude dessas populagdes.

E vaélido ressaltar que o mercurio, além de se acumular nos tecidos dos peixes, pode
causar uma série de efeitos prejudiciais aos organismos aquaticos. Estes efeitos incluem
neurotoxicidade (Alves Costa et al., 2007; Rabitto et al., 2011), inducdo de estresse
oxidativo (Garcia-Medina et al., 2017), alteracdes genotoxicas (Garcia-Medina et al.,
2017; Lopez-Poleza, 2004), alteracbes morfoldgicas em érgéos alvo (Alves Costa et al.,
2007; Giari et al., 2008; Rabitto et al., 2011), e reprodutivas (Crump; Trudeau, 2009;

Penglase et al., 2014). Estudos tém mostrado que o mercdrio pode afetar a saude e a
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reproducéo dos peixes, 0 que pode resultar em alteracdes nas populacdes locais. Isso pode
levar & reducdo dos estoques pesqueiros e ter impactos negativos na obtencéo de proteina
animal pelas comunidades ribeirinhas. Portanto, é necessario realizar estudos que avaliem
0s aspectos reprodutivos dos peixes relacionados a presenca de mercurio, a fim de
compreender e mitigar os efeitos dessa contaminagdo nos ecossistemas aquaticos e nas

populagdes humanas dependentes desses recursos.

1.3. Possivel efeito mitigador do selénio sobre o mercurio

Estudos indicam que a presenca de selénio pode atenuar os efeitos do
metilmercario (MeHg) em organismos (Lemire et al., 2006; Ralston; Raymond, 2018;
Sormo et al., 2011). Isso ocorre devido a maior afinidade do mercdrio pelo selénio em
comparacado ao enxofre (Ralston; Raymond, 2018). Evidéncias sugerem que organismos
com uma razdo Se:Hg >1 apresentam uma reducéo nos efeitos do mercdrio (Siscar et al.,
2014; Sormo et al., 2011). Além do efeito protetor e benéfico do selénio, pesquisas
recentes indicam que a contaminacdo por mercurio pode induzir a producdo de
metalotioneina (MT) em peixes (Monteiro et al., 2013; Sinaie et al., 2010). A MT é uma
proteina que possui grupos sulfidrila (-SH) em sua estrutura e desempenha um papel na
regulacéo da concentragdo intracelular de metais essenciais, sendo responsiva a presenga
de metais ndo essenciais como o mercurio (Viarengo et al., 2001). Estudos indicam que
0 selénio pode modular a mobilizacdo do mercdrio e a inducdo da metalotioneina (MT)
em peixes (Ralston; Raymond, 2018; Siscar et al., 2014). Essas descobertas sugerem que
a MT pode ser um biomarcador promissor para avaliar os efeitos do mercuirio em peixes
na regido amazobnica. A MT desempenha um papel importante na regulacdo da
concentracdo intracelular de metais, respondendo a presenca de metais ndo essenciais,
como o mercurio. Portanto, a MT pode ser uma ferramenta valiosa para monitorar 0s
impactos da contaminagdo por mercurio em peixes na Amazonia. A interacdo do
metilmercdrio (MeHg) com os grupos sulfidrila (-SH) e selenol (-SeH) das proteinas
animais forma complexos estaveis. Essa interacdo resulta na diminuicdo parcial da
capacidade antioxidante dessas moléculas, levando ao estresse oxidativo (Carocci et al.,
2014; Farina et al., 2011). O estresse oxidativo pode ser detectado por meio de técnicas
espectrofotométricas associadas a estratégias metaloprotebmicas. Essas técnicas

permitem a identificacdo e quantificacdo de proteinas modificadas pelo mercurio e a
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analise das alteracGes no proteoma relacionadas ao estresse oxidativo induzido pelo
mercurio. Essas abordagens podem fornecer informacgdes valiosas sobre 0s mecanismos

de toxicidade do mercudrio em peixes da Amazonia.

1.4. Protedmica e metaloproteébmica

A protedmica € uma area de estudo que visa analisar as proteinas sintetizadas em
células, tecidos e fluidos bioldgicos. Seu objetivo é identificar e quantificar essas
proteinas, além de investigar alteracbes em sua expressao, caracterizar modificagdes pos-
traducionais e identificar interacfes entre proteinas, entre outras aplicacGes (Beranova-
Giorgianni, 2003; Vispo, 2004).

E amplamente reconhecido pela comunidade cientifica a importancia das
proteinas nos sistemas bioldgicos. Estudos indicam que cerca de 40% de todas as
proteinas e enzimas dependem da presenca de ions metalicos para desempenhar suas
atividades bioldgicas (Garcia et al., 2006). As metaloproteinas desempenham um papel
crucial nos sistemas bioldgicos, tanto aquelas que possuem metais essenciais como
grupos prostéticos, como o ferro, cobre e zinco, quanto as proteinas que interagem com
metais toxicos. As metaloproteinas ligadas a metais essenciais sao responsaveis por
fungdes vitais, como transporte de oxigénio (hemoglobina), regulacdo enzimatica
(metaloproteinas de zinco) e transferéncia de elétrons (citocromos). Esses metais
desempenham papéis estruturais e funcionais nessas proteinas, sendo essenciais para seu
correto funcionamento. Por outro lado, as proteinas metal ligantes (conhecidas como
metal-biding proteins em inglés) tém a capacidade de interagir com metais toxicos, como
mercario e cadmio. Essas proteinas possuem grupos sulfidrila (-SH) que possuem
afinidade por metais toxicos, formando complexos estaveis com esses elementos. Essa
interacdo ajuda a reduzir a toxicidade desses metais, pois impede que eles causem danos
as células e tecidos (Garcia et al., 2006; Lima et al., 2010; Santos et al., 2011).

Essa area de estudo tem como objetivo elucidar a fungdo biologica dos ions
metalicos que se ligam a biomoléculas, buscando compreender o seu papel no organismo
(Mounicou et al., 2009). Essa investigagdo é particularmente relevante no contexto da
toxicologia ambiental, especialmente quando se trata de metais toxicos, como o mercurio.
O entendimento dessas interacGes entre metais e biomoléculas pode se tornar uma

ferramenta valiosa para o estudo dos efeitos toxicos desses elementos no ambiente.
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As metaloproteinas pertencem a um grupo de proteinas que requerem a presenga
de um cofator metélico especifico para desempenhar suas fungdes bioldgicas. Essas
proteinas sdo caracterizadas pela sua alta afinidade na interacdo com ions metalicos, 0s
quais séo incorporados por meio de liga¢bes quimicas, formando complexos estaveis na
estrutura dessas macromoléculas. Esse cofator metalico desempenha um papel crucial na
estrutura e atividade dessas proteinas, permitindo-lIhes executar suas fungdes bioldgicas
de maneira eficiente (Silva, 2009).

Em contraste, as proteinas ligadas a metais incorporam ions metalicos por meio
de ligacdes que ndo configuram atividades especificas as proteinas. No grupo das
proteinas ligadas a metais, encontramos ions monovalentes como o potassio e o sodio e
os ions alcalinos terrosos calcio e magnésio. Por outro lado, os metais de transi¢do, como
cobalto, manganés, zinco, ferro, cobre e molibdénio, geralmente formam ligacdes
estdveis com as proteinas. Esses metais sdo frequentemente encontrados em
metaloproteinas devido as suas propriedades, como densidade, for¢as eletrostaticas, raio
atbmico pequeno e interacGes eletromagnéticas. Essas caracteristicas favorecem a
formacédo de ligacGes estaveis formando complexos nas estruturas das proteinas (Silva,
2009).

1.5. Abordagens protedmicas

O avanco da protedmica € impulsionado pelos progressos tecnolégicos e
instrumentais que possibilitaram uma andlise abrangente do proteoma em varias amostras
bioldgicas. Esses avancos permitiram a investigacdo das proteinas de forma mais
completa. Embora ainda haja desafios e limitagdes no estudo protedmico, as técnicas de
fracionamento de proteinas, a espectrometria de massas (MS) e as ferramentas de
bioinformatica tém sido aprimoradas. Essas melhorias tém permitido a caracterizacao e
identificacdo de um vasto conjunto de proteinas (Eckersall; Whitfield, 2011). Nesse
contexto, diversas abordagens e ferramentas protebmicas podem ser empregadas. De
maneira geral, a anélise protedmica engloba varias etapas comuns, que incluem a extracao
de proteinas, a separacdo de proteinas complexas ou misturas de peptideos, seguida pela
identificagdo das proteinas e o estudo de bioinformatica para processar e analisar os dados
obtidos (Games et al., 2014; Passaglia; Zaha, 2014).
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A protedbmica pode ser geralmente dividida em duas abordagens: a abordagem
baseada em gel (Top-down) e a abordagem sem gel (Bottom-up ou Shotgun) (Figura 3)
(Almeida et al., 2015). Na abordagem baseada em gel, uma técnica de fracionamento
amplamente utilizada é a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE) (Figura 4). Essencialmente, na 2D-PAGE, as proteinas sdo inicialmente separadas
de acordo com seu ponto isoelétrico (pl) por meio da focalizacdo isoelétrica (IEF), que é
a primeira dimensdo do processo. Na focalizag&o isoelétrica, a mistura de proteinas é
colocada em uma fita contendo um gel com um gradiente de pH imobilizado (IPG). Em
seguida, um campo elétrico é aplicado ao longo do gel, permitindo a migracdo das
proteinas até alcancarem seu respectivo ponto isoelétrico (pl). O ponto isoelétrico é o pH
no qual a proteina possui uma carga liquida igual a zero (Passaglia; Zaha, 2014; Nelson;
Cox, 2019).

—

Quantificagdo ¢ Digestdo ¢ Espectrometria de
(2DE) massa
Extragdo de BASEADO EM GEL Identificacs i
¢do de proteinas
Proteinas =

diferencialmente

Fluidos expressas
Células
Tecidos

érgﬁos

Organismos

Digestdo Q Separagdo Q Espectrometria de @ Quantificagdo
— massa

Figura 3. Principais abordagens protebmicas: Técnicas baseadas em gel e sem gel.
Adaptado de Almeida et al. (2015).

Na segunda dimens&o, as proteinas previamente separadas de acordo com o pl na
primeira dimenséo s&o agora fracionadas com base em sua massa molecular. Nessa etapa,
ocorre a separacao vertical das proteinas utilizando um gel de poliacrilamida (acrilamida
e bisacrilamida), que atua como uma peneira molecular. Esse gel cria um gradiente de
porosidade que permite que as proteinas se movam através dele de acordo com seu
tamanho, resultando em spots distintos de proteinas separados verticalmente no gel
(Nelson; Cox, 2019; Passaglia; Zaha, 2014). Apos a aplicacdo de uma corrente elétrica
no gel, as proteinas, previamente desnaturadas e carregadas uniformemente com cargas

negativas pelo detergente dodecil sulfato de sodio (SDS), migram através dos poros do
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1 gel em direcdo ao polo positivo localizado na base do gel. Nesse processo, ocorre a
2  separagdo das proteinas com base no tamanho (massa molecular), sendo que as proteinas
3 menores migram mais rapidamente do que as maiores (Nelson; Cox, 2019).

Amostra de Proteina Fita de gel

pl3 pl10
' Proteinas separadas
em primeira dimensdo
por focalizacdo
isoelétrica
e ,
N B Proteinas separadas em
g e segunda dimensao por
,i :l eletroforese em gel de
el =% poliacrilamida — SDS
|
- E '.
e
Diminuicdo de Massa | | +% =

Molecular

4
5 Figura 4. Representacdo esquematica da eletroforese bidimensional. Adaptado de
6  Nelson; Cox (2019).

-,
8 Apos a eletroforese, o gel é imerso em uma solugdo contendo um corante
9 especifico para proteinas, como o Coomassie Blue, que permite a visualizacdo das

10  proteinas na forma de spots. Esse corante se liga as proteinas, proporcionando contraste

11 e permitindo a deteccdo visual das proteinas separadas no gel (Nelson; Cox, 2019). A

12 proxima etapa envolve a analise dos géis obtidos. Primeiramente, os géis sdo digitalizados

13 e as imagens sdo analisadas utilizando um software especifico. Nessa analise, sdo

14  realizadas medidas como o numero de spots, a correlacdo entre os géis (matching), o pl e

15 amassa molecular experimentais, bem como a diferenca de expresséo dos spots proteicos

16  entre os grupos estudados. Os spots proteicos com expressdo diferencial sdo entédo

17  recortados do gel e submetidos a digestdo proteolitica com tripsina. Apds a clivagem, as

18 proteinas sdo identificadas usando um espectrémetro de massas (Baldassini et al., 2015).

19 A técnica de 2D-PAGE apresenta varias vantagens no contexto da analise

20  protedbmica. Primeiramente, ela permite a visualizacdo simultanea de varios spots

21  proteicos, 0 que pode corresponder a centenas ou até mesmo milhares de proteinas
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presentes em uma amostra. Além disso, a 2D-PAGE possibilita a deteccdo de
modifica¢Oes pds-traducionais, que podem ser observadas como aglomerados de manchas
horizontais ou verticais nas imagens dos géis. A técnica também permite estimar o ponto
isoelétrico (pl) e a massa molecular das proteinas separadas. Outra vantagem é a
capacidade de realizar uma andlise comparativa da expressao proteica entre diferentes
amostras, o que é util para investigar diferencas na expressao de proteinas em condigdes
normais e patologicas, por exemplo (Bodzon-Kulakowska, 2013). No entanto, a técnica
de 2D-PAGE também apresenta algumas limitacdes. Proteinas grandes podem ter
dificuldade em entrar nas fitas de gradiente de pH imobilizado (IPG), resultando em baixa
deteccdo dessas proteinas. Além disso, proteinas de baixa abundancia podem nao ser
facilmente detectadas devido a sensibilidade limitada da técnica. Proteinas altamente
acidas ou bésicas também podem ser desafiadoras de serem analisadas, uma vez que
podem ndo se separar adequadamente no gradiente de pH. Outra limitacdo ¢ a anlise de
proteinas de membrana, que apresentam baixa solubilidade aquosa e alto teor de lipideos,
dificultando sua separacdo e deteccdo na técnica de 2D-PAGE (Olver, 2011; Bodzon-
Kulakowska, 2013).

A técnica sem gel (bottom-up ou Shotgun) (Figura 5) é baseada na medicéo
indireta de proteinas por meio da andlise de peptideos gerados a partir da clivagem
proteolitica das proteinas intactas (Zhang et al., 2013). Essa abordagem tem um
rendimento superior em relacdo a técnica 2D-PAGE, devido a facilidade das técnicas de
separacdo de proteinas por meio da cromatografia liquida. A capacidade de acoplar a
cromatografia liquida capilar multidimensional (LC) a espectrometria de massa em
tandem (MS/MS) torna essa abordagem altamente reproduzivel e capaz de separar e
caracterizar peptideos obtidos da digestdo enzimatica de uma amostra proteica (Lippolis;
Nally, 2018; Nair; Zhai, 2020).

A Shotgun é altamente sensivel e permite a identificacdo em larga escala de
proteinas, superando a técnica tradicional 2D-PAGE em termos de rendimento. No
entanto, assim como a 2D-PAGE, a esta técnica também possui algumas limitagdes. Por
exemplo, pode haver dificuldades na identificacdo de isoformas de proteinas e na
deteccdo de modificagbes pos-traducionais. Além disso, a Shotgun é geralmente mais
dispendiosa em comparagdo com a 2D-PAGE, em termos de equipamentos e reagentes
necessarios (Olver, 2011; Lippolis; Nally, 2018). Cada técnica, seja a 2D-PAGE ou a
Shotgun, apresenta vantagens e limitacdes especificas. A escolha do método dependera

dos objetivos do estudo, dos recursos disponiveis e da natureza da amostra bioldgica em
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questdo. Em alguns casos, pode ser adequado utilizar apenas uma das técnicas, enquanto
em outros casos, pode ser benéfico combinar as abordagens para obter uma visdo mais
abrangente do proteoma. A combinacgdo das duas técnicas tem o potencial de fornecer
informacdes complementares e uma compreensdo mais completa das proteinas presentes

em amostras bioldgicas complexas (Miller, 2011; Lippolis; Nally, 2018).

