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REGISTRO DO POTENCIAL IMPACTO CIENTIFICO, ECONOMICO E SOCIAL
DA TESE PARA SOCIEDADE

Titulo da Tese: Contaminagdo por merctrio em populagdes ribeirinhas da regido Amazoénica:
identificacao de biomarcadores associados

Impacto cientifico: O presente estudo, desenvolvido a partir de estudos metalémicos,
contribuiu para uma melhor compreensdo da atuacdo do mercdrio em uma rede de interagdes
proteicas. A identificacdo de proteinas com um padrdo de atividade anormal é associada com
a frequéncia de exposicdo ao mercurio e permite a avaliacdo dos riscos de exposicdo ao
mercurio com elevada confiabilidade em curto espaco de tempo, possibilitando agdes
preventivas. Além disso, o0 processo de amostragem utilizando cartbes Noviplex™ permite
coletar fluidos biolégicos sem a necessidade de frascos especiais, equipamentos de
refrigeracdo e centrifugacao. Assim, essa técnica introduziu conveniéncia e reducdo de custos
associados com coleta e transporte, gerando tecnologia bioanalitica sofisticada e diagndsticos
em regides dispersas e de dificil acesso, como no caso da regido Amazonica.

Impacto econdmico e social: Os biomarcadores de frequéncia de exposi¢cdo ao mercurio
identificados poderdo ser utilizados em programas de prevencao, monitoramento, controle e
fiscalizacdo da contaminacdo desse elemento em humanos, respaldando tecnicamente a

magnitude dos impactos socioambientais e na satde publica.

Thesis Title: Mercury Contamination in Riverside Populations in the Amazon Region:
Identification of Associated Biomarkers.

Scientific Impact: This study, developed through metallomic analyses, contributed to a better
understanding of the role of mercury in a network of protein interactions. The identification of
proteins exhibiting abnormal activity patterns is associated with the frequency of mercury
exposure and enables the assessment of mercury exposure risks with high reliability in a short
period of time, thus facilitating preventive actions. Furthermore, the sampling process utilizing
Noviplex™ cards allows for the collection of biological fluids without the need for specialized
containers, refrigeration equipment, or centrifugation. This technique introduces convenience
and cost reduction related to sample collection and transport, leading to sophisticated
bioanalytical technology and diagnostics in remote and hard-to-reach regions, such as the
Amazon region.

Economic and Social Impact: The biomarkers for mercury exposure frequency identified in
this study can be used in programs aimed at prevention, monitoring, control, and regulation of
mercury contamination in humans, thereby providing technical support for assessing the

magnitude of its socio-environmental impacts and public health consequences.
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E de suma importéincia destacar as relagdes simbélicas com o ambiente, bem como a
diversidade de praticas e manifestacdes culturais que, longe de serem homogéneas, caracterizam
as identidades amazonicas, incluindo as das comunidades ribeirinhas. Desse modo, as implicacdes
do processo industrial e utilitarista sobre as matrizes geracionais transcendem 0s aspectos
meramente quantitativos relacionados ao meio ambiente e a saude puablica, abrangendo também
os dinamismos e sincretismos Unicos que permeiam a organizacdo historica e étnica desse

territdrio. Posto isto,

Dedico aos povos e comunidades tradicionais da AmazOnia cuja cosmoviséao,
parafraseando o poeta potiguar Francgois Silvestre, trazem no peito o cheiro e a cor da sua terra, a

marca de sangue de seus mortos e a certeza de luta de seus vivos.



AGRADECIMENTOS

A minha méde Mércia e a minha irma Bérbara pelo apoio e incentivo diario.

Ao meu namorado, amigo e companheiro, Bruno Poloni por ter proporcionado dias

mais leves e felizes.

Aos amigos: Ana Paula Gomes, Angélica Dias, Barbara Lopes, Bernardo Teixeira,
Bruno Rosado, Bryan Fava, Eliete Brunetto, Filipe Rodolfo, Flavia Zanatta, Jordana Machado,

Larissa Frozi e Natalia Bosco.

A UNESP e ao Programa de PoOs-Graduacdo em Biologia Geral e Aplicada pela

oportunidade em ser parte contributiva a esta comunidade.

Ao meu orientador Prof. Dr. Pedro de Magalhdes Padilha, ao meu coorientador Dr.
José Cavalcante Souza Vieira, pela dedicacdo, compreensao e paciéncia. E, ainda, ao Grupo do
Laboratorio de Bioanalitica e Metaloprotedmica por toda colaboracéo nas diferentes etapas desta

pesquisa.

Aos membros titulares da Comissdo Examinadora, Prof.2 Dr.2 Adrielli Cristina Peres
da Silva, Dr.2 Bruna Cavecci Mendonca, Prof. Dr. Lincoln Carlos Silva de Oliveira e Prof. Dr.
Welder Angelo Baldassini e, aos suplentes Prof.2 Dr.2 Ariane Rozza Leite, Prof.2 Dr.2 Alessandra
Augusto da Silva, Prof.2 Dr.2 Cristiane de Almeida Baldini Cardoso e Prof. Dr. Felipe André dos

Santos pelo aceite e pelas valiosas contribuicdes.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), Processo
2019/02538-4; ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
Processo 408179/2022-8 e 404404/2023-5; e, a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES), Processo 88881.3107432018-0.1 pelo Auxilio a Pesquisa.



“Era uma vez na Amazénia a mais bonita floresta
Mata verde, céu azul, a mais imensa floresta

No fundo d'agua as laras, caboclo lendas e magoas
E os rios puxando as 4guas

Papagaios, periquitos, cuidavam de suas cores

Os peixes singrando os rios, curumins cheios de amores
Sorria o jurupari, uirapuru, seu porvir

Era: Fauna, flora, frutos e flores

Toda mata tem caipora para a mata vigiar

Veio caipora de fora para a mata definhar

E trouxe dragao-de-ferro, pra comer muita madeira

E trouxe em estilo gigante, pra acabar com a capoeira

Fizeram logo o projeto sem ninguém testemunhar

Pré o dragdo cortar madeira e toda mata derrubar

Se a floresta meu amigo, tivesse pé pra andar

Eu garanto, meu amigo, com o perigo nao tinha ficado 14

O que se corta em segundos gasta tempo pré vingar

E o fruto que da no cacho préa gente se alimentar?
Depois tem o passarinho, tem o ninho, tem o ar
Igarapé, rio abaixo, tem riacho e esse rio que é um mar

Mas o dragdo continua a floresta devorar

E quem habita essa mata, pra onde vai se mudar???
Corre indio, seringueiro, preguica, tamandua
Tartaruga: Pé ligeiro, corre-corre tribo dos Kamaiura

No lugar que havia mata, hoje ha perseguicéo
Grileiro mata posseiro s pra lhe roubar seu chéo
Castanheiro, seringueiro ja viraram até pedo
Afora os que j& morreram como ave-de-arribagao
Zé de Nana ta de prova, naquele lugar tem cova
Gente enterrada no chao

Pois mataram indio que matou grileiro que matou posseiro
Disse um castanheiro para um seringueiro que um estrangeiro
Roubou seu lugar

Foi entdo que um violeiro chegando na regido

Ficou t&o penalizado que escreveu essa cangao

E talvez, desesperado com tanta devastacao

Pegou a primeira estrada, sem rumo, sem dire¢éo

Com os olhos cheios de agua, sumiu levando essa magoa
Dentro do seu coracéo

Aqui termina essa histdria para gente de valor

Pré& gente que tem memdria, muita crenga, muito amor
Pra defender o que ainda resta, sem rodeio, sem aresta
Era uma vez uma floresta na Linha do Equador”™

Saga da Amazodnia (1984) - Vital Farias



RESUMO

O mercdrio é um elemento quimico toxico, ndo essencial aos processos metabdlicos. Sua presenca
no ambiente causa contaminacdes e intoxicagdes em seres humanos. Nos ecossistemas aquéticos,
este elemento quimico sofre transformacdes quimicas, sendo bioacumulado e biomagnificado ao
longo da cadeia alimentar. Esse processo é mediado por microrganismos e resulta na formacéo de
compostos organomercuriais, como o metilmercurio (MeHg), que é absorvido por peixes e outros
organismos aquaticos. Peixes predadores, localizados no topo da cadeia trofica, acumulam altos
niveis de mercurio. Essas concentracdes podem ser transferidas para seus consumidores, incluindo
répteis, aves e seres humanos. Na bacia Amazobnica, a principal fonte de contaminagdo por
mercurio € a mineracdo de ouro, que comecou na década de 1970. Como as comunidades
ribeirinhas dependem do consumo de peixe, elas estdo particularmente expostas a esses Compostos
mercuriais, que podem causar danos graves, dependendo da forma quimica, concentracdo e
frequéncia de exposicdo. Além disso, ele estd associado ao estresse oxidativo, mesmo em baixas
concentracdes. O objetivo deste estudo foi identificar biomarcadores relacionados a exposi¢ao ao
mercario em populac@es ribeirinhas da regido de Jirau, no rio Madeira, em Rond6nia, Brasil.
Amostras de sangue, plasma e pellets proteicos dessa populacdo foram coletadas utilizando cartdes
Noviplex™ com base na frequéncia de consumo de peixe, verificada por meio de um questionario
qualitativo da dieta. O estudo foi desenvolvido por meio de abordagem metaloproteébmicas
utilizando espectrometria de absorc¢ao atbmica em forno de grafite (GFAAS) como componente de
seletividade, a estratégia de Shotgun com espectrometria de massas em sequéncia acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS/MS) como componentes de seletividade/estrutural. Os resultados
das determinacGes por GFAAS indicaram uma correlagdo positiva entre a concentracdo de
mercurio total (Hgr) e a frequéncia de consumo de peixe. A partir disso, as amostras bioldgicas
foram classificadas em: G1, grupo controle, referente as menores concentracdes de Hgr e G2, G3
e G4, grupos experimentais, relativos as determinac@es mais elevadas de Hgr. Apds o processo de
clivagem proteolitica por Shotgun, analises da abundancia de proteinas (PAA) utilizando LC-
MS/MS do proteoma plasmatico dos quatro grupos de voluntérios identificaram 132 proteinas com
fold change positivo e negativo e/ou unique proteins, considerando a comparacao entre 0s grupos
G2-G4 com grupo G1. Os resultados das PAA indicaram fold change positivo em relacdo as
isoformas de Immunoglobulins (IGs), Albumin (ALB) e Ceruloplasmin (CP), podendo inferir que
a upregulation dessas proteinas esta associada a exposicao dos grupos de voluntarios as espécies
mercuriais. A correlacdo positiva das concentra¢fes de Hgr com o consumo de peixe pelos grupos
de voluntérios corrobora com os dados metaloprotebmicos e permite sugerir as isoformas de 1Gs,
ALB e CP como candidatas a biomarcadores de exposicao as espécies mercuriais em humanos.
Destaca-se, que a Immunoglobulin kappa variable 3-20 (IGKV3-20) se expressou como unique
protein no G3 e G4 e a CP como upregulated no G4, grupos de voluntérios que apresentaram as
maiores concentracbes de Hgr. Como essas proteinas tém sitios de coordenagcdo com
caracteristicas de base mole capazes de interagir com espécies de Hg, os dados do presente estudo
potencializam IGKV3-20 e a CP como possiveis biomarcadores plasmatico de exposi¢do ao Hg.
Os dados reportados nesta tese disponibilizam novos insights aos estudos de identificagcdo de
potenciais biomarcadores de exposi¢ao as espécies mercuriais em humanos, contribuindo para o
avanco no entendimento dos efeitos desses xenobidticos no proteoma plasmatico e oferecendo
subsidios importantes para a promocao de estratégias de saude publica. No entanto, € necessario
conduzir estudos adicionais que possam confirmar as conclusdes relatadas, como a combinagéo
de técnicas 2D PAGE-GFAAS com a Shotgun-LC-MS/MS que permitiriam a identificacdo de
espécies mercuriais em spots obtidos no fracionamento do proteoma plasmatico e subsequente
PAA.

Palavras-chave: Biomagnificacdo, espécies mercuriais, intoxicacbes humanas, proteoma
plasmatico.



ABSTRACT

Mercury is a toxic chemical element, non-essential to metabolic processes. Its presence in the
environment causes contamination and poisoning in humans. In aquatic ecosystems, this chemical
element undergoes chemical transformations, becoming bioaccumulated and biomagnified along
the food chain. This process is mediated by microorganisms and results in the formation of
organomercury compounds, such as methylmercury (MeHg), which is absorbed by fish and other
aquatic organisms. Predator fish, located at the top of the trophic chain, accumulate high levels of
mercury. These concentrations can be transferred to their consumers, including reptiles, birds, and
humans. In the Amazon Basin, the primary source of mercury contamination is gold mining, which
began in the 1970s. Since riverine communities rely on fish consumption, they are particularly
exposed to these mercury compounds, which can cause severe damage depending on the chemical
form, concentration, and frequency of exposure. Moreover, mercury is associated with oxidative
stress even at low concentrations. The aim of this study was to identify biomarkers related to
mercury exposure in riverine populations in the Jirau region, located on the Madeira River, in
Rondbnia, Brazil. Blood, plasma, and protein pellet samples from this population were collected
using Noviplex™ cards based on fish consumption frequency, determined by a qualitative diet
questionnaire. The study was developed through a metalloproteomics approach using Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) as a selectivity component and Shotgun
strategy with Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) as
selectivity/structural components. GFAAS results showed a positive correlation between total
mercury concentration (Hgr) and fish consumption frequency. Based on this, biological samples
were classified into: G1, the control group, representing the lowest Hgr concentrations, and G2,
G3, and G4, the experimental groups, corresponding to the highest Hgr concentrations. After
proteolytic cleavage by Shotgun, protein abundance analyses (PAA) using LC-MS/MS of the
plasma proteome of the four volunteer groups identified 132 proteins with positive and negative
fold changes and/or unique proteins, considering comparisons between the G2-G4 groups and the
G1 group. PAA results indicated positive fold changes related to isoforms of Immunoglobulins
(IGs), Albumin (ALB), and Ceruloplasmin (CP), suggesting that upregulation of these proteins is
associated with volunteer group exposure to mercury species. The positive correlation between
Hgr concentrations and fish consumption in volunteer groups supports the metalloproteomic data
and suggests 1Gs, ALB, and CP isoforms as potential biomarkers of mercury species exposure in
humans. Notably, Immunoglobulin kappa variable 3-20 (IGKV3-20) was expressed as a unique
protein in the G3 and G4 groups, and CP was upregulated in the G4 group, both of which had the
highest Hgr concentrations. As these proteins have coordination sites with molecular
characteristics capable of interacting with mercury species, the data from this study highlight
IGKV3-20 and CP as potential plasma biomarkers for mercury exposure. The data presented in
this thesis provide new insights into the identification of potential biomarkers for mercury species
exposure in humans, contributing to a better understanding of the effects of these xenobiotics on
the plasma proteome and offering valuable support for the development of public health strategies.
However, additional studies are required to confirm the conclusions drawn, such as the
combination of 2D PAGE-GFAAS techniques with Shotgun-LC-MS/MS, which would allow the
identification of mercury species in spots obtained from plasma proteome fractionation and
subsequent PAA.

Keywords: Biomagnification, mercurial species, human poisoning, plasma proteome.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

Ja reparou que aqueles termdmetros de vidro, que vinham com um liquido prata dentro, ndo sdo
mais vendidos nas farméacias? A prata liquida é o mercdrio, um elemento quimico perigoso, que
ndo é necessario para 0 NOsso corpo e pode causar sérios problemas a saide humana e ao meio
ambiente, e por isso foram retirados do mercado. Quando presente em rios, lagos, mares e oceanos,
0 mercurio participa de um ciclo onde é transformado quimicamente pela atuacdo de
microrganismos e acaba sendo absorvido e acumulado em varios seres que vivem nestes
ambientes. Ap0s sua absorcdo, 0 mercurio permanece no organismo, sofrendo bioacumulacéo ao
longo da cadeia alimentar. Isto significa dizer que, a acumulacdo de mercario em um ser Vivo,
adquirida pelo organismo através da ingestdo de outros organismos, persiste ao longo do tempo e
atinge um nivel superior a concentracdo da substancia no ambiente. Desta forma, 0s peixes que se
alimentam de outros peixes, ou de outros animais, sdo aqueles onde os valores de mercurio sdo
mais altos, pois acumularam o poluente ao longo da vida. Na regido onde realizamos este trabalho,
a populacdo que vive as margens do rio Madeira se alimenta basicamente de peixes, que se
encontram cheios de mercurio na carne, por conta do historico das atividades do garimpo na regido.
A depender de quanto essas pessoas comem, elas podem estar sofrendo menos ou mais com a
intoxicacdo por este elemento quimico. Uma das consequéncias disso € o estresse oxidativo, que
acontece pela acdo de moléculas instaveis produzidas por nosso corpo. Essas moléculas, também
chamadas de radicais livres, tém o potencial de causar a oxidacao de células saudaveis, ou seja,
danificar as células e as estruturas celulares. Para proteger o organismo, ha um sistema conhecido
por sistema antioxidante. Ele é formado por enzimas, vitaminas, como a vitamina C, e minerais,
que captura, neutraliza e elimina os radicais livres. S6 que, quanto maior o desequilibrio entre a
quantidade de radicais livres e a de antioxidantes, maior a gravidade desses danos as células, e
maior a chance do aparecimento de doencas, como Alzheimer e Parkinson, diabetes, cancer e
pressao alta. Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi identificar proteinas anormais no organismo de
pessoas que comem peixes nestas condi¢cdes na regido do rio Madeira em Rond6nia. Como sinais
de alerta para a presenca de mercdrio no organismo, os resultados mostraram que certas proteinas
no sangue, como a albumina, a hemoglobina, a imunoglobulina e a ceruloplasmina, podem ser
indicativas de exposicdo ao mercario. A hemoglobina transporta oxigénio no sangue,
desempenhando um papel importante na forma como o mercuario é distribuido pelo corpo. As
imunoglobulinas ajudam o corpo a reagir contra 0 mercurio, enquanto proteinas antioxidantes,
como a ceruloplasmina, ajudam a proteger as células dos danos causados por radicais livres.
Radicais livres sdo moléculas ou fragmentos de moléculas altamente instaveis e potencialmente
prejudiciais. Eles podem ser comparados a "particulas soltas" que estdo a procura de algo com que
se "ligar" ou "completar" sua estrutura. Quando isso ocorre, podem danificar células e
comprometer o funcionamento normal do organismo. Esses radicais sdo produzidos naturalmente
como resultado de processos que acontecem no corpo, mas sua formacdo também pode ser
intensificada por fatores externos, como poluicdo, tabagismo e exposi¢do a substancias quimicas.
Embora o corpo possua sistemas de defesa, como antioxidantes, para combater os radicais livres e
proteger as células, o excesso dessas moléculas pode sobrecarregar esses sistemas, resultando em
danos celulares significativos. Por isso, € fundamental identificar e caracterizar proteinas
relevantes. Elas podem auxiliar no monitoramento da contaminagéo ambiental por mercurio e 0s
impactos disso na saude humana. Logo, monitorar os niveis de mercurio pode ser crucial para
proteger a saude das comunidades ribeirinhas, permitindo uma deteccéo antecipada da exposi¢do
ao metal e colaborando na implementacdo de medidas de prevencéo (Anexo Il - Card da série "A
pesquisa que eu fago". Produzido durante o curso da disciplina “Divulgagdo Cientifica”, em
parceria com a Agéncia de Divulgacdo Cientifica e Comunicacgdo do IBB, sob responsabilidade da
Prof.2 Dr.2 Adriane Pinto Wasko).
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1 INTRODUCAO

1.1 Problematica do mercurio no Rio Madeira

O corpo fluvial denominado Madeira, banha trés paises: Brasil, Bolivia e Peru. Sua
bacia hidrografica possui 125 milhdes de hectares, o tornando 0 17° rio mais extenso do mundo.
No que tange ao territorio brasileiro, é considerado um dos principais rios e sua importancia se da
em funcdo de ser o principal afluente do rio Amazonas, representando 24% da bacia Amazonica.
O rio Madeira possui aproximadamente 3.240 km de extensdo, dos quais cerca de 1.425 km
percorrem a porcao sudoeste e noroeste dos estados do Amazonas e Ronddnia (BERNARDI et al.,
2009; HORBE et al., 2013). Seu inicio de curso se da nos Andes Bolivianos a partir da confluéncia
dos rios Guaporé, Mamoré, Beni e Madre de Dios (BERNARDI et al., 2009; HORBE et al., 2013).
Em territdrio brasileiro, o rio altera sua direcdo para nordeste quando recebe as aguas do rio Abuna
e segue, condicionado as orientacdes tectonicas, até a sua foz no rio Amazonas (BERNARDI et
al., 2009). Na margem direita, oposta ao rio Abund, o Madeira recebe seus afluentes mais
significativos: os rios Ribeirdo, Castanho, Mutum-Paran, Jaci-Parand, Sdo Francisco, Caracol,
Candeias, Jamari e Ji-Parand, além dos igarapés das Araras, Mururé e Cirilo (BERNARDI et al.,
2009).

E caracterizado como um rio de mdltiplos canais e de gradientes de natureza
hidrolégica, geomorfolégica, hidraulica e/ou de transporte de sedimentos, pois possui variagcdo em
seus dominios. Os dominios de interesse para o presente trabalho se referem ao Dominio Il que
constitui o Alto Estrutural Guaraja-Mirim - Porto Velho, e Dominio Il que faz meng&o ao vale
fluvial do rio Madeira. Respectivamente, o rio Madeira possui tracado retilineo predominante a
levemente sinuoso com preponderancia de ambiente erosivo, seccionando e retrabalhando rochas
cristalinas. Posteriormente, adota um padrdo meadrante até sua foz no rio Amazonas, onde seu
substrato geoldgico é constituido por sedimentos terciarios e quaternarios indiferenciados, com
baixa declividade, caracterizando seu carater deposicional (ADAMY, 2016).

