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RESUMO

O Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba em Alagoas € uma fonte de
renda e alimentacdo para a populagdo. Porém os impactos da atividade
antropogénica resultaram em um nivel elevado de degradagao e desequilibrio nesse
ecossistema. Como resultado a Laguna Mundau apresenta em sua agua ions
nitratos, sulfatos, fosfatos e amdnio, além de metais toxicos como Pb e Hg. Dados
nao publicados do nosso grupo de pesquisa demostram que o Hg apresenta niveis
acima do preconizados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
Resolugdo 357° de 2005). O Hg € um metal toxico com a capacidade de se acumular
em tecidos que compde o corpo humano, o que pode agravar o risco para pessoas
expostas a agua da Laguna Mundau. Dessa forma o nosso trabalho buscou avaliar
se o contato constante com a agua gera danos celulares para os pescadores da
Laguna Mundau. Para isso esse trabalho avaliou os efeitos do Hg e seus derivados
nos eritrocitos de pescadores da Laguna Mundau verificando alguns biomarcadores
de estresse oxidativo e os impactos da exposicdo no sistema redox. Foi coletado
sangue por pungao venosa de pescadores expostos (n= 20) e controles (n=9), que
foram centrifugados e os eritrocitos foram isolados. Nos eritrocitos foram avaliados
biomarcadores de estresse oxidativo (malondialdeido e sufidrilas) e a atividade das
principais enzimas do sistema antioxidante (superdxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase). Os resultados apresentam redugdo na atividade das
principais enzimas antioxidantes nos eritrocitos do grupo exposto quando
comparados ao grupo controle (superéxido dismutase 37%, catalase 40%, glutationa
peroxidase 26%). Os biomarcadores de estresse oxidativo mostram que os
eritrocitos do grupo exposto apresentam uma peroxidacgao lipidica duas vezes maior
quando comparamos ao controle. Ja os resultados de sufidrila nao diferiram
significativamente entre os grupos.Com isso, se conclui que a exposi¢gdo a agua da
Laguna Mundau que contém metais toxicos como Hg levou a uma redugdo na
atividade redox do sistema antioxidante e a danos oxidativos, como a peroxidagao
lipidica em eritrécitos dos voluntarios expostos.

Palavras Chave: Hg, Estresse oxidativo, Danos celulares.



ABSTRACT

The Laguna Mundau-Manguaba Estuary Complex in Alagoas is a soured of income
and food for the population. However, the impacts of anthropogenic activity have
resulted in a high level of degradation and imbalanced in this ecosystem. As a result,
Laguna Mundau has nitrate, sulfate, phosphate and ammonium ions in its water, in
addition to toxic metals such as Pb and Hg. Unpublished data from our research
group show that Hg has levels above tjose recommended by the National
Environment Council (CONAMA) (Resolution 357 of 2005). Hg is a toxic metal with
the ability to accumulate in tissues that make up the human body, which can
aggravate the risk for people exposed to the water of Laguna Mundau. Thus, our
work sought to assess whether constant contact with water generates cellular
damage for fishermen of Laguna Mundau. For this purpose, this work evaluated the
effects of Hg and its derivatives in the erythrocytes of fishermen in Laguna Mundau,
verifying some biomarkers of oxidative stress and the impacts of exposure in the
redox system. Blood was collected by venipuncture from exposed fishermen (n=20)
and controls (n=9), who were centrifuged and the erythrocytes were isolated. In
erythrocytes, biomarkers of oxidative stress (malondialdehyde and sufidrilas) and the
main enzymes of the antioxidant system (superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase) were evaluated. The results show a reduction in the activity
of the main antioxidant enzymes in the erythrocytes of the exposed group when
compared to the control group (superoxide dismutase 37%, catalase 40%,
glutathione peroxidase 26%). The oxidative stress biomarkers show that the
erythrocytes of the exposed group have a lipid peroxidation twice as high when
compared to the control. Sufidril results did not differ signicantly between the groups,
which leads to the conclusion that exposure to water in the Laguna Mundau that
contains toxic metals such as Hg led to a reduction in the redox activity of the
antioxidant system and to oxidative damage, such as lipid peroxidation in
erythrocytes of exposed volunteers.