Amostra
Lise U biolégica
Mistura de

Tlata 1ento co |.

tripsina

Proteinas

i RP SCX
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Cromatografia liquida

Aquisicao de dados
de MS e MS/MS

‘ ’p‘ l-:u-ll.‘L H.I-\L'_H.
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Figura 5. Esquema da representacdo de protedmica livre de gel (Shotgun). Fonte:
Passaglia; Zaha, 2014.

1.6. Biomarcadores de toxicidade

Biomarcadores sdo parametros que podem ser medidos em fluidos corporais,
células ou tecidos e que indicam modifica¢fes bioquimicas ou celulares que afetam a
homeostase de um organismo. Essas modificacbes podem resultar da exposicdo a
substancias toxicas ou de condicOes patologicas (Goldstein, 1987). Os biomarcadores
podem ser definidos como efeitos que ocorrem em nivel molecular. Esses efeitos podem
ser quantificados por técnicas moleculares e indicam possivel exposicdo a xenobidticos

sobre o organismo. A quantificacdo e/ou identificacdo dos biomarcadores possibilita a
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utilizacdo de estratégias de remediacdo antes da ocorréncia da alteracdo biologica no
organismo (Walker et al., 1996). Assim, os biomarcadores podem refletir um status
saudavel ou ndo de um organismo contaminado por um xenobidtico, como as espécies
mercuriais, possibilitando uma resposta rapida ao estresse quimico, caracteristica esta de
grande importancia na ecotoxicologia (Arias et al., 2007).

Os biomarcadores podem ser classificados considerando-se a intensidade dos efeitos
subletais do contaminante, com a possibilidade de se aplicar medidas remediadoras.
Dessa forma os biomarcadores podem ser moleculares e sistémicos, e classificados como
de exposicdo, efeito ou suscetibilidade (Arias et al., 2007). Os biomarcadores de
exposicao refletem alteragdes bioldgicas, passiveis de serem quantificadas, relacionadas
com a exposicdo a xenobiodticos. No caso de peixes, as enzimas e/ou proteinas do tecido
hepéatico que participam dos processos de destoxificacdo de xenobioticos e enzimas de
biotransformacao de fase I e fase I se encaixam nessa classificacdo (Delfino Vieira et al.,
2016). Os biomarcadores de efeito estdo relacionados com as respostas adaptativas em
molecular e com a inducdo do sistema de defesa celular. As respostas do sistema
antioxidante, como aumento e/ou diminuicdo de atividade das enzimas CAT, SOD e
GPX, estimulada por estresse oxidativo causado por um estressor quimico (por exemplo,
metais toxico, como o mercurio), poder ser considerada como um biomarcador de efeito
(Jesus; Carvalho, 2008). Ja os processos relacionados com variag@es de respostas entre a
exposicdo e efeito, considerando um determinado periodo, e o estado de saude do
organismo, o estado de equilibrio do metabolismo, alteracdes e disfun¢bes morfoldgica e
a morte, podem ser classificados como biomarcadores de suscetibilidade (Jesus;
Carvalho, 2008).

Portanto, é essencial identificar biomarcadores em niveis hierarquicos mais baixos,
pois isso permite a detec¢do precoce dos efeitos adversos antes que se propaguem para 0S
niveis mais altos. O reconhecimento desses biomarcadores nos estagios iniciais facilita a
compreensdo dos efeitos e permite a implementacao de medidas de manejo e conservagédo
mais efetivas para prevenir danos mais amplos ao ambiente e as populagdes bioldgicas
(Figura 6) (Jesus; Carvalho, 2008).
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Sinais imediatos Molecular
(busca por biomarcadores) Subcelular (organela)

Celular

Tecido
Exposicao ao Poluente Sistémico (6rgao)
Organismo
Populagéo
Comunidade
Efeitostardios Ecossistema

Figura 6. Niveis de respostas do sistema bioldgico mediante a exposicdo a poluentes
(xenobidticos). Adaptado de Jesus; Carvalho (2008).

2. OBJETIVO GERAL

Contribuir para 0 melhor entendimento a respeito da influéncia do selénio nos efeitos
toxicos do mercurio por meio da identificagdo de biomarcadores de exposi¢do em peixes
Psectrogaster amazonica (branquinha) — detritivoro e Raphiodon vulpinus (cachorra) —

piscivoro, da regido de Jirau, rio Madeira/Rondonia.

2.1. Obejetivos especificos

Hipdtese 1 — A absorcdo das espécies mercuriais pode desencadear algum nivel de
estresse que possivelmente possa alterar a satde de peixes?

Obijetivos especificos (amostras de tecido muscular e hepatico): - Identificar proteinas
associadas ao mercurio por 2D PAGE-GFAAS-LC- MS/MS.

Hipotese 2 — A concentracdo de selénio em peixes poderia mitigar os efeitos deletérios
das espécies mercuriais?

Objetivos especificos (amostras de tecido muscular e hepatico): - Quantificar a razdo
Se/Hg; - Caracterizar proteinas associadas ao selénio por 2D-PAGE-GFAAS-LC-
MS/MS.

Capitulo 2, intitulado “Abordagem metalémica de mercurio e selénio em tecido hepético
de Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus da Amazoénia brasileira” foi redigido

de acordo com as normas editoriais do periodico Chemosphere (ISSN: 0045-6535).
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Capitulo 3, intitulado “Mercury deleterious effects study through selenium on the
muscle of Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus from Brazilian Amazon:
New insights using metalomics strategies” foi redigido de acordo com as normas
editoriais do periodico Molecules (ISSN: 1420-3049).
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CAPITULO II

Abordagem metaldmica de mercurio e selénio em tecido hepatico de Psectrogaster
amazonica e Raphiodon vulpinus da Amazdnia brasileira
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Resumo

O presente trabalho reporta os resultados do estudo metaldmico do mercurio (Hg) e
selénio (Se) no tecido hepatico das espécies Psectrogaster amazonica (Branquinha) e
Raphiodon vulpinus (Cachorra) do rio Madeira, Rondonia/Brasil. Para isso, foram
utilizadas como estratégias experimentais a associacao das técnicas espectrometria de
absorcédo atdmica em forno de grafite (GFAAS) - eletroforese bidimensional (2D PAGE)
- espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (LC —
MS/MS). Com base nas concentracdes de mercurio e selénio (CHg € Cse) determinadas
por GFAAS foram calculadas as razdes molares Hg:Se e Se:Hg e posteriormente 0s
valores de Se para beneficios da satde (Se HBVs). Os valores da Se:Hg foram maiores
que um para as duas espécies de peixes, enquanto os Se HBVs foram maiores que cinco
para Psectrogaster amazonica e maiores que dez para Raphiodon vulpinus, indicando
assim, que as duas espécies de peixes apresentam no tecido hepatico reserva de selénio
necessaria para controlar os efeitos toxicos do Hg. Os dados metaloprotedmicos
permitiram identificar nas duas espécies de peixe nove spots proteicos associados ao Hg
e Se, com concentracdes na faixa de 9,70+0,14 a 28,44+0,31 mg kg ! e 16,15+021 de Hg
e 43,12+0,51 mg kg de Se. As analises por LC - MS/MS identificaram quatro metal
binding proteins (MBP) nos spots proteicos associadas ao Hg e Se no proteoma hepatico
de Psectrogaster amazonica e cinco de Raphiodon vulpinus, indicando a possivel
formagéo de complexos Hg-Se na estrutura das MBP, e que a ligacdo com Se poderia
mitigar os efeitos toxicos do Hg. Andlises de atividades das enzimas CAT, SOD e GPx,
e de LPO (Catalase, Superoxido Dismutase, Glutationa Peroxidase, e lipoperoxidacdo de
lipideos respectivamente), demostraram ndo ocorréncia de estresse oxidativo induzido

pela concentracgdo de Hg, o que corrobora com os dados metaloprotémicos.

Palavras-chave: Hg e Se em peixes amazonicos; metal bindin proteins; Hg-associated

protein; Se-associated protein; metaloprotedmica.
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1. Introducéo

O mercario (Hg) é altamente toxico e se acumula ao longo da cadeia tréfica,
representando um risco para os consumidores de topo, como os seres humanos (Clarkson;
Magos, 2006). Na Amazonia, tanto a atividade de garimpo de ouro quanto fontes naturais
contribuem para a contaminacéo por mercurio (Malm, 1998; Malm et al., 1995; Fadini;
Jardim, 2001; Roulet et al., 1998). O consumo de peixes € a principal fonte de
contaminacdo em populagdes humanas na regido, especialmente aquelas que vivem em
areas remotas e dependem dos peixes como fonte principal de proteina na dieta (Lacerda;
Malm, 2008; Veiga et al., 1994; Dorea, 2004; Passos et al., 2008). Estudos mostraram
uma correlacdo positiva entre 0 consumo de peixes e as concentracdes de mercurio
encontradas em cabelo e no sangue de popula¢fes humanas na Amazdnia, aumentando o
risco para essas populacbes (Dorea; Marques, 2016; Faial et al., 2015; Passos et al.,
2007). Além disso, o mercurio afeta a saude e reproducdo dos peixes, 0 que pode levar a
reducdo dos estoques pesqueiros e impactar negativamente as comunidades ribeirinhas
(Bataglioli et al., 2019).

O selénio, por suas propriedades antioxidantes, € sugerido como um possivel
contribuinte para a tolerancia aparente ao mercdrio em organismos. A a¢do do selénio na
desintoxicacdo do organismo em rela¢do ao mercurio tem sido reportada, indicando que
este mineral pode desempenhar papel crucial na protecdo contra os efeitos deletérios do
mercurio (Lemire et al., 2006; Kaneko; Ralston, 2007; Yang et al., 2008; Ralston;
Raymond, 2018). Especificamente em relagdo a peixes, a literatura reporta que o selénio
pode reduzir a toxicidade de espécies mercuriais no organismo desses animais, devido a
sua maior afinidade com o mercurio em comparacgdo ao enxofre (Sormo et al., 2011; Lino
et al., 2018). Organismos com uma razdo Se:Hg maior que 1 apresentam uma reducgéo
nos efeitos toxicos do mercdrio (Siscar et al., 2014; Sormo et al., 2011). Assim, a alta
afinidade de ligacdo Se e Hg pode diminuir a biodisponibilidade do mercurio e
possivelmente a sua toxicidade aos organismos (Lino et al., 2018).

Apesar da literatura disponibilizar diversos trabalhos que reportam os efeitos
toxicos das espécies mercuriais em organismos humanos e de animais, estudos que
discutem os possiveis mecanismos do efeito antagdnico do selénio em relacéo aos efeitos
deletérios do mercario, ainda sdo escassos (Tomza-Marciniak et al., 2023). A
metaldmica, linha de investigacado cientifica relativamente nova, por englobar estratégias

experimentais de quimica analitica com estratégias bioquimicas e biologia molecular,
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permite identificar proteinas associadas com espécies mercuriais no proteoma de
diferentes organismos, como por exemplo em organismos de peixes (Bittarello et al.,
2020, Vieira et al., 2023). Nesse contexto, a metaldomica pode gerar informacoes
importantes em relacdo aos mecanismos relacionados com o efeito protetor do selénio
sobre os efeitos toxicos do mercdrio, porque permite a identificacdo de proteinas
associadas ao Hg e Se com diferencas de abundéncia relativa no proteoma estudado
(Almeida et al., 2023, Mellingen et al., 2023).

Assim, com base no exposto o presente manuscrito reporta os resultados obtidos
no estudo metaldmico do mercdrio e selénio em tecido hepatico dos peixes Amazdnicos
Psectrogaster amazonica (espécie ndo predadora) e Raphiodon vulpinus (espécie
predadora). Ambas as espécies de peixes foram coletadas no rio Madeira, estado de
Rond6nia/Brasil, rio que nas Ultimas década foi impactado por mercurio devido as

atividades de garimpo de ouro (Bittarello et al., 2019, Bataglioli et al., 2022).

2. Material e métodos

2.1. Animais experimentais, coleta de amostras e processamento

Foram coletados e conservados em nitrogénio liquido amostras de tecidos
hepaticos de oito individuos da espécie de peixe Psectrogaster amazonica (branquinha)
e oito individuos da espécie Raphiodon vulpinus (cachorra) na area de influéncia do
reservatorio da Usina Hidrelétrica de Jirau no estado de Ronddnia/Brasil. Os pontos de
coletas foram: a) (S 09°47°18,3""; W 065°31°12,4""), b) S 09° 41°0,06""; WE 064°
58743.9” e c) S09°16°12,8""; W 064°41°14""), localizados no rio Madeira (Bittarello et
al., 2020, Bataglioli et. al., 2022). Os peixes foram coletados considerando o tamanho e
peso das espécies (CEUA (Comisséo de Etica no uso Animal), protocolo n° 0316/2023),
com malhadeiras pela equipe de bidlogos da Empresa ESBR (Empresa Energia
Sustentavel do Brasil), anestesiados com benzocaina (100 mg L) e posteriormente

eutanasiados por mielotomia, para realizacdo de biometria e coleta de amostras de tecidos.

2.2. Determinagdes de mercurio e selénio

As determinacges das concentracdes de mercurio e selénio total (Chgtotal € Csetotar)
nas amostras de tecido hepaético, pellets e spots proteicos foram feitas por espectrometria

de absorc¢do atdbmica em forno de grafite (GFAAS) conforme procedimento descrito por
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Silva et al., (2007), Moraes et al., (2013), Braga et al., (2015), Queiroz et al., (2018).
Resumidamente, o procedimento consiste em mineralizar as amostras utilizando mistura
de &cido sulfurico concentrado com peroxido de hidrogénio 30% (m/m) utilizando banho
de aquecimento assistido por ultrassom. Os extratos acidos obtidos foram avolumados
para 5,00 mL em balGes volumétricos. Para manter a estabilizacdo térmica do mercdrio e
selénio na temperatura de atomizacao, foi utilizada a combinagdo de tungsténio como
modificador quimico permanente e zircénio como modificador quimico coinjetado junto
com a amostra no tubo de grafite. As determinagdes foram feitas utilizando espectrémetro
de absorcao atdmica SHIMADZU AA-6800 equipado com corretor de background com
sistema self-reverse (SR) e lampada de deutério, tubo de grafite pirolitico com plataforma
integrada e amostrador automatico AS6100. Todas as determinagdes Hgtotal € Setotal foram
validadas por analises do material de referéncia certificado DOLT 4 (figado de peixe) do
National Research Council of Canada (NRC).

Os resultados das determinacdes de Hgota € Setotal NAS amostras de tecido hepatico
de oito individuos da espécie Psectrogaster amazonica e oito da Raphiodon vulpinus,
permitiram calcular a razdo Hg;Se e Se:Hg, como também os valores de Se para
beneficios da saude - Se HBVs (Lino et al., 2018). Com base nos dados obtidos foi
possivel seperar dois grupos da espécies Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus
considerando as concentragcdes totais menores e maiores de mercurio e selénio:
Psectrogaster amazonica: Pa-HgSe 1 - < Chgtotal € Csetotal, Pa-HgSe 2 - > Chgtotal € Csetotal;

Raphiodon vulpinus: Rv-HgSe 1 - < Chgtotal € Csetotal, Rv-HgSe 2 - < CHgtotal € Csetotal.