Possui pH préximo ao neutro, baixa concentracdo de matéria organica, altas taxas de
nutrientes dissolvidos e aguas brancas em decorréncia das elevadas cargas de sedimentos em
suspensdo originarios do escoamento sobre rochas da cordilheira, do craton Amazénico e da
propria bacia do Amazonas (BERNARDI et al., 2009; GALVAO et al., 2009; GOMES et al., 2009;
HORBE et al., 2013). Especificamente ao mencionar os solidos em suspensdo, vale ressaltar que
a composicao mineraldgica dos mesmos é constituida, predominantemente, por argilominerais dos

grupos das ilitas, caulinitas, cloritas e esmectitas (BERNARDI et al., 2009).
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Quanto a sazonalidade climatica da regido Amazénica na qual esta inserido o rio
Madeira, esta é quem regula o comportamento dos corpos hidricos. Ha grandes vazdes na estacéo
chuvosa, nos meses de fevereiro, margo e abril; sequido de discretos decaimentos na estacdo seca
nos meses de agosto, setembro e outubro. Tal fato implica alteragdes significativas na estocagem,
no carreamento e transferéncia de sedimentos, substancias e/ou compostos, pois quanto maior a
velocidade do fluxo das aguas, maior a capacidade de mobilidade dos sedimentos e dissolucao dos
demais componentes fisico-quimicos (ADAMY, 2016).

Portanto, a interacdo desses fatores é a causa da heterogeneidade quimica das &guas
que, devido a elevada carga de sedimentos particulados, faz com que as aguas bicarbonatadas se
tornem uma via de transporte de diversas substancias, dentre elas, os ions metalicos como o
mercurio (Hg) (BERNARDI et al., 2009; GALVAO et al., 2009; HORBE et al., 2013). Logo, 0
ciclo biogeoquimico do mercurio, bem como suas concentragdes finais, sdo determinados pelas
caracteristicas fisicas e quimicas da agua, bem como pela hidrodindmica do corpo aquético.

No vale do Madeira, a presenca do mercurio se encontra associada a fatores naturais e
antropicos. Segundo Roulet; Lucotte (1995) e Forsberg et al. (1999), os solos da regido
Amazonica, devido & sua composi¢do ferralitica derivada do intemperismo das crostas lateriticas
ferruginosas, sao depo6sitos naturais de mercdrio. Como solos tipicos de regides tropicais Umidas,
possuem altas concentracdes de 6xidos de ferro e aluminio, além de substancias himicas oriundas
da deposicdo continua de material vegetal. Esses fatores favorecem a dissolucéo e reducdo dos
oxidos de ferro, a adsorcdo dos complexos acido fulvico-mercurio e o influxo para o ambiente
aquatico por meio dos processos de lixiviacdo (TIPPING, 1981; ROULET; LUCOTTE, 1995;
FORSBERG et al., 1999; LECHLER et al., 2000). H& também as concentracdes de Hg
provenientes das atividades produtivas regionais, que seguem escalas espaco-temporais para o
territério ao qual se fixam. O fluxo de capitais fixos na regido demarca a infraestrutura da
exploragdo mineral do ouro, da agropecuéria desde a de subsisténcia até a moderna e, atualmente,
dos grandes empreendimentos na area hidrotermoelétrica (LINHARES et al., 2009; SILVA, 2016;
BASTOS et al., 2020). Vale ressaltar que o barramento artificial altera tanto a hidrodinamica
guanto a biogeoquimica natural do ecossistema. Ao represar as aguas, ele impede a vazao natural
dos cursos, criando estratificagdes térmicas e condi¢es andxidas no hipolimnio, a fracdo mais
profunda do reservatorio. O hipolimnio é caracterizado por possuir temperaturas mais baixas e
menor circulagdo da &gua, o que explica a reducdo do oxigénio dissolvido e do pH, bem como os
aumentos na alcalinidade e na condutividade. Consequentemente, essa agua pode conter altos

niveis de sulfeto de hidrogénio, o qual é produzido durante o processo de decomposi¢édo
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anaerobica. Ao gerar condi¢fes redutoras, favorece a metilacdo do mercdrio (CANAVAN;
CALDWELL; BLOOM, 2000).

Logo, a territorializacdo para producao de insumos industriais, de bens de capitais e
de extracdo mineral na regido Amazonica se caracterizam, predominantemente, como impactos
ambientais de origem antropica, pois atuam como facilitadores da liberagdo e mobilizacdo do Hg
e de suas respectivas especies para 0 ambiente, biota e seres humanos (SILVA, 2016; DOREA,
DONANGELO, 2006; LACERDA; MALM, 2008; BASTOS et al., 2020).

1.2 Justificativa

Estes processos de liberacdo e mobilizacdo, somados ao transporte, bioacimulo e
biomagnificacdo do Hg, também denominado ciclo biogeoquimico, quando tratado a nivel de
ecossistema aquatico, envolve sistemas de reacdo mediada por microrganismos (ROCHA; ROSA;
CARDOSO, 2004; TINOCO, 2010; RAMOS-ROSAS et al., 2012). Como produto de tais
interacbes, o Hg sofre transformacbes quimicas levando a formacdo de compostos
organomercuriais, como o metilmercdrio (MeHg). O mesmo é facilmente absorvido via trato
gastrointestinal por peixes e outros individuos da biota aquéatica e, consequentemente, depositado
nos tecidos. Desta forma, peixes predadores de topo de teia trofica, ao acumularem altos niveis de
Hg, podem funcionar como reservatorios da referida forma quimica e repassar as concentracdes
acumuladas para seus consumidores, como répteis, aves e seres humanos (ROCHA; ROSA,
CARDOSO, 2004; TINOCO, 2010; RAMOS-ROSAS et al., 2012). Mediante o fato de que peixes
sdo a principal fonte de proteina animal das populagdes ribeirinhas, a pesquisa se justifica pela
preocupacdo com a frequéncia de exposicdo ao Hg e pelos consequentes efeitos deletérios nos
sistemas urinario, respiratorio, imunolégico, reprodutor e nervoso central (FARINA et al., 2013;
FAIAL etal., 2015).

Considerando o exposto, 0 estudo do mercdrio em sistemas biol6gicos pode levar a
elucidacdo de possiveis biomarcadores relacionados com a frequéncia de exposi¢do ao mercurio
em populagbes ribeirinhas expostas aos setores produtivos da regido de Jirau/rio Madeira,
Rondonia/Brasil. Neste sentido, a metaldbmica emerge como inovacéo cientifica que possibilita a
integracdo de estudos analiticos com investigacfes inorganicas e bioquimicas, visando obter
informagdes sobre a distribuicdo e coordenacdo dos ions metélicos em relacdo as proteinas, assim
como sua essencialidade e/ou toxicidade, aléem da concentragdo individual de cada espécie
metalica. Essa abordagem contribui para o esclarecimento dos aspectos interacionais e conectivos

de especies metalicas e/ou metaldides com genes, proteinas, metabdlitos e outras biomoléculas do
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organismo e, portanto, do papel biologico exercido pelos ions metélicos ligados as biomoléculas
(GARCIA; MAGALHAES; ARRUDA, 2006; MOUNICOU; SZPUNAR; LOBINSKI, 2009;
LOBINSKI et al., 2010).

1.3 Hydrargyrum (Hg): A agua prata

De acordo com as defini¢des estabelecidas pela Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada (1988), o mercurio (Hg) é o octogésimo elemento da tabela periodica, sendo definido
como um metal de transicao cujo 4&tomo possui a capacidade sucessiva de formar cations (IUPAC,
1988). Pode ser encontrado naturalmente em trés categorias primarias, de acordo com seu estado
de valéncia: o mercurio elementar (Hg® em estado liquido ou gasoso; compostos de mercurio
inorganico, incluindo o fon mercuroso (Hg.?*), forma pouco estavel em sistemas naturais, e 0 ion
mercurico (Hg?"); e os compostos organicos de merc(rio, nos quais 0 fon mercurico apresenta-se
ligado covalentemente a um radical organico, sendo o metilmercirio (CHsHg") e o
dimetilmercurio ((CHs)2Hg) os mais comuns (CETESB, 2023).

Com caracteristica de poluente global, crénico e persistente, o0 mercurio € denominado
xenobiotico e sua toxicidade é considerada como uma preocupacgdo para a saude publica (WHO,
2010; CETESB, 2023).

1.4 Fontes antrépicas de mercario

1.4.1 Expansao Econdmica e Populacional: O brilho dos anos de ouro

O historico socioecondmico de Rondobnia até a década de 60 se concentrava na
exploracdo da borracha proveniente da seringueira (RIO; COELHO; WANDERLEY, 2015;
BATISTA et al., 2018). A atividade extrativista proporcionou o aumento do contingente
populacional e, consequentemente, da exploragdo do territorio, quando se descobriram as
primeiras jazidas de cassiterita (BASTOS, 1988). Junto a tais fatores, era possivel observar
também uma degradacéo incipiente do meio ambiente natural a partir de desmatamentos, polui¢éo
dos corpos hidricos, declinio populacional de espécies da fauna e flora local e reducdo da qualidade
ecossistémica (BASTOS, 1988). O ciclo da borracha perdurou até meados dos anos 1968, quando
se deu inicio ao ciclo da agricultura, potencializado pela abertura, revitalizacao e pavimentacao da
BR-364, que interliga Rio Branco (AC) ao Distrito Federal, da BR-425, que interliga a Vila de

Abund (RO) a cidade de Guajara-Mirim (RO) e pelos investimentos em diversos programas e
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projetos do governo da ditadura militar para a integracdo nacional da regido Amazoénica (SOUZA,;
PESSOA, 2009; LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017).

Paralelamente aos financiamentos agropecudarios, ocorreu a proibicdo da mineracao
estanifera artesanal pelo Ministério de Minas e Energia em todo territério rondoniense
(LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017). Por conseguinte, houve a descoberta de novas
jazidas secundarias de ouro e diamante no Alto Rio Madeira, Serra Pelada, Peixoto de Azevedo,
entre outras localidades e, ja no final dos anos 1970, um aumento significativo do preco do ouro
no mercado internacional (BASTOS, 1988; SOUZA; PESSOA, 2009; RIO; COELHO;
WANDERLEY, 2015; LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017; BATISTA et al., 2018).

Portanto, de modo a facilitar o entendimento da cronologia do ciclo de exploracdo
aurifera em Rondodnia, 0 mesmo pode ser classificado em cinco estagios. Como foco na oOtica
prevista para este estudo, apenas os trés ultimos sdo considerados relevantes e estes, de acordo
com Linhares, Rodrigues e Marta (2017) estdo relacionados “a introducdo de novos métodos de
producdo mineral, até entdo ndo experimentados na antiga reserva garimpeira do rio Madeira, tais
como: lavra manual (1978 a 1981), extracdo por meio de balsas (1981 a 1985) e dragas garimpeiras
(1986 a 1992)” (LINHARES; RODRIGUES, MARTA, 2017, p. 43).

Em 1978, inicio do terceiro ciclo de exploracdo aurifera, é demarcada a segunda
corrida do ouro. Pela consecutiva liberagdo da exploragcdo mineral artesanal de ouro a partir das
portarias n® 1345/79 e n°® 1034/80, se presenciou uma nova onda de migracédo para os aluvifes do
Alto Rio Madeira, mais especificamente nas regides do entorno imediato do rio como Abuna,
Mutum-Parana e Jaci-Parana. Neste periodo, a producdo de ouro era limitada devido ao método
rudimentar de exploracdo por lavra manual (LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017). Ja no
inicio quarto periodo do ciclo econémico, a exploracao aurifera na area do rio Madeira passa por
especializacBes. InovacOes estas que foram caracterizadas pela introducdo das primeiras balsas
garimpeiras, cujo funcionamento baseava-se em bombas de suc¢do de depdsitos sedimentares de
aluvido!. Este método de extracdo perdurou até 1985, ano no qual se pode observar o auge da
producdo de ouro no rio Madeira. O aumento da producéo de ouro passou de 1.700 kg/ano para
3.500 kg/ano (LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017).

Devido ao sucesso produtivo com o uso das balsas, o Departamento Nacional de
Pesquisas Minerais instituiu oficialmente, em 1986, a ampla utilizacdo das dragas. Este mecanismo
se apresentava mais robusto quando comparado as balsas, dado suas dimensdes, poténcias das

bombas de succédo e, consequentemente, sua capacidade extratora. Assim, entre 1987 e 1992, a

! Material detritico composto por agua, cascalho, sedimento e fragmentos finissimos de ouro (LINHARES;
RODRIGUES, MARTA, 2017, p. 59).



19

mineracdo aurifera no Alto Rio Madeira teve seu auge em funcdo da especializa¢do técnica-
tecnolégica (BASTOS, 1988; LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017; BATISTA et al.,
2018). A mecanizacdo estabelecida propiciou um aumento significativo na producdo, bastante
superior aos registrados nos ciclos de lavra manual e de extragcdo por meio de balsas garimpeiras
(LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017).

1.4.2 Expansao Econdmica e Infraestrutural no Vale do Madeira: Da borracha a hidrelétrica

de Jirau

Reconhecido como um territorio transfronteirico, a singularidade do rio Madeira reside
em uma diversidade de fluxos em rede, cujos potenciais de integracao se caracterizam por uma
dindmica propria, marcada pelo historico da expansédo capitalista na segunda metade do século
XX. A delimitagdo espaco-temporal dada pela construcédo da ferrovia Madeira-Mamoré contribuiu
para a alteracdo do foco econémico: antes na producao de borracha; posteriormente, sob os eixos
do desenvolvimento dos anos de 1970, para as atividades da agropecuaria, da mineracéo e de seus
respectivos escoamentos (SOUZA; PESSOA, 2009; RIO; COELHO; WANDERLEY, 2015;
LINHARES; RODRIGUES; MARTA, 2017; BATISTA et al., 2018).

De modo a corroborar o interesse de abastecimento de matéria-prima, assim como
reforcar a estratégia de conexdo intercontinental e o papel dos investimentos em infraestrutura no
vale do Madeira, se evidencia a era contemporanea da expansdao Amazonica (R1O; COELHO;
WANDERLEY, 2015). Os investimentos da rota do agronegocio passaram a ser congruentes ao
capital fundamentado nos setores produtivos da geracdo de energia elétrica que, segundo Rio,
Coelho e Wanderley (2015) p6de ser resumido como um projeto geopolitico de seguranca
energética que visava atenuar a dependéncia de energia importada e da coeséo territorial com
consequentes ampliacfes de conexdes internacionais (RIO; COELHO; WANDERLEY, 2015).

Entretanto, mesmo frente a inimeras alteragdes e readaptacfes nos projetos historicos
do setor elétrico brasileiro, o ano de 2001 ficou marcado por uma crise energética em ambito
nacional, cujos motivos estavam intimamente relacionado a discrepancia entre a capacidade
instalada do setor elétrico brasileiro (SEB) e o crescimento do Produto Interno Bruto (PIB)
(SOARES et al., 2022). Contudo, este desequilibrio entre oferta e demanda de energia incitou a
revitalizagdo de planejamentos prospectados na Amazonia Legal ainda em 1970, como é o caso
da Usina Hidrelétrica (UHE) de Jirau (SOARES et al., 2022).

Logo, inserida no padrdo sociopolitico, socioecondmico e, ainda, simbodlico que

conformava a nova estrutura nacional, a regido da UHE de Jirau se estabeleceu para a consolidacao
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da rede de Integragcdo de Infraestrutura Regional Sul-Americana (IIRSA), fazendo parte do
“Programa de Aceleragao do Crescimento” (PAC) instituido pelo Decreto n° 6.025/2007 (RIO;
COELHO; WANDERLEY, 2015; REIKDAL; SOUZA, 2024). O objetivo do IIRSA, como
projeto multissetorial, era

“desenvolver e integrar o transporte, a energia e a infraestrutura de telecomunicagdes dos
12 paises sul-americanos, criando areas estratégicas em regides interioranas com baixo
indice populacional, mas que se constituiriam em importantes reservas de matéria-prima
e biodiversidade” (REIKDAL; SOUZA, 2024, p. 251).

Hoje, a referida UHE de Jirau esta localizada ao longo do rio Madeira, em uma
localidade denominada llha do Padre, a 120 quilémetros da capital Porto Velho (RO). Com suas
obras iniciadas em 2009, a UHE de Jirau teve sua construcdo baseada na engenharia otimizada e,
atualmente, conta com 7.875 metros de comprimento de barramento, 0s quais sdo compostos de
enrocamento de terra na margem direita e de parte de nucleo asfaltico na margem esquerda (JIRAU
ENERGIA, 2024). Desde sua inauguracao, conta com 50 unidades geradoras com 75 megawatts
de poténcia unitaria em operacdo, o que lhe confere uma capacidade instalada de 3.750 megawatts,
representando 3,7% de toda a energia hidrelétrica do pais.

Logo, de acordo com a Jirau Energia?, antiga Concessionaria Energia Sustentavel do
Brasil, a aplicagdo de solugdes inovadoras que compatibilizam as varidveis de modicidade tarifaria
e as novas tecnologias de turbinas e geradores a seguranca energética necessaria faz com que a
UHE Jirau seja considerada a quarta maior geradora de energia elétrica do Brasil, ficando atras
apenas da Itaipu Binacional, Belo Monte e Tucurui (ZARA et al., 2017; SOARES et al., 2022;
JIRAU ENERGIA, 2024).

1.5 Ciclo biogeoquimico: especiacdo, bioacimulo e biomagnificacdo do Hg

O mercurio é um elemento cujas concentracdes nos ecossistemas com auséncia ou
reduzida atividade antropogénica se apresentam em niveis de traco e ultra trago (LUO et al., 2022).
Seu desprendimento para 0 meio ambiente ocorre a partir de processos naturais, Como erupgao
vulcéanica, eroséo, lixiviacao e evaporagdo (LUO et al., 2022), ou a partir de atividades antropicas,

como a construcédo e barragem para empreendimentos do setor elétrico e o garimpo.

2 A Jirau Energia é uma Sociedade de Propésito Especifico que tem como acionistas as empresas ENGIE, Eletrosul,
Chesf e Mitsui.
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A dindmica de funcionamento destas agdes, apesar de propiciar a expansdo economica
territorial, também causa o revolvimento das camadas mais profundas dos constituintes solidos de
fundo do ecossistema aquatico. Uma vez liberado para o meio ambiente, o0 mercurio se conserva
nos compartimentos da litosfera, da hidrosfera e da atmosfera, podendo ser deslocado e
biodisponibilizado a partir de seu ciclo biogeoquimico: um sistema de reacdo mediada por
microrganismos, como por exemplo pelas bactérias sulfato-redutoras, principalmente a espécie
Desulfovibrio desulfuricans (MIRANDA et al., 2007; TINOCO, 2010; RAMOS-ROSAS et al.,
2012; CETESB, 2023). O sedimento mais profundo é o compartimento com maior aptidao para a
conversdo do mercurio inorganico em mercdrio organico, pois tem seu oxigénio consumido pela
acao microbiana, estabelecendo condi¢des anoxidas compativeis ao processo de metilacdo. De
acordo com 0s expostos por Miranda et al. (2007), bem como por Luo et al. (2022), a metilacdo
bidtica do mercurio inorganico para sua forma organica em ecossistemas aquaticos é induzida pela
interacdo entre fatores bidticos e a presenca de complexos organicos e inorganicos presentes na
coluna d’agua e sedimentos. Além disso, a efetividade do processo de metilagdo depende nédo
apenas da atividade microbiana, mas também de aspectos relacionados ao pH, potencial redox,
temperatura e quantidade de mercurio biodisponibilizada (MIRANDA et al., 2007; LUO et al.,
2022).

ATMOSFERA

FONTES ANTROPICAS

SUPERFICIE
DO OCEANO

DEPOSICAO LOCAL

FUNDO DO

OCEANO




22

B ATMOSFERA

deposigio
=
G
c
I

2+
HO® o HY® 3 CH;HY* ) (CH,),Hg

bactéria bactéria bactéria

\ Hao + Ho? Mo

* SEDIMENTO SUPERFICIAL
Hge HgS
SEDIMENTO DE FUNDO

Figura 1 - Representagdo esquematica (A) do ciclo biogeoquimico do mercurio e (B) da especiacdo do merctrio em
ecossistemas aquaticos.

Fonte: Miranda et al. (2007).

Logo, a agitacdo da interface sedimento-agua, causada pela movimentacdo das
turbinas geradoras e/ou das dragas de succdo, permite a suspensdo do material sedimentado e,
consequentemente, a liberacdo dos ions metalicos, que se ligam a matéria organica disponivel e
formam complexos organomercuriais (DOREA; DONANGELO, 2006; MIRANDA et al., 2007,
LACERDA; MALM, 2008; SILVA, 2016; KULKARNI; DEOBAGKAR; ZINJARDE, 2018).
Dentre 0os compostos organomercuriais, volta-se a atencdo ao metilmercurio em decorréncia de
sua baixa taxa de excrecdo e de sua afinidade com aminoacidos com grupo tiol em sua estrutura,
como a cisteina (MIRANDA et al., 2007).