Keywords: Hg, Oxidative stress, cell damage.
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IINTRODUCAO

O Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM) é um importante
ecossistema do Estado de Alagoas que por sua extensao e riqueza de organismos, ja ofereceu
grandes servigos as comunidades dos cinco municipios que o circundam fomentando a
atividade pesqueira e o turismo dos estuarios e manguezais. Todavia, os problemas
ambientais advindos da atividade humana como crescimento populacional desordenado,
auséncia de saneamento basico, desmatamento, auséncia de coleta seletiva do lixo, despejo
de efluentes domésticos e industriais, resultaram na degradacdo do CELMM gerando um
desequilibrio para as vidas desse ecossistema (ARAUJO et al., 2008; FRAGOSO et al., 2009).

Essa poluicdo levou a alteragbes ambientais nas caracteristicas da agua dos
estuarios. Naturalmente todas essas mudangas provocaram a auséncia de um numero
consideravel de espécies, o que afetou a manutencédo da cadeia tréfica. O CELMM encontra-
se com sua capacidade reduzida e com a presenga de Hg (mercurio), Pb (chumbo), ions
nitratos, sulfatos, fosfato e aménio, alterando as condi¢des da agua e dificultando as condi¢des
de vida (SILVA, 2017).

Entre 2017 e 2018 foram realizadas coletas em 10 pontos do CELMM que
revelaram concentragdes elevadas de Pb (minima= 114,0 ug/L e maxima= 1230,0 pg/L) e Hg
(minima= 0,012 pg/L maxima= 1,53 ug/L). No caso do Hg essa concentragdo maxima é 7,8
vezes maior do que o preconizado pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
Resolugdo 357° de 2005) (SANTOS, 2019) (Dados né&o publicados).

Considerados os dados citados anteriormente e a capacidade do Hg de se acumular
nos tecidos humanos podendo afetar uma variedade de processos bioldgicos e desencadear o
estresse oxidativo (VALKO, 2007). Esse trabalho buscou avaliar os impactos causados a

saude humana por exposi¢cao ao Hg presente na Laguna Mundau (Maceid-AL), buscando
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formas menos invasivas e que demonstrem os impactos celulares causado por essa

exposicao.

Atualmente o uso de células sanguineas, como os eritrocitos € interessante para a
avaliagdo de biomarcadores de estresse oxidativo, uma vez que os eritrécitos sdo exposto a
tudo que € absorvido pelo organismo e chega a corrente sanguinea. Apesar disso os eritrocitos
dispde de um eficiente sistema de defesa antioxidante enzimatico que é composto por enzimas
capazes de detoxificar espécies radicalares danosas a célula (KARIMI et al. 2016, YILDIZ et al.
2017).

As principais enzimas do sistema antioxidante sdo a Superéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A SOD dismuta o radical superdxido (‘O,) em
peréxido de hidrogénio (H,O,), ja a CAT é capaz de decompor o peréxido de hidrogénio (H,O,)
em agua (H,O) e (02), no caso da GPx essa selenoproteina é capaz de converte o (H,O,) em
agua (H;O). Além disso o sistema antioxidante enzimatico ainda é composto por Glutationa
Redutase uma importante enzima antioxidante hidrossoluvel que colabora na manutencédo do
balanco da Glutationa dissulfidica (GSSG) em Glutationa reduzida (GSH), juntas com os tidis
sulfidrila que funcionam como mecanismos de ag¢ao antioxidante (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015).

Acreditando que o contato continuo com a agua do CELMM possa promover a
acumulagdo de Hg no corpo humano e gerar danos celulares aos pescadores da Laguna
Mundau (Macei6-AL), esse trabalho avaliou em eritrécitos de pescadores os biomarcadores de
estresse oxidativo (Peroxidagao lipidica e o Conteudo de tidis totais) e a atividade das

principais enzimas que compde o sistema antioxidantes.

IREVISAO DA LITERATURA

2.1 Poluicdo aquatica e Caracterizagado do Complexo Estuarino Lagunar
Mundau-Manguaba (CELMM).
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A hidrosfera se constitui de diversos ecossistemas aquaticos complexos, dentre os
quais podemos citar os rios, lagos, lagoas, lagunas, estuarios, mares e oceanos. Cada
ecossistema aquatico tem seu conjunto de interagdes especificas, sendo essas bibticas e/ou
abidticas e intimamente dependentes das caracteristicas fisico-quimicas da agua (RAND et. al,
1995; NOBREGA T. F, 2015). Desse modo, percebemos a vulnerabilidade desses sistemas
aquaticos por serem abertos e dinamicos, sendo qualquer alteragao significativa, podendo
afetar o equilibrio da biodiversidade e reduzir a qualidade dos recursos hidricos, prejudicando
assim a sinergia dos organismos que dependem direta ou indiretamente desses recursos
(ORSOLIN DA SILVA, 2009; PELAEZ-RODRIGUES et. al, 2000).