2.3. Fracionamento do proteoma hepético por 2D PAGE

O fracionamento do proteoma hepético das espécies Psectrogaster amazonica e
Raphiodon vulpinus foi obtido por 2D PAGE. Para isso, pools das amostras foram feitos
considerando a concentracdo de mercurio e selénio por individuo nas espécies de peixes.
Assim, com base nas concentragdes de Hg-total € Se-totar pOr individuo foram elaborados
dois grupos de pools em ordem crescente de concentracdo (grupo 1 —menor concentragdo
de Hg e Se e grupo 2 — maior concentragdo de Hg e Se) para as duas espécies de peixes.
A extracdo da fracdo proteica das amostras de tecido hepatico foi feita com tampé&o Tris-
HCI pH 8,80 em condig&o desnaturante conforme procedimento descrito por Braga et al.
(2015), utilizando desruptor de células OMNI/Analitica. Para remover os concomitantes

dos extratos proteicos, que podem interferir no processo de fracionamento dos proteomas,
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utilizou-se a estratégia de precipitacdo total, utilizando solucdo gelada de acetona 80%
(v/v) na proporcao de 1:4 (amostra:acetona), para obtencdo dos pellets proteicos (Lima et
al., 2010). Os procedimentos experimentais do fracionamento dos proteomas hepaticos
por 2D PAGE sdo descritos a seguir: Focalizacdo isoelétrica (IEF) - etapa na qual o
fracionamento das proteinas ocorre pelo ponto isoelétrico (pl). Os pellets proteicos
obtidos no processo de precipitagéo total foram solubilizados em solucéo desnaturante e
redutora (Santos et al., 2011). Trés fitas de IEF de 13 cm (gradiente de pH 3 a 10) foram
hidratadas com 250 pL de extratos proteicos (obtidos na solubilizacdo dos pellets
proteicos e diluidos para conter 375 pg de proteina) em suas respectivas canaletas, na
caixa de hidratacdo e cobertas com dleo mineral para evitar a evaporacdo da solucdo de
amostra (Santos et al., 2011). A caixa de hidratacdo foi fechada e mantida por 12 horas
em temperatura ambiente. Apds serem devidamente hidratadas, as fitas foram transferidas
para o sistema de focalizacdo isoelétrica Amersham Biosciences EPS 1001 (Uppsala,
Sweden) para a corrida eletroforética de primeira dimensdo, utilizando procedimento
descrito por Santos et al., 2011. O tempo de corrida foi 4 horas e 30 minutos. Apés a
etapa de focalizacdo isoelétrica as fitas IEF foram reidratadas com duas solucbes. Na
primeira foi utilizada 12 mL de uma solugdo contendo ureia 6 mol L2, SDS 2 % (m/v),
glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol L (pH 8.8) azul de bromofenol 0,002% (m/v) e
DTT 2% (m/v), para manter as proteinas nas formas desnaturadas e reduzidas.
Posteriormente, uma solucdo semelhante a anterior, mas substituindo-se o DTT por
iodoacetamida 2,50 % (m/V), foi utilizada para promover a alquilacdo dos grupos tidis e
assim, evitar a reoxidacao das proteinas. O tempo de contato das duas solu¢fes com as
fitas IEF, sob leve agitacdo em mesa agitadora, foi de 15 minutos. Em seguida, a segunda
etapa da corrida 2D PAGE, na qual o fracionamento das proteinas ocorre em funcéo da
massa molecular, foi realizada utilizando sistema 2D PAGE GE Healthcare Ettan™
DALT six (Uppsala, Sweden) e as condi¢Oes experimentais descritas por Lima et al.,
2010 e Santos et al., 2011.

Apbs o término das corridas 2D PAGE, as proteinas foram fixadas nos geéis
utilizando solucdo contendo &cido acético 10% (v/v) e etanol 40 % (v/v) e posteriormente,
0s spots proteicos foram revelados com o corante Coomassie coloidal. Apds a etapa de
revelacdo dos spots proteicos, os géis foram escaneados e as imagens analisadas
utilizando o software ImageMaster 2D Platinum e os procedimentos descritos por Moraes
etal., 2012.
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2.4. Caracterizacdo dos spots proteicos associados ao Hg e Se

Os spots proteicos associados ao mercurio e selénio foram extraidos dos géis com
auxilio de bisturi, recortados em segmentos de aproximadamente 1 mm?® e transferidos
para microtubos contendo 1 mL de &cido acético 5% (v/v) e submetidos as seguintes
etapas (Bataglioli et al., 2019; Bittarello et al., 2020, Vieira et al., 2023): remocédo do
corante, reducdo e alquilagdo das proteinas e digestdo triptica utilizando solucéo de
tripsina 10 ng mL™. Os extratos contendo os peptideos foram transferidos para novos
vials e concentrados a aproximadamente 12 pL em equipamento da Thermo Scientific.
Os extratos concentrados foram em seguida passados em colunas C18 ZipTip para
limpeza dos peptideos e armazenados a -20 ° C.

Anaélises de caracterizacdo dos proteomas foi feita no sistema nano ACQUITY
UPLC-Xevo QTOF-MS equipado com ionizacdo por electrospray (Waters, UK), coluna
HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3 Waters) e operado em modo de ion positivo
(Shevchenko et al., 2006). Os dados obtidos dos espectros de massas foram processados
e analisados pelo software “Progenesis QI” e com consulta ao banco de dados Uniprot e
a ordem de peixes Otophysi, para identificacdo das proteinas (Bataglioli et al., 2019;
Bittarello et al., 2020, Vieira et al., 2023).

2.5. Anélises dos parametros relacionados com estresse oxidativo

Para a analise de indicio de danos a lipideos e proteinas celulares que resultam de estresse
oxidativo, 0,20 g de tecido hepatico de cada individuo dos quatro grupos de maior e menor
Chgtotat € Csetota  de  Psectrogaster amazbnica e Raphiodon vulpinus, foram
homogeneizadas utilizando desruptor de célula em tampéo fosfato de sédio (0,01 mol L
- pH 7.0). Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 12000xg por 30 minutos a
4°C e o0s sobrenadantes obtidos foram utilizados para as determinacbes de
lipoperoxidacdo de lipideos (LPO) e das atividades de glutationa peroxidase (GPx),
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD).

Na determinacdo de LPO foi utilizado procedimento descrito por Jiang et al.,
(1991), que consiste na oxidacgio de ions Fe** a Fe3* por lipoperéxido (LOOH) em pH
acido, na presenca de indicador metalocrémico alaranjado de xilenol. O alaranjado de
xilenol forma complexo com fons Fe* oxidados, que absorve radiacio visivel em 560

nm, proporcional a concentragcdo de LOOH.
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A atividade de GPx foi realizada por determinacdo indireta, que se baseia na
oxidagéo da glutationa reduzida (GSH). A glutationa oxidada (GSSG) catalisada pela
GPx forma ligacdo de acoplamento por ponte dissulfeto entre duas GSH (GS-GS) que
volta ao estado reduzido produzindo 2GSH pela acdo da glutationa redutase (GR) e
NADPH (B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, reduzida). A reducdo da
absorbéancia do NADPH medida por espectrofotometria em 340 nm durante a oxidagéo
de NADPH a NADP?*, indica a atividade da GPx, considerando-se que a GPx é fator
limitante da velocidade das reacdes de acoplamento (Erden; Bor, 1984).

A atividade da SOD foi determinada pela técnica de espectrofotométria de Crouch
et al., 1981, tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducdo do
nitrobluetetrazélico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em pH 10.
Atividade de catalase (CAT) foi medida pela observacdo espectrofotométrica do
decréscimo na absorbancia do perdxido de hidrogénio a 240 nm.

O ensaio foi executado em um curto periodo de tempo (trinta segundos), pois a
concentragéo do peroxido de hidrogénio (10 mmol L) é inferior ao KM do sistema (1,20
mol L™?). Por defini¢io, uma unidade de catalase decompde 1,0 umol de peréxido de
hidrogénio a oxigénio molecular e dgua por 20 minuto, em pH 7,0 e a 25°C (Beutler,
1975). As analises de quantificacdo de proteina total nos extratos proteicos, necessarias
para o calculos das atividades das enzimas do sistema antioxidante e da concentragdo de
LPO foram realizadas utilizando o método de Biureto (Doumas et al., 1981), descrito
resumidamente a seguir: uma curva analitica com concentrages de 5 a 50 gL foi
construida a partir de uma solugio estoque padrdo contendo 100 g L de albumina de
soro bovina (BSA). Para analise das amostras utilizou-se aliquotas de 25 pL dos extratos
proteicos diluidas em 25 pL de NaOH 0,50 mol L. Posteriormente, em vials de 5,00 mL
foram transferidos, 50 pL de padrdao de proteina e/ou extrato proteico e 2,50 mL do
reagente Biureto. A mistura padréo e/ou amostra com o reagente foi mantidaa 32 ° C em
banho-maria por 10 min. Depois desse tempo de reacdo, as leituras de absorbancia foram

feitas em espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 545 nm.

2.6. Andlises estatisticas

O software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare) foi utilizado para
analisar as imagens dos geis 2D PAGE, conforme descrito por Moraes et al., 2012. As

determinac6es de mercurio foram expressas em M+SD e submetidas ao teste t de Student
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e teste F para identificar quaisquer diferencas significativas usando o software SAS
(versdo 8). Em relacdo aos dados das andlises de atividade da CAT, SOD e GPx, e das
concentracdes de LPO, foi utilizado o teste de Correlacdo de Spearman para avaliar a
correlagdo desses parametros com as Crgtotal € Csetotal (Bittarello et al., 2020). Os dados
protedmicos foram analisados usando o software do espectrdmetro nanoAcquity UPLC
Xevo QTof MS Protein Lynx Global Server (PLGS) (Vieira et al., 2023).

3. Resultados e discussao

3.1. Determinacao de Hgtotal € Setotal

Os resultados obtidos nas determinagGes de Hgtotal € Setotal €Std0 Sumarizados nas
Tabelas 1 a 3.

Tabela 1. Concentracdo de Hg-total e Se-total em amostras de tecido hepéatico de
Psectrogaster amazonica.

Psectrogaster Hg-totai Se-total
amazonica/ NRC (ng kg™) (ug kg?)
1 84,50+2,500 126,6+2,500
2 122,443,040 149,3+2,700
3 81,10+0,9000 121,842,200
4 123,5+1,700 152,142,800
5 120,942,830 147,542,600
6 86,70+3,250 128,142,300
7 87,80+4,240 129,4+2,400
8 125,5+2,620 153,742,800
DOLT-4 2,530+0,04430* 8,110+0,1403*

*Concentragdo - mg kg*; DOLT-4 (Valor Certificado - mg kgt); Chg = 2,580 + 0,2200; Cse = 8,300+1,300

Tabela 2. Concentracéo de Hgtota € Setotal €M amostras de tecido hepatico de Raphiodon

vulpinus.
R"f‘ph'Odon Hg-total Se-total
vulpinus / NRC (ug kg™t (ug kg
1 143,242,600 244,314,400
2 586,6+10,70 726,6+12,80
3 136,4+2,200 231,243,900
4 146,542,700 249,1+4,600
5 555,649,900 666,8+11,30
6 645,9+11,60 775,1£13,20
7 156,8+2,800 265,2+4,700
8 528,319,400 644,2+10,90
DOLT-4 2,519+0,04836* 8,122+0,1535*

*Concentragdo - mg kg*; DOLT-4 (Valor Certificado - mg kg1); Chg = 2,580 + 0,2200; Cse = 8,300+1,300
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As determinacgdes de Hg-total € Se-torar foram feitas em oito amostras de tecido
hepéatico e nos pools de pellets proteicos de Psectrogaster amazbnica e Raphiodon
vulpinus. No caso, as determinagdes foram feitas no figado extraido de 8 individuos
separando-se trés massas de aproximadamente 100 mg de tecido hepético, apos a
mineralizacdo das amostras as determinacbes foram feitas por GFAAS conforme
procedimento descrito por Moraes et al., 2013 e Silva et al., 2007 (item 2.3). Em ralagéo
aos pellets proteicos, a extracdo e precipitacdo da fragcdo foi feita em quatro pools de
amostras de tecido hepatico, no caso, um pool com amostras dos individuos com < Chgtotal
e Csetotal Um pool com amostras dos individuos de > CHgtotal € Csetotal, Para as duas espécies
de peixes, perfazendo um total de quatro pools.

Os resultados apresentados na Tabela 1 e 2 permitem separar em funcdo das
Chgtotal € Csetotal d0iS grupos de individuos para as duas espécies de peixes, um grupo com
menor Chgtotal € Csetotal € OUtro com maior Chgtotal € Csetotal. ASSIM, para a espécie
Psectrogaster amazénica o grupo de individuos 1, 3, 6 e 7 apresentaram menor
concentragdo média de Hg-otal € Se-total, NO €aso, 85,80+2,602 ug kg™ e 127,643,184 ug
kg™ respectivamente. Esse grupo foi denominado Pa-HgSe 1 (< Crgtotal € Csetotar). O grupo
de individuos 2, 4, 5 e 8 de Psectrogaster amazonica apresentaram concentracdes médias
de 123,1+1,936 pg kg? e 150,742,800 g kg de Hgwtal € Serotal, CONCENtracdes estas
superiores as do grupo Pa-HgSe 1. Esse grupo foi denominado Pa-HgSe 2 (> Chgtotal €
Csetotal). Em relacdo a espécie Raphiodon vulpinus, os resultados das concentragdes
médias de Hgtotal € Setotar também permitiram montar dois grupos distintos. Grupo dos
individuos 1, 3, 4 e 7, denominado Rv-HgSe 1, com < Chgtotal € Csetotal (CONCeNtracdes
médias de Hgotal € Se-total = 145,4+7,394 g kgt e 242,7+12.20 pg kg2, respectivamente).
E um segundo grupo, denominado Rv-HgSe 2, formado pelos individuos 2, 5, 6 e 8 de
Raphiodon vulpinus, grupo que apresentou > concentracdo média de Hgtota € Setotal
(concentragBes médias de Hgotal € Setotal = 571,7+46.73 g kg™ e 692,7456,40 g kg™,
respectivamente). Os valores das concentragdes de Hgtotal € Setotal permitiram calcular a
razdo molar Hg:Se e Se:Hg para os quatro grupos de individuos das espécies
Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus. Os valores médios da razdo molar Hg:Se
e Se:Hg sdo apresentados a seguir: Grupo Pa-HgSe 1 (Psectrogaster amazonica com <
concentracdo de Hg-total e Se-total) - Hg:Se = 0,27, Se:Hg = 3,8; Grupo Pa-HgSe 2
(Psectrogaster amazonica com > Chgtotal € Csetotat) - Hg:Se = 0,31, Se:Hg = 3,1; Grupo
Rv-HgSe 1 (Raphiodon vulpinus com < Chgtotal € Csetotat) - Hg:Se = 0,24, Se:Hg = 4,2;
Grupo Rv-HgSe 2 (Raphiodon vulpinus com > Chgtotal € Csetotal) - Hg:Se = 0,33, Se:Hg =
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3,0. A partir dos valores médios da razdo molar Hg:Se e Se:Hg foram calculados os
valores de Se para beneficios da saude - Se HBV, utilizando a equacdo 1 (Lino et al.,
2018).
Se HBV = (molar ratio Se:Hg x Se (umol kg?)) - (molar ratio Hg:Se x Se (umol kg)) (1)

Os resultados calculados para a Se HBV séo apresentados a seguir: Grupo Pa-
HgSe 1 (Psectrogaster amazonica com < concentracdo de Hgiotal € Setotal) — Se HBV =
6,04; Grupo Pa-HgSe 2 (Psectrogaster amazonica com > concentragao de Hgtotal € Setotar)
- Se HBV = 5,73; Grupo Rv-HgSe 1 (Raphiodon vulpinus com < concentracao de Hgotal
e Setwotal) - Se HBV = 12,73 e Grupo Rv-HgSe 2 (Raphiodon vulpinus com > concentragdo
de Hgtotal € Setotal) - Se HBV = 25,4. Observa-se que os valores calculados para a razdo
molar Se:Hg séo maiores que 1 para as duas espécies de peixes, e 0s valores calculados
para Se HBV maiores que 5 para os dois grupos da espécie Psectrogaster amazonica e
maior que 10 para os dois grupos da espécie Raphiodon vulpinus. Esses resultados
mostram que tanto a espécie ndo carnivora Psectrogaster amazonica quanto a espécie
carnivora Raphiodon vulpinus apresentam no tecido hepatico reserva de selénio (base
mole) para formar ligagdes com espécies mercuriais (acidos moles) formando complexos
Se-Hg (Pearson, 1963). Com base nos resultados obtidos nas determinacdes de Hg-total €
Se.total NO tecido hepético das espécies Psectrogaster amazénica e Raphiodon vulpinus,
foi feita a extracdo da fracdo proteica de um pool de tecido hepético dos grupos Pa-HgSe
1, Pa-HgSe 2, Rv-HgSe 1 e Rv-HgSe 2, e posteriormente as determinacfes de Hg-total €
Se.otal NOS respectivos pellets proteicos por GFAAS. Os resultados obtidos estdo

sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdo de mercurio e selénio total em pellets proteicos de tecido

hepético de Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus.