O metilmercdrio é incorporado a biota aquatica pela ingestdo de organismos
contaminados e, apds a absorcao pelo trato gastrointestinal, € depositado nos tecidos dos animais
em sua forma metilada. A medida que ha uma progressdo ao longo da cadeia alimentar, o
metilmercdrio € transferido aos proximos niveis troficos. Assim, peixes que ocupam niveis mais
elevados da cadeia trofica, possuem maiores concentragdes de metilmercurio e passam a atuar
como transportadores dessa espécie quimica de Hg para seus consumidores finais, incluindo os
seres humanos, como exemplificado anteriormente pelo caso das populagdes ribeirinhas (ROCHA,
ROSA; CARDOSO, 2004; TINOCO, 2010; RAMOS-ROSAS et al., 2012; VIANA, 2023).
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1.6 Toxicidade do mercurio: Contaminacdes, intoxicacfes e os impactos na saide humana

Os espagos territoriais que fazem mencdo aos entornos do rio Madeira estéo
intimamente relacionados ao periodo histérico entre as décadas de 80 e 90, quando o governo
federal estimulava a ocupacdo baseada na politica “integrar para ndo entregar”. Assim, o foco
no desenvolvimento da regido Amazodnica possibilitou a instalacio de colbnias e,
consequentemente, a interiorizacdo e a fixacdo da populacdo e da produgdo agropecuaria e
extrativista mineral. Entretanto, como supracitado, a partir da implementacdo do Programa de
Aceleracdo do Crescimento, pode-se observar uma dicotomizacdo das dindmicas territoriais em
Rondonia. Caracterizadas de “funcionalidades territoriais dispares”, houve a organizacdo do
espaco definida pelo Estado para a expanséo e integracdo e, a0 mesmo tempo, pelo Capital que
fragmentou espacialmente a regido Amazonica ante a necessidade dos interesses nacionais de
tornar o Brasil autossuficiente em geracao de energia elétrica (REIKDAL; SOUZA, 2024).

Neste contexto, a instalacdo das atividades agropecudrias, somadas ao extrativismo
mineral e a implantacdo de usinas hidrelétricas para a formagdo do Complexo Rio Madeira,
corroboram a narrativa da “incorporagdo da natureza ao processo produtivo” (SILVA, 2010, p.
50). A viabilizagédo do desenvolvimento do Capital se desdobra para uma especializacdo territorial
que reformula os processos valorativos da materialidade do territorio e desconsidera a
indissociabilidade dos setores socioambientais, socioculturais e socioeconémicos. A omissao
desses elementos, impde crises associadas a perda da pluralidade local, a desordenacdo das
dindmicas naturais e, consequentemente, a qualidade de vida (SANTOS, 1999; CLAVAL, 2005;
REIKDAL; SOUZA, 2024). Logo, tem-se uma desintegracdo territorial na qual uma cadeia
sistémica negativa concentrada no fluxo de exploracdo mineral do ouro e de grandes
empreendimentos na area hidrotermoelétrica confronta a pesca de carater artesanal, reproduzida
culturalmente para a subsisténcia da populacéo ribeirinha das localidades no rio Madeira, como
Abung, Fortaleza do Abuna e Nova Mutum Parana.

A implicagdo acerca da inseguranca alimentar em relagdo ao consumo de peixes
contaminados por Hg é de suma importancia, dado que a frequéncia de exposi¢do ao elemento
causa efeitos adversos nos orgéos e sistemas. Os sintomas relacionados a exposi¢do ao mercurio
nos seres humanos se diferenciam de acordo com a forma quimica do Hg a que sao expostos, pelos
aspectos toxicolégicos de absorgdo, transporte e excre¢do (CANO, 2014).

Quando o metal esta presente na forma de metilmercurio (MeHg), a bioacumulagéo

aumenta significativamente. Menciona-se que no trato gastrointestinal, aproximadamente 95% do
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MeHg ¢é absorvido, sendo posteriormente redirecionado a corrente sanguinea, onde é distribuido
sistemicamente para os demais tecidos em aproximadamente quatro dias apds a exposicao direta
(SYVERSEN; KAUR, 2012). No plasma, devido a sua lipossolubilidade e afinidade por grupos
sulfidrilas presentes em aminoécidos como a cisteina ou enzimas como a glutationa, hd uma
conjugacao entre espécies organomercuriais e biomoléculas, que é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e alcancar o sistema nervoso central. Ao se converterem em complexos na
estrutura de biomoléculas, adquirem também mobilidade através dos tecidos fazendo com que as
denominadas metaloproteinas, ligadas aos ions ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), magnésio (Mn),
cobalto (Co), percam, parcial ou totalmente, suas respectivas fungdes. A inviabilizacdo na
expressao proteica das metaloproteinas conta com alteracfes patoldgicas relacionadas a inibicao
dos receptores acido gama-aminobutirico e do sistema glutamatérgico. O neurotransmissor GABA
esta relacionado ao equilibrio entre a excitagdo e inibi¢cdo neuronal e, o glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central, pode atuar como precursor do GABA.
Logo, a reducdo nas concentracdes dos mesmos acaba por evidenciar transtornos
neuropsiquiatricos, como: ataxia, neurastenia, disartria, distdrbios visuais, tremores musculares,
parestesia e em casos mais extremos, cegueira, coma e morte (CECCATELLI et al., 2010;
KHOURY et al., 2013). O MeHg pode também afetar o sistema imunolégico, causando sua
debilidade; o sistema renal, desestabilizando o nivel de creatinina; e o sistema cardiovascular,
alterando a homeostase (ZAHIR et al., 2005). Além disso, de acordo com Roos (2011), os
mecanismos de toxicidade em nivel celular do MeHg envolvem alteracbes do sistema da
homeostase do célcio intracelular e nos sistemas antioxidante (ROOS, 2011).

No que tange ao desequilibrio entre a sintese de compostos antioxidantes e a atuacao
dos sistemas de defesa antioxidante enddgena, este processo fisioldgico sensibilizado é
denominado como estresse oxidativo. Sua implicacdo se da quando ha um aumento na producao
de radicais livres derivados do metabolismo do oxigénio molecular, designados como espécies
reativas de oxigénio (ERO) (BRAY, 2000; ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001,
MENDES; PEREIRA; DE ANGELIS-PEREIRA, 2020). As ERO tém como fonte originaria a
mitocdndria, cuja principal funcdo € a geracdo de energia por meio da sintese do trifosfato de
adenosina (ATP). Elas podem ser formadas no meio intracelular durante os processos oxidativos,
envolvidos com a producdo de energia na cadeia transportadora de elétrons (BRAY, 2000;
MENDES; PEREIRA; DE ANGELIS-PEREIRA, 2020). Frente a isso, o sistema de defesa
antioxidante, com a fungéo de inibicdo dos efeitos deletérios causados pela agdo dos radicais livres,
tem sua atuacdo excedida e/ou suprimida e as ERO podem atuar sobre a maioria das estruturas

celulares, causando prejuizos as proteinas, membranas celulares, &cidos nucléicos. Como
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resultados, se pode observar consequéncias em niveis genotdxicos, neurotdxicos, disfungdes e
destruicdo celular (HUSSAIN et al., 1997; BRAY, 2000; ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-
BURNS, 2001; PEROTTONI et al., 2004; CARVALHO et al., 2008). Estdo implicadas na
etiologia de um grande nimero de alteracfes degenerativas, incluindo patologias no sistema
nervoso central, doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, como aterosclerose, doenca
cardiaca coronaria, infarto do miocéardio e hipertensao, além de cancer, envelhecimento e diabetes
mellitus (BRAY, 2000; MENDES; PEREIRA; DE ANGELIS-PEREIRA, 2020).

1.7 Biomarcadores

Em decorréncia do cenario de crescentes casos de impactos ambientais oriundos das
atividades produtivas, ha, igualmente, um aumento na pesquisa por ferramentas que auxiliem nos
processos compreensivos dos efeitos toxicos de compostos quimicos em sistemas bioldgicos.
Neste ponto, os biomarcadores representam um valioso recurso para a identificacdo da exposicédo
a contaminantes, bem como para a avaliacdo dos efeitos adversos, principalmente no que tange a
salde publica (LIONETTO; CARICATO; GIORDANO, 2019).

Biomarcadores sdo definidos como determinagGes quantitativas de substancias
quimicas presentes em meios bioldgicos, por exemplo sangue, urina e leite, e estdo relacionados a
alteracdes em niveis celular, fisiolégico e molecular (OECD, 2012; BRANCO et al., 2017;
LIONETTO; CARICATO; GIORDANO, 2019). A especificidade desses biomarcadores pode
variar, dependendo de qual e de como uma determinada molécula é representativa no local alvo.
Um exemplo disso é a alta especificidade com que o mercurio induz a metalotioneina (MT), uma
proteina citosolica essencial nos processos de homeostase e desintoxicacdo para a manutencao das
condicdes de reducdo oxidativa, assim como, da regulacdo de radicais livres (LIONETTO;
CARICATO; GIORDANO, 2019; MURRAY et al., 2003; BRANCO et al., 2017; VIEIRA et al.,
2023; YANG et al., 2024).

1.7.1 Metaloproteinas e Proteinas ligadas a metais

E importante salientar a afinidade de metais por proteinas, principalmente ao
considerar que muitos ions metalicos desempenham importantes fun¢Ges em processos bioldgicos.
Segundo Rosato, Valasatava e Andreini (2016) e Vieira (2017), sdo as interagdes entre o metal e

a proteina que determinam as propriedades das metaloproteinas. Essas interacdes envolvem tanto
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a esfera de coordenagdo do ion metélico quanto as interacdes entre a macromolécula e os residuos
de coordenacdo do metal (ROSATO; VALASATAVA; ANDREINI, 2016; VIEIRA, 2017).

Na literatura cientifica, “metaloproteinas” e “metal-binding proteins” sdo, muitas
vezes, usados de maneira intercambiavel, mas com nuances que podem variar dependendo do
contexto, e se estabelecem justamente no tipo de relagdo entre o metal e a proteina.
Metaloproteinas sdo proteinas que possuem um cofator metalico incorporado por meio de ligagdes
especificas e de alta afinidade, ou seja, sdo proteinas que possuem um ion metalico como parte
integrante de sua estrutura, no qual é necessario para sua atividade funcional como, por exemplo,
a hemoglobina que contém ferro e é essencial para o transporte de oxigénio no sangue. Por outro
lado, as proteinas ligadas a metais, ou metal-binding proteins, se referem a um grupo de
proteinas/enzimas que incorporam ions metalicos em sua estrutura por meio de ligagdes
inespecificas. O metal ndo é parte constituinte fundamental para o desenvolvimento de uma
determinada funcdo no organismo, podendo apenas estar ligado na estrutura da proteina/enzima
sem conferir atividade biol6gica & biomolécula (GARCIA; MAGALHAES; ARRUDA, 2006;
LIMA et al., 2010; LOBINSKI et al., 2010; BATAGLIOLI et al., 2019).

Neste sentido, existem alguns metais que, como o mercurio, possuem uma forte
afinidade pelos sitios de ligacdo nas proteinas, que normalmente sdo ocupados por metais
essenciais. Essa afinidade permite que o mercurio desloque esses metais, ocupando seu lugar e,
consequentemente, inibindo a atividade bioldgica da proteina/enzima (GARCIA; MAGALHAES:;
ARRUDA, 2006; LIMA et al., 2010; LOBINSKI et al., 2010; ROSATO; VALASATAVA;
ANDREINI, 2016; BRANCO et al., 2017; VIEIRA, 2017; BATAGLIOLI et al., 2019).

As metalotioneinas (MTs) representam um grupo de proteinas de ligacdo a metais de
grande importancia para os seres vivos. Elas sdo proteinas de baixa massa molecular, variando
entre 6 e 7 kDa, compostas por uma Unica cadeia de aproximadamente 60 aminoacidos. Cerca de
30% dessa cadeia é formada por cisteinas, as quais contém um grupo tiol (-SH) em sua cadeia
lateral, com grande afinidade para ligagdes com metais (BRANCO et al., 2017; VIEIRA, 2017).
Justificando o fato de 0 Hg® e 0 MeHg serem reconhecidos por estimular a sintese de MT ap6s sua
conversdo para Hg?* nos tecidos, particularmente nos rins e no figado, a MT desempenha
diferentes papéis em diversos processos bioldgicos. Ela estd envolvida em fungdes como
desintoxicacdo de xenobidticos, atividade antioxidante, efeitos anticancerigenos e propriedades
anti-inflamatérias  (BRANCO et al.,, 2017; VIEIRA, 2017; LIONETTO; CARICATO;
GIORDANO, 2019; MURRAY et al., 2003; VIEIRA et al., 2023; YANG et al., 2024).
Considerando o exposto, e devido a afinidade por metais, as MTs s&o proteinas de grande interesse,
pois



27

“Por apresentar superexpressdo quando expostas a metais ou condicfes estressantes, as
MTs sdo consideradas importantes biomarcadores especificos, sendo resultado de uma
resposta do organismo frente a poluentes inorganicos presentes no ambiente ou a doencas.
Sabendo dessa caracteristica das MTs, elas podem ser usadas como biomarcadoras de
toxicidade do mercUrio nos organismos aquaticos, monitorando o surgimento das MTs e
a quantidade de mercurio ligado a elas” (VIEIRA, 2017, p. 21).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar metodologias para a deteccédo e identificacdo de potenciais
biomarcadores associados a frequéncia de exposi¢cdo ao mercurio em amostras de plasma da
populacéo ribeirinha da regido de Jirau, no rio Madeira, Rondénia. Essas metodologias também
tém como objetivo serem aplicadas em programas mais abrangentes de prevengdo, monitoramento,
controle e fiscalizacdo na regido Amazonia, proporcionando suporte técnico para a compreensao

da magnitude dos impactos socioambientais e das consequéncias para a saude publica.

2.2 Objetivos Especificos

* Desenvolver e validar métodos analiticos para obtencdo do proteoma das amostras,
utilizando Shotgun-LC-MS/MS como componente de seletividade e cartbes Noviplex™ no
processo de amostragem de plasma humano;

« Determinar a concentracdo de mercurio total (Hgr) na fracdo proteica das amostras
de plasma por espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GFAAS);

« Identificar possiveis biomarcadores de exposicao as espécies mercuriais por meio da
analise de abundancia de proteinas utilizando a estratégia Shotgun - cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de massas em sequéncia (Shotgun-LC-MS/MS).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Metalbmica: inter-relacdo entre gendmica e protedbmica

A metaldmica € a ciéncia que estuda o metaloma, o qual é considerado a totalidade das
espéecies metalicas presentes em um sistema bioldgico. De acordo com Lobinski et al. (2010),
dentre essas espécies metalicas se incluem os ions de metal livre, seus complexos com ligantes
inorgénicos e biomoléculas contendo metal, por exemplo aminoécidos complexados com metal,
metaloproteinas e metaloenzimas. Assim, a metaldbmica € uma &rea de pesquisa inter e
transdisciplinar (HARAGUCHI, 2004; MOUNICOU; SZPUNAR; LOBINSKI, 2009; LOBINSKI
etal., 2010; SCHAUMLOFFEL, 2016; MARET, 2018).

Por sua afinidade com a gendmica e com a protedmica, essa ciéncia permite esclarecer
interacdes fisioldgicas e funcionais das metaloproteinas com a qualidade e a saide ecossistémica
(HARAGUCHI, 2004; MOUNICOU; SZPUNAR; LOBINSKI, 2009; SCHAUMLOFFEL, 2016;
LIMA etal., 2020). A conexdo entre essas areas pode ser entendida de acordo com suas respectivas
abordagens (Figura 2). A gendmica se refere a investigacdo da estrutura, da funcéo, das interacoes
e alteracbes do genoma, que € o conjunto completo do material genético de um organismo. Ja a
protedmica é o estudo global de todas as proteinas expressas em um organismo, tecido ou célula,

na qual se analisa a estrutura, funcdo, interacGes e regulacdes proteicas.

Gendmica
Estuda todos os genes de um
organismo, enumerando sequéncias de

aminodcidos.

Metaldmica
Em 2004, foi cunhada como ciéndia integrada
dos biometais. Destaca a funcionalidade dos
metais em sistemas bioldgicos de modo a
esclarecer interages fisioldgicas e funcionais
das metaloproteinas com a qualidade e a salide
ecossistémica.

(HARAGUCHI, 2004; LOBINSKI et al, 2010)

Protedmica
Estudo global das proteinas, incluindo a
identificac3o, quantificacdo e andlise da
estrutura e fung3o das proteinas expressas
em um dado momento.

Figura 2 - Origem da Metalomica: interconexdo entre Genomica e Protedmica.
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Além disso, se considera a existéncia do campo da metaloprotedmica, uma vertente da
metaldmica, cujo foco se centra nas proteinas que contém metais ou que se ligam a metais. A
metaloprotedmica investiga como a presenca de metais, essenciais ou ndo, influencia a estrutura e
a funcéo dessas proteinas, além de suas interacdes e papéis em processos bioldgicos. Assim, a
metaloprotedémica é especialmente relevante para entender os mecanismos de acéo das proteinas e
como elas contribuem para a homeostase de metais no organismo, além de suas implicacdes em
doencas relacionadas a desequilibrios metéalicos (GOMEZ-ARIZA et al., 2011). Assim, enquanto
a protedmica oferece uma visao geral do conjunto de proteinas em um sistema, a metaloproteémica
se concentra nas interacdes especificas e nas funcdes das proteinas que envolvem metais.

E na interseccdo destas ciéncias, da gendmica e da protedmica, que se origina a
metaldmica: uma &rea de pesquisa que estuda os metais e metaldides na esfera de suas
distribuicOes, interacdes e conexdes funcionais com biomoléculas, dentre as quais estdo os genes
e as proteinas (Figura 2) (HARAGUCHI, 2004; MOUNICOU; SZPUNAR; LOBINSKI, 2009;
LOBINSKI et al., 2010; SCHAUMLOFFEL, 2016; MARET, 2018).

Dessa forma, a metaldmica pode ser retratada a partir de uma abordagem que requer
consideracdes singulares quanto ao papel dos ions metalicos na biologia (LOBINSKI et al., 2010;
MARET, 2018). Haraguchi (2004), Lobinski et al. (2010) e Maret (2018) ressaltam que a
metalémica, dentro do plano da exploracdo das especificacdes funcionais dos metais em contextos
biolégicos, pode fornecer insights sobre mecanismos bioquimicos e fisiolégicos para o
desenvolvimento cientifico na biotecnologia e na saude publica (HARAGUCHI, 2004;
LOBINSKI et al., 2010; MARET, 2018; LIMA et al., 2020).

Neste contexto, um dos objetivos da metalébmica é a identificacdo de biomarcadores
de toxicidade do mercuario, ndo apenas desse elemento, mas, especialmente neste estudo, e a
compreensdo de como as espécies mercuriais estdo associadas ao ambiente de coordenacao nas
proteinas. O conceito de “ambiente de coordenagdo” esta relacionado a forma como um metal
interage e se liga a proteinas ou outras moléculas biolégicas, como aminoacidos ou grupos
funcionais, e como essas interac¢Oes influenciam sua reatividade e sua capacidade de interagir com
outras moleculas. Esse aspecto é fundamental para entender o papel de metais, como o mercdrio,
no organismo e como ele pode afetar as fungdes bioldgicas. Possiveis resultados dessas analises
incluem alteragBes na expressdo de proteinas, seja pelo aumento ou diminui¢do, em resposta a
disponibilidade de espécies mercuriais no ambiente, o que pode provocar mudancas na
organizacdo e funcionalidade dos sistemas biologicos devido aos impactos ambientais. Dessa

forma, dados de significativa relevancia poderé@o ser obtidos para a elucidacdo dos mecanismos
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desse metal toxico na biota aquatica e nos seres humanos. Os biomarcadores relacionados a
frequéncia de exposicdo ao mercurio identificados poderdo ser aplicados em programas de
monitoramento de contaminacéo desse elemento em humanos. Além disso, eles podem possibilitar
a identificacdo precoce e a avaliacdo dos riscos de exposicdo ao mercurio com elevada
confiabilidade em um curto periodo de tempo, permitindo a implementagao de acfes preventivas.

Por isso, também, seus conceitos e aplicacdes vém sendo cada vez mais empregados
em estudos que visam a caracterizacdo da funcionalidade dos metais em sistemas bioldgicos, ou
seja, na integracdo de estudos bioquimicos, inorganicos e analiticos.

O histdrico de progressos obtidos pela metaldmica confirma sua posi¢cdo como uma
area de estudo inovadora no sequenciamento, expressdo e caracterizacdo de proteinas ligadas a
metais e/ou associadas ao mercurio. Esse fato é evidenciado pela sua crescente aplicacdo. A Figura
3 apresenta um grafico que ilustra as publicacGes cientificas disponiveis na base de dados Scopus
referente a estudos cujos titulos, resumos e palavras-chave contém os termos Metallomics AND

Mercury. Entre o periodo de 2005 a 2024, foram encontrados 69 documentos.

Metallomics AND Mercury
10

1 1

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

Figura 3 - Pesquisa de documentos na base de dados do Scopus. Filtro utilizado: Article title, Abstract, Keywords -
Metallomics and Mercury.

Fonte: Scopus (2024).

Ja Figura 4 traz um grafico das publicagdes cientificas disponiveis na base de dados

Scopus referente a estudos cujos titulos, resumos e palavras-chave contém os termos
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Metalloproteomics AND Mercury. Entre o periodo de 2005 a 2024, foram encontrados 18

documentos.
Metalloproteomics AND Mercury
5
4
3 3 3
3
2
1
0
2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022 2024 2026

Figura 4 - Pesquisa de documentos na base de dados do Scopus. Filtro utilizado: Article title, Abstract, Keywords -
Metalloproteomics and Mercury.

Fonte: Scopus (2024).