No Brasil, devido a sucessivos eventos histéricos que propiciaram o
desenvolvimento socioecondmico do pais a populagao concentrou-se em grande numero nas
zonas costeiras, segundo o IBGE (2011), 26,6% da populagéo brasileira reside em municipios
da zona costeira, ou seja, aproximadamente 50,7 milhdes de habitantes.

Essa ocupacado desordenada ainda é agravada pela auséncia de condigdes
minimas de saneamento basico, coleta seletiva dos residuos ou tratamento de esgoto e
limpeza urbana, essas familias sdo potencialmente vistas como fontes poluidoras do meio
ambiente, tornando as metropoles litordneas as maiores fontes de degradagdo ambiental
(MMA, 2005).

A zona costeira brasileira pode ser entendida como a extensa faixa litorAnea do
pais, sendo uma parte terrestre que abrange diversos municipios e outra parte maritima mais
conhecida como mar territorial brasileiro com a extensao de 12 milhas a partir da costa. E essa
expansao por varios municipios brasileiros, garante a variedade climatica e de ecossistemas
como, por exemplo, dunas, praias, lagunas, lagoas, estuarios, restingas, manguezais e
marismas (MMA, 2008).

Entre os ecossistemas dos ambientes costeiros brasileiros citados anteriormente,
um dos que merece atencdo especial sdo os estuarios por sua alta taxa de produtividade
bioldgica, a capacidade exportadora de biomassa para sistemas adjacentes e a oferta de
abrigo para diversas espécies (CLARK, 1996; THURMAN e TRUJILLO, 1999; FERNANDES,
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2001). Os estuarios sado corpos d’agua costeiros, parcialmente fechados onde ocorre o
encontro da agua doce vinda do continente com a agua salgada do oceano, sendo um
ecossistema de transicdo entre o ambiente marinho e o ambiente de agua doce, esses
ecossistemas ainda podem ser formados por um conjunto de lagoas ou lagunas, nesse caso
sera chamado de complexo estuarino-lagunar (TEIXEIRA, 1969; PRITCHARD, 1967).

Para este trabalho definiremos Laguna usando a percepcdo de Patchineelam
(2000), ou seja laguna sao corpos d’agua isolados parcialmente do oceano, fruto da elevacao
do nivel do mar na era Cenozoica e da formacao da restinga arenosa por meio dos processos
marinhos. Sendo assim essas lagunas s&o alimentadas por canais de marés possuindo como
caracteristicas marcantes agua salobra, vegetagcdo de mangue e um fluxo de entrada e saida
de agua marinha (TUNDISI e MATSUMURA-TUNDISI, 2008; ESTEVES, 2011). Sao essas
caracteristicas variadas desse sistema comum nas regides litordneas do Brasil que
proporcionam para esse ecossistema um grau de importancia fundamental, tendo em vista a
sua rica biodiversidade tanto da flora quanto da fauna seja ela aquatica ou terrestre,
aumentando seu valor econémico social e turistico (LANZER, 2005).

Em Alagoas o Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM), possui
uma area total de aproximadamente 55 km?, sendo composto pela laguna Mundau situada ao
sul de Maceid, a capital de Alagoas, e banhando outros municipios como Coqueiro seco, Santa
Luzia do Norte, Marechal Deodoro e Pilar, sendo os dois ultimos municipios os unicos que sao
banhados pela laguna Manguaba (TAMANO, 2015). Esse rico complexo estuarino lagunar
oferece servigos essenciais as comunidades circunvizinhas, seja por sua elevada
produtividade biolégica, motivada por suas caracteristicas hidrodinamicas, ou por reter
nutrientes que favorecem a flora dos manguezais, garantindo uma sustentabilidade ecolégica
(FERNANDES, 2001; MIRANDA et. al, 2002).

Este bercario de diversas formas de vida, ja teve seus registros taxonémicos em
outras décadas, de acordo com Alagoas (1980), a vegetagdo dos manguezais era constituida
em sua maioria de Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn (mangue branco), Rhizophora
mangle L. (mangue vermelho), Avicennia germinans L. (mangue preto) e Avicennia shaueriana

Stapf e Leechm. (mangue canoé). A fauna de zooplancton também teve seus registros, foram



15

identificados os filos de Copepoda, Foraminifera, Polychaeta e mais de 29 espécies de
moluscos dentre elas o Mytella charruana (Orbigny, 1842) encontrado em maior abundancia
(ALAGOAS, 1980; SILVA e PEREIRA-BARROS, 1987; SILVA, 1994).