Identificacao Concentracao (Hg-total) Concentracéo (Se-total)
(1g kg™ (1g kg™
Pellet-Pa-HgSe 1 81,44+1,341 121,6+2,100
Pellet-Pa-HgSe 2 118,2+1,824 148,5+2,314
Pellet- Rv-HgSe 1 137,8+2,243 237,613,971
Pellet- Rv-HgSe 2 564,6+8,522 679,4+9,342
DOLT-4 2,514+0,04091* 8,115+0,1393*

Pa-HgSe 1 — grupo de individuos da espécie Psectrogaster amazonica com < [Hg-total] e [Se-total]; Pa-HgSe 2 —
grupo de individuos da espécie Psectrogaster amazonica com > [Hg-total] e [Se-total]; Rv-HgSe 1 — grupo de
individuos da espécie Raphiodon vulpinus com < [Hg-total] e [Se-total]; Rv-HgSe 2 — grupo de individuos da espécie
Raphiodon vulpinus com > [Hg-total] e [Se-total]; *Concentracdo - mg kg*; DOLT-4 (Valor Certificado - mg kg™);
Chg = 2,580 £ 0,2200; Cse = 8,300+1,300.
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Observa-se que as concentragdes de Hgtwotal € Setwtar determinadas nos pellets
proteicos dos grupos Pa-HgSe 1 e Pa-HgSe 2, Rv-HgSe 1 e Rv-HgSe 2 estdo de acordo
com os resultados obtidos nas determinacGes nas amostras de tecido hepatico. No caso,
as concentragdes de Hg-total € Se-tota SA0 Maiores nos grupos Pa-HgSe 2 e Rv-HgSe 2
comparadas aos grupos Pa-HgSe 1 e Rv-HgSe 1.

Os pellets proteicos obtidos na extracdo das fragdes proteicas dos pools dos quatro
grupos foram utilizados para fracionamento por 2D PAGE do proteoma hepéatico das
espécies Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus. Os resultados das
determinacdes de Hgtotal € Setotal N0 Material de referéncia certificado DOLT-4 (Figado de
peixe) apresentaram porcentagem de recuperagdo de aproximadamente 98 % e desvio
padrdo relativo menor que dois, 0 que comprova a robustez do método utilizado nas

determinacdes de Hgtotal € Serotar (Vieira et al., 2023, Almeida et al., 2024).

3.2. Fracionamento do proteoma hepético por 2D PAGE

A Figura 1 mostra um exemplo de gel obtido da anélise em triplicata por 2D PAGE
dos pools de amostras de tecido hepéatico dos grupos Pa-HgSe 2 e Rv-HgSe 2. A
caracterizacdo das proteinas nos spots proteicos associados ao Hg e Se foi feita por LC-
MS/MS (Vieria et al., 2023). Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 4.

Fig. 1A Fig. 1B
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Figura 1 - Gel 2D PAGE dos grupos Pa-HgSe 2 e Rv-HgSe 2 obtidos no fracionamento
do proteoma hepético de Psectrogaster amazdnica (Figura A) e Raphiodon vulpinus
(Figura B). Nos spots destacados com circulo, as determinac¢des por GFAAS indicaram a

presenca de Hg e/ou Se.
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Tabela 4. Proteinas associadas ao mercurio e selénio nos spots proteicos dos géis dos

tecidos hepético de Psectrogaster amazénica e Raphiodon vulpinus.

ID. Prote@n Protein Protein ChHg Cse
spots  Accession Description Score (mg kg (mg kg)

Psectrogaster amazdnica
P02140  Hemoglobin subunit betha 2527.965
59 9,70+0,14 16,15+0,21
P02018 Hemoglobin subunit alpha 188.4514
P02017 Hemoglobin subunit alpha 2305.963

60 17,2440,23  33,41+0,39
P02140 Hemoglobin subunit betha 1368.896
P80856 Fatty acid-binding protein_ 1131.812
liver
P80856 Fatty acid-binding protein_ 1522.318
liver
61 19,72+0,25  35,44+0,43
Q9I8L5 Fatty acid-binding protein 10-  1214.747
A_ liver basic
Raphiodon vulpinus
1 073872 Superoxide dismutase [Cu- 615.6831  22,11+0,31 34,82+0,46
Zn]

4 Q90XGO0  Triosephosphate isomerase B 1373.102  24,20+0,36 39,20+0,51

6 Q90XGO0  Triosephosphate isomerase B 4885.841  23,12+0,33 37,60+0,49
8 Q6NY77 4-hydroxy-2-oxoglutarate 126.5413  21,43+0,28  33,73+0,43
aldolase_ mitochondrial

17 Q9PTYO  ATP synthase subunit beta_ 128.7956  17,32+0,23 31,25+0,41
mitochondrial

26 P18520 Intermediate filament protein 144.8645  14,35+0,21 26,82+0,31
ON3

O fracionamento do proteoma hepéatico por 2D PAGE foi feito nos pellets
proteicos extraidos do pool de tecido hepatico dos grupos Pa-HgSe 2 e Rv-HgSe 2 (grupos
escolhidos por apresentarem > Chgtotal € Csetotal), COM 0 Objetivo de mapear a presenca de
Hg e Se nos spots proteicos (Moraes et al., 2013; Braga et al., 2015; Almeida et al., 2024).

As determinagdes por GFAAS (Figuras 1A e 1B, Tabela 4) indicaram trés spots
proteicos associados ao Hg e Se no proteoma hepatico do grupo Pa-HgSe 2 de
Psectrogaster amazonica com concentragdes na faixa de 9,70 a 19,72 mg kg e 16,15 a
35,44 mg kg!, respectivamente para Hg e Se.

No proteoma hepatico da espécie Raphiodon vulpinus (grupo Rv-HgSe 2) foram

identificados seis spots proteicos associados ao Hg e Se, com concentra¢des na faixa
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14,35 a 28,44 mg kg e 26,82 a 43,12 mg kg, respectivamente para o Hg e Se. Os
resultados apresentados na Tabela 4 mostram que em todos 0s spots proteicos associados
ao Hg as determinac6es por GFAAS também indicaram a presenca de Se. Observa-se que
as concentracdes de Hg apresentaram valores acima de 50% menores comparados com
as de concentracdes de Se. Este comportamento foi semelhante aos resultados obtidos em
relacdo aos tecidos e pellets proteicos das amostras de figado das duas espécies de peixe
estudadas. Os resultados do presente paper corroboram com resultados da literatura que
reportam uma correlacdo positiva entre concentracfes de Hg e Se em peixes da regido do
rio Tabajos — Amazonia brasileira e peixes marinhos (Lemire et al., 2006; Siscar et al.,
2014). A correlagdo positiva entre 0 Hg e Se poderia ser explicada pela possivel formagéo
dos complexos [Hg?'] - [Se?] e /ou [CHsHg™]2 — [Se*], o que poderia neutralizar os
efeitos deletérios das espécies mercuriais. No entanto, uma condic¢do redutora do meio
bioldgico seria necessaria para manter as espécies de Se na forma de seleneto (Se?). Os
dados apresentados na Tabela 4 trazem a essa discussdo um dado novo, no caso, a
identificacdo de Hg e Se associados a um mesmo spot proteico. Até entdo, a literatura
reporta trabalhos que identificaram spots proteicos associadas a Hg em tecido hepatico
de ratos e peixes (Santiago et al., 2023; Vieria et al., 2023), no entanto, nesses estudos
n&o foi investigada a presenca do Se.

Dessa forma, com base nos dados da Tabela 4, pode-se sugerir que as espécies
quimicas de Hg e Se podem estar ligadas as estruturas das proteinas e/ou enzimas,
possivelmente a um grupo tiol de uma cisteina e/ou tioeter de uma metionina, formando
complexos na estrutura das metal bindin proteins (MBP), do tipo: MBP-R-[Hg-Se] e/ou
MBP-R-S-[Hg-Se]. No caso, o grupo R-S-H (base mole) representa o grupo tiol de uma
cisteina, e 0 grupo Ro-S-H (também base mole) representa o grupo tioeter de uma
metionina, na estrutura proteica. A espécie -[Hg-Se] atuaria como um &cido mole ligando-
se aos grupos tiol e/ou tioeter (Pearson, 1963). Dessa forma, com base nos dados
reportados no presente paper, pode-se inferir que as concentracdes de Setotar determinadas
nas amostras de tecido hepatico das espécies Psectrogaster amazdnica e Raphiodon

vulpinus poderiam mitigar os efeitos toxicos das espécies mercuriais.

3.3. Caracterizacgao dos spots proteicos associadas a Hg/Se por LC-MS/MS

A andlise por LC-MS/MS permitiu identificar quatro proteinas e/ou enzimas em

trés spots proteicos associadas a Hg/Se e cinco proteinas associadas a Hg/Se em seis spots
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proteicos no proteoma hepatico das espécies Psectrogaster amazdnica e Raphiodon
vulpinus, respectivamente. Os resultados da caracterizagao dos spots proteicos associadas
a Hg/Se estdo resumidos na Tabela 4.

A Hemoglobin subunits alpha e betha foram identificadas nos spots 59 e 60 do
tecido hepético de Psectrogaster amazonica, spots que apresentaram concentragdes de
Hg e Se na faixa de 9 a 17 mg kg™ e 16 a 33, respectivamente. As isoformas das
subunidades da hemoglobina participam no processo de transporte de oxigénio das
branquias para varios tecidos periféricos em peixes (Uniprot, 2023). Estudo recente de
Almeida et al., 2023, caracterizou as isoformas beta 1 e 2 como Hg-binding proteins em
tecido renal de ratos expostos ao cloreto de mercdrio com concentra¢fes acima de 100
mg k! de mercrio total. No estudo os autores destacam que os residuos de cisteinas
(aminoacido que apresenta grupos tiol — base mole) presentes na estrutura das isoformas
da hemoglobina permite a ligacdo de espécies mercuriais (&cido mole). Os resultados
obtidos por Almeida et al., 2023 corroboram com resultados obtidos por Gibson et al.,
2017, que identificou por SEC-ICP-AES em lisados de glébulos vermelhos de coelho a
ligaco de Hg?* na estrutura da hemoglobina. Os dados do presente paper, foi identificada
a presenca de Hg e Se nos spots 59 e 60. Com base nos resultados reportados por Almeida
et al., 2023, uma hipdtese para 0 mecanismo envolvido na ligacdo do Hg e Se na estrutura
da Hemoglobin subunits alpha e betha seria a formacao de complexos do tipo R-S-[Se-
CHsHg], onde o R-S-H representa o grupo tidl dos residuos de metionina presente na
estrutura das isoformas da Hemoglobina, conforme ja discutido anteriormente (item 3.2).

Nos spots 60 e 61 do tecido hepético de Psectrogaster amazonica foi identificada
a proteina Fatty acid-binding protein_liver (FABP1), sendo que no spot 61 foi
identificada também a isoforma Fatty acid-binding protein 10-A_liver basic (FABP 10a).
Nos spots 60 e 61 apresentaram concentracGes de 17,24+0,23 e 19,72+0,25 para Hg,
33,41+0,39 e 35,44+0,43 para 0 Se, respectivamente. As FABPs_L (Fatty acid binding
proteins_liver) ttm como uma das suas principais fungdes atuar como antioxidante no
estresse oxidativo causado principalmente por xenobioticos no figado (Wang et al., 2015;
Bittarello et al., 2020). Destaca-se que as FABPs_L basicas, como a FABP 10?, s6 sdo
encontradas (até o momento) em vertebrados ndo mamiferos (Uniprot, 2024). Existem
inimeras isoformas das FABPS, no entanto, todas as isoformas apresentam pelo menos um
residuo de cisteina e varios residuos de metionina, aminoacidos que apresentam grupos tiol
e tioeter (bases moles), o que pode explicar a afinidade das FABPS por espécies mercuriais

(&cidos moles) (Wang et al., 2015; Pearson, 1963). Estudos metaloproteémicos do mercurio
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com tecido hepatico de peixes da Amazonia brasileira (Vieira et al., 2017; Bataglioli et al.,
2019; Bittarello et al., 2020) reportam a identificacdo de FABPs_liver associadas com
espécies mercuriais, no entanto, os autores ndo discutiram os efeitos que as espécies
mercuriais poderiam desencadear nas funcbes das FABPS-liver. No presente paper, as
isoformas FABP1 e FABP 10a foram identificadas como proteinas de ligacdo ao Hg e Se.
Nesse caso, pode-se sugerir que a interacdo do Se com o Hg possa formar proteina de
ligacéo do tipo Se/Hg-FAPAS_liver, sendo assim razoavel, inferir que a presenga do Se no
complexo da Se/Hg-FAPAs_liver poderia diminuir os possiveis efeitos negativos do Hg
nas funcGes das FAPAS_liver.

A enzima Superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD1) foi identificada no spot 1 do
tecido hepéatico de Raphiodon vulpinus, spot que apresentou 22,11+0,31 mg kg™ de Hg e
34,82+0,46 mg kg™ de Se. A enzima SOD1 atua principalmente na inibic&o de radicais
produzidos nas células e que sdo toxicos para 0s sistemas bioldgicos, como no processo
de dismutacdo do radical superdxido em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio
(Bittarello et al., 2020; Uniprot, 2024). Estudo metaloprotebmico de Bataglioli et al.,
(2019) com tecido hepatico da espécie Arapaima gigas e de Bittarello et al., (2020) com
a tecido renal da espécie Plagioscion squamosissimus, espécies predadoras da Amazoénia
brasileira, identificaram espécies mercuriais em spots proteicos associadas a SODL1.
Destaca-se que a concentracdo de Hg total determinada no spot proteico do tecido
hepético da espécie Arapaima gigas (Bataglioli et al., 2019) foi de 29,70+0.53 mg kg™,
concentracdo que pode ser considerada proxima ao valor determinado no presente paper
(22,11+0,31 mg kg*). Ambos os paper (Bataglioli et al., 2019 e Bittarello et al., 2020)
destacam que a ligacdo de espécies mercuriais na estrutura da SOD1 pode causar alteracéo
estrutural, possivelmente devido a ligacdo covalente com mercurio e possivel liberacdo
de Cu e Zn responsaveis pela atividade bioldgica da SOD1, o que compromete a atividade
da enzima. A coordenagédo de Zn e Cu na estrutura da SOD1 ocorre por ligagdo com seis
residuos de histidina e um residuo de aspartato, formando um complexo binuclear de Zn
e Cu (Soonhee, 2002). Considerando que a histidina e o aspartado apresentam grupos
amina R-NH, base intermediaria que coordena fortemente com &cidos intermediarios
como o Zn e Cu, e carboxilico (R-COOH) base dura (Pearson, 1963), dificilmente uma
especie mercurial (acido mole) poderia deslocar 0 Zn e o Cu da estrutura da SOD 1. No
entanto, a SOD1 apresenta também residuos de cisteina e metionina na sua estrutura,
aminoacidos como ja destacado acima, apresentam grupos tiol e tioeter (bases moles) que

coordenam fortemente espécies mercuriais (acidos moles). No spot 1 do tecido hepatico
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de tecido hepatico de Raphiodon vulpinus, no qual foi identificada a presenca da SOD 1,
as determinacdes por GFAAS indicaram a presenca de Hg e de Se, resultado também néo
relatado até 0 momento na literatura. Dessa forma, pode-se inferir que a presenca do Se
possivelmente forma complexo binuclear do tipo Se/Hg-SOD1 com o0s grupos tiol e
tioeter presentes na estrutura da enzima. Assim a formacéo da proteina de ligacao a metais
Se/Hg-SOD1 poderia estar impedindo a acdo negativa das espécies mercuriais sobre
atividade biol6gica da SODL. Essa inferi¢do corrobora com os resultados da determinacéao
da atividade da SOD nas amostras de tecido hepatico de Raphiodon vulpinus (resultados
que serdo apresentados no item 3.4), resultados estes, que ndo apresentaram variagdo entre
grupos Rv-HgSe 1 (Raphiodon vulpinus com < concentracdo de Hg-total e Se-total) e Rv-
HgSe 2 (Raphiodon vulpinus com > concentracéo de Hg-total € S€-totat).