Nota-se que, em geral, as metodologias analiticas voltadas para analises metalémicas
se baseiam em trés componentes principais: 0 componente de seletividade, no qual héa o isolamento
das espécies-alvo da matriz a partir de técnicas de separacdo; o componente estrutural,
fundamentado na deteccdo especifica de moléculas para caracterizacdo; e o componente de
sensibilidade, focado na identificacdo e na quantificacdo da espécie metalica ou metaloide. As
principais estratégias analiticas utilizadas nos estudos metalémicos mencionados nas Figuras 3 e
4 sdo apresentados a seguir (Tabela 1). As referéncias citadas consideram um periodo maximo de
cinco anos, para garantir que o contedo cientifico esteja atualizado e reflita as descobertas mais
recentes, avancos tecnologicos e tendéncias, além de assegurar a relevancia e a precisdo das

informagdes no campo de estudo.
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Tabela 1 - Tendéncias emergentes em métodos analiticos utilizados na analise de estudos metalomicos.

Metodologia

Publicacdo

Referéncia

Cromatografia de troca anibnica
(AEX), cromatografia de exclusdo
de tamanho (SEC) e cromatografia

de fase reversa (RP) acoplada a

espectrometria de massa plasma

indutivamente acoplada

Fluorescéncia de Raios-X com
Radiagdo Sincrotron (SR-XRF)

2D-PAGE, Espectrometria de
Absorcéo Atdmica em Forno de
Grafite (GFAAS), Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria
de Massa em Sequéncia - Shotgun-
LC-MS/MS

2D-PAGE, Espectrometria de
Absorcéo Atdmica em Forno de
Grafite (GFAAS), Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria
de Massa em Sequéncia - Shotgun-
LC-MS/MS

Espectrometria de Massa com
Plasma Frio (CP-MS),
Cromatografia Gasosa -
Espectrometria de Fluorescéncia
Atdmica de Vapor Frio (GC-CV-
AFS) e fluorescéncia de Raios-X
com Radiacéo Sincrotron (SR-XRF)

2D-PAGE, Espectrometria de
Absorcdo Atdmica em Forno de
Grafite (GFAAS), Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria
de Massa em Sequéncia - Shotgun-
LC-MS/MS

Espectrometria de Absor¢éo
Atdmica em Forno de Grafite
(GFAAS), Cromatografia Liquida
Acoplada & Espectrometria de
Massa em Sequéncia - LC-MS/MS

2D-PAGE, Espectrometria de
Absorcdo Atdmica em Forno de
Grafite (GFAAS), Espectrometria
de massa com ionizagdo por
eletrospray (ESI-MS/MS)

2D-PAGE, Espectrometria de
Absorcdo Atdmica em Forno de
Grafite (GFAAS), Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria
de Massa em Sequéncia - Shotgun-
LC-MS/MS

The emerging application of LC-
based metallomics techniques to
unravel the bioinorganic chemistry
of toxic metal(loid)s

Non-targeted metallomics based on
synchrotron radiation X-ray
fluorescence spectroscopy and
machine learning for screening
inorganic or methylmercury-
exposed rice plants

Metallomic Approach to Mercury
and Selenium in the Liver Tissue of
Psectrogaster amazonica and
Raphiodon vulpinus from the
Brazilian Amazon

Metalloproteomic Investigation of
Hg-Binding Proteins in Renal
Tissue of Rats Exposed to Mercury
Chloride

Nano mercury selenide as a source
of mercury for rice

Metalloproteomic approach to liver
tissue of rats exposed to mercury

The effects of mercury exposure on
Amazonian fishes: An investigation
of potential biomarkers

Investigation of Protein Biomarkers
and Oxidative Stress in Pinirampus
pirinampu Exposed to Mercury
Species from the Madeira River,
Amazon-Brazil

Mercury metalloproteomic profile
in muscle tissue of Arapaima gigas
from the Brazilian Amazon

Negar, Gailer (2024) - Journal of
Chromatography

Ao et al. (2024) - Journal of
Environmental and Occupational
Medicine

Bataglioli et al. (2024) -
International Journal of Molecular
Sciences

De Alemida et al. (2024) -
International Journal of Molecular
Sciences

Xie et al. (2023) - Environmental
Pollution

Santiago et al. (2023) -
Chemosphere

Vieira et al. (2023) - Chemosphere

Vieira et al. (2022) - Biological
Trace Element Research

Da Cunha Bataglioli et al. (2022) -
Environmental Monitoring and
Assessment


https://www-scopus-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-85205667587&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sot=b&sdt=b&s=%28TITLE-ABS-KEY%28metallomics%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28mercury%29%29&sessionSearchId=c7e1375aaa4c7a090f64a28034c7b103&relpos=0
https://www-scopus-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-85205667587&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sot=b&sdt=b&s=%28TITLE-ABS-KEY%28metallomics%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28mercury%29%29&sessionSearchId=c7e1375aaa4c7a090f64a28034c7b103&relpos=0
https://www-scopus-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-85205667587&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sot=b&sdt=b&s=%28TITLE-ABS-KEY%28metallomics%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28mercury%29%29&sessionSearchId=c7e1375aaa4c7a090f64a28034c7b103&relpos=0
https://www-scopus-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-85205667587&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sot=b&sdt=b&s=%28TITLE-ABS-KEY%28metallomics%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28mercury%29%29&sessionSearchId=c7e1375aaa4c7a090f64a28034c7b103&relpos=0
https://www-scopus-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-85205667587&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&sot=b&sdt=b&s=%28TITLE-ABS-KEY%28metallomics%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28mercury%29%29&sessionSearchId=c7e1375aaa4c7a090f64a28034c7b103&relpos=0

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS)

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS)

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS),
Cromatografia Gasosa -
Espectrometria de Fluorescéncia
Atdmica de Vapor Frio (GC-CV-
AFS)

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS),
Cromatografia Gasosa -
Espectrometria de Fluorescéncia
Atdmica de Vapor Frio (GC-CV-
AFS)

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS)

Cromatografia de excluséo de
tamanho (SEC) acoplada a
espectrdmetro de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS)

2D-PAGE, Espectrometria de
Absorcdo Atdmica em Forno de
Grafite (GFAAS), Espectrometria
de massa com ionizacédo por
eletrospray (ESI-MS/MS)

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS)

SDS-PAGE, Cromatografia Gasosa
- Espectrometria de Fluorescéncia
Atdmica de Vapor Frio (CV-AFS) e
Cromatografia Liquida de Ultra
Alto Desempenho em Escala
Nanolitro acoplada a lonizagao por
Spray Eletrostatico e
Espectrometria de Massa em
Tandem (nanoUPLC-ESI-MS/MS)

A Metallomic Approach to Assess
Associations of Plasma Metal
Levels with Amnestic Mild
Cognitive Impairment and
Alzheimer’s Disease: Na
Exploratory Study

Inductively coupled plasma mass
spectrometry based urine
metallome to construct clinical
decision models for autism
spectrum disorder

Understanding the hepatoxicity of
inorganic mercury through guts:
Perturbance to gut microbiota,
alteration of gut-liver axis related
metabolites and damage to gut
integrity

Towards screening the
neurotoxicity of chemicals through
feces after exposure to
methylmercury or inorganic
mercury in rats: A combined study
using gut microbiome,
metabolomics and metallomics

Metallomics Analysis for
Assessment of Toxic Metal Burdens
in Infants/Children and Their
Mothers: Early Assessment and
Intervention Are Essential

Characterization of the mercury-
binding proteins in tuna and salmon
sashimi: Implications for health
risk of mercury in food

Metalloproteomic Strategies for
Identifying Proteins as Biomarkers
of Mercury Exposure in
Serrasalmus rhombeus from the
Amazon Region

Metal and essential element levels
in hair and association with autism
severity

Metalloproteomics analysis in
human mammary cell lines treated
with inorganic mercury

34

Lin et al. (2022) - Journal of
Clinical Medicine

Liu et al. (2022) - Metallomics

Lin et al. (2021) - Ecotoxicology
and Environmental Safety

Lin etal. (2021) - Journal of
Hazardous Materials

Yasuda, Tsutsui, Suzuki (2021) -
Biomolecules

Nong et al. (2021) - Chemosphere

Queiroz et al. (2021) - Biological
Trace Element Research

Fiore et al. (2020) - Journal of
Trace Elements in Medicine and
Biology

Maniero et al. (2020) - Journal of
Trace Elements in Medicine and
Biology
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Pode-se observar que métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de massa
se destacam consideravelmente em analises de matrizes complexas. A cromatografia liquida (LC)
é eficaz na separacdo de compostos complexos presentes em amostras bioldgicas, como sangue,
urina e saliva, permitindo que diferentes substancias sejam isoladas antes de serem analisadas. A
espectrometria de massa (MS), por sua vez, fornece uma identificacdo exata e a quantificagéo dos
compostos separados, com base em suas caracteristicas de massa e fragmentacdo. Logo, a
combinacdo de LC-MS/MS permite uma analise detalhada e sensivel, capaz de detectar compostos
em concentragdes muito baixas, o que é fundamental para estudos de biomarcadores e
monitoramento de toxinas. Além disso, o0 acoplamento dessas técnicas oferece alta seletividade e
sensibilidade, reduzindo interferéncias e aumentando a confiabilidade dos resultados.

Devido a robustez das técnicas mencionadas, este estudo utilizou as seguintes
abordagens analiticas: espectrometria de absor¢do atbmica em forno de grafite (GFAAS), Shotgun
proteomics e espectrometria de massas em sequéncia acoplada a cromatografia liquida (LC-
MS/MS). Essas tecnicas serdo apresentadas e discutidas a seguir, com o0s protocolos

detalhadamente descritos no Item 4: Materiais e Métodos.

3.1.1 Espectrometria de absorcédo atbmica em forno de grafite - GFAAS

A espectrometria de absorcdo atdbmica € uma técnica cujos principios analiticos se
baseiam na medicdo da absorcdo especifica da intensidade da radiacdo eletromagnética
proveniente de uma fonte de radiacdo priméaria emitida por &tomos livres em estado gasoso. Sua
utilizacdo é voltada para a deteccdo e determinacdo quantitativa de elementos metélicos e
metaloides em amostras de diferentes naturezas (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004;
QUEIROZ, 2017; VIEIRA, 2017). H& dois tipos de atomizadores mais utilizados na
espectrometria de absorcao atbmica: a espectrometria de absorcdo atdbmica em chama (FAAS) e a
espectrometria de absor¢do atbmica em forno de grafite (GFAAS). A diferenciacdo das técnicas se
d& em virtude das concentragdes dos elementos a serem analisados. Dessa forma, a FAAS é mais
utilizada para analises elementares em niveis de mg L™, enquanto a GFAAS, para detecgdes em
niveis de pg L. Portanto, pode-se inferir que a absorgdo atdmica em forno de grafite apresenta
maior sensibilidade, caracteristica garantida pela introducéo de grande parte do analito no tubo de
grafite, que é atomizado no caminho ético. Esse sistema fechado forma a nuvem atbmica de modo
mais eficiente. Outra vantagem apresentada pela absor¢do atémica em forno de grafite, quando
comparada a absor¢do atdmica com chama, € a quantidade reduzida de amostra necessaria para a
analise dos analitos (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004).
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3.1.2 Espectrometria de massas em sequéncia acoplada a cromatografia liquida: Shotgun-

LC-MS/MS

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em sequéncia (LC-
MS/MS) é um método analitico considerado o padrao-ouro para a identificacdo e quantificacdo de
peptideos e proteinas em amostras biologicas. Sua funcionalidade se baseia em duas estratégias: o
método top-down e 0 método bottom-up que, se diferenciam em funcéo da integridade proteica. O
método top-down € um método de analise no qual os dados informativos sobre as massas sao
gerados a partir dos ions das proteinas intactas. Ja 0 método bottom-up, utilizado na metodologia
desse trabalho, é também denominado “Shotgun” e consiste em processos interconectados e
organizados de forma estruturada. De acordo com a Figura 5 proposta por Gao e Yates (2019), a
sistematica atende a seguinte ordem: preparacdo da amostra, aquisicao de dados por espectrometria
de massas e, por fim, processamento dos dados (GAO; YATES, 2019).

Biological samples: animal, plant, tissue, cell, etc.

Protein separation
} Sample preparation

Proteolytic digestion

Peptide fractionation
} Data acquisition

LC—-MS/MS acquisition

Intensity

Protein A EEEE—— Peptide identification

Protein B :
Protein C | Data analysis
Protein D [mm " Protein identification

Figura 5 - Fluxo de trabalho tipico de um experimento bottom-up.

Fonte: Gao; Yates (2019).

A etapa do método Shotgun que envolve o preparo das amostras bioldgicas se baseia
na separacao e no isolamento das proteinas de seus respectivos conteddos néo proteicos. A mistura
de proteinas € reduzida e alquilada de modo a estabilizar a molécula a partir da linearizacdo das
proteinas pela quebra das ligacGes dissulfeto Cys-Cys e, entdo, submetida a digestdo pela agéo de

uma protease como, por exemplo, a tripsina que, por possuir especificidade com residuos de
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arginina e lisina, resulta na geracdo de peptideos com tamanhos adequados e propriedades de carga
favoraveis para deteccdo por espectrometria de massas (MS). Ao final do processo de preparo da
amostra, o produto obtido € uma mistura complexa de peptideos (GAO; YATES, 2019; MEYER,
2021).

Posteriormente, um sistema LC-MS é utilizado para fracionar os peptideos em
fragmentos, aumentando assim a quantidade de dados MS/MS gerados a partir da mistura de
peptideos. A fim de acrescentar qualidade a resolucdo dessa mistura, se realiza uma etapa de
limpeza com o objetivo de remover conteddos ndo proteicos. Neste ponto, a mesma é passada por
colunas de separa¢do antes de introduzir os peptideos na ionizacéo por electrospray. As colunas
de separacao podem ser de fase reversa (RP), troca forte de cations (SCX), exclusdo por tamanho
(SEC), cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC) e purificacdo por afinidade. Em
geral, usa-se a fase reversa devido a sua eficacia em remover sais e outros compostos de pequenas
moléculas (GAO; YATES, 2019). Na etapa final de processamento de dados, apds os peptideos
serem ionizados e injetados no espectrébmetro de massas, as informacgdes sdo obtidas para cada
peptideo detectado, incluindo dados de MS (massa total) e MS/MS (fragmentacdo), e entdo
analisadas por algoritmos que comparam 0s espectros com sequéncias de proteinas em bancos de
dados (Figura 6). Logo, pode-se dizer que o método Shotgun se baseia na deducdo de
proteoformas, as quais sdo interpretadas logicamente a partir dos peptideos gerados pela hidrolise
enzimatica de proteomas inteiros (GAO; YATES, 2019; MEYER, 2021).

LC-MS/MS acquisition

1

(a) Database search In silico spectrum Protein sequence database
MS/MS spectrum
£ @ ‘@
5 = § — 3 & —
= = ; Comparison £ ‘U‘
miz
miz miz

Figura 6 - Identificacdo de peptideos em banco de dados: comparagao do espectro tedrico gerado in silico a partir de
um banco de dados de sequéncias de proteinas com o espectro MS/MS real.

Fonte: Gao; Yates (2019).

A técnica Shotgun se destaca pela vantagem de caracterizar produtos com base em sua
conformacdo proteica. Proteinas digeridas, ou seja, com estrutura desnaturada, possibilitam
separagdes mais eficazes e, portanto, analises mais robustas por espectrometria de massas em
sequéncia acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS) (BRAGA, 2016; GAO; YATES, 2019;
MEYER, 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de Estudo e Pontos de amostragem: comunidades do rio Madeira

As comunidades do rio Madeira selecionadas para o presente estudo sdo: Abund,
Fortaleza do Abuna e Nova Mutum Parand. A escolha das referidas localidades se deu em fungéo
de serem areas diretamente relacionadas ao histérico de contaminacgéo por mercdrio, consoante as
atividades de garimpo e, ndo obstante, por estarem sob a influéncia do reservatério da UHE Jirau
(LACERDA; MARINS, 1997; SILVA, 2016; DOREA; DONANGELO, 2006; MARQUES et al.,
2011). A Figura 7 apresenta a area de estudo, a montante do eixo da UHE Jirau, indicando as 3

comunidades ribeirinhas supracitadas.
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Figura 7 - Mapa de localizagdo das comunidades ribeirinhas amostradas ao longo do rio Madeira - RO

A regido de Abund é um distrito de Porto Velho e é caracterizada por possuir
significativa importancia geografica, historica e cultural. Esta localizada ao extremo oeste do
Estado de Ronddnia, onde faz fronteira com o Acre, com 0 Amazonas e com a Bolivia. Por estar
localizada as margens do rio Madeira e da rodovia federal BR-364 (9°41°38.1”’S; 65°21°23.9”W)),

Unica rota terrestre ao estado do Acre no extremo noroeste do Brasil, € uma localidade de
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significativo afastamento dos principais centros urbanos, o que faz com que sua populacao baseie
suas atividades econémicas na subsisténcia, especialmente no extrativismo e na pesca artesanal
(SERRA; SILVA; BERNARDI, 2021).

Com propriedades de localizagdo e organizagdo socioecondmica e singularidades
socioculturais semelhantes ao distrito de Abund, Fortaleza do Abund possui dificil acesso. A
comunidade esta localizada as margens do rio Abuna, na divisa com a Bolivia (9°46°25.1”’S;
65°31°01.7”W), onde a pesca artesanal € o cerne da manutencdo econémica (SERRA; SILVA,;
BERNARDI, 2021).

Como aludido por Serra, Silva e Bernardi (2021), ambos territérios sdo qualificados
como areas tipicamente urbanas e se apoiam na economia pecuaria, extrativista de subsisténcia e
comercial de bens e servigos. Neste ponto, faz-se necessario ressaltar a mineracdo artesanal de
ouro (SERRA; SILVA; BERNARDI, 2021).

Por fim, o Gltimo ponto referente as amostragens é o distrito de Nova Mutum Parana.
Como distrito de Porto Velho, a comunidade esta localizada a margem da BR-364 a 115 km da
capital (9°15°55.7”S; 64°33°03.4”W). Nova Mutum Parana é um territério novo, planejado
exclusivamente com o objetivo de reassentar a populacéo diretamente afetada pela construcéo da
UHE Jirau (9°16°16.0”S; 64°38°22.7°W) e de seus respectivos trabalhadores. Portanto, o distrito
apresenta uma economia baseada principalmente na prestacéo de servigos e uma cultura de habitos
e costumes diversos devido a variedade de origens antrépicas (SERRA; SILVA; BERNARDI,
2021).

4.2 Desenho amostral

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica sob CAAE n° 43167420.7.0000.5411.
Antes da execucdo de quaisquer protocolos envolvidos no desenvolvimento do
trabalho, os participantes foram submetidos a entrevista de esclarecimento quando, frente a

concordancia, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I).

4.2.1 Aplicacdo de Questionarios e Avaliacdo Qualitativa da Dieta

Para a avaliacdo qualitativa da dieta e a verificacdo do consumo de pescado pela
populacdo ribeirinha das comunidades estudadas foi utilizado o questionario de frequéncia de
consumo alimentar elaborado por Maciel e Enes (2006) (Anexo I1). Participantes de ambos os

sexos e de todas as faixas etarias poderiam participar voluntariamente desta avaliagéo.
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O questionario supracitado contempla a analise em trés grupos de alimentos, sendo
eles: energéticos (pdo, massas, biscoitos, cereais integrais, bolo, doces diversos, cha, café,
refrigerante e suco de frutas), proteicos (leite, iogurte, queijo, ovos, carne suina, carne bovina,
carne de frango, carne de peixe, carne de soja e feijdo) e reguladores (frutas, legumes e verduras).
Ademais, 0 mesmo apresenta também seis itens para a analise da frequéncia de consumo dentro
de cada grupo, sdo estes: nunca; 3 a 6 vezes no semestre; 3 vezes no més; 1 a 2 vezes na semana;

diariamente; e, ndo quis responder.

4.2.2 Obtencao, extragéo e fracionamento de amostras de sangue

As amostras de sangue dos ribeirinhos foram coletadas em comunidades adjacentes ao
rio Madeira, sendo elas: Fortaleza do Abund, Abund e Nova Mutum Parana.

A coleta de sangue foi feita utilizando o sistema de cartdes Noviplex™ (Figura 2).
Desenvolvido pelo pesquisador Dr. Jiri Adamec e seus colaboradores, Noviplex™ é uma inovacao
como dispositivo de coleta de sangue autbnomo usado para coletar volumetricamente aliquotas de
plasma independente do volume de sangue total aplicado. Sua viabilidade encontra-se na
sofisticagcdo da coleta, pois ndo requer energia, frascos especiais, equipamentos, refrigeracdo e
centrifugacdo; além disso, facilita o transporte das amostras, preservando suas propriedades fisicas
e quimicas, com estabilidade de aproximadamente 6 meses a 22 °C ou 2 meses a 37 °C

O funcionamento para a extracdo do plasma ocorre dentro de trés minutos, por um
disco absorvente na parte inferior que se satura com um volume fixo de plasma através de uma
acdo capilar, permitindo o transporte econémico e seguro das amostras para laboratérios centrais,
onde biomarcadores podem ser quantificados para avaliacdo de doencas ou (dis)funcGes
fisioldgicas (KIM; WOENKER; ADAMEC, 2013). A extracao do plasma é iniciada pela aplicacédo
de uma gota de sangue de volume entre 25-75 uL diretamente na “area de teste” sobre a camada
superior da placa de extracdo do cartdo Noviplex™ (Figura 8 e Figura 9). A amostra é direcionada
para uma camada de dispersdo através de um orificio entre o local de aplicacdo e a sobreposi¢éo.
Em média de 1 minuto depois, um ponto de controle do lado do local de aplicacdo muda de branco
para vermelho, indicando o espalhamento lateral e confirmando que o volume aplicado é
suficiente. O espalhamento lateral é confirmado pela aparéncia visual das celulas vermelhas em
uma pequena janela de observacado lateral e localizada aproximadamente 2 mm distante do ponto

de aplicacao.
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Figura 8 - Cartbes Noviplex™ para coleta de sangue.
Fonte: Tania Machado Silva (2021), Shimadzu Europa GmbH (2024).