Todavia, o complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba n&o foge a regra dos
estuarios brasileiros e é atingido pelo impacto ambiental causado pelas atividades antrépicas,
tanto derivado da atividade industrial quanto das consequéncias da concentracdo populacional
nos assentamentos urbanos (MACEDO, 2000; ARAUJO e FREIRE, 2007). Esses dois fatores
sao muito expressivos quando tratamos de poluigdo dos corpos d’agua, principalmente se
considerarmos que essa regido sofre a influéncia do polo cloroquimico e da atividade
sucroalcooleira ou se dedicarmos a atencdo aos aproximadamente, 260 mil habitantes que
rodeiam esse complexo e aos residuos que produzem sem saneamento basico (IMA, 2016).

A Unido Europeia, define poluicdo como qualquer forma de matéria indesejada e
muitas vezes perigosas, que € introduzida nos ambientes da Terra através do homem gerando
uma ameaga e/ou prejudica a saude humana (UNION, 2010; LADRIGAN et al.,, 2018).
Considerando rios, lagoas, lagunas e outros ecossistemas costeiros como os receptores finais
das diversas formas de poluicdo, € possivel considerar que tanto a poluicado aquatica que
deriva de residuos industriais quanto a poluicdo oriunda de dejetos domésticos ja se tornou
uma problema de saude publica (MARIA et. al, 2003).

As consequéncias da poluicdo desses recursos hidricos podem ser irreversiveis
principalmente quando tratamos de residuos quimicos que podem ser letais as diversas formas
de vida que dependem desses ambientes costeiros, como exemplo dessa substéancias
quimicas inorganicas mais resistentes e danosas estdo os metais téxicos, por possuirem
caracteristicas singulares, podendo formar complexos e precipitarem, garantindo assim a
mobilizagao, transporte, biodisponibilidade e acumulagdo na cadeia tréfica (MONTANHA et
al.,2011; AL-MUSHARAFI et al., 2014).

Ao longo de décadas os impactos ambientais foram se intensificando na regido
desse complexo estuarino lagunar, a vegetacdo costeira foi sendo desmatada, residuos
domésticos e industriais foram despejados nas lagunas que o compde e essas condigcdes

adversas, provocaram um desequilibrio nos niveis troficos, a diminuicdo e a mortandade de
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muitas espécies, tanto da fauna quanto da flora (ARAUJO et al., 2008; FRAGOSO et al.,
2009).

Nos ultimos 10 anos encontramos uma seérie de trabalhos que demonstram uma
preocupacgao com os impactos da poluicdo no CELMM. O trabalho de SANTOS, T.M.M., 2009,
por exemplo faz uma analise quimica e microbiolégica do Mytella charruana, um bivalve mais
conhecido como sururu que faz parte dos pratos tipicos da regiao.

Em 2012 o trabalho de LIMA, 2012, avaliou as condi¢des fisico-quimicas da agua e
a presenca de elementos potencialmente tdéxicos em alguns moluscos. Mais preocupados com
as condicao socioecondmica e a caracterizacdo da pesca artesanal os trabalhos de SANTOS,
2013 e TAMANO et al., 2015 caracterizam a pesca e as condicdes de vida dos pescadores
que vivem no entorno do CELMM.

SILVA, 2017 avaliou a influéncia da matéria organica e a disponibilidade de metais
potencialmente toxicos em particulado suspensos. Enquanto Wanderley, 2018 extraiu e
caracterizou substéncias humicas do CELMM e a interacdo dessas com ions Hg (ll).
Apontando a contaminag&o por mercurio e chumbo associado a matéria organica, além de
outros metais toxicos € uma alta concentracdo de ions nitratos, sulfato, fosfatos e amoénio
capaz de reduzir a oferta de oxigénio, elevar o pH da agua (SILVA, 2017 E WANDERLEY,
2018).

Entre 2017 e 2018 foram realizadas coletas em 10 pontos do CELMM que
revelaram concentragdes elevadas de Pb (minima= 114,0 ug/L e maxima= 1230,0 pg/L) e Hg
(minima= 0,012 pg/L maxima= 1,53 ug/L). No caso do Hg essa concentragdo maxima é 7,8
vezes maior do que o preconizado pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
Resolugao 357° de 2005) (SANTOS, 2019) (Dados nao publicados). Nao foram encontrados
trabalhos que demonstrem os impactos dessa contaminagdo em células humanas de
pescadores exposto constantemente a agua do CELMM. Por isso esse trabalho busca
demonstrar essa relagdo entre exposicao e danos celulares, afim de encontrar dados que

permitam ser comparados com resultados encontrados na literatura a respeito do tema.
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2.2 Contaminantes inorganicos e os impactos causados a saude humana.