A enzima Triosephosphate B isomerase (TPl 1B) foi identificada nos spots 4 e 6
do proteoma hepéatico de Raphiodon vulpinus, com concentragdes 24,20+0,26 e
23,12+0,33 mg kg! para o Hg e 39,20+0,51 e 37,60+0,49 mg kg* para o Se,
respectivamente. A TPl 1B desempenha papel fundamental na homeostase do corpo
porque catalisa a interconversao a diidroxiacetona fosfato (DHAP) e D-gliceraldeido-3-
fosfato (G3P) na via glicolitica e glicogénica e participa indiretamente no processo de
biossintese de carboidrato (Vieira et al., 2023; Uniprot, 2024). As TBIs apresentam
diversas isoformas que a principio, ndo sdo associadas com a coordenacdo de espécies
metalicas (Uniprot, 2024). No entanto, um trabalho publicado em 2019 e outro publicado
recentemente em 2023, reportam a identificacdo de proteinas de ligacdo ao Hg em spots
do proteoma hepéatico de Arapaima giga (Bataglioli et al., 2019), Cichla sp e
Brachyplathystoma filamentosum (Vieira et al., 2023), espécies da Amazénia brasileira.
Os dois trabalhos destacam que a coordenacdo de espécies mercuriais na estrutura das
TBIs pode ser explicada pela presenca de residuos de cisteina e metionina (bases moles)
na sequéncia FASTA dessa enzima formando proteina de ligacdo a metais (Hg-TBIO0).
Considerando as diversas fungdes especificas das TBIs, a associa¢do dessa enzima com
espécies mercuriais pode provocar danos irreversiveis aos organismos (Vieira et al.,
2023). Considerando que no presente trabalho a TPI 1B foi identificada nos spots 4 e 6
do proteoma hepatico de Raphiodon vulpinus, os quais estdo associados ao Hg e Se, pode-
se inferir com base nas discussdes reportadas acima, que a possivel formacéo da proteina
de ligacdo de metal binuclear Se/Hg-TBI 1B poderia anular os efeitos negativos das
espécies mercuriais sobre as diferentes funcbes que a TBI 1B desempenha nos

organismos.
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As enzimas 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase_mitochondrial (HOGA), ATP
synthase subunit beta_mitochondrial (ATP5F1B) e a proteina Intermediate filament
protein ON3 (IFP ON3) foram identificadas nos spots 8 (Crg= 21,43+0,28 mg kg; Cse =
33,73+0,43 mg kg?), 17 (Crg= 17,32+0,23; Cse= 31,25+0,41) € 26 (Chg= 14,35+0,21 mg
kgl; Cse= 26,82+0,31 mg kg1). A enzima HOGA tem como principal fungéo catalisar a
etapa final da via metabdlica da hidroxiprolina nas mitocéndrias (Riedel et al., 2012;
Uniprot, 2024). A Enzima ATP5F1B é responsavel pela producdo de ATP a partir de
ADP na presenca de um gradiente de prétons atraveés da membrana que é gerado por
complexos de transporte de elétrons da cadeia respiratdria (Uniprot, 2024). A IFP ON3
faz parte do conjunto de proteinas citoplasmaticas e nucleares do citoesqueleto. As
proteinas de filamentos intermediarios devido a modificacbes pos-traducionais se
adaptam e refletem diferentes estados funcionais de uma determinada célula (Leube;
Schwarz, 2016). N&o existem na literatura, at¢é o momento, trabalhos que reportam
estudos metaloprotedmicos da HOGA, ATP5F1B ou IFP ON3 com Hg e Se. Assim, 0s
dados reportados no presente paper sao pioneiros. A HOGA, ATP5F1B e IFP ON3
apresentam na suas sequéncias FASTA residuos de cisteina e/ou metionina (Uniprot,
2024). Como ja amplamente discutido acima, a cisteina apresenta grupos tiol e a
metionina grupos tioeter, bases moles que apresentam grande afinidade pelo Hg e Se.

Assim, pode-se inferir que o Se e 0 Hg poderiam estar coordenados aos grupos
tiol e/ou tioeter da HOGA, ATP5F1B e/ou IFP ON3 formando complexos binucleares do
tipo: Se/Hg-HOGA,; Se/Hg-ATP5F1B; Se/Hg-IFP ON3. Como ja destacado, a
inexisténcia de trabalhos que reportam a interagdo da HOGA, ATP5F1B e IFP ON3 com
Hg e Se, reforca a necessidade de estudos especificos dessas interacdes, considerando 0s

novos insights reportados no presente paper.

3.4. Analise dos parametros relacionados com estresse oxidativo

As anélises das enzimas antioxidantes do primeiro grupo de defesa dos efeitos de
estresse oxidativo no organismo, no caso a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx)
e a superoxido dismutase (SOD), como também, da concentragdo de lipoperoxidos
(LPO), foram feitas com o objetivo de investigar se concentracdes de mercurio presente
no organismo das espécies Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus poderiam
desencadear estado de estresse oxidativo. Os resultados obtidos estdo sumarizados na

Figura 2 e Tabela 5.
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Figura 2. Atividades das enzimas SOD, CAT e GPx, e concentracdo de LPO
determinadas no tecido hepatico de “individuos” das espécies Psectrogaster amazonica

e Raphiodon vulpinus

Analisando os resultados da Figura 2, os valores referentes as atividades das
enzimas SOD, CAT e GPx, e da concentracdo de LPO, aparentemente nao apresentam
correlacdo com a Chgtotal © Csetotal, COnsiderando os individuos com menor e maior
concentracdo de Se e Hg tanto para a espécie Psectrogaster amaz6nica como para a
Raphiodon vulpinus. E possivel observar entre os individuos que apresentaram menor
e/ou maior concentracdo de Hg e/ou Se (Tabelas 1 e 2, item 3.1), valores maximos e

minimos de atividades da CAT, SOD e GPx, e também de concentracfes de LPO.

Tabela 5. Coeficiente de Correlagdo de Spearman calculados em relacéo a Chgtotal € Csetotal
e as atividades das enzimas CAT, SOD e GPx, e concentracdo de LPO no tecido hepatico

de Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus.

LPO CAT SOD GPx
Variaveis CCSp. CCSp. CCSp. CCSp.
Psectrogaster amazbnica - - ) -
Grupo com <Chgtotal 0,8425" -0,4597NS 0,6156" -0,8815"
Grupo com >Chgtotal 0,2697Ns 0,1018Ns -0,7555" -0,7767"
Grupo com <Csgotal 0,8427" -0,5095NS 0,6962" -0,8348"
Grupo com >Csgotal 0,3634Ns 0,2220N8 -0,6800" -0,8749"
Raphiodon vulpinus - - - -
Grupo com <Chgtotal 0,7342" -0,2536NS 0,2877Ns 0,4822Ns
Grupo com >Chgtotal 0,3017Ns 0,2864NS -0,3387NS -0,6000"
Grupo com <Csgotal 0,7135" -0,3071NS 0,2328Ns 0,4282Ns
Grupo com >Csgotal 0,1301NS 0,2822NS -0,4178NS -0,6826"

CCSp. - Coeficiente de Correlacéo de Spearman; *Significante (p < 0,05); NS — Néo significativa (p > 0,05)
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Os valores do CCSp. (Coeficiente de Correlagdo de Spearman), calculados
correlacionando as menores Chgtotal € Csetotal COM as atividades das CAT, SOD e GPx, e
com concentragdo de LPO (Tabela 5), seguiram o mesmo comportamento, apresentando
seis valores significtivos (p < 0,05) com valores de CCSp. (+) na faixa de 0,61 a 0,84 e
oito valores (-), na faixa de -0,60 a -0,88. A maior parte dos valores de CCSp. (+) e/ou
(-) ndo foram significativos (p > 0,05). Pode-se observar, em relacdo as concentragdes de
LPO, para as duas espécies de peixes, que 0s grupos com < Chgtotal € Csetotal apPresentam
CCSp. (+) e significativos, no entanto, 0s grupos com > Chgtotal € Csetotal @presentam
CCSp. ndo significativos. Em relacdo a SOD (espécie Psectrogaster amazodnica),
observa-se valores de CCSp. (+) e significativos para 0s grupos com < Chgtotal € Csetotal, €
valores néo significativos para 0s grupos com > Cgtotal € Csetotal. Ainda em relagéo a SOD,
para a espécie Raphiodon vulpinus, os valores de CCSp. ndo foram significativos para
ambos o0s grupos. Os valores de CCSp. para a CAT também nao foram significativos para
nenhum dos grupos das espécies estudadas. J& para a GPx, em relacdo a espécie
Psectrogaster amazonic, observa-se valores de CCSp. (+) e significativos para 0s grupos
com > e < concentracdo de Hg e Se e, para a espécie Raphiodon vulpinus, os valores de
CCSp. ndo foram significativos para 0s grupos com < Cgtotal € Csetotal, NO €ntanto, em
relacdo aos grupos com > maior concentracdo os valores de CCSp. foram significativos e
apresentaram correlacdo negativa. Bittarello et al., (2020) trabalhando com as espécies
Plagioscion squamosissimus (carnivora) e Colossoma macropomum (onivora) da
Amazonia brasileira verificou uma tendéncia de maior atividade enziméatica e de
concentracdo de LPO no tecido hepatico da espécie Plagioscion squamosissimus, que
apresentou maior concentracdo de mercurio. Os valores de CCSp. calculados,
demonstram somente a ocorréncia de correlacdo negativa entre a atividade da GPx com
a concentracio e Hgiotal (-0,7040, Crgtotal = 279 + 4.41 g kg™), 0 que corrobora em parte
com os dados reportados no presente paper. Os autores discutiram, com base na literatura,
que a inibicdo da GPx pelo Hg poderia estar relacionada com a interagdo Hg-Selenol, no
entanto, no trabalho ndo foram feitas determinacdes de Se nas amostras de tecido hepatico
dos peixes, 0 que daria maior suporte aos resultados obtidos. No presente paper, as
determinacOes de Se permitiram calcular os valores de Se HBV, os quais foram cinco
vezes maiores para a espécie Psectrogaster amazonica (espécie ndo predadora que
apresentou menor concentracdo de Hg) e 10 vezes maiores para Raphiodon vulpinus
(espécie predadora, que apresentou maior concentracdo de Hg). Assim, os resultados

reportados no presente manuscrito fornecem novos insights aos estudos da influéncia do
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Se sobre a capacidade do Hg na geracdo de espécies oxidativas e no possivel
desencadeamento de estresse oxidativo. Deve ser destacado, que nos estudos das
determinagdes de Hgtotal € Setotal NOS SPOtS proteicos, constatou-se que a SOD, identificada
no spot 1 do tecido hepatico de Raphiodon vulpinus, apresentou 22,11+0,31 mg kg™ de
Hg e 34,82+0,46 mg kg™ de Se e, a Figura 2 mostra que n&o ocorre correlagio significativa
da atividade da SOD com as concentracdes de Setotal € Hgtotal. Dessa forma, a principio,
pode-se inferir com base nos resultados da Figura 2 e Tabela 5, que o Se possa estar
atenuando os efeitos deletérios do mercurio (como estresse oxidativo) no organismo das

espeécies Psectrogaster amazonic e Raphiodon vulpinus.

4. Conclusodes

A razdo molar média Hg:Se apresentaram valores menores em relagdo a razdo
molar média Se:Hg para as espécies Psectrogaster amazbnica (ndo predadora) e
Raphiodon vulpinus (predadora), o que refletiu valores de Se HBV > 5 para os dois grupos
da espécie ndo predadora e maior que 10 para os dois grupos da espécie predadora,
indicando que o organismo de ambas as espécies apresentam no tecido hepatico selénio
disponivel para dirimir os efeitos toxicos de espécies mercuriais. Os dados
metaloproteémicos indicaram 11 spots proteicos, nos quais foram identificadas enzimas
e proteinas associadas ao Hg e Se que desempenham importantes fun¢des no organismo
das espécies Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus, com concentracdes de Se
cerca de 50% superiores as de Hg. Com isso, pode-se inferir que no organismo das
espécies estudadas poderia estar ocorrendo a formacdo de complexos binucleares,
formando metal binding proteins (MBP-R-[Hg-Se e/ou MPB-R2-[Hg-SE]) inertes, a
ligacdo do Se ao Hg estaria no caso, mitigando os efeitos toxicos das espécies mercuriais.
Finalmente, os resultados das atividades das enzimas SOD, CAT e GPx, e da
concentragdo de LPO, correlacionados com as Chg € Cse nd0 apresentaram correlagdes
significativas, indicando, a principio, a ndo ocorréncia de geracdo de espécies oxidativas
induzidas pelas espécies mercuriais, e com isso a ndo ocorréncia de estresse oxidativo.
Assim, os insigths do presente paper indicam, a principio, que 0 consumo das espécies
Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus como fonte de dieta proteica das
populaces ribeirinha da Amazoénia brasileira, ndo apresenta risco de contaminagao por

espécies mercuriais.
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CAPITULO I

Mercury deleterious effects study through selenium on the muscle of Psectrogaster
amazonica and Raphiodon vulpinus from Brazilian Amazon: New insights using
metalomics strategies
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Abstract

The paper reports the use of metalloproteomics strategies to mitigate the effect of
selenium (Se) on the mercury (Hg) toxicity muscle tissue of Psectrogaster amazonica
(i.e., a non-carnivorous species) and Raphiodon vulpinus (i.e., a carnivorous species)
from the Jirau region along the Madeira River in the Brazilian state of Rondonia, fish
species that are mainly consumed by the traditional population of Brazilian Amazon. For
this study, the association of Graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS)
techniques with Shotgun — Liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (Shotgun — LC-MS/MS) was used. The Hg and Se determinations by
GFAAS in muscle-tissue samples and protein fractions allowed the calculation of Se
values for health benefits (Se HBVS), that showed positive values for the two groups of
both fish species, suggesting that both fish species have Se reserves in their muscle tissue
necessary to control the Hg toxic effects. Protein relative abundance variation analysis
(PRAV) by Shotgun — LC-MS/MS carried out comparing groups of fish with lower and
higher concentrations of Hg and Se (lower CHg/CSe [control]; higher CHg/CSe)
indicated that 15 and 20 proteins and/or enzymes were only expressed in the groups with
higher CHg and CSe (i.e., unique proteins) from the muscle tissue of Psectrogaster
amazonica and Raphiodon vulpinus, respectively. In both fish species, the PRAV results
with up or downregulation were modest, and up or downregulation of antioxidant
enzymes from the first group of defense against the effects of oxidative stress in
organisms (i.e., catalase [CAT], glutathione peroxidase [GPx], and superoxide dismutase
[SOD]) was not observed. It is noteworthy that the few proteins and/or enzymes with
significant PRAV were expressed in the groups with higher CHg and CSe, and it can be
inferred that Se could be attenuating the Hg negative action on the functions of these
proteins and/or enzymes through the formation of Se-Hg complexes in the structures of
these macromolecules. The CAT, GPx, and SOD activity analysis, as well as that of
lipoperoxides concentration (LPO), did not indicate that Hg concentrations present in the
Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species could trigger an oxidative
stress state, corroborating the protein relative abundance variance analysis results. In
general, the preliminary results obtained in present study provide new insights into studies

on the mitigating effect of Se on the Hg toxicity in fish.
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Palavras-chave: Hg and Se in Amazonian fish; metal bindin proteins; Hg/-associated
protein; GFAAS - Shotgun — LC-MS/MS; metallomics.