Figura 9 - Coleta de amostras de material bioldgico (sangue), realizada em agosto de 2021.
Fonte: Tania Machado Silva (2021)

O fracionamento ocorre abaixo da camada de dispersdo usando uma propriedade de
membrana porosa que tém as funcdes de remover as células do plasma por filtracdo e regular o
fluxo do plasma para o disco de coleta. Com uma velocidade linear média de 1 pm s™!, o tempo
necessario para o fracionamento da amostra é de aproximadamente 3 minutos.

Com as amostras de plasma obtidas, o grupo experimental exposto ao mercurio (n=28),
referentes as comunidades Fortaleza do Abund, Abund e Nova Mutum Parana, que vivem em areas
vulneraveis pelos garimpos e estdo localizadas as margens dos rios onde a principal via de
incorporacdo do mercurio é decorrente da alimentacdo, foram reclassificados de acordo com a
frequéncia de exposicdo, avaliada por meio do questionario de avaliacdo qualitativa da dieta
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(Anexo II). A partir disso, foram realizadas as analises metaloprotedmicas e de determinacdo de
mercurio total. A camada superior da placa de extracdo de plasma foi destacada para expor o disco
de recolhimento que estd aderido a uma placa base e contém 2,7 puL da fragdo de plasma seco, o
que corresponde a aproximadamente 200 pg de proteina. A amostra no disco de recolhimento foi
seca & temperatura ambiente durante cerca de 15 minutos e armazenada a temperatura ambiente
para analise posterior. Desta forma, os cartes Noviplex™ foram devidamente armazenados a
temperatura ambiente, transportados e transferidos para o Instituto de Biociéncias de Botucatu -

Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP.

4.3 Analises Laboratoriais

Os voluntarios (n=28), compostos por homens e mulheres de diversas faixas etarias,
foram divididos nos seguintes grupos: Grupo 1 ou grupo controle: se alimentam de pescado até
trés vezes por més; Grupo 2: consomem pescado trés vezes por semana; Grupo 3: até seis vezes
por semana; e Grupo 4: diariamente. A formacdo dos grupos se baseou nas informacdes coletadas
por meio do questionario de avaliagdo qualitativa da dieta, sendo confirmadas pelos dados das
determinacGes de mercdrio total realizadas por GFAAS.

4.3.1 Determinacdo de mercurio total nas amostras de sangue, plasma e pellets proteicos por

Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica por Forno de Grafite - GFAAS

A determinacdo de mercurio total nas amostras de sangue, plasma e pellets proteicos
foi realizada pela técnica de espectrometria de absorcdo atbmica - GFAAS - utilizando-se dos
procedimentos validados por Bataglioli et al. (2024) e Almeida et al. (2024), descritos
resumidamente a seguir. Primeiramente, se realizou a mineralizacao acida das amostras em mistura
de acido sulfarico 18 mol L suprapuro e perdéxido de hidrogénio 30% (m/m) — 4:1 (v/v). Nesta
etapa, o procedimento consiste em deixar a mistura em contato com as amostras por um periodo
de 2 horas em banho assistido por ultrassom sob aquecimento brando a 40° C até a completa
mineralizacdo, quando o extrato acido se encontra translucido. Realizado, os extratos acidos foram
resfriados e avolumados para 5 mL (BITARELLO et al., 2020).

Nas determinagdes foi utilizado espectrémetro de absor¢do atbmica Shimadzu modelo
AA-6800, equipado com corretor de absor¢do de fundo com ldmpada de deutério, tubo de grafite
pirolitico com plataforma integrada e amostrador automatico ASC-6100. Utilizou-se lampada de
catodo oco de mercario Shimadzu, operada com corrente de 12 mA. O comprimento de onda
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utilizado foi de 253,7 nm e resolucdo espectral de 0,5 nm. O argbnio foi empregado como gas
inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1 L min™ durante todo o programa de aquecimento;
exceto na etapa de atomizacéo, na qual o fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de absorbancia
foram medidos na &rea do pico de absor¢cdo. Os tubos de grafite pirolitico com plataforma
integrada, usados nas determinagdes de mercdrio, tiveram suas paredes internas recobertas com
tungsténio a fim de aumentar sua vida Util. Para isso, injetaram-se aliquotas de 25 pL de solugdo
contendo 1000 mg L' do modificador tungstato de sddio dentro do atomizador, o qual em seguida
foi submetido ao programa descrito por Moraes et al. (2013). Com aquecimento até 500 °C, ions
tungsténio séo depositados sobre a plataforma do tubo de grafite, formando uma camada de carbeto
de tungsténio que atua como modificador permanente.

A curva analitica foi preparada utilizando-se solucéo padrédo estoque de Hg Titrisol®
Merck. A diluicdo foi feita de modo a se obter concentragdes dos padrdes na faixa de 0,25 a 2,00
ug L de Hgr. Os pares de dados absorbancia - concentragdo foram utilizados no calculo do
coeficiente linear e angular, obtendo-se a seguinte equacéo de reta: - y = 0.00055 + 0,04912x, com
coeficiente de correlacdo linear (r) = 0,9993. Como y refere-se aos valores de absorbancia e x de
concentragdo de Hgr, isolando essas variaveis se obtém: Concentragdo Hgr (ug L) = Absorbancia
- 0,00055/0,04912. Além disso, adicionou-se nitrato de zirconio as soluces padrdo para que
atuasse como modificador quimico e de modo que a concentragéo final ficasse em 20 mg L. Em
seguida, injetaram-se 20 pL das solug¢des padrdo no tubo de grafite recoberto com carbeto de
tungsténio utilizando-se a micropipeta do autoamostrador. As medidas de absorbancia foram
realizadas em triplicata e o programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para

determinacéo de mercdrio encontra-se descrito na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Programa de aquecimento do tubo de grafite para a determinag@o de mercurio nos extratos acidos

o Estagios A .

Etapas Temperatura (°C) Rampa () Aguecimento (s) Fluxo de Argonio (L min™)
Secagem 90 5 0 1
Secagem 120 5 5 1
Pirolise 250 5 5 1
Pirolise 760 5 10 1
Atomizacdo 1600 5 5 0
Limpeza 1800 5 0 1

A determinagdo de mercdrio total nos extratos &cidos das amostras, obtidos na
mineralizacéo, foi realizada injetando-se aliquotas de 20 pL, preparadas a partir da mistura de 10
pL dos extratos acidos com 4 pL de solugdo de nitrato de zirconio (100 mg L") e 6 uL de agua
ultrapura, utilizando a micropipeta do amostrador automatico do espectrébmetro. Em seguida, as

aliquotas de 20 pL foram injetadas para dentro do tubo de grafite recoberto com carbeto de
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tungsténio utilizando-se também a micropipeta do amostrador do espectrémetro. As medidas
foram realizadas em triplicata e utilizando o programa de aquecimento do tubo de grafite mostrado
na Tabela 2. A robustez da metodologia utilizada nas determinacGes foi avaliada por meio de
andlise de extratos acidos obtidos no processo de mineralizacdo dos materiais de referéncia
certificados 955C — Toxic Metals in Caprine Blood — Level 2 e Fish Protein DORM-4 do National
Research Council of Canada (NRC).

Os resultados das determinacdes de mercurio foram expressos como média + desvio
padréo e analisados com o teste T de Student e o teste F no software estatistico SAS, versao 8 para
verificar diferencas significativas. O nivel de significancia usado foi de 5% (p < 0,05) (QUEIROZ
etal, 2018; BITARELLO et al., 2020).

4.3.2 Extracao e precipitacdo da fracéo proteica

Os discos dos cartbes Noviplex™ contendo 2,7 pL de plasma, ou seja,
aproximadamente 200 ug de proteina, foram destacados e as proteinas extraidas a partir da adi¢éo
de 40 pL de tampdo contendo 150 mmol L de NaCl, 50 mmol L de Tris-HCl em pH 8.0 e 1%
(m/v) de NP-40. A concentracdo de proteina total das amostras foi determinada pelo método de
Bradford utilizando albumina de soro bovino como padrdo (BRADFORD, 1976). As curvas de
calibracdo analitica foram construidas com concentragdes de 50 a 500 mg L™ a partir de uma
solugdo padrdo de albumina (1000 mg L™).

Com base nas determinacdes de proteina total no sangue e no plasma foram preparados
trés pools de pellets proteicos das amostras de plasma dos voluntarios por grupo. Para isso,
utilizou-se dois cartBes dos sete voluntarios de cada grupo. Em seguida, foi feita a precipitacao de
proteina nos extratos de cada um dos pools, para evitar possiveis interferéncias devido aos
concomitantes das amostras. Para isso, utilizou-se o procedimento de precipitacdo com acetona
80% (v/v) como descrito por Braga et al. (2015) em estudos anteriores. Todo processo de
precipitacdo foi conduzido a -20 °C e, ap0s a obtencdo dos precipitados, os pellets proteicos foram
separados dos sobrenadantes por centrifugacdo a 4°C e, em seguida, armazenados em freezer a -
80 °C até o inicio dos experimentos de determinacdo de mercurio total, proteina total e analises
por Shotgun-LC-MS/MS.
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4.3.3 Analise de expressao por Shotgun-LC-MS/MS

Trés porcoes de aproximadamente 20 mg de pellets proteicos de cada grupo (Grupo 1
- controle e Grupos 2 a 4 - experimentais) foram solubilizados com 500 uL. de bicarbonato de
amonio 0,05 mol L. Aliquotas de 50 uL de solucdo dos pellets proteicos contento 50 pg de
proteina total (concentracdo de cada solucio foi ajustada para 1 pg pL?* por diluicdo com de
bicarbonato de aménio 0,05 mol L) foram transferidas para microtubos Lobind (Eppendorf) e
nestes adicionados 10 puL de bicarbonato de aménio a 0,05 mol L™ e 25 uL de RapiGestTM 0,2%
(v/v), (Waters, Manchester, UK) e incubados a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras
foram submetidas ao processo de reducdo e alquilacdo utilizando 2,5 pL 100 mmol L DTT
(BIORAD, cat# 161-0611) e 2,5 uL 300 mmol L1 IAA (GE, cat# RPN 6302 V), respectivamente,
na auséncia de luz a temperatura ambiente por 30 minutos. Apoés a etapa de reducao e alquilagéo,
a digestdo das amostras foi realizada a 37 °C no periodo noturno adicionando-se 100 ng de tripsina
(PRO- MEGA, cat #V5280). Apos o processo de digestdo, adicionaram-se aliquotas de 10 puL de
TFA (Sigma-Aldrich, LC-MS 98%-100%) a 5% (v/v) e as amostras foram incubadas por 90
minutos a 37 °C. Apo6s o periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm a 6
°C por 30 minutos. Os sobrenadante foram recolhidos em frascos Lobind e submetidos a
dessalinizacdo em colunas C 18 Spin (PIERCE, cat #89870). Apds o processo de dessalinizacao,
as amostras foram ressuspensas em 200 uL de acetonitrila (UHPLC, mass spectrometry Sigma-
Aldrich, cat. #900667) a 3% (v/v) e posteriormente submetidas a analise por LC-MS/MS.

A identificacdo dos peptideos foi feita em um sistema nanoACQUITY UPLC-Xevo
QTof MS (Waters, Manchester, UK). O nanoACQUITY UPLC® é equipado com coluna analitica
de fase reversa nanoACQUITY HSS T3 (75 pum X 150 mm, tamanho de particula de 1,8 pm). A
coluna foi equilibrada com 93% da fase mével A (&cido formico 0,1% em agua) e 7% da fase
movel B (&cido formico 0,1 % em ACN 100%). Em seguida, os peptideos foram separados com
um gradiente linear da fase movel de 7-85% (acido formico 0,1 % em ACN 100%) por 70 minutos
num fluxo de 0,35 pL min™. A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C. O espectrémetro de
massas Xevo® G2 Q-TOF foi operado em modo i6nico positivo de nanoeletrospray e os dados
foram coletados usando o método MSE em elevada energia (19-45 V), 0 que permite a aquisi¢cdo
simultanea dos dados dos ions precursores e seus fragmentos em uma Unica inje¢do. As condicdes
de fonte usadas incluem: voltagem do capilar de 2,5 kV, cone de amostra de 30 V, cone de extracao
de 5,0 V e temperatura da fonte de 80 °C. Os dados foram adquiridos durante 70 min, com
varredura na faixa de 50-2000 Da. O lockspray, usado para garantir acuracia e reprodutibilidade,
foi operado com uma solucéo de [Glul]fibrinopeptideo (1 pmol uL™t), com fluxo de 1 mL min,
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como um ion de referéncia no modo positivo a m/z 785.8427. Os arquivos de dados raw da
espectrometria de massa foram enviados para Progenesis QI for Proteomics v.4.0 (Nonlinear
Dynamics, Waters, Newcastle upon Tyne, UK) para realizar a analise quantitativa. Para o
alinhamento, uma amostra foi automaticamente selecionada como referéncia para o alinhamento.
Os demais resultados foram alinhados com a referéncia (score de alinhamento maior que 80%), e
a selecdo do pico (peak picking) foi realizada usando o método de sensibilidade automatica. As
intensidades de pico foram entdo normalizadas calculando-se razdes de abundancia em relacdo a
uma referéncia. A lista de picos foi pesquisada no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot Homo
sapiens usando o Mascot v.2.6 (Matrix Science, London, UL). Tripsina foi a enzima especificada
e uma clivagem perdida foi permitida. A carbamidometilacdo da cisteina foi definida como uma
modificacdo fixa e a oxidagdo da metionina como uma modificacdo variavel. Uma tolerancia de
massa precursora de 10 ppm e uma de ion de fragmento de 0,01 Da foram aplicadas. Um false
discovery rate (FDR) de 1% foi considerado. A quantificagcdo relativa foi realizada utilizando
peptideos ndo conflitantes para quantificar as proteinas. Para uma proteina ser considerada
diferencialmente expressa, ela deveria ser identificada e quantificada usando pelo menos dois
peptideos Unicos e apresentar um valor p < 0,05 (proteinas reguladas negativamente) e um valor 1
- p > 0,95 (proteinas reguladas positivamente).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Otimizacédo das condicdes experimentais para determinacéo de mercurio total

Os parametros relacionados a estabilidade térmica do Hg foram otimizados utilizando
os procedimentos descritos por Almeida et al. (2024). No caso, as temperaturas de pirélise e de
atomizacdo foram otimizadas a partir dos extratos acidos obtidos no processo de mineralizacao
dos discos de amostragem dos cartdes Noviplex™., Os sinais de absorbancia obtidos para padrao
1,50 pg LT foram comparados com os valores medidos para os extratos acidos dos cartdes
Noviplex. Como resultado, observou-se a estabilizacdo térmica do Hg a 700 °C para a temperatura
de pirolise e a 1700 °C para a temperatura de atomizacdo. A absorbancia obtida para a triplicata
dos padrdes de Hg apresentaram excelente repetibilidade, apresentando desvios padrao relativo
inferior a 2%, o que corrobora a eficiéncia da combinagéo do nitrato de zirconio como modificador
quimico em solucdo e do carbeto de tungsténio como modificador quimico permanente
(BITARELLO et al., 2020). Vale ressaltar também que os ions de permanganato, presentes no

processo de mineralizacdo dos discos de amostragem dos cartdes Noviplex™, podem ter sido
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reduzidos a dioxido de manganés durante a etapa de aquecimento do tubo de grafite. O dioxido de
manganés depositado na parede interna do tubo de grafite atou em conjunto com o carbeto de
tungsténio como modificador permanente, contribuindo também na estabilizacdo térmica do
mercurio na temperatura de atomizacdo (ALMEIDA et al., 2024).

Com base no coeficiente angular da equacdo de reta da curva analitica (inclinag&o) e
no desvios padrao, os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o mercurio foram de
0,014 e 0,047 pg L, respectivamente (LOD = 3a/inclinacdo; LOQ = 10c/inclina¢io) (CURRIE,
1999). Com as condi¢fes experimentais otimizadas, o tubo de grafite teve uma vida util de 467
gueimas, indicando que o método de mineralizacédo foi eficaz na eliminagédo do efeito de matriz,

essencial para reduzir a absorcéo de fundo (background).

5.2 Determinacdo de mercurio total nas amostras de sangue e plasma

A determinacdo de mercdrio total nas amostras de sangue, obtidos a partir do disco de
coleta das cartdes Noviplex™ e amostras de plasma, obtidas a partir dos eluatos dos discos de
coleta dos cartdes Noviplex™ foram realizadas por GFAAS, conforme procedimento descrito no
item 3.4.1. Os graficos das figuras 10 e 11 mostram as concentra¢cdes medias de mercurio total na
amostras de sangue e plasma fornecidas por grupos de voluntarios. Os grupos denominados grupo
1, grupo 2, grupo 3 e grupo 4 foram montados com base nas informagdes disponibilizadas pelos
voluntarios por meio do questionario de frequéncia alimentar, aplicado durante a entrevista
realizada antes da realizacdo do procedimento de coleta, conforme descrito no item 3.4. Destaca-
se que ndo foi possivel montar um grupo de voluntarios que ndo utilizavam peixe como fonte
proteica na alimentagdo. Assim, para efeito de comparagéo, utilizou-se o grupo 1 (grupo que se

alimentava de peixe apenas trés vezes por més) como controle.
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Figura 10 - Concentracdes médias de mercurio total determinadas por GFAAS nas amostras de sangue nos grupos
de voluntarios da populagdo ribeirinha do rio Madeira, regido de Jirau - RO.
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Figura 11 - Concentra¢des médias de mercurio total determinadas por GFAAS nas amostras de plasma nos grupos
de voluntarios da populagdo ribeirinha do rio Madeira, regido de Jirau - RO.

As determinacfes de mercurio total nas amostras de sangue dos voluntarios (Figura
10) apresentaram concentra¢cdes médias de 0,84+0,07 pug L-1, 1,18+0,05 ug L-1, 3,43+0,20 pg L-
1 e 10,00+0,41 pg L-1, respectivamente para o grupol, grupo 2, grupo 3 e grupo 4. Pode-se
observar um aumento gradativo da concentracdo de mercurio total em funcdo da frequéncia de
ingestdo de peixe, no caso, um aumento de 40% do grupo 1 para o grupo 2, de 408% do grupo 1
para o grupo 3 e de 1190% do grupo 1 para o grupo 4. O grau de correlagdo das concentracdes de
mercurio total em relacdo ao consumo de peixe pelos voluntarios dos grupos 1 - 4 foi avaliado por
meio do coeficiente de correlagdo de Person (SCOTT et al, 2013), obtendo-se valor de p de
Pearson igual 0,92, o que indica uma correlagdo positiva no processo de bioacumulagdo de
mercurio em funcdo do consumo de peixe na dieta dos grupos de voluntarios da populagéo
tradicional do rio Madeira que participaram do presente estudo. As concentracdes de mercurio
total determinadas nos eluatos plasmaticos (Figura 11) apresentaram comportamento semelhante

aos resultados obtidos nas amostras de sangue, ou seja, uma correlagdo positiva com a frequéncia
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de consumo de pescados: Grupo 1 < Grupo 2 < Grupo 3 < Grupo 4 (p de Pearson =0,90; p <0,01).
As concentracfes médias nas determinacdes de mercurio total foram de 0,64+0,05 pg L-1 para o
grupo 1, de 0,89£0,04 ug L-1 para o grupo 2, de 2,58+0,14 pg L-1 para o grupo 3 e, por fim, de
7,60+0,27 pg L-1 para o grupo 4. No caso, observa-se que as concentragfes nas amostras de
plasma se apresentaram cerca de 25% menores que nas amostras de sangue, podendo-se inferir
que a porcentagem do mercurio total esta ligado a fragdo dos eritrocitos.

Destaca-se que intervencfes em salde publica sdo fundamentadas em concentracfes
de mercdrio em sangue variando entre 5,8 pug L e 9,20 pg L. Portanto, as maiores concentraces
de mercrio total, observadas no grupo 4 de voluntarios com uma média de 10,00+0,41 pg L™,
ultrapassam o limite preconizado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) de 9,20 pug L™ no
sangue (WHO, 2014) e, de 4-5 pg L™ pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) (LOPES-ARAUJO et al., 2023).

Todos os resultados das determinacGes de mercurio total mencionados anteriormente
foram validados por meio de analise do material de referéncia certificado 955C - Toxic Metals in
Caprine Blood - Level 2 do National Research Council of Canada (NRC). Os resultados da anélise
de validacéo apresentaram valores médios inferiores a 2% em comparagdo com o valor certificado.
A saber: valor determinado: 5,33+0,09 pg L™ de mercdrio total; valor certificado: 5,42+0,66 pg
L de mercurio total. Logo, os resultados obtidos em relagdo ao material certificado atesta a
robustez do método de analise utilizado nas determinacGes de mercdrio total nas amostras de

sangue e plasma.

5.3 Mercurio total nos extratos dos pellets proteicos e proteina total nos extratos dos pellets

proteicos

Os resultados obtidos nas determinacGes de mercurio total nos extratos dos pellets
proteicos (Figura 12) também apresentaram 0 mesmo comportamento observado para as
determinacbes de mercurio total nas amostras de sangue e eluatos plasmaticos. Isto é, uma
correlacdo positiva com a frequéncia de consumo de pescados: Grupo 1 < Grupo 2 < Grupo 3 <

Grupo 4.
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Figura 12 - Concentragdes médias de mercurio total nas amostras de pellets proteicos dos grupos de voluntarios da
populagio ribeirinha do rio Madeira, regido de Jirau - RO.
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Figura 13 - Concentragdes médias de proteina total nos extratos de pellets proteicos dos grupos de voluntarios da
populagdo ribeirinha do rio Madeira, regido de Jirau - RO.