Os ambientes costeiros brasileiros apresentam constantes modificacbes devido as
atividades humanas, sejam elas geradas pelo desmatamento e exploracdo desses
ecossistemas ou pelo despejo de residuos industriais ou urbanos. Ambientes influentes na
manutencdo da vida, como os estuarios, sao afetados e isso proporciona uma quebra na
sinergia do ecossistema. Esses corpos d’agua de areas costeiras costumam ser atingidos por
poluicao aquatica de diversas formas e entre essas uma potencialmente perigosa ao ambiente
e 0s organismos que nele vivem ou que dele depende é a poluicdo por metais toxicos
(RATTNER, 2009).

Os metais podem ser encontrados no solo, em formagdes rochosas, na constituicao
de proteinas e podem ser caracterizados como micronutrientes para humanos e plantas, como
€ o0 caso do manganés em plantas e do ferro em humanos. Todavia, mesmo esses metais
importantes para os organismos vivos, em doses excessivas podem induzir uma possivel
contaminagao. Dessa forma, esses elementos potencialmente toxicos: arsénio (As), bario (Ba),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobalto (Co), cobre (Cu), crémio (Cr), estréncio (Sr), manganés
(Mn), mercurio (Hg), molibdénio (Mo), niquel (Ni), selénio (Se), Vanadio (V) e zinco (Zn), sendo
essenciais aos seres vivos ou ndo, podem causar danos por toxidade (CAMPOS, 2010).

Um exemplo de micronutriente essencial para a melhoria da saude humana é o
cromio (Cr) em sua forma Cr (Ill), que uma vez ingerido em alimentos ou agua pode contribuir
para a potencializagcao dos efeitos da insulina, estudos apontam que a auséncia desse mineral
essencial pode ocorrer por exemplo em pessoas com hiperglicemia em jejum, sindrome
metabdlica, aumento da gordura corporal e disturbios de fertilidade (ALISSA et al.,2009;
BAGCHI et al., 2002; HUMMEL et al., 2007). No entanto, nem todas as formas de crémio sao
seguras a vida, na verdade a forma crémio (VI) € bem perigosa e considerada carcinogénica
independente das formas de exposicdo podendo ter ulceracdes imediatas no caso de absorg¢ao
pela pele, irritacdo das vias aéreas no caso de inalagdo ou ainda sintomas gastrointestinais,
insuficiéncia renal e hepatica no caso de ingestdao (KEEGAN et al., 2008; QUIEVRYN et al.,
2002).
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Assim como o crdmio o cobalto (Co) também €& um micronutriente importante para a
vida humana, ainda assim sua forma oxidada Co (Il) é potencialmente cancerigena e promove
danos aos cromossomos e alteragdes severas na estrutura do DNA, sendo assim a exposi¢ao
a doses diarias maiores que 5 mg podem causar asma, pneumonia, alteragbes hormonais na
tireoide, edema pulmonar periférico e atrofia do nervo ético (KIM et al.,2008; GALANIS et al.,
2009).

O cobre (Cu) é mais um dos metais que contribuem diretamente para a manutengao
da vida humana, gragas as suas propriedades o cobre participa como cofator de diversas
proteinas importantes e esta envolvido no transporte de elétrons. Em caso de ingestdo do
cobre na alimentagdo, a absorcdo é feita pelo intestino delgado e armazenado no figado,
desse ponto a diante o cobre pode participar de diversos processos como na composigao da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, fazendo parte do Complexo citocromo C
oxidase ou do sistema antioxidante compondo a estrutura da superéxido dismutase citosélica
(VALKO et al., 2005; SHIM e HARRIS, 2003).

Todavia, o cobre em excesso pode trazer consequéncias para a vida humana,
estudos apontam o excesso de cobre em pessoas com complicagbes do diabetes e em
pacientes com aterosclerose, nas duas situagdes promovendo a produg¢ao de radicais livres
aumentando assim o estresse oxidativo, as concentracbes de cobre ainda sao
consideravelmente altas em doengas como o cancer de mama, cervical, ovario, pulméo,
prostata, estomago e leucemia (GUPTE et al., 2009; HAIDARI; YIM et al., 2001; KANG et
al.,2000).