1. Introduction

The toxic effects of mercurial species on humans and animals have been widely
debated by the scientific community over the past four decades (Almeida et. al, 2024;
Santiago et al., 2023). Several studies carried out in the Amazon region have found
different concentrations of methylmercury in different species of fish, with the highest
concentrations observed in predatory species. It is noteworthy that many of these species
are frequently consumed by traditional populations in the Amazon (Vieira et al., 2023).
Selenium (Se), a mineral with antioxidant properties, is important for the metabolic
activity of humans and animals (Ralston & Raymond, 2018). It is known that the presence
of Se in the human diet can protect the brain against oxidative damage, can increase visual
function and protect against cataracts and maculopathy, acts on the metabolism of thyroid
hormones, in reproduction processes and other metabolic processes, as it is a component
of more than 20 selenoproteins, with an emphasis on glutathione peroxidase (GPx)
(Tomza—Marciniak et al., 2023). The ability of Se to mitigate the toxic effects of
xenobiotics is a fundamental function of this micromineral. Several studies highlight the
protective effects of Se against toxic elements, such as mercurial species, which have no
biological function in organisms (Mellingen et al., 2022). Hg—Se interaction mechanisms
remain unclear. It is known that the protective effect of Se may be related to the formation
of inert Hg—Se complexes; as the formation constant of Hg—Se association (Ka = 10%°) is
greater than that of sulfur (S) (Hg-S, Ka = 10%), Se can displace a large part of the Hg
bound to the S containing functional groups of proteins, which can reduce their toxicity
(Tomza—Marciniak et al., 2023). Regarding fish, it is known that despite being an
important source of protein in a healthy diet, fish—especially predatory fish—can contain
significant levels of mercurial species (Gochfeld & Burger, 2021). The literature has
reported that the molar excess of Se, which reflects an Se:Hg molar ratio greater than 1
in fish, could show that the concentration of Hg does not present toxic effects, and the
consumption of fish can therefore be safe (Gochfeld & Burger, 2021; Lino et al., 2018).
Metallomics, a recent line of research, makes it possible to investigate the interactions
and functional connections between genes, metabolites, proteins, and other biomolecules

of an organism with metallic species (Mounicou et al., 2009). The aim of metallomics is
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to clarify the biological role of metallic species and/or metalloids that bind to
biomolecules and the function thereof in an organism (Garcia et. al., 2006; Szpunar,
2005). In this context, metallomics can provide new insights to elucidate the attenuating
effect of Se in relation to Hg toxicity in fish.

Accordingly, this manuscript reports the obtained results using metallomic
strategies (i.e., the association of graphite furnace atomic absorption spectrometry
[GFAAS] techniques with Shotgun — LC—MS/MS) in a study on the mitigating effect of
Se on Hg toxicity in the organism of Psectrogaster amazonica (i.e., a non-carnivorous
species) and Raphiodon vulpinus (i.e., a carnivorous species) from the Jirau region along
the Madeira River in the state of Rondonia in the Brazilian Amazon. In the last few
decades, the Madeira River has been impacted by mercury due to gold-mining activities
(Bataglioli et al., 2022; Bittarello et al., 2019). The Psectrogaster amazonica and
Raphiodon vulpinus species were chosen because they are primarily consumed by the
traditional population of the Brazilian Amazon (Malabarba & Malabarba, 2020; Pacheco
et al., 2009).

2. Material and methods

2.1. Fish collection and sample processing

The Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation and Authorization and
Information System on Biodiversity (ICMBIo; Ref. SISBIO 43890-1) and the Committee
on Ethics in the Use of Animals (CEUA), protocol number no 0316/2023, authorized this
research.

Eight individuals of the species Psectrogaster amazonica (branquinha) with a
medium size of 17 + 2 cm and 350 + 21 g and eight individuals of species Raphiodon
vulpinus (cachorra) with a medium size of 26 + 3 cm and 620 + 52 g were captured in the
area of the Jirau Hydroelectric Plant reservoir on the Madeira River in the Rondonia state
of Brazil. The collection points were: a) (S 09°47'18.3"; W 065°31'12.4"); b) (S
09°41'0.06"; WE 064°58'43.9"); and c) (S 09°16'12.8"; W 064°41'14"). The fish were
captured by a team of biologists from ESBR Company (Brazil's Sustainable Energy),
using nets made of mesh measuring 1.5 cm x 10 cm from one side to the other. The fish
were euthanized on site soon after capture by myelotomy followed by cranial drilling
(Bittarello et al., 2019). The muscle tissue samples were then removed and immediately
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transferred to Falcon tubes and stored in liquid nitrogen. The samples were subsequently
transported to the Bioanalytical and Metalloproteomic Laboratory (LBM) of the Institute
of Biosciences - UNESP, where they were stored in a freezer at —800C until a

metalloproteomic and oxidative-stress analyses were performed (Vieira et al., 2023).

2.2. Mercury and selenium determinations

The Hgtota and Setwtar determinations in muscle tissue samples and pellets were
conducted using GFAAS according to the procedure described by Silva et al. (2007) and
Moraes et al. (2013). Briefly, the procedure involves mineralizing samples using a
mixture of concentrated sulfuric acid with 30% (w/w) hydrogen peroxide in an
ultrasound-assisted heating bath. The acid extracts obtained were increased to 5.00 mL in
volumetric flasks. To maintain the thermal stabilization of Hg and Se at the atomization
temperature, a combination of tungsten as a permanent chemical modifier and zirconium
as a chemical modifier was used, co-injected together with the sample in the graphite tube
(Bittarello et al., 2020). The determinations were carried out using a SHIMADZU AA-
6800 atomic absorption spectrometer equipped with a background corrector with a self-
reverse system and a deuterium lamp, a pyrolytic graphite tube with an integrated
platform, and an AS6100 automatic sampler. All Hgiwta and Setotal determinations were
validated by an analysis of the National Research Council of Canada DORM 4 (fish
protein) certified reference material. Based on the data obtained from the Hgtota and Seotal
determinations in the muscle tissue samples, the Hg:Se and Se:Hg ratios were calculated,
as well as the Se values for health benefits (Se HBVSs). (Lino et al., 2018).

2.3. Protein relative abundance variance analysis by Shotgun — LC-MS/MS

For the protein relative abundance variance analysis (PRAVA), the protein fraction
extraction from muscle tissue samples was initially completed with Tris HCI buffer pH
8.80 in denaturing conditions according to the procedure described by Vieira et al. (2023),
using an OMNI/Analytic cell disruptor. After obtaining the transparent protein extracts
through consecutive centrifugation operations at 12,000xg for 30 minutes at 4°C, the total
protein concentration was determined to normalize to the protein masses at 50 ug in all
extracts obtained from eight fish with lower concentration of Hg and Se (i.e., the control

group) and eight fish with higher concentrations of Hg and Se. An analysis of the relative
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abundance variation of proteins in the muscle proteome of the Psectrogaster amazonica
and Raphiodon vulpinus species was performed by Shotgun — LC-MS/MS according to
the procedure described by Assuncéo et al. (2023) and Almeida et al. (2024): 50 pL of
extracts containing 50 pg of protein were divided into five portions of 10 pL and
transferred to LoBind microtubes (Eppendorf), and 10 pL of ammonium bicarbonate at
0.05mol L' and 25 pL of RapiGestTM 0.2% (v/v) (Waters, Manchester, UK) were added
to these and incubated at 37°C for 30 minutes. The samples were subsequently subjected
to a reduction-and-alkylation process using 2.5 pL 100 mmol L' DTT (BIORAD, cat
#161-0611) and 2.5 puL 300 mmol L' iodoacetamide (IAA) (GE, cat #RPN 6302 V),
respectively, in the absence of light at room temperature for 30 minutes. After the
reduction and alkylation steps, the samples were digested at 37°C overnight, adding 100
ng of trypsin (PROMEGA, cat #Vv5280). After the digestion process was completed, 10
uL aliquots of 5% (v/v) trifluoroacetic acid (LC MS 98-100%, Sigma—Aldrich) were
added and the samples were incubated for 90 minutes at 37°C. After the incubation
period, the samples were centrifuged at 14,000 rpm at 6°C for 30 minutes. The
supernatants were collected in LoBind flasks and subjected to desalting on C18 Spin
Columns (PIERCE, cat #89870). After the desalting process, the samples were
resuspended in 200 pL of 3% (v/v) acetonitrile (UHPLC, mass spectrometry Sigma—
Aldrich, cat #900667) and subsequently subjected to an LC—MS/MS analysis.

Peptide identification was performed on a nanoACQUITY UPLC Xevo QT of MS
system (Waters, Manchester, UK). The nanoACQUITY UPLC® was equipped with a
nanoACQUITY HSS T3 reversed-phase analytical column (75 pm x 150 mm, 1.8 um
particle size). The column was equilibrated with 93% mobile phase A (0.1% [v/v] formic
acid in water) and 7% mobile phase B (0.1% [v/v] formic acid in acetonitrile). Then, the
peptides were separated with a linear mobile phase gradient of 7-85% (0.1% formic acid
in acetonitrile) for 70 minutes at a flow rate of 0.35 pL min~!. The column temperature
was maintained at 35°C. The Xevo® G2 Q TOF mass spectrometer was operated in
nanoelectrospray positive ion mode, and data were collected using the mean squared-
error method at high energy (19-45 V), which allows data acquisition of both precursor
and fragment ions in a single injection. The source conditions included 2.5 kV capillary
voltage, 30.0 V sample cone, 5.0 V extraction cone, and 80°C temperature. Data were
acquired over 70 minutes, scanning in the range of 50-2.000 Da. The lockspray, which
was used to ensure accuracy and reproducibility, was operated with a solution of [Glul]

fibrinopeptide (1 pmol/uL), with a flow rate of 1 uL/min, as a reference ion in positive
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mode at m/z 785.8427. The mass spectrometry raw data files were uploaded to Progenesis
QI for Proteomics v4.0 (Nonlinear Dynamics, Waters, and Newcastle upon Tyne, UK) to
perform a quantitative analysis. For alignment, a sample result was automatically selected
as a reference. The remaining results were aligned with the reference with an alignment
score greater than 80%, and peak picking was performed using the automatic sensitivity
method. Peak intensities were then normalized by calculating abundance ratios relative
to a reference. The peak list was searched in the UniProtKB/Swiss—Prot database using
Otophysi class data and the Mascot 2.6 software (Matrix Science, London, UL). Trypsin
was the specified enzyme, and one missed cleavage was allowed. Cysteine
carbamidomethylation was defined as a fixed modification and methionine oxidation as
a variable modification. A precursor mass tolerance of 10 ppm and a fragment ion
tolerance of 0.01 Da were applied; a false discovery rate of 1% was considered. A relative
quantification using non-conflicting peptides was selected to quantify the protein or
proteins; to be considered with relative abundance variation, it should be identified and
quantified using at least two unique peptides and present a p value < 0.05 (i.e.,

dowregulated proteins) and a 1 p value > 0.95 (i.e., upregulated proteins).

2.4. Parameters analysis related to oxidative stress

A parameters analysis related to oxidative stress was conducted on homogenates
after extraction with 0.01 mol L™! phosphate buffer with pH 7.00 in an OMNI/Analytical
cell disruptor. For this analysis, 0.20 g of muscle-tissue samples from each of the
individuals of the lower Cng and Se groups and the higher Chg and Se groups of
Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species (i.e., the biological replicates)
was used. The suspensions obtained were centrifuged at 12,000xg for 30 minutes at 4°C,
and transparent supernatants were obtained, lipid lipoperoxidation (LPO), GPx, catalase
(CAT), and superoxide dismutase (SOD) activities were determined using methodologies
already consolidated and published in the extant literature. In case, the GPx activity was
indirectly determined by a previously described method (Erden & Bor, 1984) based on
the oxidation of reduced GSH. CAT activity was determined by ultraviolet
spectrophotometry as previously described (Beutler, 1975); SOD activity was determined
according to a reported protocol (Crouch et al., 1981); and the LPO marker was

determined using the Jiang procedure (Jiang et al., 1991) based on the oxidation of Fe?*
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to Fe3* ions by lipoperoxide at an acidic pH in the presence of a xylenol orange

metallochromic indicator.

2.5. Statistical analysis

The results of the mercury determinations were expressed as the mean + standard
deviation and submitted to Student’s t test and an F test to verify whether there were
significant differences using SAS Version 8 statistical software. The significance level
considered was 5% (p < 0.05) (Bataglioli et al., 2019; Bittarello et al., 2020; Vieiraet al.,
2023). In relation to data from the CAT, SOD, GPx activity analysis and the LPO
concentrations, was used using the Spearman Correlation test to evaluate the correlation
of these parameters with the Hgtotal and Setotal concentrations (Bittarello et al., 2020).
The metallomics data were analyzed using the nanoAcquity UPLC Xevo QTof MS

Protein Lynx Global Server spectrometer software (Almeida et. al, 2024).

3. Results and Discussion

3.1. Hg and Se determinations

Hgtotal and Serota determinations were made on eight muscle tissue samples and
four protein pellets pool of Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus. In this
case, the determinations were made on muscle tissue samples extracted from eight
individuals after three masses of approximately 100 mg of muscle tissue were separated.
After the sample mineralization, the determinations were made by GFAAS according to
the procedure described by Moraes et al. (2013) and Silva et al. (2007) (Item 2.2).

In relation to protein pellets, the extraction and precipitation of the protein fraction
was carried out in four pools of muscle tissue samples—in this case, a pool with samples
from individuals with the highest concentration of Hgwta and Sewta and a pool with
samples from individuals with the highest concentration of Hgtotai and Setotar, for the two
species of fish, making a total of four pools. The results obtained are summarized in
Tables 1 to 3.

Table 1. Total Hg and Se concentration in muscle tissue samples from Psectrogaster
amazonica.
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Psectrogaster ChHgtotal Csetotal

amazonica / NRC (ug kgt) (ug kg?)

1 7.64+0.14 11.84+0.21

2 34.46+0.17 42.04+0.63

3 7.42+0.13 11.50+0.19

4 36.15+0.47 44.10+0.83

5 36.10+0.43 44.04%0.65

6 7.32+0.12 11.35+0.18

7 6.91+0.11 10.71+0.16

8 34.65+0.68 42.27+0.70
DORM-4 401+7,35 3,489+66

DORM-4 (Certified value - pg kgt); Chg = 410 + 55; Cse = 3,560+340

Table 2. Total Hg and Se concentration in muscle tissue samples from Raphiodon
vulpinus.