As concentracfes médias nas determinacfes de mercurio total nos pellets proteicos
(Figura 12) foram de 0,27+0,0085 mg kg™ para o grupo 1, seguido de 0,36+0,036 mg kg™ para o
grupo 2, de 1,100,037 mg kg para o grupo 3 e de 3,03+0,098 mg kg para o grupo 4. Esses
resultados também confirmam que a concentracdo de mercurio total nos pellets proteicos indicam
correlacdo positiva do processo de bioacumulagcdo do mercurio em relacdo a frequéncia de ingestao
de pescados na alimentacgéo dos voluntarios da populacéo ribeirinha do rio Madeira (p de Pearson
=0,91, p <0,01). Os resultados obtidos foram validados por meio de analises de extratos acidos
obtidos no processo de mineralizacdo dos materiais de referéncia certificado Fish Protein DORM-
4 do National Research Council of Canada (NRC). Os resultados dessas determina¢Ges possuem
diferenga inferior a 2% em relagéo ao valor certificado, no caso: valor determinado: 404+7,40 pg
kg, valor certificado: 410+55,0 ug kg™. Dessa forma, os resultados das analises dos materiais
certificados validam a robustez da metodologia utilizada na determinacdo de mercdrio total nas

amostras de pellets proteicos.
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Na Figura 13 séo apresentados os resultados das concentracdes médias de proteina
total nas réplicas de pools dos extratos proteicos. Cada pool foi preparado pela mistura de quatro
aliquotas de 40 pL dos eluatos obtidos no processo de extracdo do plasma dos discos de
amostragem dos cartfes Noviplex™ referentes a cada um dos grupos de voluntarios. Os pellets
proteicos foram precipitados por adicdo de acetona gelada nas aliquotas de 160 L de eluatos, cujo
procedimento encontra-se descrito no item 4.3.2, e posteriormente solubilizados em solugédo 0,50
mol L de hidréxido de sédio. Os valores médios de concentracéo de proteina total referente as

replicatas dos pools de cada grupo de voluntarios séo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdes médias de proteina total de cada grupo voluntario

Grupo de voluntario Valores médios de concentracéo de proteina total (mg mL™1)

Gl 219,5+4,15
G2 234,046,56
G3 242,0+4,36
G4 232,3+5,03

A determinacdo da concentracdo de proteinas total foi utilizada para normalizar a
concentragdo nos extratos proteicos em 50 pug pL?, para posteriormente serem utilizados no
processo de clivagem proteolitica, etapa de preparo das amostras das amostras para as analises por
Shotgun (BRAGA, 2016).

5.4 Proteinas identificadas por Shotgun no plasma humano

5.4.1 Fracionamento do proteoma das amostras de plasma humano e analise de abundéncia
relativa de proteinas por Shotgun-LC-MS/MS

Com base nos resultados das determinagfes de mercurio total nas amostras de plasma
e nos extratos dos pools de pellets proteicos (Figura 11 e 12) foram realizados experimentos de
fracionamento e analises de abundéancia relativa de proteinas por Shotgun-LC-MS/MS em amostras
de pools de plasma dos voluntarios dos Grupos 1 - 4. As amostras de plasma foram eluidas dos
discos de amostragem dos cartbes Noviplex™ conforme procedimento descrito no item 4.2.2. Para
isso, foram preparados trés pools de cada grupo que foram submetidos ao processo de clivagem
proteolitica e, posteriormente, submetidas as analises por LC-MS/MS. As analises de abundancia
relativa de proteinas (analises de expressdo proteica) foram realizadas considerando o Grupo 1 de
voluntarios (voluntarios que apresentaram menor concentracdo de mercurio total) como controle.
Assim, as expressoes proteicas dos Grupos 2 - 4 foram comparadas com a do grupo 1: Grupo 2 X
Grupol, Grupo 3 x Grupo 1 e Grupo 4 x Grupo 1. Os resultados obtidos s&o mostrados nas Tabelas
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4 a 6. No total foram identificadas 133 proteinas e/ou enzimas com “fold change” e/ou como
proteinas “Uniques”, considerando as comparagdes dos grupos G2-G4 com o grupo G1, e em
média 41 proteinas por amostras de plasma. De forma geral, a metodologia de amostragem
utilizando cartdes Noviplex™ mostrou-se promissora quando comparada com analise proteémica
direta de amostras de plasma (DA SILVA, 2024).

Tabela 4 - Proteinas identificadas por Shotgun-LC-MS/MS no plasma humano. Amostras coletadas com cartéo
Noviplex™ - Grupo 2x1.

Accession Description Score PLGS Dow regulated 2:1_p
P20742 Pregnancy zone protein 46.57 0.03
Accession Description Score PLGS Up regulated 2:1 p
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1677.79 0.95
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1668.97 0.99
P02768 Albumin 67867.38 1
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1633.71 1
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 829.73 1
P01009 Alpha-1-antitrypsin 5626.88 1
P01024 Complement C3 678.58 1
P00738 Haptoglobin 4725.97 1
P00739 Haptoglobin-related protein 994.9 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 27556.23 1
P68871 Hemoglobin subunit beta 39735.69 1
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 1668.97 1
P02790 Hemopexin 1113.03 1
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 5133.31 1
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 3923.13 1
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2 10460.06 1
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 26769.81 1
PODOY2 Immunoglobulin lambda constant 2 27071.67 1
PODOY3 Immunoglobulin lambda constant 3 27071.67 1
B9A064  Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 26771.72 1
P02787 Serotransferrin 4510.07 1
P02766 Transthyretin 953.87 1

Unique = proteinas que se expressaram em (nico grupo; Dow = Proteinas com valor de ‘p” menor que 0,05; Up =
Proteinas com valor de ‘p’ maior que 0,95.



Tabela 5 - Proteinas identificadas por Shotgun-LC-MS/MS no plasma humano. Amostras coletadas com cartio
Noviplex™ - Grupo 3x1.

Accession Description Score PLGS Unique Proteins
P01619 Immunoglobulin kappa variable 3-20 458.17 Gs
Accession Description Score PLGS Up regulated 3:1_p
P02768 Albumin 67867.38 1
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1633.71 1
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 829.73 1
P01009 Alpha-1-antichymotrypsin 5626.88 1
P02647 Apolipoprotein A-I 9740.11 1
P01024 Complement C3 678.58 1
P00738 Haptoglobin 4725.97 1
P00739 Haptoglobin-related protein 994.9 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 27556.23 1
P68871 Hemoglobin subunit beta 39735.69 1
P02042 Hemoglobin subunit delta 3791.38 1
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1668.97 1
P69891 Hemaoglobin subunit gamma-1 1668.97 1
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1677.79 1
P02790 Hemopexin 1113.03 1
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 5133.31 1
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 3923.13 1
P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 22854.95 1
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2 10460.06 1
P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 6136.29 1
P01861 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 7340.77 1
P01834 Immunoglobulin kappa constant 13754.79 1
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 26769.81 1
PODOY2 Immunoglobulin lambda constant 2 27071.67 1
PODOY3 Immunoglobulin lambda constant 3 27071.67 1
POCF74 Immunoglobulin lambda constant 6 15362.08 1
AOMBQ6 Immunoglobulin lambda constant 7 12860.5 1
B9A064  Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 26771.72 1
P02787 Serotransferrin 4510.07 1
P02766 Transthyretin 953.87 1

Unique = proteinas que se expressaram em Unico grupo; Up = Proteinas com valor de ‘p” maior que 0,95.



Tabela 6 - Proteinas identificadas por Shotgun-LC-MS/MS no plasma humano. Amostras coletadas com cartio
Noviplex™ - Grupo 4 x 1.

Accession Description Score PLGS Unique Proteins
P02656 Apolipoprotein C-1II 342.61 Gy
P01619 Immunoglobulin kappa variable 3-20 439.43 Gy
P00747 Plasminogen 75.78 Ga
P02760 Protein AMBP 251.95 Gy
Q15654 Thyroid receptor-interacting protein 6 110.49 Ga

Accession Description Score PLGS Dow regulated 4:1_p
P01023 Alpha-2-macroglobulin 968.86 0
P20742 Pregnancy zone protein 46.57 0

Accession Description Score PLGS Up regulated 4:1 p
P02768 Albumin 67867.38 1
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1633.71 1
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 829.73 1
P01011 Alpha-1-antichymotrypsin 214.4 1
P01009 Alpha-1-antitrypsin 5626.88 1
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 47.81 1
P02647 Apolipoprotein A-I 9740.11 1
P00450 Ceruloplasmin 59.28 1
P01024 Complement C3 678.58 1
P00738 Haptoglobin 4725.97 1
P00739 Haptoglobin-related protein 994.9 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 27556.23 1
P68871 Hemoglobin subunit beta 39735.69 1
P02042 Hemoglobin subunit delta 3791.38 1
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1668.97 1
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 1668.97 1
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1677.79 1
P02790 Hemopexin 1113.03 1
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 5133.31 1
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 3923.13 1
P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 22854.95 1
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2 10460.06 1
P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 6136.29 1
P01861 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 7340.77 1
P01871 Immunoglobulin heavy constant mu 258.14 1
P01834 Immunoglobulin kappa constant 13754.79 1
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 26769.81 1
PODOY?2 Immunoglobulin lambda constant 2 27071.67 1
PODOY3 Immunoglobulin lambda constant 3 27071.67 1
POCF74 Immunoglobulin lambda constant 6 15362.08 1
AOMBQ6 Immunoglobulin lambda constant 7 12860.5 1
B9A064  Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 26771.72 1
P02787 Serotransferrin 4510.07 1
P02766 Transthyretin 953.87 1
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Unique = proteinas que se expressaram em (nico grupo; Dow = Proteinas com valor de ‘p’ menor que 0,05; Up =
Proteinas com valor de ‘p’ maior que 0,95.

De modo a nortear a discussao das proteinas/enzimas que apresentaram “fold change”
positivo/negativo (Up regulated; Down regulated), como também das proteinas que se
expressaram em apenas um grupo (Uniques), optou-se por descartar as proteinas/enzimas que
apresentaram diferenca de expressdo somente nas comparacdes dos grupos G2xG1l e G3xGL.
Assim, as Tabelas 4 e 5 apresentam somente proteinas/enzimas que estdo também presentes na
Tabela 6 (G4xG1). Essa estratégia foi adotada considerando que o grupo foi composto por
voluntarios que se alimentam de peixe diariamente, 0 que aumenta a probabilidade de espécies
mercuriais provocarem possiveis alteracdes no proteoma plasmatico. Os dados protedmicos brutos
séo apresentados nas Tabelas 5MS - 12MS (Material Suplementar).

Com base nas sequéncias FASTA das proteinas/enzimas foi feita uma andlise
funcional utilizando o software Blast2Go. A analise funcional permitiu categorizar as
proteinas/enzimas em relacdo aos processos bioldgicos, componentes celulares e fungbes
bioldgicas nas quais estas estdo envolvidas. O conjunto de figuras representado a seguir (Figura
14) mostra os resultados obtidos na anélise funcional das proteinas que apresentaram ‘“fold
change” positivo/negativo (Up regulated; Dow regulated) e proteinas que se expressaram em

apenas um grupo (Uniques).
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Processos Bioldgicos

= Processos de respostas a estimulo

= Processos de regulagdo de qualidade
biolégica

= Processo de organismos multicelulares

= Localizacéo
= Processos do sistema imune
= Sinalizacdo

= Processos metabolicos

= Processo bioldgico envolvido na
interacdo interespécies

= Regulacéo negativa do processo
biolégico

= Desenvolvimento

Desintoxicacdo

Componente Celular

= Entidade Anatdémica Celular

= Complexos contendo Proteina
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Funcao Molecular

= Ligacdo Molecular

= Atividade Reguladora de Funcédo
Molecular

= Atividade Catalitica

Atividade Antioxidante

Atividade de Carreador Molecular

Figura 14 - Conjunto de graficos da analise funcional das proteinas upregulated (p > 0,95), down regulated (p <
0,05) e proteinas que se expressaram somente em um grupo experimental (Uniques) das amostras de plasma dos
voluntério do rio Madeira-Ronddnia, utilizando o sofiware Blast2GO.

Neste sentido, analisando os resultados obtidos nas analises por Shotgun-LC-MS/MS
(Tabelas 4 - 6) e da andlise funcional (Figura 14) observa-se que as proteinas que apresentaram
“fold change” positivo (Up regulated), considerando as comparagdes dos grupos 2 € 3 com 0 grupo
1, participam em sua maior parte de atividades do sistema imunoldgico, sendo representadas pelas
isoformas das Immunoglobulins (IGs). As isoformas de subunidades da Hemoglobin (HB),
também apresentaram “fold change” positivo. Nesse caso, as isoformas da HB sédo liberadas no
plasma ap6s a hemdlise dos eritrocitos formando um complexo com a proteina plasmatica
Haptoglobin (HP), proteina que também apresentou “fold change” positivo em todas as analises,
formado o complexo HP-HB (SARPONG-KUMANKOMAH; GAILER, 2019). As demais
proteinas/enzimas identificadas com “fold change” positivos estdo relacionadas a processos de
regulacdo, mediacdo e inibicdo biologica; ligacdo a metais, e complexo proteina-proteina; e,
transporte molecular como as isoformas 1 e 2 da Alpha-1-acid glycoprotein, Alpha-1-antitrypsin,
Alpha-2-HS-glycoprotein, Apolipoprotein A-lI, Complement C3, Hemopexin, Serotransferrin e
Transthyretin (UNIPROT, 2024). No entanto, entre as proteinas que apresentaram “fold change”,

a Ceruloplasmin (CP), chama a atencdo por ser uma glicoproteina de ligacdo a ions cobre (acido
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intermediario), tendo “fold change” positivo somente na analise comparativa do G4 x GL1.
Semelhante a glutationa peroxidase, a CP apresenta atividade antioxidante, atuando na remocao
de peroxido de hidrogénio e hidroperoxido lipidico na presenca de tiois, por apresentar sequéncia
FASTA com cisteina e metionina terminais, aminoacidos que apresentam grupos sulfidrila (base
mole) (PEARSON, 1963; PARK et al., 1999; STOJ; KOSMAN, 2003; UNIPROT, 2024). A
Albumin (ALB), proteina que participa ativamente de atividades de regulacéo e transporte no
sangue e no plasma, se destaca principalmente no transporte de ions zinco no plasma (base
intermediéaria), e assim como a CP, apresenta em sua sequéncia FASTA com cisteina e metionina
terminais, aminoacidos com grupos sulfidrila (base mole), o que explica a afinidade por ions zinco
(PEARSON, 1963; LU et al., 2008; UNIPROT, 2024). Assim como a CP, a Serotransferrin (TF)
também se sobressai na presente analise, principalmente por ser uma proteina responsavel pelo
transporte de ferro de locais de absorcdo e degradagdo do heme. Além disso, ela esta diretamente
relacionada a quelag&o de ions metalicos, o que auxilia na reducédo da toxicidade desses metais no
organismo, prevenindo danos celulares e aos érgaos.

Em relacdo as proteinas/enzimas com “fold change” negativo, a analise por Shotgun-
LC-MS/MS (Tabelas 4-6) e a andlise funcional (Figura 14) mostram expressGes negativas nas
andlises de comparacgdes dos grupos G2 x G1 e G4 x G1, em relacdo as comparacdes entre 0s
grupos G3 x G1. De forma geral, as anlises indicaram baixa abundancia relativa de proteinas e/ou
enzimas down regulated.

Considerando as comparacgdes entre G4 e G1, estas revelam-se mais significativas em
relacdo a influéncia das espécies mercuriais. A proteina Pregnancy zone protein (PZP), cuja
principal funcdo é inibir proteinases através de clivagem especifica, foi observada nas analises
comparativas entre G2 e G1, bem como entre G4 e G1. A Alpha-2-macroglobulin (A2M), que tem
a mesma funcdo da PZP, apresentou down regulated somente nas comparagfes entre G4 x G1
(UNIPROT, 2024). Embora a PZP e a A2M contenham metionina em suas sequéncias FASTA,
um aminoacido com grupos sulfidrila (acidos moles) que se liga fortemente a espécies mercuriais,
é importante considerar que ambas as proteinas desempenham a funcdo principal de clivagem
proteolitica de proteinases. Assim, devido a baixa abundancia relativa (down regulated) é pouco
provavel que tenha sido causada pelas concentracfes de mercurio encontradas nas amostras de
plasma dos voluntarios dos grupos G2 e G4 (PEARSON, 1963; UNIPROT, 2024).

Em relacdo as proteinas/enzimas que se expressaram apenas em um Unico grupo
(Uniques), a analise por Shotgun-LC-MS/MS (Tabelas 4-6) e a analise funcional (Figura 14)
permitem observar as comparagdes entre 0s grupos G3 x G1 e G4 x G1. Nas comparagdes entre
G3 e G1, a Immunoglobulin kappa variable 3-20 (IGKV3-20) que, assim como todas as
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Immunoglobulins, atuam na mediacdo da imunidade humoral através do reconhecimento de
antigenos, apresentou expressdo no grupo G3 e, uma expressdo exclusiva no grupo G4 nas
comparacfes G4 x G1. Nas comparacdes do G4 x G1, expressaram como proteinas Gnicas em
relacdo ao grupo G4, além da Immunoglobulin kappa variable 3-20 (IGKV3-20), as proteinas
Apolipoprotein C-I11 (Apo C-1l1), que é uma proteina que atua na homeostase dos triglicerideos;
o Plasminogen (PLG), que € uma enzima cuja principal funcdo € a degradacdo de coagulos de
fibrina no plasma; Protein AMBP, também conhecida como Alpha-1-macroglobulin ou precursor
da bikutina, que desempenha um papel fundamental na remogdo de oxidantes nocivos, na
homeostase dos globulos vermelhos e na manutencdo da homeostase redox mitocondrial; e, por
fim, a TRIP6 que interage com o receptor da tiredide e desempenha um papel crucial na
reorganizacdo do citoesqueleto de actina e na invasividade celular (UNIPROT, 2024). Dessa
forma, é considerada andémala em relacdo a maioria dos dados do agrupamento, podendo
representar padrfes interessantes ou casos raros que podem ser importantes para a analise ou
indicar novas descobertas.

Como ja destacado anteriormente, assumindo uma condicdo de compromisso para
nortear a discussdo da possivel alteracdo do proteoma plasmaético do grupo de voluntérios, em
consequéncia das concentracBes de mercudrio total nas amostras de plasma, a seguir serdo
discutidas separadamente algumas proteinas/enzimas que apresentaram “fold change” positivo
e/ou expressaram-se somente em um unico grupo. Nas discussdes serdo consideradas as funcbes
especificas dessas macromoléculas no proteoma plasmatico e achados da literatura que reportam
possivel relacdo de espécies mercuriais com as fungdes que essas proteinas/enzimas desempenham

nos compartimentos celulares.

e Isoformas de subunidades da Hemoglobin e Haptoglobin e/ou Haptoglobin-related protein

A andlise da abundancia relativa das proteinas revelou que as isoformas da
Hemoglobin (HB), incluindo as variantes alfa, beta, delta, epsilon, gama-1 e gama-2,
apresentaram um aumento na expressdo (up regulation) nas trés comparagdes realizadas com o
grupo controle (G1) e com os demais grupos (G2-G$). Este grupo, composto por individuos que
se alimentam de peixe apenas trés vezes por més, exibiu concentragdes menores de mercdrio em
todas as amostras analisadas (sangue, plasma e pellets proteicos) por GFAAS.

A literatura reporta estudo por meio da juncdo de cromatografia por exclusdo por
tamanho com espectrometria de emissdo atdbmica de plasma indutivamente acoplado (SEC-ICP-
OES) na investigagdo da ligacio de ions Cd?*, Hg?* e CHsHg* em hemacias de coelhos (GIBSON
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et al., 2017). Em relagdo as espécies mercuriais, 0s autores conseguiram elucidar a formagéao do
complexo xHg?*- HB. Achados recentes, reportados por Almeida et al. (2024), identificaram por
meio de estudo metaloprotedmico espécies mercuriais em spots proteicos, no qual foi
caracterizado as subunidades beta 1 e 2 de HB em tecido renal de ratos expostos ao cloreto de
mercuario. Em ambos os estudos, os autores inferem que a ligagdo de espécies mercuriais poderia
ocorrer por meio da formacdo de complexos com grupos sulfidrila de cisteinas terminais presentes
na estrutura das subunidades da HB. Andlise da abundancia relativa de proteinas do proteoma renal
dos ratos expostos ao cloreto de mercurio, indicaram “fold change” negativo para as isoformas
beta 1 e 2 e alfa %2 de subunidades da HB, o que n&o corrobora com os resultados obtidos no
presente estudo. Outro estudo recente de Bataglioli et al. (2024), também identificou por meio de
estratégias metaloprotedmicas, espécies mercuriais em spots proteicos de figado da espécie de
peixe amazonico Psectrogaster amazonica. Nos spots proteicos foram identificadas as isoformas
beta 1 e 2 de subunidade de HB. Com base no estudo de Almeida et al. (2004), destacados acima,
apesar da significativa regulacdo positiva das subunidades da HB nas analises por Shotgun-LC—
MS/MS na comparacdo dos grupos G4 - G1, ndo é possivel indicar com exatiddo que as
concentrages relativamente altas de mercurio total do grupo G4 no sangue, no plasma e também
nos pellets proteicos do plasma (concentragdes médias: 10,00 pg L™ no sangue; 7,60 pg L™ no
plasma; 3,03+0,098 mg kg™ nos pellets) podem ser responsaveis pelo aumento de expressdo das
subunidades da HB.