Um outro metal essencial para a construgdo de metaloproteinas é o zinco (Zn). Esse
elemento pode ser encontrado em diversos 6rgaos do corpo humano mas sempre em baixas
quantidades, sendo que no corpo humano adulto temos em média 1,5 a 2,5 g de zinco. Essa
pequena quantidade de zinco é responsavel por gerenciar a agdo da insulina e a concentragéo
de glicose no sangue, além disso desempenha um importante papel no desenvolvimento e na
manutencgao do sistema imunoldgico (BENTERS et al., 1997; BRAY e BETTGER,1990).

A auséncia de zinco por sua vez pode acarretar problemas graves na saude

humana ja que o sistema imune ficara comprometido e a cicatrizagdo sera mais lenta. Pessoas
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com deficiéncias de zinco podem apresentar dermatites e deficiéncia na reprodugado. O zinco
ainda pode funcionar como um antioxidante por sua caracteristica de metal inerte redox,
podendo proteger os grupos proteicos, em especial os grupos sulfidrilas, dos ataques dos
radicais livres (PRASAD, 2009; VALKO, 2005).

2.3 Mercurio e inducgao de toxidade.

O mercurio (Hg) € um metal toxico que apresenta forma liquida em presséo e
temperatura ambiente e volatiza-se lentamente. Além disso o vapor de mercurio pode
permanecer longos periodos na atmosfera. Apesar de ser considerado um metal que oferece
riscos a saude humana, o Hg é amplamente utilizado pela industria em células eletroliticas
destinadas a fabricacdo de cloro (Cl), lampadas fluorescentes, fungicidas, germicidas,
amalgamas dentarias, termémetros, termostatos, baterias, pilhas e conservantes de vacina
como o timerosal (BELZILE, 2008; KUMAR et al., 2009).

Na crosta terrestre o mercurio pode ocorrer nas formas organicas e inorganicas
variando de forma e estado de acordo com seu ciclo biogeoquimico. Na forma inorganica pode
ser encontrado em trés estados de oxidagao que sao: mercurio elementar (Hg°), ion mercuroso
(Hg,*) e ion mercurico (Hg*), a forma organica por sua vez apresenta o ion mercurico ligado
covalentemente a um radical orgéanico formando metil mercurio (CH;Hg*), dimetil mercurio
((CHs),Hg), etil mercurio (EtHg) e fenil mercurio (PhHg) (SINICROPI, 2010; BERNHOFT; 2012).

O mercurio elementar tem uma alta capacidade de se difundir através de
membranas e essa alta capacidade lipofilica garante a travessia da barreira hematoencefalica.
Na corrente sanguinea o mercurio elementar pode ser oxidado a ion mercurico se associando
a diversas estruturas celulares (proteinas de membrana, enzimas, tidis proteicos e nao
proteicos) prejudicando o funcionamento dos diversos tipos celulares que compdem o sangue
(BALLATORI,1985; CLARKSON, 2007).

A biometilagdo do mercurio inorganico feita por bactérias redutoras de sulfatos é

uma importante fase para a ciclagem do mercurio que em sua forma metil mercurio (MeHgQ)
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pode ser facilmente absorvido pelo trato gastrointestinal. Uma vez que o metil mercurio chega
a corrente sanguinea pode gerar danos celulares por ter um grande potencial toxico e
afinidade com grupos sufidrila (-SH), cisteinas que compdem proteinas e enzimas, glutationas
(GSH), que funcionam como um mecanismo antioxidante formando conjugados de MeHg-GSH
ou MeHg-Cys (COMPEAU, 1985; CLARKSON, 2006).

O mercurio pode ainda se ligar a metalotioneinas substituindo zinco (Zn), cobre (Cu)
e outros elementos que participam do metabolismo humano como o selénio afetando a
atividade de metaloenzimas e colaborando para os possiveis danos em suas atividades e a
desordem na homeostase redox (KEHRIG et al.,2016).

O Hg causa impactos na homeostase e na permeabilidade plasmatica, formas
organicas como metil mercurio (MeHg) e formas inorgénicas como cloreto de mercurio (HgCl,)
foram estudadas causando um aumento de calcio em células do sistema imune, esse influxo
de calcio nas células conta com o calcio extracelular e envolve o calcio do reticulo
endoplasmatico e em menor quantidade o calcio mitocondrial, causando uma desordem em
nivel celular (LOITTO e MAGNUSSON, 2004; KUO et al., 2002). O Hg tem a caracteristica de
se acumular nos ambientes e nos organismos, sendo distribuidos para varios tecidos gerando
disturbios. A acumulagao desse metal é relacionada a disfungdes neuroldgicas; como déficit de
memoria e cognigao; nefropatia, disfungédo glomerular, disfungdo motora, cardiopatias,
hipertensao, arritmias e complicagées em 6rgao reprodutores (DABEKA, 2004; TACON, 2013).