Raphiodon ChHgtotal Csetotal
vulpinus / NRC (ug kgt) (ug kgt)
1 31.3340.56 51.69+0.87
2 51.74+1.10 63.02+1.08
3 27.30+0.47 45.32+0.81
4 32.46+0.54 52.30+0.89
) 55.48+0.99 66.44+1.13
6 53.80+0.96 65.10+1.11
7 25.65%0.45 41.81+0.78
8 51.70+£0.93 62.20+£1.07
DORM-4 403+7,53 3,491+69

DOLT-4 (Certified value - mg kg1); Chg = 410 £ 55; Cse = 3.560+340

The results presented in Table 1 and 2 allow us to separate according to the Chgtotal
e Csetotal two groups of individuals for the two fish species, a group with smaller Chgtotal
and Cesetotat and a group with greater Crgtotal € Csetotat. Thus, for the species Psectrogaster
amazonica species the The individuals groups 1, 3, 6 and 7 presented lower averages of
Chigtotal € Csetotal, 7,32+0,31pg kg and 11,35+0,47 pg kg, respectively. This group was
denominated Pa-HgSe 1 (lower Chgtotal and Csetotal). The individuals groups 2, 4, 5 e 8 de
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Psectrogaster amazonica presented averages of CHgtotal aNd Csetotal OF 34.46 £ 0.17 g kg™
to 36.15 + 0.47 pug kgt and 42.04 + 0.63 pg kg to 44.10 + 0.83 pg kg2, respectively,
these concentrations were higher than those of the Pa—HgSe 1 group. This group was
denominated Pa—HgSe 2 (i.e., higher Crgtotar and Csetorat). Regarding the Raphiodon
vulpinus species, the averages results of Cgtotar and Csetotar 2lS0 allowed for the creation
of two distinct groups. Individuals in groups 1, 3, 4, and 7 (Graphics 3 and 4); individuals
in groups Rv—HgSe 1 with lower averages of Chgtotal and Csetotal OF 25.65 + 0.45 ug kg™ to
32.46 £ 0.54 ug kg and 41.81 +0.78 ug kg to 52.30 £ 0.89 pg kg, respectively. A
second group, denominated Rv—HgSe 2 and formed by individuals 2, 5, 6, and 8 of the
Raphiodon vulpinus species; this group presented the highest averages of Chgtotar and
Csetotal, 51.70+0.93 ug kg™ to 55.48 +0.99 ugkg™® and 62.20+1.07 pgkg? to
66.44 + 1.13 ug kg1, respectively.

The Chgtotat and Csetotal Values allowed us to calculate the Hg:Se and Se:Hg molar ratios
for the four individual groups of the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus
species. The average values of the Hg:Se and Se:Hg molar ratios are presented as follows:
(Kaneko & Ralston, 2007; Lino etal.,, 2018): Group Pa-HgSe 1 (Psectrogaster
amazonica with lower of Chgtotal and Csetotar) - Hg:Se = 0.26, Se:Hg = 3.9; Group Pa-HgSe
2 (Psectrogaster amazonica with higher Chgtotal and Csetotar) - Hg:Se = 0.32, Se:Hg = 2.9;
Group Rv-HgSe 1 (Raphiodon vulpinus with lower of CHgtota and Csetotal) - Hg:Se = 0.26,
Se:Hg = 3.8; Group Rv-HgSe 2 (Raphiodon vulpinus with higher Chgtotat and Csetotal) -
Hg:Se = 0.33, Se:Hg = 3.0. From the average values of the Hg:Se and Se:Hg molar ratios,
the Se HBV values: Se HBVs were calculated using Equation 1 (Ralston et al., 2016;
Ralston et al., 2019):

Se HBV = (molar ratio Se:Hg x Se [umol kg *]) — (molar ratio Hg:Se x Se [umol kg™]) (1)

The calculated results for Se HBV are presented as follows: Grupo Pa-HgSe 1
(Psectrogaster amazonica with lower of Chgtotal and Csetota) — Se HBV = 0.54; Grupo Pa-
HgSe 2 (Psectrogaster amazonica with higher Chgtotal and Csetotal) - Se HBV = 1.7; Grupo
Rv-HgSe 1 (Raphiodon vulpinus with lower of Chgtotal and Csetotar) - Se HBV =2.3 e Grupo
Rv-HgSe 2 (Raphiodon vulpinus with higher Chgtotar and Csetotal) - Se HBV = 2.3.

It was observed that the values calculated for the Se:Hg molar ratio were greater
than 1 for both species of fish, and the values calculated for Se HBV were positive for
both groups of the Psectrogaster amazonica species (i.e., greater than 1 for the
Pa—HgSe 2 group) and also positive and greater than 1 for both groups of the Raphiodon

vulpinus species. These results indicated that both the non-carnivorous Psectrogaster
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amazonica species and the carnivorous Raphiodon vulpinus species presented Hg
concentrations with a low health risk (Lino et al., 2018). Moreover, both species have
selenium (i.e., soft base) reserves in muscle tissue to form bonds with mercury species
(i.e., soft acids) and to thus form Se—-Hg complexes (Pearson, 1963).

Based on the obtained results in the Crgtotat and Csetotal determinations in the
muscle tissue of Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species, the protein
fraction were extracted from a pool of muscle tissue from the groups Pa-HgSe 1, Pa-
HgSe 2, Rv-HgSe 1 and Rv-HgSe 2 groups, for Hgtotar and Setota determinations in the
respective protein pellets by GFAAS. The results obtained are summarized in Table 3.
After analyzing these results, it can be seen that the HQwta and Setwtar CONcentrations
determined in protein pellets from the Pa-HgSel and Pa—HgSe 2 groups, and
Rv—-HgSe 1 and Rv-HgSe 2 were in agreement with the results obtained from
determinations in the muscle-tissue samples; in this case, the CHgtotal and Csetotal wel'® higher
in the Pa—HgSe 2 and Rv-HgSe 2 groups, compared to Pa—HgSe 1 and Rv—HgSe 1
groups. These results attested that individuals from the Pa—HgSe 1 and Rv-HgSe 1
groups (i.e., the control groups) and the Pa—HgSe 2 and Rv—HgSe 2 groups could be used
in an analysis of the relative abundance variation of proteins in the muscle proteome of
the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species (i.e., the biological
replicates). The results of the Hgwt and Sewta determinations in certified reference
material DORM 4 (i.e., fish protein) showed a recovery percentage of approximately 98%
and a relative standard deviation of less than two, which proves the robustness of the

method used in the Hgtota and Serotar determinations (Vieira et al., 2023).

Table 3. Total Hg and Se concentrations in protein pellets from muscle tissue of
Psectrogaster amazonica e Raphiodon vulpinus.

Identification Concentration (Hg-total) Concentration (Se-total)
(1g kgh) (1g kgh)
Pellet-Pa-HgSe 1 6.44+0.11 10.14+0.17
Pellet-Pa-HgSe 2 32.14+0.54 40.14+0.67
Pellet- Rv-HgSe 1 26.53+0.43 44.22+0.73
Pellet- Rv-HgSe 2 48.35+0.78 58.94+0.97
DORM-4 402+6,44 3,494+66

Pa-HgSe 1 — group of individuals of the species Psectrogaster amazonica with < [Hg-total] and [Se-total]; Pa-HgSe 2
— group of individuals of the species Psectrogaster amazonica with > [Hg-total] and [Se-total]; Rv-HgSe 1 — group of
individuals of the species Raphiodon vulpinus with < [Hg-total] and [Se-total]; Rv-HgSe 2 — group of individuals of
the species Raphiodon vulpinus with > [Hg-total] and [Se-total]; DORM-4 (Certified Value - pug kg?); Chg = 410 + 55;
Cse = 3,560+340.

3.2. PRAVA in muscle proteome of the Psectrogaster amazonica and Raphiodon

vulpinus species
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The fractionation/characterization experiments and analysis of relative abundance

variation of proteins in muscle proteome of the Psectrogaster amazonica and Raphiodon

vulpinus species were carried out after the proteolytic cleavage procedures of the protein

extracts, according to the procedure described in Item 2.3. Protein relative abundance

variance analyses were performed by comparing the Pa—HgSe 1 and Rv—HgSe 1 groups

(i.e., lower Cngse) with the Pa—HgSe 2 and Rv—HgSe 2 groups (i.e., higher Cngse) of the

two fish species, based on the results obtained in the determinations of selenium and

mercury and in the Csetotal and Crgtotar Values, as well as the Se HBV that was calculated.

The obtained results are summarized in Tables 4 and 5.

Table 4. Proteins identified in muscle tissue of Psectrogaster amazonica species (Pa-HgSe 2 x

Pa-HgSe 1).
Accession  Description Score
Unique Proteins Unique
ABWGB Collagen and calcium-binding EGF domain-containing protein 1 104.97 Pa-HgSe 2
P02018 Hemoglobin subunit alpha 318.92 Pa-HgSe 2
013163 Hemoglobin subunit beta 216.59 Pa-HgSe 2
Q5BJAS Histone H2B 1/2 428.60 Pa-HgSe 2
Q6PC60 Histone H2B 3 428.60 Pa-HgSe 2
QIW7K5  L-lactate dehydrogenase A chain 531.76 Pa-HgSe 2
Q9PVK4 L-lactate dehydrogenase B-A chain 390.24 Pa-HgSe 2
Q6DGK2  L-lactate dehydrogenase B-B chain 150.28 Pa-HgSe 2
Down Regulated Proteins Pa-HgSe 2 x Pa-HgSe 1
P83751 Actin_ cytoplasmic 1 233.91 0
Q7ZVF9 Actin_ cytoplasmic 2 23391 0
Q9PVK4 L-lactate dehydrogenase B-A chain 121.18 0.01
Q5XJ10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 343.50 0
Q1LMTI4 Triosephosphate isomerase A 178.69 0
Q90XG0 Triosephosphate isomerase B 178.69 0
Up Regulated Proteins Pa-HgSe 2 x Pa-HgSe 1
Q90339 Myosin heavy chain_ fast skeletal muscle 180.57 1
P13104 Tropomyosin alpha-1 chain 561.40 1
QoI8V0 Parvalbumin-2 173.34 1
P02618 Parvalbumin beta 659.38 1
093409 Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform A 751.23 1
P53479 Actin_ alpha skeletal muscle 2193.15 1
P09227 Parvalbumin alpha 173.34 1
Q90339 Myosin heavy chain_ fast skeletal muscle 1264.44 1
Q6P0G6 Myosin_ light chain 1_ alkali; skeletal _fast 638.78 1
P12115 Adenylate kinase isoenzyme 1 169.24 1
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Tabela 5. Proteins identified in muscle tissue of Rhaphiodon vulpinus species (Rv-HgSe 2 x Rv-
HgSe 1).

Accession  Description Score
Unique Proteins Unique

Q32LQ4 Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 148.44 Rv-HgSe 2
P80856 Fatty acid-binding protein_ liver 187.53 Rv-HgSe 2
P82316 Hemoglobin cathodic subunit beta 230.72 Rv-HgSe 2
P02018 Hemoglobin subunit alpha 1592.19 Rv-HgSe 2
Q90486 Hemoglobin subunit beta-1 1581.28 Rv-HgSe 2
Q90485 Hemoglobin subunit beta-2 904.89 Rv-HgSe 2
P85312 Hemoglobin subunit beta-A (Fragment) 824.97 Rv-HgSe 2
P02139 Hemoglobin subunit beta-A/B 1501.36 Rv-HgSe 2
P85313 Hemoglobin subunit beta-B (Fragment) 824.97 Rv-HgSe 2
Q4KMC8  Fructose-bisphosphate aldolase C-A 172.71 Rv-HgSe 2

Down Regulated Proteins Pa-HgSe 2 x Pa-HgSe 1
Q5XJ10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 872.52 0

Up Regulated Proteins Pa-HgSe 2 x Pa-HgSe 1
093409 Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform A 1069.32 1
Q90339 Myosin heavy chain_ fast skeletal muscle 658.15 1

It was observed that, few proteins showed up- or downregulation in the muscle proteome
of both fish species. In this case, six proteins had downregulation and 10 had upregulation in the
muscle proteome of Psectrogaster amazonica; and only one protein presented downregulation
and two upregulation in the muscle proteome of Raphiodon vulpinus species. Regarding the
proteins that were unique, eight proteins were only expressed in Group Pa—HgSe 2 of the muscle
proteome of the Psectrogaster amazonica and 10 in Group Rv—HgSe 2 of the Rhaphiodon
vulpinus. The proteins and/or enzymes that were unique and/or with different expression will be
discussed next to investigate a possible correlation with the Chgtotar and Csetotar determined in the
Pa—-HgSe 2 and Rv—HgSe 2 groups.

Based on the results in Tables 1 and 2, it can be seen that few proteins showed up- or
downregulation in the muscle proteome of both fish species. In this case, six proteins showed
downregulation and 10 upregulation in the muscle proteome of Psectrogaster amazonica; and
only one protein showed downregulation and two upregulation in the muscle proteome of
Raphiodon vulpinus. Regarding unique proteins, eight proteins were expressed in the Pa—HgSe 2
group of the muscle proteome of Psectrogaster amazonica; and 10 in the Rv—HgSe 2 group of
Rhaphiodon vulpinus. As for the proteins and/or enzymes that were unique and/or with different
expressions and seeking a possible correlation with the Chgtotar and Csetotat determined in the

Pa—HgSe 2 and Rv—-HgSe 2 groups, a PRAVA analysis identified four proteins/isoforms and
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three enzymes/isoforms that were expressed as unique in the Pa—HgSe 2 and Rv—HgSe 2 groups
(i.e., with higher Cse and Chyg).

Regarding proteins, the literature reports that the Hemoglobin subunits (Hbs) (i.e., the
proteins involved in oxygen transport from the gills to peripheral tissues in fish); the
Histone/isoforms (i.e., the proteins that act in the regulation of DNA transcription); and the fatty
acid-binding protein in the liver (FABP1) (i.e., FABPs belong to the proteins family involved in
lipid metabolism) were identified in Hg-linked protein spots (Chg in protein spots: 2-20 mg kg™')
in the muscle, liver, and kidney proteomes of fish from the Amazon (Bataglioli et al., 2019;
Bittarello et al., 2019; Bittarello et al., 2020; Hake & Allis, 2006; UniProt, 2024; Vidanes et al.,
2005; Vieira et al., 2018). These authors indicated that the binding of Hg species in the Hbs,
histone, and FABPs structures could be attributed to the presence of cysteine and/or methionine
residues, which are amino acids that present thiol and/or thioether groups (i.e., soft bases) and
have great affinity by Hg species (i.e., soft acids) (Bittarello et al., 2020; Pearson, 1963).

The collagen protein and the calcium-binding EGF domain-containing protein 1
(CCBEL) participate in lymphangioblast budding and angiogenic sprouting of the venous
endothelium during embryogenesis (Hussmann et al., 2023; UniProt, 2024); these were only
expressed in the Pa—HgSe 2 and Rv-HgSe 2 groups. While the extant literature does not report
Hg binding in CCBEL structures, CCBE1 also has a FASTA sequence with cysteine and
methionine residues, which are amino acids that have thiol and thioether groups, respectively
(i.e., soft bases). As such, Hg and Se coordination (i.e., soft acids) may occur in the CCBE1
structure.

A metalloproteomic studies by Almeida et al. (2024) reported the identification of Hb
beta 1, 2, and alpha ¥2-subunits in Hg-linked protein spots in the renal proteome of rats exposed
to mercuric chloride (Cng in protein spots: 84-138 mg kg™?). The authors posited that the PRAVA
variance indicated that the beta 1, 2, and alpha %2-subunits of Hb showed downregulation, which
could qualify the Hb subunits as possible biomarkers of exposure to the Hg species. In the same
study (i.e., Almeida et al., 2024) the authors reported that PRAVA indicated that H3.1 and H3.3
were only expressed in the control group of rats exposed to mercuric chloride (HgCly); this result
corroborates data from a metalloproteomic study by Bitarello et al. (2020), who examined kidney
tissue from the Colossoma macropomum species from the Amazon River, which reports the
identification of Histone H4 in Hg-linked protein spots (Cng = 5.85 mg kg™2).

Metalloproteomic studies by Bittarello et al. (2019) and Santiago et al. (2023) identified
the FABP3 isoform in Hg-linked protein spots (Cwg = 2.70 mg kg™?) in the muscle proteome of

Plagioscion squamosissimus from the Amazon, and the FABP1 isoform in Hg-linked protein
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spots (Cng = 63.0 mg kg?) that was only expressed in the liver proteome of rats exposed to
HgCly, respectively; in both studies, the authors highlighted that a decrease in the expression of
FABPs may occur when fish organisms are exposed to xenobiotics such as Hg (Wang et al.,
2013). The L-lactate dehydrogenase (LDH) enzyme and isoform (i.e., the enzyme that acts in
converting pyruvate to lactate process in carbohydrates and carboxylic metabolic acids); betaine-
homocysteine S-methyltransferase (BHMT) (i.e., the enzyme that catalyzes the betaine
conversion and homocysteine to dimethylglycine and methionine, respectively); and Fructose-
bisphosphate aldolase C-A (ALDOCA) (i.e., the enzyme that present Zn?* specific domains in
its side chains and acts in gluconeogenesis reactions) also showed expression only in the
Pa—HgSe 2 and Rv—-HgSe 2 groups (UniProt, 2024).

