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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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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.