Todas as doencgas crdénicas relacionadas a mercurio sdo precedidas de um evento
celular especifico que se chama estresse oxidativo tal evento € caracterizado como o
desequilibrio entre pré-oxidantes — antioxidantes, com um consideravel aumento dos pro-
oxidantes. Isso porque o mercurio exerce uma toxidade capaz de alterar as estruturas
celulares como a conformacéao das principais enzimas do sistema antioxidante, o que aumenta
a taxa de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a peroxidagao lipidica, oxidagédo de
proteinas e DNA (BRITO et al., 2007; CHIHUAILAF et al., 2002).

As células dispéem de um sofisticado sistema antioxidante ndo enzimatico e um
outro enzimatico para compensar a superprodugao de EROs, porém esse sistema antioxidante

enzimatico € composto principalmente por metaloenzimas que quando expostas a metais
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como Hg podem sofrer alteragbes prejudiciais ao seu funcionamento, colaborando para o
aumento de EROs (BERNTSSEN et al., 2003; ERCAL et al., 2001).

2.4 Contaminantes inorganico e indugao de toxidade.

O Arsénio é um metaloide ou semimetal presente naturalmente no solo, sedimentos,
agua, ar e organismos vivos. No entanto o uso de arsénio na constituicdo de herbicidas,
pesticidas, inseticidas, fertilizantes, conservantes de madeira, e queima de combustiveis
fosseis, trouxe um recrudescimento desse elemento no meio ambiente. As formas mais
comuns de arsénio sdo arsenatos (As V) e arsenitos (As Ill) com numeros de oxidagéo -3, 0,
+5, +3 e podendo formar compostos orgéanicos e inorganicos no ambiente ou no corpo humano
(HEI E FILIPIC, 2004; FERRARIO et al, 2008).

A presenga arsénio no solo esta intimamente ligada ao tipo e a quantidade de
elementos que o compde, somados ao pH do solo e o seu potencial redox. O arsénio ocorre
com maior frequéncia em espécies inorganicas podendo no solo se ligar a matérias organicas,
resultado da metilagao feita por microorganismos. Esse é o mecanismo que em condi¢des de
oxidagao transforma o As (lll) em monometilarsénico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA) e
trimetilarsina 6xido (TMAsO). O arsénio pentavalente As (V) € uma espécie mais estavel que o
arsénio trivalente e tem a capacidade de associar-se facilmente a argila, ferro, manganés e
materiais organicos (HUGHES et al., 2011; CHEN et al., 2012).

A agua também pode ser um reservatoério de arsénio, a agua de solos subterraneos
por exemplo promove a interface entre arsénio e microorganismos facilitando a metilagéo
desse semimetal. A agua de ambientes marinhos também pode apresentar algumas formas
organicas de arsénio como os sais tetrametilarsnio, arsenocolina, arsenobataina e arsina.
Porém apenas uma pequena fragao do arsénio total se mantem em solugédo na agua do mair, ja
que a maior parte é absorvida por organismos vivos que se alimentam dos particulados em
suspensao, como moluscos crustaceos e peixes (KWONG et al, 2010; SMITH E STEINMAUS,
2009).
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O arsénio é um elemento que pode se acumular em tecidos vivos, por isso o contato
constante com alimentos contaminados ou agua contaminada pode trazer um grande risco a
saude humana. A acumulacdo em o6rgaos humanos depende de fatores como perfusao
sanguinea, volume tecidual, coeficiente de difusdo, caracteristicas das membranas e
afinidades teciduais (MANDAL E SUZUKI,2002).

A exposi¢ao cronica a arsénio ja foi relacionada a problemas cardiovasculares
como despolarizagdo do miocardio, arritmias cardiacas, espessamento dos vasos sanguineos,
hipertensao e infarto do miocardio dentre outros (MOON et al., 2013; KUO et al., 2017).