As proteinas Haptoglobin (HP) e a Haptoglobin-related protein (HPR) mostraram um
aumento significativo na expressdo, conforme revelado nas analises por Shotgun-LC-MS/MS.
Essas proteinas sdo sintetizadas no figado em resposta a estimulacdo por citocinas durante periodos
de inflamacéo e liberadas na corrente sanguinea (NARYZHNY; LEGINA, 2021). Do ponto de
vista molecular, a HP € uma glicoproteina sérica com alta afinidade pela hemoglobina. Sua
principal funcéo é se ligar a hemoglobina livre presente no plasma, de modo a impedir a perda de
ferro livre, um elemento essencial para varias func6es bioldgicas, e evitar a sobrecarga de ferro,
que pode causar danos celulares. A interacdo entre a Hemoglobin (HB) e a Haptoglobin (HP)
resulta na formacdo de um complexo (HB-HP) ndo covalente que atenua as propriedades
oxidativas do heme/HB. Logo, tanto a HP como a HPR se ligam as subunidades de HB com alta
afinidade e atuam na depuracéo das subunidades de HB livre de células para permitir a reciclagem
hepética do ferro heme no figado como resposta a prevencgdo do dano oxidativo (ANDERSEN et
al., 2017; SARPONG-KUMANKOMAMH; GAILER, 2019; NARYZHNY; LEGINA, 2021;
UNIPROT, 2024). Portanto, a formagdo dos complexos HP-HB e HPR-HB é uma explicacédo
plausivel para 0 aumento na expressao observada para a HP e HPR.
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® [soformas de Immunoglobulins

As analises por Shotgun-LC-MS/MS demonstraram um aumento na regulacdo de
diversas isoformas de Immunoglobulins (IGs) nas comparagdes dos grupos G2 x G1, G3 x Gl e
G4 x G1. As Immunoglobulins séo proteinas essenciais do sistema imunoldgico, responsaveis pela
identificacdo e neutralizacao de substancias estranhas, como toxinas. Em resposta a toxicidade do
mercurio, a regulacdo positiva das 1Gs pode ser interpretada como um mecanismo adaptativo,
voltado para a mitigacdo de danos causados pela presenca do mercurio no organismo.

Essas Immunoglobulins, que podem ser secretadas ou ligadas a membrana dos
linfécitos B, desempenham um papel crucial na imunidade humoral. Elas atuam como receptores
para antigenos especificos, o que desencadeia a expansao clonal e a diferenciagdo dos linfocitos B
em células plasmaticas. Essas células plasmaticas, por sua vez, secretam outras 1Gs, que sao
responsaveis pela fase efetora da resposta imunoldgica, levando a eliminacdo dos antigenos
ligados (SCHROEDER; CAVACINI, 2010). A regulacéo positiva das 1Gs, portanto, pode ser vista
ndo apenas como uma resposta a uma inflamac&o local, mas também como parte de uma resposta
sistémica mais ampla frente a exposicdo a agentes toxicos, como o mercurio.

No contexto da toxicidade do mercdrio, conforme discutido no item 1.6 sobre a
toxicidade e seus impactos na salde humana, o mercurio induz um estresse oxidativo significativo,
0 que ativa diversas vias de defesa do sistema imunoldgico. Esse estresse resulta na producédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e em uma resposta inflamatéria (BRAY, 2000; ERCAL;
GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001; MENDES; PEREIRA; DE ANGELIS-PEREIRA,
2020). O aumento das Immunoglobulins, particularmente as classes IgG e IgM, esta
frequentemente associado a neutralizacdo dessas espécies reativas (KANG et al., 2024). Além
disso, o aumento das IGs pode indicar que o sistema imunoldgico estd ndo apenas tentando
eliminar o mercurio, mas também lidando com os danos causados por esse metal nas estruturas
celulares e proteinas do organismo. Outro aspecto importante da regulacdo positiva das I1Gs é sua
relacdo com a producdo de anticorpos autoimunes em casos de exposi¢do cronica ao mercurio. Ao
modificar proteinas e estruturas celulares, 0 mercurio pode induzir uma resposta imune contra
essas modificagcdes e produzir anticorpos autoimunes. Embora os complexos antigeno-anticorpo
desempenhem um papel na detoxificacdo, eles também podem contribuir para o desenvolvimento
de doencas autoimunes, especialmente quando o sistema imunol6gico passa a reconhecer
erroneamente as proprias células do organismo como alvos. 1sso evidencia a complexidade da

resposta imunoldgica ao mercario, onde had um equilibrio delicado entre protecdo e danos
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(POLLARD et al., 2019; ERCAL; GURER-ORHAN; AYKIN-BURNS, 2001; KANG et al.,
2024).

A literatura reporta o estudo metaloproteémico de Vieira et al. (2017) que identificou
espécies mercuriais em spot proteico do tecido hepatico da espécie Mylossoma duriventre, espécie
de peixe Amazonico. No spot proteico foi identificada a Regido V da cadeia pesada da Ig 5a (Ig
heavy chain V region 5a), uma isoforma que apresenta subunidades polipeptidicas de
Immunoglobulins, onde "Ig" se refere a "Immunoglobulins™, que é um tipo de anticorpo; a cadeia
pesada é uma das duas subunidades que formam a estrutura de uma Immunoglobulins; e, a "regido
V" (ou variavel) esta associada a parte da cadeia responsavel pela diversidade dos anticorpos
(VIEIRA et al., 2017; UNIPROT, 2024). A concentracdo de mercurio total determinada no spot
proteico foi de 68 mg g*. Os autores justificaram que a alta concentragdo de mercUrio total
determinada no spot esté relacionada a presenca de cisteina na regido 5 da cadeia pesada da Ig,
aminoacido que apresenta grupos sulfidrila, uma base mole, que pode formar ligacdo estavel com
espécies mercuriais, consideradas acidos moles. Mais recentemente, Almeida et al. (2024)
analisaram tecido renal de ratos expostos ao cloreto de mercdrio. O estudo indicou que a Regido
C da cadeia gama-1 da Ig (Ig gamma-1 chain C region) apresentou regulacdo positiva, e as Regido
C da cadeia gama-2b da Ig (Ig gamma-2b chain C region) e Regido C da cadeia kappa da Ig, alelo
B (Ig kappa chain C region B allele) se expressaram somente no grupo exposto ao cloreto de
mercurio, o que corrobora com os resultados do presente estudo. Os achados dos estudos
destacados acima, podem a principio, justificar a variacdo positiva apresentadas pelas isoformas
de IGs nas analises por Shotgun-LC-MS/MS, nas comparacdes dos grupos G2 x G1, G3x Gl e G4
x G1.

e Albumin

A Albumin (ALB) € considerada uma proteina multifuncional, sintetizada no figado e
presente no plasma humano em concentrages normais variando entre 35 e 50 g L™X. A mesma atua
fisiologicamente em varias fun¢des importantes, incluindo transporte de metais, acidos graxos,
colesterol, pigmentos biliares e medicamentos (LU et al., 2008; UNIPROT, 2024). De acordo com
Lu et al. (2008) e Roche et al. (2008), a ALB ¢ considerada uma proteina-chave na regulacdo da
pressdo osmotica do sangue. Nesse contexto, suas concentragfes plasmaticas estdo intimamente
relacionadas ao equilibrio do escape transcapilar, um processo no qual liquidos e proteinas do
sangue migram para os tecidos adjacentes devido ao aumento da permeabilidade capilar,

frequentemente observado em condicdes de inflamacéo, lesdo ou doencas. Esse fendmeno pode
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levar ao desenvolvimento de edema e perda proteica, afetando a funcéo corporal normal. Além
disso, um dos papéis mais relevantes da ALB, especialmente no contexto deste estudo, € sua
capacidade de se ligar a espécies quimicas e/ou radicais livres, conferindo-lhe propriedades
antioxidantes. Sua estrutura flexivel, composta por trés dominios, favorece uma ampla variedade
de locais de ligacdo a ions metélicos. Dentre estes, destaca-se a Cys34, Unico residuo de cisteina
reduzido livre e, cinco residuos de metionina: Met87, Met 123, Met 298, Met 446 e Met548. Esse
arranjo estrutural € relevante para a interacdo da ALB com espécies mercuriais, que podem se ligar
aos tidis da cisteina (Cys), facilitando o acesso do complexo MeHg-Cys ao SNC. O complexo é
semelhante ao aminoécido metionina e pode ser transportado através das membranas celulares.
Além disso, a ligacdo covalente de compostos mercuriais a enzimas contendo cisteina, pode inibir
suas funcgdes, resultando em um aumento na producdo de ERO e subsequente estresse oxidativo,
como descrito por Roche et al. (2008), Branco et al. (2017) e Uniprot (2024) e corroborado por Li
et al. (2007) em estudo abrangente da interacdo de espécies mercuriais com a ALB. Os autores
investigaram as interacdes de mercurio inorganico (Hg?"), metilmercirio (MeHg"), etilmercdrio
(EtHg") e fenilmercurio (PhHg™) com a Albumina Sérica Humana (HSA) utilizando uma técnica
hibrida, a eletroforese capilar acoplada a espectrometria de absor¢do atdbmica eletrotérmica (CE-
ETAAS). Estudo para obter informacdes estruturais utilizando dicroismo circular e espectroscopia
Raman foram feitos concomitantemente. Com base nos dados experimentais obtidos, os autores
propuseram a estequiometria para as interacdes de Hg?*, MeHg*, EtHg* e PhHg* com ALB de 6:1,
4:1, 4:1 e 3:1, respectivamente. Os autores concluiram que os complexos ALB com as espécies
mercuriais sé@o formados principalmente por meio de ligacdo com enxofre dos grupos sulfidrilas
de residuos de metionina/cisteina presentes da estrutura da ALB, mas com participacdo de grupos
C-O e C-N de residuos de outros aminoacidos que compdem a sequéncia peptidica da ALB.

No estudo de Almeida et al. (2024) mencionado anteriormente, o mercdrio total foi
determinado em spot proteico utilizando estratégias metaloprotedmicas, ou seja, utilizando as
técnicas 2D PAGE-GFAAS-LC-MS/MS. Esse estudo caracterizou a ALB no proteoma renal de
ratos expostos ao cloreto de merctrio, com concentracdes de 120 mg kg~'. Contudo, a anélise da
abundéancia relativa das proteinas no proteoma renal dos ratos expostos ndo revelou alteracoes
significativas para a ALB, possivelmente devido a uma resposta mais localizada ou especifica no
tecido renal, relacionada a sua meia-vida (cerca de 20 dias) e ao seu escape transcapilar. Com base
nisso, os resultados de regulacdo positiva observados para a ALB no presente estudo pode refletir
uma resposta sistémica mais ampla, podendo ainda ndo estar relacionados diretamente as
concentracdes de mercurio total determinado nas amostras de sangue, plasma e pellets proteicos

dos voluntarios dos grupos G1 a G4.
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e Ceruloplasmin

A Ceruloplasmin (CP) é uma glicoproteina multifuncional de fase aguda, sintetizada
principalmente no figado (HOCHSTRASSER et al., 2005; LIU et al., 2022; UNIPROT, 2024). E
considerada um oxidase multicobre (LIU et al., 2022). A presenca de ions cobre confere a CP
diversas atividades enzimaticas como: atividade ferroxidase no processo de oxidagio do Fe?* a
Fe3* sem a liberacgéo de radicais oxigénio; catalisacdo da oxidacdo de Cu* e na oxidagdo de aminas
biogénicas; participacdo no processo de degradacdo da desaminase fornecendo ions Cu?*; e,
atividade semelhante a glutationa peroxidase, podendo remover tanto peréxido de hidrogénio
quanto hidroperdxido lipidico na presenca de tidis, o que pode ser considerado, a principal
atividade enzimética da CP (STOJ; KOSMAN, 2003; HOCHSTRASSER et al., 2005; LIU et al.,
2022). Sua estrutura multifuncional é composta por seis dominios compactos, com capacidade de
se ligar a atomos de cobre (Cu) e, por isso, denominados dominios do tipo cupredoxina. Dentre 0s
seis atomos de Cu presentes, trés estdo localizados nos dominios 2, 4 e 6 da CP, 0s quais possuem
sitios de ligacdo para um centro de cobre mononuclear tipo | (T1), que desempenha um papel
crucial na atividade redox da proteina. Os sitios T1 formam um complexo mononuclear, no qual
0 4tomo de cobre esta coordenado ao nitrogénio com dois residuos de histidina nos dominios 4 e
6, a um ligante de cisteina e a um quarto ligante mais fraco, uma metionina. Além disso, a estrutura
da CP apresenta em sua sequéncia FASTA residuos de cisteina e metionina, aminoacidos com
grupos sulfidrila e tioéter que podem coordenar espécies mercuriais (PEARSON, 1963; BENTO
etal., 2007; LIU et al., 2022).

A atividade e a concentracdo da CP estdo intimamente relacionadas a diversos fatores,
sendo os principais deles a resposta imunolégica do organismo, o controle da eliminacdo de
radicais livres, o processo de oxidacédo e a apoptose de granuldcitos neutréfilos, além da presenca
de processos inflamatérios. Esses elementos desempenham um papel crucial na modulacdo da
funcdo da CP, uma vez que a proteina interage com o sistema imunoldgico, ajudando a mitigar os
efeitos da inflamacdo e participando ativamente na regulacdo de processos oxidativos e
apoptoticos (LIU et al., 2022; UNIPROT, 2024).

Estudo desenvolvido por Guzzi et al. (2016) reporta um decréscimo nos niveis de CP
plasmatica em humanos exposto a amalgama de mercurio. Os autores analisaram os niveis de CP
plasmatico em 52 pacientes expostos a amalgama de mercurio. Os resultados médios obtidos foram
de 0,28+0,08 g L1, para mulheres (n=34) e 0,24+0,05 g L%, para homens (n=18). No entanto, os
niveis normais de CP plasmatica em humanos ¢ de 0,20 a 0,50 g L™ (VIRIT et al., 2008). Nesse
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caso, 0s niveis de CP determinados por Guzzi et al. (2016) estdo dentro da faixa considerada
normal para humanos, inviabilizando uma concluséo mais robusta em relacdo ao dados obtidos no
presente estudo.

No entanto, considerando a grande afinidade de espécies mercuriais por grupos
sulfidrilas (R-S-H) e/ou tioéter (R2-S:), e que a CP apresenta cisteina (aminoécido com grupos R-
S-H) e metionina (amino&cidos com grupos R»-S:) terminais na sua sequéncia FASTA, existe uma
probabilidade significativa do aumento de expressdo nos grupos G3 e G4 dos voluntarios estar
associada com as concentragdes mais altas de mercdrio total. Assim, os insights reportados no
presente estudo em relacdo a CP podem nortear novos estudos como, por exemplo, a associagao
das técnicas 2D PAGE-GFAAS para fazer o mapeamento de espécies mercuriais em spots proteicos
obtidos no fracionamento do proteoma plasmatico e posterior comparacdo com dados da analise

de abundéancia relativa de proteinas plasméticas por Shotgun-LS-MS/MS.
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6 CONCLUSOES

A técnica de amostragem de sangue utilizando os cartbes Noviplex™ demonstrou
eficacia na obtengdo e no procedimento de extragdo do plasma para o fracionamento do proteoma
plasmatico e para a analise de abundancia relativa de proteinas e enzimas por meio da estratégia
analitica Shotgun-LC-MS/MS.

Os resultados das determinacdes de mercurio total (Hgr) nas amostras de sangue e
plasma mostraram uma correlacdo positiva com o consumo de pescado. Dessa forma, permitiram
também a classificacdo dos voluntarios em grupo controle (G1) ou expostos (G2- G4) em funcéao
da determinacédo quantitativa de Hgr.

As analises indicaram que as diferencas observadas entre 0s grupos experimentais
(G2-G4) e o grupo de controle (G1) estavam relacionadas a presenca e a quantidade de diferentes
formas e isoformas de Immunoglobulins (anticorpos) e subunidades da Hemoglobin (proteinas que
compdem a Hemoglobin, como as cadeias alfa e beta). A partir disso e com base nos achados da
literatura, pode-se inferir que as diferencas na expressao das isoformas das Immunoglobulins (IGs)
estdo relacionadas a exposicdo dos voluntarios as espécies mercuriais. No caso das isoformas de
subunidades da Hemoglobin, embora a literatura também mencione a interacdo de proteinas de
ligacdo a metais, como as subunidades da Hemoglobin com mercurio, os resultados do presente
estudo ndo corroboram um efeito significativo de regulacdo negativa para essas isoformas. Um
achado relevante foi a expressdo significativamente aumentada da Ceruloplasmin (CP), uma
glicoproteina que pode atuar como antioxidante contra os efeitos causados por xenobidticos, como
0 mercurio. A Ceruloplasmin possui sitios de coordenagdo com caracteristicas de bases moles,
como grupos sulfidrila, que Ihe conferem a capacidade de coordenar espécies mercuriais, também
classificadas como bases moles. Com isso, pode-se inferir que as isoformas de Immunoglobulins
(IGs), especialmente a Immunoglobulin kappa variavel 3-20 (IGKV3-20), que foi expressa apenas
nos grupos G3 e G4, juntamente com a CP, que foi encontrada com regulagdo aumentada no grupo
G4, podem ser consideradas potenciais biomarcadores para a exposi¢do a espécies mercuriais em

humanos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

TABELA 1MS - RESULTADOS OBTIDOS EM AMOSTRAS DE SANGUE DE VOLUNTARIOS DA
POPULACAO RIBEIRINHA DO RIO MADEIRA,
REGIAO DE JIRAU - RO.

Voluntérios — Identificacdo Concentracdo de Mercurio Total (ug L ™)

ID — 2 (grupo 1) 0,83+0,018
ID — 3 (grupo 1) 0,780,015
ID —4 (grupo 1) 0,91+0,023
ID -5 (grupo 1) 0,87+0,019
ID — 10 (grupo 1) 0,71+0,014
ID — 25 (grupo 1) 0,90+0,020
ID — 27 (grupo 1) 0,85+0,017
ID - 8 (grupo 2) 1,12+0,023
ID - 12 (grupo 2) 1,21+0,025
ID — 14 (grupo 2) 1,10+0,020
ID — 15 (grupo 2) 1,22+0,026
ID — 16 (grupo 2) 1,18+0,024
ID — 23 (grupo 2) 1,25+0,030
ID — 28 (grupo 2) 1,20+0,023
ID- 9 (grupo 3) 3,32+0,067
ID — 17 (grupo 3) 3,24+0,064
ID — 18 (grupo 3) 3,530,071
ID — 20 (grupo 3) 3,62+0,074
ID - 22 (grupo 3) 3,74+0,077
ID — 29 (grupo 3) 3,33+0,056
ID — 34 (grupo 3) 3,26+0,052
ID — 1 (grupo 4) 10,42+0,19
ID — 6 (grupo 4) 9,80+0,16
ID — 11(grupo 4) 9,71+0,15
ID — 13 (grupo 4) 10,10+0,18
ID — 19 (grupo 4) 9,30+0,14
ID — 21 (grupo 4) 10,24+0,17
ID — 24 (grupo 4) 10,40+0,18

Grupo 1 - se alimentam de pescado até trés vez por més; Grupo 2 — se alimentam de pescado trés vezes
por semana; Grupo 3 — se alimentam de pescado até seis vezes por semana; Grupo 4 - se alimentam de
pescado diariamente.
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TABELA 2MS - RESULTADOS OBTIDOS EM AMOSTRAS DE PLASMA DOS VOLUNTARIOS DA
POPULACAO RIBEIRINHA DO RIO MADEIRA,
REGIAO DE JIRAU - RO (GRUPOS 1 — 4)

Voluntarios — Identificagdo Concentracgdo de Mercurio Total (ug L™?)

ID- 2 (grupo 1) 0,64+0,012
ID - 3(grupo 1) 0,60+0,011
ID — 4 (grupo 1) 0,69+0,015
ID -5 (grupo 1) 0,660,013
ID — 10 (grupo 1) 0,540,011
ID — 25 (grupo 1) 0,68+0,014
ID — 27 (grupo 1) 0,65+0,013
ID — 8 (grupo 2) 0,850,016
ID — 12 (grupo 2) 0,91+0,017
ID — 14 (grupo 2) 0,84+0,015
ID — 15 (grupo 2) 0,92+0,016
ID — 16 (grupo 2) 0,88+0,015
ID — 23 (grupo 2) 0,94+0,016
ID — 28 (grupo 2) 0,91+0,015
ID - 9 (grupo 3) 2,500,047
ID — 17 (grupo 3) 2,43+0,044
ID — 18 (grupo 3) 2,650,045
ID — 20 (grupo 3) 2,71+0,051
ID — 22 (grupo 3) 2,81+0,055
ID — 29 (grupo 3) 2,53+0,045
ID — 34 (grupo 3) 2,45+0,044
ID- 1 (grupo 4) 7,82+0,15
ID- 6 (grupo 4) 7,54+0,13
ID — 11 (grupo 4) 7,30+0,12
ID — 13 (grupo 4) 7,60+0,13
ID — 19 (grupo 4) 7,16+0,12
ID — 21 (grupo 4) 7,70£0,14
ID — 24 (grupo 4) 7,90+0,15

Grupo 1 — se alimentam de pescado até trés vez por més; Grupo 2 — se alimentam de pescado trés vezes por semang;
Grupo 3 — se alimentam de pescado até seis vezes por semana; Grupo 4 — se alimentam de pescado diariamente.