The literature further reports that LDH and isoforms, BHMT and ALDOCA were
identified in Hg-linked protein spots (Crg in protein spots: ranging from 3.00-160.00 mg kg 1)
in the muscle, liver, and kidney proteomes from Amazon fish (Bittarello et al., 2020; Bataglioli
etal., 2022; Queiroz et al., 2019; Vieira et al., 2023). These authors explained that the binding of
Hg species in three enzyme structures directly affects the biological activities thereof Since
PRAVA was not carried out to identify whether there was impairment in the enzymes’ expression
in respective proteomes, however, the robustness of these conclusions was compromised. The
LDH/isoforms, BHMT, and ALDOCA have cysteine and methionine residues in the FASTA
sequences and amino acids that have thiol and thioether groups (i.e., soft bases), respectively.
Thiol and thioether groups can form stable bonds with Hg and Se species (i.e., soft acids)
(Bittarello et al., 2020; Pearson, 1963). BHMT and ALDOCA also have specific domains for
Zn?* ions; when this happens, Hg and Se species could displace Zn?* from these domains, thereby
binding to these enzyme structures (Bataglioli et al., 2022; Queiroz et al., 2019).

Regarding the BHMT enzyme, it is noteworthy that metalloproteomic study with rats
exposed to HgCl. using 2D PAGE — GFAAS — LC — MS/MS, reported that BHMT was only
expressed in Hg-linked protein spots (Crg = 15.40 mg kg 1) of the proteome of rats exposed to
HgCl> (Santiago et al., 2023). This finding corroborates data reported in the present study and in
the study by Queiroz et al. (2019) cited above.

In the present study, the PRAVA results indicated that the proteins Hbs subunits,
Histone/isoforms, and FABP1, and the enzymes LDH/isoforms, BHMT, and ALDOCA were
expressed as unique proteins/enzymes in Pa—HgSe 2 and Rv-HgSe 2 groups of the muscle
proteome of the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species. The Pa—HgSe 2 and
Rv-HgSe 2 groups showed higher Crgtota and Csetotal in muscle tissue and in protein pellets, with

Csetotal Deing higher than Chgtotal, Which was reflected in positive values of Se HBVS. In principle,
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it can therefore be inferred that the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species
have Se reserves in the muscle tissue to control the toxic effects of Hg (Lino et al., 2018). In this
case, the Se presence could be forming metal binding protein (MBP), such as: [Se-Hg]-Hbs;
[Se—Hg]-Histones; [Se-Hg]-FABP1; [Se-Hg]-CCBEZ1, [Se—Hg]-LDHy/isoforms;
[Se-Hg]-BHMT and [Se-Hg]-ALDOCA. The binding of the [Se—Hg] (i.e., soft acid) -complex
in the protein/enzyme structures must possibly occur in thiol (i.e., R—SH) and/or thioether groups
(i.e., soft bases) of cysteine and methionine residues present in their FASTA sequences, as has
already been highlighted in the above text (e.g., Bittarello et al., 2020; Pearson, 1963). Therefore,
the Se/Hg-linked MBP were only expressed in the Pa—HgSe 2 and Rv-HgSe 2 groups, which

presented higher Csetotas and ChHgtotal leVels.

Regarding the up- and/or downregulation results (Tables 1 and 2), only seven proteins
and 12 proteins and/or enzymes showed a decrease and/or increase in expression in the
Pa—-HgSe 2 and Rv—-HgSe 2 groups, respectively. It is noteworthy that the Pa—HgSe 2 group,
which demonstrated lower Csetotat and Chgtotar, 2lSO presented a greater number of proteins and/or
enzymes with up- and/or downregulation; this indicates that this effect may not be related to the
binding of Se and Hg species in the structures of these proteins and/or enzymes. When analyzing
the results in Tables 1 and 2, it is therefore possible to highlight the actin (actbb and actal) and
parvalbumin isoforms (pvalb2, pvalbf, and pavalba), the enzyme glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (gapdh) and triosephosphate isomerase isoforms (tpila and tpilb), which were
expressed with up- or downregulation in the muscle proteome of the Pa—HgSe 2 group.
Metalloproteomic studies with Semaprochilodus spp. and Arapaima gigas from the Amazon
region reported the identification of actbb and actal isoforms and pvalb2, pvalba, and pavalbp
isoforms in Hg-linked protein spots of the muscle and liver proteomes of these fish (Bataglioli
etal., 2022; Veira etal., 2023). The gapdh enzyme and the tpila and tpilb isoforms were
identified in Hg-linked protein spots in the muscle and liver proteomes of Brachyplatystoma
rousseauxii, Mylossoma sp., Myleus sp., Prochilodus nigricans, and Cichla sp.—which are
species fish from the Amazon region—and also through metalloproteomic strategies (Cavecci—
Mendonca et al., 2020; Vieira et al., 2023). However, these studies papers did not perform
PRAVA to investigate whether actbb and acta; pvalb2, pvalba., and pavalbp; tpila and tpilb; and
gapdh showed expression differences, which limited the discussion of results. The myosin
isoforms, the tropomyosin alpha-1 chain (tpma) and adenylate kinase isoenzyme 1 (ak1l) enzyme
were primarily expressed with upregulation in the Pa—HgSe. To date, the literature does not

report studies related to Hg or Se species associated with myosin, tpma, or akl. As these
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proteins/enzymes were expressed with upregulation in higher quantities in Psectrogaster
amazonica muscle proteome, the species that presented lower Cse and Chg, the expression
increase may not be related to the Se and Hg concentrations in the fish muscle tissue. Only
myosin isoforms were expressed with upregulation and gapdh was expressed with
downregulation in the Rv—HgSe 2 group, which indicates the non-relationship of Cse and Chg to
the differences in relative abundance variance Up/Down of proteins/enzymes shown in Tables 4
and 5.

3.3. Analysis of parameters related to oxidative stress

The results obtained of CAT, GPx, and SOD activity; the LPO activity, and the LPO
concentration are summarized in Figure 1 and Table 6. The CAT, GPx, and SOD activities and
the LPO concentration, were carried out with the aim of investigating whether Hg concentrations
present in the organism of the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species could

trigger an oxidative stress state.
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Figura 1. Activity of SOD, CAT and GPx enzymes, and LPO concentration determined
in the muscle tissue of “individuals” of species Psectrogaster amazonica and Raphiodon

vulpinus species.
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Analyzing the results in Figure 1, the values referring to the SOD, CAT, and GPx
enzyme activities and the LPO concentration were apparently not correlated with Cgtota
and Csetotal, cOnsidering individuals with lower (i.e., red bars) and higher concentrations
(i.e., blue bars) of Se and Hg for both the Psectrogaster amazonica and Raphiodon
vulpinus species. It is possible to observe maximum and minimum values of CAT, SOD,
and GPx activities and LPO concentrations among individuals who presented lower
and/or higher concentrations of Hg and/or Se (Table 6).

Tabela 6. Spearman's Correlation Coefficient calculated in relation to Chgtotal and Csetotal
and the activities of the enzymes CAT, SOD and GPx, and LPO concentration in the

muscle tissue of Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus.

LPO CAT SOD GPx
Variables CCSp. CCSp. CCSp. CCSp.
Psectrogaster amazonica - - - -
Group with <Chgtotal -0,9840" -0,04105NS -0,5412" 0,6137"
Group with >Chgtotal -0,2419Ns -0,1160NS 0,4781Ns -0,06230NS
Group with <Csetotal -0,9829" -0,04270NS 0,7915" 0,6310"
Group with >Csetotal -0,2424Ns -0,1142Ns 0,5963" -0,06270NS
Raphiodon vulpinus - - - -
Group with <Chgtotal -0,9413" -0,7287" -0,6072" 0,4106Ns
Group with >Chgotal -0,4641NS 0,4074Ns -0,1865NS 0,7909"
Group with <Csetotal -0,9625" -0,7835* -0,6168" 0,5275"
Group with >Csetotal -0,2537NS 0,4233Ns -0,3355NS 0,8906"

CCSp. — Spearman Correlation Coefficient; * Significant (p < 0,05); NS — non-significant (p > 0,05)

The Spearman correlation coefficient (CCSp) values, calculated by correlating the
lowest Chgtotar aNd Csetota With the CAT, SOD, and GPx activities and LPO concentration
followed the same behavior (Table 3), presenting seven CCSp.(+) (p < 0.05) with values
ranging from 0.59-0.89 and nine CCSp.(-) with values ranging from —0.54 to —0.98.
Most CCSp.(+) and/or (-) values were non-significant (p > 0.05). In relation to LPO
concentrations, it can be observed for both fish species that the groups with lower Chgtotal
and Csetotal presented CCSp.— and significant, however, the groups with higher Chgtota and
Csetotai Present CCSp. non-significant. The values of CCSp. for CAT they presented
CCSp.(—) only for the groups with lower Cgtotat and Csetotat Of Raphiodon vulpinus. The
other values of CCSp.(+) and/or CCSp.(—) were non-significant for the Psectrogaster
amazonica and Raphiodon vulpinus species. In relation to SOD (i.e., the Psectrogaster
amazonica species), CCSp.(+) values were observed and significant for the groups with

lower Csetotal, and there were non-significant values for the groups with lower Chgtotar. Still
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in relation to SOD for Raphiodon vulpinus, CCSp.(—) values were significant for the
groups with lower Chgtotal and Csetotal and were non-significant for the groups with higher
CHgtotal and Csetotal. AS for GPX, in relation to the Psectrogaster amazonica species,
significant values of CCSp.(+) were observed for the groups with lower Cugtota and
Csetotal, Whereas the CCSp. values were non-significant for the groups with higher Chgtotal
and Csetotar. In relation to the Rhaphiodon vulpinus species, GPx activity values showed
positive, significant correlations CCSp.(+) for the groups with higher Chgtota, lOwer
Csetotal, and higher Csetotar. Bittarello etal. (2020) worked with the Plagioscion
squamosissimus (i.e., carnivorous) and Colossoma macropomum (i.e., omnivorous)
species from the Brazilian Amazon and observed a trend toward greater GPx activity and
LPO concentration in the liver tissue of the Plagioscion squamosissimus species, which
had the highest concentration of mercury. The calculated CCSp. values demonstrated the
occurrence of a negative correlation between GPx activity with the Hgtwta COncentration
(—0.7040, Chgtota = 279+4.41 g kg™1); this was not observed with the data reported in
this study, which presents a positive correlation. These authors concluded that the GPx
inhibition by Hg could be related to the Hg—Selenol interaction; in this paper, however,
Se determinations were not made in the fish liver-tissue samples, which would provide
greater support to the results thereof. Data in the present study demonstrated a positive
correlation between GPx activity in relation to Cng in the Raphiodon vulpinus species,
which has higher Hg concentrations. However, a positive correlation with Cse was also
indicated, which were higher than Cng. The Se determinations allowed us to calculate the
Se HBV values, which presented positive values and greater-than-1 for the Pa—HgSe 2
(Psectrogaster amazonica species, non-predatory with higher Cpg) and Rv—HgSe 2
(Raphiodon vulpinus species, predator with higher Chg) groups. The results reported
herein therefore provide new insights into studies on the attenuating effect of Se on the
ability of Hg mercury to generate an oxidative species and the possible triggering of

oxidative stress.

4. Conclusions

The average Hg:Se molar ratio presented lower values in relation to the average
Se:Hg molar ratio for the Psectrogaster amazonica (i.e., non-predator) and Raphiodon
vulpinus (i.e., predator) species, which reflected positive Se HBV values for two groups

(i.e., with higher and lower Chg) of both fish species, which confirmed that the organism
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of both species has available selenium in the muscle tissue to attenuate the toxic effects
of mercurial species. The PRAVA in the muscle proteome identified few proteins and/or
enzymes with up- or downregulation. Moreover, a reduced number of unique proteins
were expressed in the group with higher Cng, which also presented higher Cse than Cryg;
notably, the group with higher Cng also presented higher Cse than Crg. It can therefore be
inferred that Se could attenuate the Hg negative action on functions these proteins and/or
enzymes through Se:Hg complex formation on the structures of these macromolecules.
The results of SOD, CAT, and GPx enzyme activities and the LPO concentrations showed
higher correlations with Cse than Cng, which indicates the nonoccurrence of oxidative
stress in the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus species. These insights
determine that consumption of the Psectrogaster amazonica and Raphiodon vulpinus
species as a source of protein for traditional populations from the Amazon does not

present a risk of exposure to mercurial species.
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IMPLICACOES

A presenca de mercurio na regido amazOnica representa uma preocupacao
significativa devido aos seus efeitos toxicos nos ecossistemas e na salde humana,
especialmente através do consumo de peixes contaminados. No entanto, a pesquisa
sugeriu que o selénio pode atenuar os efeitos nocivos do Hg nos organismos. Por meio da
metalomica, esta tese explorou os mecanismos pelos quais o0 Se exerce seu efeito protetor
em duas espécies de peixes amazbnicos, Psectrogaster amazonica (Branquinha) e
Raphiodon vulpinus (Cachorra), no rio Madeira, Rondénia/Brasil.

Tanto o 2D-PAGE quanto a técnica Shotgun tém suas limitagcdes. Contudo, ao adotar
abordagens proteémicas diferentes nos tecidos musculares e hepaticos estudados neste
trabalho, revela-se um potencial quando analisadas em conjunto. Isso pode fornecer uma
explicacdo mais abrangente e uma visdo completa dos diferentes proteomas.

Os resultados do estudo revelaram varias implicagdes importantes:

Identificagdo de Metal Binding Proteins (MBP): A andlise metaldbmica revelou a
presenca de MBPs associadas ao Hg e Se no tecido hepatico e muscular das espécies
estudadas. A identificacdo dessas proteinas sugere a formacao de complexos binucleares
de Hg/Se, indicando um possivel mecanismo pelo qual o Se pode mitigar a toxicidade do
Hg.

Ligacdo do Selénio e Protegdo contra Estresse Oxidativo: A ligagdo do Se com as
MBPs pareceu estar associada a auséncia de estresse oxidativo nas amostras estudadas,
conforme demonstrado pela atividade das enzimas antioxidantes. Isso sugere que a
presenca de Se pode ajudar a prevenir os danos oxidativos induzidos pelo Hg.

Reservas de Selénio no Tecido Muscular: Os valores de Selénio para beneficios a
salde (Se HBVSs) foram superiores aos valores considerados protetores para ambas as
espécies de peixes, indicando que elas possuem reservas adequadas de Se para controlar
os efeitos tdxicos do Hg.

Expresséo Diferencial de Proteinas em Resposta a Exposi¢do ao Hg e Se: A analise
protebmica revelou diferengas na expressdo de proteinas em grupos com diferentes
concentragfes de Hg e Se. Proteinas Unicas expressas em grupos com maiores
concentragOes de Hg e Se sugerem adaptacgdes especificas das espécies para lidar com a
toxicidade do Hg.

Esses achados tém implicacGes importantes ndo apenas para a compreensdao dos

mecanismos de toxicidade do Hg em peixes, mas também para o desenvolvimento de
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estratégias de manejo e conservacao dos ecossistemas aquaticos da regido amazonica.
Além disso, destacam a importancia do consumo consciente de peixes para a seguranca
alimentar das populaces locais. Essa pesquisa fornece novos insights que podem orientar
futuros estudos sobre a interacdo entre 0 Hg e 0 Se em ecossistemas aquaticos e suas

implicacdes para a salde humana e ambiental.