TABELA 3MS - RESULTADOS DAS DETERMINACOES DE MERCURIO TOTAL NOS EXTRATOS DOS
PELLETS PROTEICOS.

Conc. Hg  *Conc. Hg

Grupos de Voluntarios Pools Massa de pellet - mg (ug Kg'd) (ug kg

1.1 11,00 275,0
1 1.2 11,55 266,0 266,318,504

1.3 10,45 258,0

2.1 11,05 375,0

2.2 11,60 362,0 362,3+12,50
2 2.3 12,15 350,0

3.1 11,60 1122

3.2 12,15 1084 1085+36,51
3 3.3 12,70 1049

4.1 12,15 3133
4 4.2 12,70 3031 3034+98,03

4.3 13,25 2937




TABELA 4MS - RESULTADOS DAS DETERMINACOES DE PROTEINA TOTAL NOS EXTRATOS DOS
PELLETS PROTEICOS.

Grupos de Voluntarios  Pools Concentracdo Concentracdo Meédia

(mg mL™) (mg mL™)
1.1 215,30
1 1.2 219,45 219,45+4,150
1.3 223,60
2.1 233,0
2.2 241,0 234,046,557
2 2.3 228,0
3.1 240,0
3.2 247,0 242,044,359
3 3.3 239,0
4.1 233,0
4 4.2 237,0 232,345,033
4.3 227,0

TABELA 5MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 2 X 1- UNICAS.

Accession Description Score PLGS  Unique
P06312  Immunoglobulin kappa variable 4-1 588.31 1

Coluna ‘Unica’ = proteinas exclusivas de um tratamento.

TABELA 6MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 2 X 1- DOW REGULADAS.

Accession  Description Score PLGS  2:1 Ratio 2:1 P
P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 22854.95 0.886920439
P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 6136.29 0.869358235

1
0
0
P01861 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 7340.77 0.869358235 0
0
0
0

P01834 Immunoglobulin kappa constant 13754.79 0.913931182
AOMB8QO6  Immunoglobulin lambda constant 7 12860.5 0.93239382

P20742 Pregnancy zone protein 46.57 0.913931182 0.
Dow = Proteinas com valor de ‘p’ menor que 0.05
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TABELA 7MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 2 X 1- UP REGULADAS.

Accession  Description Score PLGS 2:1 Ratio 2:1 P
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1677.79 1.030455 0.95
P01011 Alpha-1-antichymotrypsin 214.4 1.127497  0.99
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1668.97 1.433329 0.99
P02768 Albumin 67867.38  1.271249 1
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1633.71  1.404948 1
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 829.73  1.390968 1
P01009 Alpha-1-antitrypsin 5626.88 1.20925 1
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 47.81 1.552707 1
P02647 Apolipoprotein A-I 9740.11  1.336427 1
P00450 Ceruloplasmin 59.28 1.221403 1
P01024 Complement C3 678.58 1.20925 1
P00738 Haptoglobin 472597 1.616074 1
P00739 Haptoglobin-related protein 994.9 1552707 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 27556.23  1.127497 1
P68871 Hemoglobin subunit beta 39735.69 1.2586 1
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 1668.97  1.462285 1
P02790 Hemopexin 1113.03  1.568312 1
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 5133.31 1.521962 1
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 3923.13  1.552707 1
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2 10460.06 1.105171 1
P01871 Immunoglobulin heavy constant mu 258.14 1599994 1
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 26769.81 1.161834 1
PODOY2  Immunoglobulin lambda constant 2 27071.67 1.161834 1
PODOY3  Immunoglobulin lambda constant 3 27071.67  1.150274 1
B9A064 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 26771.72  1.185305 1
P02787 Serotransferrin 4510.07  1.419068 1
Q8NG11  Tetraspanin-14 643.75 1.161834 1
P02766 Transthyretin 953.87 1.32313 1

Up = Proteinas com valor de ‘p’ maior que 0.95.



TABELA 9MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 3 X 1- UNICAS.

Accession Description Score PLGS Unique
Q8NG11 Tetraspanin-14 643.75 1
P01019 Angiotensinogen 63.76 3
P06727 Apolipoprotein A-1V 73.06 3
P10909 Clusterin 76.78 3
P02008 Hemoglobin subunit zeta 62.35 3
P04196 Histidine-rich glycoprotein 65.47 3
P01764 Immunoglobulin heavy variable 3-23 438.87 3
P01768 Immunoglobulin heavy variable 3-30 438.87 3
PODP02 Immunoglobulin heavy variable 3-30-3 438.87 3
PODP03 Immunoglobulin heavy variable 3-30-5 438.87 3
P01772 Immunoglobulin heavy variable 3-33 438.87 3
P01767 Immunoglobulin heavy variable 3-53 438.87 3
AOAO0C4DH42  Immunoglobulin heavy variable 3-66 438.87 3
AOA0B4J1X5  Immunoglobulin heavy variable 3-74 438.87 3
P01619 Immunoglobulin kappa variable 3-20 458.17 3
AOAO0C4DH25 Immunoglobulin kappa variable 3D-20 109.09 3
P05155 Plasma protease C1 inhibitor 73.1 3
P00747 Plasminogen 140.32 3
P02760 Protein AMBP 151.21 3
Q6IMI6 Sulfotransferase 1C3 68.02 3
Q6UXI7 Vitrin 76.16 3

Coluna ‘Unica’ = proteinas exclusivas de um tratamento.



TABELA 9MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 3 X 1- UP REGULADAS.

Accession  Description Score PLGS 3:1 Ratio 3:1 P
P02768 Albumin 67867.38  1.858928051
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1633.71 1.584073998
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 829.73 1.41906754
P01011 Alpha-1-antichymotrypsin 214.4 1.233678052
P01009 Alpha-1-antitrypsin 5626.88 1.491824707
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 47.81 2.159766213
P01023 Alpha-2-macroglobulin 968.86 1.233678052
P02647 Apolipoprotein A-I 9740.11 1.632316236
P00450 Ceruloplasmin 59.28 1.552707215
P01024 Complement C3 678.58 1.462284582
P00738 Haptoglobin 4725.97 1.41906754
P00739 Haptoglobin-related protein 994.9 1.363425117
P69905 Hemoglobin subunit alpha 27556.23 1.363425117
P68871 Hemoglobin subunit beta 39735.69 1.682027618
P02042 Hemoglobin subunit delta 3791.38 1.665291179
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1668.97 1.716006899
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 1668.97 1.682027618
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1677.79 1.537257535
P02790 Hemopexin 1113.03 1.786038401
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 5133.31 1.632316236
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 3923.13 1.69893226

P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 22854.95 1.433329435
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2 10460.06 1.491824707
P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 6136.29 1.404947596

RiRriRPriRPR P PR RRRPRPRPRRPRRRRRPBPRIPRPRREPRIRRIRIRIRIPRPRPIRRPRIRIRIRIRIRIIRPRIRP

P01861 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 7340.77 1.404947596
P01871 Immunoglobulin heavy constant mu 258.14 2.203396474
P01834 Immunoglobulin kappa constant 13754.79 1.258600015
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 26769.81 1.616074385
PODOY2  Immunoglobulin lambda constant 2 27071.67 1.584073998
PODOY3  Immunoglobulin lambda constant 3 27071.67 1.599994191
POCF74 Immunoglobulin lambda constant 6 15362.08 1.50681778
AOMB8Q6  Immunoglobulin lambda constant 7 12860.5 1.197217372
B9A064 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 26771.72 1.599994191
P20742 Pregnancy zone protein 46.57 1.11627807
P02787 Serotransferrin 4510.07 1.665291179
P02766 Transthyretin 953.87 1.584073998

Up = Proteinas com valor de ‘p’ maior que 0.95.



84

TABELA 10MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 4 X 1- UNICAS.

Accession  Description Score PLGS Unique
P02656 Apolipoprotein C-111 342.61 4
P01619 Immunoglobulin kappa variable 3-20 439.43 4
P00747 Plasminogen 75.78 4
P02760 Protein AMBP 251.95 4
Q15654 Thyroid receptor-interacting protein 6 110.49 4

Coluna ‘Unica’ = proteinas exclusivas de um tratamento.

TABELA 11MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 4 X 1 - DOW REGULADAS.

Accession Description Score PLGS 4:1 Ratio 4:1 P
P01023 Alpha-2-macroglobulin 968.86 0.860707971 0

P20742 Pregnancy zone protein 46.57 0.818730751 0
Dow = Proteinas com valor de ‘p’ menor que 0.05




TABELA 12MS - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR SHOTGUN NO PLASMA HUMANO. AMOSTRAS
COLETADAS COM CARTAO NOVIPLEX. GRUPO 4 X 1- UP REGULADAS.

Accession  Description Score PLGS  4:1 Ratio 4:1 P
P02768 Albumin 67867.38 1.616074385 1
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1633.71 1.750672504 1
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 829.73 1.858928051 1
P01011 Alpha-1-antichymotrypsin spot 5 214.4 1.197217372 1
P01009 Alpha-1-antitrypsin 5626.88 1.284025417 1
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 47.81 1.296930074 1
P02647 Apolipoprotein A-I 9740.11 1.491824707 1
P00450 Ceruloplasmin 59.28 1.271249144 1
P01024 Complement C3 678.58 1.41906754 1
P00738 Haptoglobin 4725.97 1.896480852 1
P00739 Haptoglobin-related protein 994.9 1.954237353 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 27556.23 1.616074385 1
P68871 Hemoglobin subunit beta 39735.69 1.786038401 1
P02042 Hemoglobin subunit delta 3791.38 1.768267039 1
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1668.97 1.858928051 1
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 1668.97 1.786038401 1
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1677.79 1.632316236 1
P02790 Hemopexin 1113.03 1.733253039 1
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 5133.31 1.284025417 1
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 3923.13 1.309964465 1
P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 22854.95 1.476980773 1
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2 10460.06 1.433329435 1
P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 6136.29 1.584073998 1
P01861 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 7340.77 1.537257535 1
P01871 Immunoglobulin heavy constant mu spot 7 258.14 1.840431425 1
P01834 Immunoglobulin kappa constant 13754.79 1.10517092 1
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 26769.81 1.404947596 1
PODOY2  Immunoglobulin lambda constant 2 27071.67 1.433329435 1
PODOY3  Immunoglobulin lambda constant 3 27071.67 1.404947596 1
POCF74 Immunoglobulin lambda constant 6 15362.08 1.41906754 1
AOM8BQ6  Immunoglobulin lambda constant 7 12860.5 1.363425117 1
B9A064 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 26771.72 1.433329435 1
P02787 Serotransferrin 4510.07 1.69893226 1
P02766 Transthyretin 953.87 1.537257535 1

Up = Proteinas com valor de ‘p’ maior que 0.95.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECTING (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

CONVIDNDY, ofz) Senbor(a) para parbcipar do Projeto de Pesquisa infitulado “Efeito da frequéncia de
eXposlgAc a0 mercino em populagdes nbeminhas da remdc Amezdmica: wdephficacio de possivels
biomarcadores”, que sera desenvelvide por mum, Mubya Gongalves Cavallini (Bicloga, doutoranda do
Programa de Pos-Graduagio em Biolegia Geral & AplicadaTBE - UNESP - Botucatn/'5F), com onentagdo
do Frof. Dr. Pedro de Magalhdes Padilha (Professor Associado do Departamento de Ciéncias Chumicas e
Biologicas do Institute de Biociéneias da UNESP Botucaiw/'5F).

Esta pesquiza emmvolve o desemvolvimento de um estudo sobre a frequéncia de exposigdo a0 mercimio em
amostras de plasma de populagtes nbenmhbas da remdo de Jranmo Madenra, RondomaBrazil. A coleta de
sangue sera feita por profissionals capacitades a partir de wmna pequena melsio na ponta do dede com o
analic de uma lanceta emn um procedinento parecido come o teste rapido de agncar no sangue (teste de
glicenma). Apos a incisde na ponta de dedo do parficipante, o sangue sera coletado por aplicagio de uma
zota sobre um disco de coleta de wmn cartio, denomunzde Noviplex™. Serdc uthzados sels cartdes
Noviplax™ pa coleta de sangue por paticipante. Assim, o velume total de sangue coletado sera de seis (6)
zotas por parficipante. Considerando o bem-estar fisico, psigquice e emocional dos participantes,
destacamos gue todo o procediments durante o processo da pesguiza & de baixo rizco & pode cauzar
umn leve desconforto on senzibhilidade local na incizio da agulha na ponta do dedo no ate da coleta do
sangue. O sangraments provocade pelo uso da agulha wiilizada zera somente o necessario para cobrir
a area de teste dos cartées e nio causzara hemorragia, infeccio e nenhuma outra alteracio fisiclogica.
No gue se refere a possibilidade de complicacies e danos imediate: decorrentes da amostragem, como
dor, mal-eztar, lesdio on hematoma, sera proporcionado assizténcia integral, imediata & gratita por
profizzionais da area da szwade, semdo eles: wmia) medicola), um(a) enfermeiro{a) e umia)
psicolozola). Nae ha rizce de morte azsociado ou ja relatado em estudos anteriores de mesma
natureza. Este tipo de amostragem garante a todos os parficipantes que serdo respeitades o anommato, a
integnidade fisica, o5 valores culturans, sociais, morals, religiosos e éficos, bem como os habitos e costumes
quanto individue e commumdade. Informames amda que, o sangue coletade sera usade de imediato e em sua
totalidade exclosivamente para o trabalko de pesquisa a ser realizado ne Instituto de Biociéncias - UMESE,
Botueatu-5P (IBB - UMESF). (u seja, nio serde guardadas ou amazenadas penhwna amostra de sangue
coletada para analizes fuhwras ou com outro objetive que nie seja a analise de mercino. Entenda-se come
imedizto, o tempo franscomide de transporte do sangue coletado nas commmedades procamas do ne
MadewraFoondomaz para o IBB - UMESF na cidade de Botucatu/SP até a realizagdo das analizes.

Logo que chegarem ao Laborattrio da UNESP, Botucatu-5P (IBB - UNESF), as amostras de sangue
coletadas serdo submetdas ao processe de separacio do plasma. Mo plazma zerdo feitas anahses de
mercirie, separacio das proteinas e identificacio de meroimo ligade as protemas. As proteimzs com
mereimio Lgado em suas estruburas serdo posterionments estudadas quanto a wmz possivel uhlizagio come
bomarcador de exposicio ao meroano. Desza forma, o objetivo principal da pesquisa @ wentficar nas
amostras de sangue coletadas, proteinas que possam atuzr como biomarcadores de exposigio ao mercuno.
A participagio no esmude proporclonara como beneficio mmediato ao participante, acesso ao resultado da
analize do sangue coletade quanfe a2 contaminagio ou ndo por mercimo. Como beneficio fuhmo, o
participante estara colaborando na identificagio de biomarcaderes de frequéncia de exposigio 20 mercimio,
o5 quals poderdo permitir 3 identificacdo prévia e avahagbes dos nscos de exposicio ao mercinio com
elevada confiabihidade e possibilitandeo rapidas agdes preventivas.

Vioods, mtegrantes das commmmdades nhermhbas, nteressados em participar da pesqusa, serio entrevistados
e responderdo a um questicnano de aproxomadamente 20 minutos. Mo havera penhwm tipo de gravagio de
mdio e video. O questionaneo apresentara somente questoes escnitas para a avaliagio qualitativa da dieta e
a venficagdo do consumo de peixe, & sera ualizade como cteno de melusio ou exclusio do voluntario na
pesquisa. Mo caso de qualquer desconforto, apreens3o ou constranginento quanto ao contendo ou modo de
aplicagdo das perguntas, voces tém o direrto e a plena hberdade assepurada de ndo responder ao questionano
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e, portanto, de ndo contibuir ou n3o pernmanecer na pesquisa. As commmdades nbeinnhas selecionadas
para 3 paticipacio nas entrevistas sio dos mmmicipios de Foraleza do Abund, Abund e Mova Muton
Parana. As enfrevistas serdo realizadas nos postos de sande dos respectivos mundeipios nos dias 02, 03 = 04
de agosto de 2021, Os voluntarios selecionados na etapa de enfrevistas serdo recrutados para a etapa de
coleta de sangue, que sera realizada nos dias 03, 06 e 07 de agosto de 2021, tambeém nos postos de sande
dos respectivos municipios. Antes das entrevistas e preenchimento dos questionarios, sera ferfa wina remmiio
com todos voces Inferessados em partieipar desta pesmquisa a fim de esclarecer sobre 2 naturera da pesqusa,
objefivos, metodos, beneficios previstos, potencials nscos e medmodos que esta possa lhes acametar e,
igualmente, para garantir o repasse dos resultados obfidos com a pesquiza aos parficipantes palo pesquisader
responsavel.

s dados obfidos na pesquusa serdo tratados de fonna sigilesa. Somente o Prof Dr. Pedro de Magalhdes
Padilhz e en, Mubya Gongalves Cavallim, poderemos vincular um resultade de analise com sua identidade.
Para 1350, logo apos a coleta de sangue, o cartio Noviplex™ zera identficado por um niimero e wna ficha
vinculada a0 mimero com a 1denfidade do parficipante sera entregue zo Prof D, Pedro de Magalhdes
Padilha que mantera sob total sigilo todas as informactes pessoals que constam na ficha, arquivando-as
zay esc1itério no IBBUNESE. Para as publicagdes dos resultades, vocés participantes serdo idenfificados
pelo mumero que consta no cartio Neviplex™ uhlizado na coleta de sangue, sem qualquer demonstrative
de 1dentidade.

Ma drvulgagdo dos resultados, o pesquisador responsavel (Prof. Dr. Pedro de Magalhies Padilha) entegara
em mdos a cada wm de voeés, um envelope lacrado com o resulfado das analises de mercino no sangue e
das protemas idenfificadas come possivels biomarcadores de exposicio ao mercurio. O pesquisador
responzavel (Prof. Dir. Pedro de Magalhdes Paditha), o patrocmador da pesquisa (Fundzgdo de Insomito de
Biociéncias - FUNDIBIO) e a Instituigio participante da pesquisa (Instituto de Biociéncia - UMESF),
garantemn zo0s parbicipantes da pesquisa nos guais foremn 1dennficados e evidenciades quaisquer problemas
de sande nio 1denfificados previamente, o diretfo ac acompanhamento & encapunbamento climeo gratuito.
Beforcamos movamente, conforme informade no paragrafoe I, gue wmia) médico{a), wm(a)
enfermeira(a) e umia) pricologola) ficario disponiveis para assizténcia imedinta & gratuita a possivels
danos diretos e indiretos, como por exempleo, dor, mal-estar, lesio ou hematoma, gque o3 voluntarios
podem estar expostos noe processo de coleta de samgue. O: homoraries dos profissionas
dizponibilizades para assizténcia imediata aos veluntaries serio de responsabilidade do pesquizador
responsavel e do patrecinador.

Todos o3 custos com os procedmmentos de coletas de sangue & comn as analizes da pesquisa serde de
responsabilidade do pesquisador responsavel (Prof Dir. Pedro de Magalhies Padilhz) e do patrocmador da
pesqusa (Fundacio de Instituto de Biociéncias - FUNDIBIO) Os woluntanos da pesquisa e seus
acompanhantes ndo areardo com nenhum custo financeiro direto ou ndireto referente a procedimentos
e/ou exames relacionados a pesquisa.

Este Termo de Consentiments Livre & Esclarecido sera elaborade em duas (2) vias de 1gual teor. o qual
uma (1) via sera enfregue aos participantes devidamente rubricada, e 2 outa via sera arquvada e mantida
pelos pescuizadores por wm pertodo de 5 anos apos o términe da pescuisa.

Chialoguer ditvida adveronal, vocés parbicipantes poderio enfrar em contrato com o Conuté de Etica
Pezquiza, localizado na Chacara Butignolll 5/n® em Bubdo Fmor - Botueatn - 530 Paulo, através dos
telefones (14) 3380-1608 ou (14) 3380-1609 de 2" a 6" feira das 5:00 a5 12:00 e das 13:30 as 17:00. Os
dados de localizagdo dos pesquisadores envolides estio deseritos logo abaixo.

Apos terem sido sanadas todas as possivels dinnidas a respeito deste estudao,
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Eu COMCORDO em participar de foma voluntina, estando clente que todos oz mens dados estarde
resguardos shaves do sigilo que o5 pesquisaderes se comprometeram. Eston ciente que o3 resultados desse
estude poderde ser publicades em revistas clenfificas.

LOCAT, _.
Paticipante da Pesquiza
Padro de WMazalhdes Padilha Mubya Gongalves Cavalhm
Pesquisador Kesponsawvel Doutoranda
Enderepo: Fua Professora Doutora Inna Enderepo: Funa Professora Doutora hina
Delanova Gemtehuymeov, 5. Botucatu/SF Delanova Gemtchuyynicow, s'n. Botucatn/SF
Telafone: (14) 3880-060% Telefone: (14) 3880-060%

E-mail: pedro. padilhaiiumesp by E-mail: pubva. cavallimimumesp. by
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QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

ANEXO II

FREQUENCIA RELATIVA DE INGESTAO ALIMENTAR POR GRUPO

ENERGETICO

ALTMENTOS

{m

Nunca

M3as
Vagas tam

13
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Came snina

Orvos

Qmeijos

Iogurte

Laite

REGULADOR

ATTMENTOS

m
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1y 3 a
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@ 3
Vazas mag

3
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@ 1 a
VaZas tem

5] Mo

responden

PONTOS

Wernduras
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ANEXO Il

N

Contaminagao por mercurio em populagoes
ribeirinhas da regido Amazonica: identificagdo de
biomarcadores associados a frequéncia de exposicao

PARA TODO MUNDO ENTENDER:

Como podemos identificar o mercurio no
corpo humano a partir da quantidade de
peixe que comemos
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