Mas esse tipo de exposicdo é sistémica e n&o prejudica apenas um tecido, o
funcionamento do figado e dos rins também podem ser afetados, os danos ao figado podem
trazer sintomas como cirrose, varizes esofagicas com hemorragia, colecistite, fungbes
mitocondriais prejudicadas, insuficiéncia hepatica primaria e neoplasias. Os rins sao a principal
via de excreg¢ao do arsénio e apesar de apresentarem uma certa resisténcia ao semimetal
podem sofrer necrose nos capilares, nos tubulos e nos glomérulos (LEE et al., 2003; SABATH
et al., 2012).

Os danos a pele também sdo comuns na exposi¢gao crénica ao arsénio, existem
relatos da afinidade desse elemento por tecidos queratinosos como unhas e cabelos. Os
danos causado por arsénio podem se apresentar como manchas difusas na pele ou como
melanose, leucomelanose, queratose, hiperqueratose, hiperpigmentagao, papilomatose e tipos
diferentes de carcinomas (WAALKES et al., 2004; REN et al., 2011).

Estudos como o Kibriya et al, 2017 apontam as interagdes gene-gene e gene-
ambiente como parte importante na formacao de arsenicoses e males derivados da exposi¢cao
ao As, gerando instabilidade génica e estresse oxidativo. Isso porque em nivel celular o
arsénio pode causar alteragdes metabodlicas como a redugdo na produgdo de aminoacidos
prejudicando a sinalizagdo celular, a expressdo génica e as fungbes cerebrais e
neuroendocrinas (KIBRIYA et al.; ZHOU et al., 2017).

Alguns trabalhos ainda apontam danos neurais em individuos expostos a arsénio

inorganico de forma crbnica, os danos mais comuns sao neuropatia periférica tanto sensorial
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quanto motora, dorméncia nos pés e maos, perda de reflexos e fraqueza muscular (TSAl et al.,
2003; TOLINS et al., 2014).

Esses efeitos crbnicos causados por As, tem inicio quando o corpo humano é
exposto a doses regulares de arsénio contido na agua ou em alimentos, essas espécies de
arsénio sofrerao reagdes de oxidacado-reducao entre arsénio pentavalente e arsénio trivalente
no plasma e reagbes consecutivas de metilagdo no figado, onde as enzimas metiltransferase
de arsénio mediardao o processo de metilagdo com S-adenosilmetionina, como doadora de
metil e GSH como cofator essencial. Depois da metilagdo o composto organico MMA
(monometilarsénico) circula no sangue até sua absorgéo e posterior metilagdo em DMA (acido
dimetilarsinico) podendo ser excretado na urina e nas fezes ou se acumular em diferentes
tecidos. Essas formas organicas (MMA Il e DMA 1ll) sao estritamente mais danosas ao corpo
humano, gerando pelo menos 100 vezes mais danos que as formas inorganicas do arsénio
trivalente, além de serem as formas mais genotdxicas causando danos comprometedores ao
DNA (ARNOLD et al., 2006; KIBRIYA et al., 2017).

O cadmio é um metal de cor cinza, solido a temperatura ambiente e apresenta
toxicidade mesmo em baixas concentracdes, € comumente utilizado na producado baterias,
plasticos, pigmentos, varetas de soldagem, fertilizantes, esmaltes, tinturas téxteis, produtos
galvanizados e produto da queima de combustiveis fosseis (FAROON et al., 2012; IPCS,
2015).

O cadmio é um elemento com o potencial téxico liberado pela atividade humana,
que pode se acumular em solos, agua, alimentos e organismos vivos, agravando os riscos de
toxicidade. As vias de contaminagdo podem ser por ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, exposi¢ao ocupacional ou inalagdo da fumaca do cigarro (KOEDRITH et al.,
2011; RIKANS et al., 2000).

O Cd apresenta absorgdo gastrointestinal, dérmica e respiratoria, estudos
relacionam a exposi¢cao ao cadmio a varias danos a saude dentre esses 0s principais sio,
nefropatia, aterosclerose, hipertensédo, diabetes e problemas neuroldgicos. Isso porque os
orgaos mais afetados por Cd sao: rins, pulmdes, coragao, ossos e sistema nervoso (HYDER et
al., 2013; JARUP et al., 2009).



24

Independente da via de entrada, uma vez na corrente sanguinea o Cd é capaz de
ligar-se aos grupos —SH de proteinas de baixo peso molecular como, albuminas e
metalotioneinas ou proteinas de membranas dos eritrécitos, o que permite o transporte até
outros orgaos como figado e rins. Nos rins o complexo Cadmio-Metalotioneina por exemplo, é
filtrado pelos glomérulos renais e reabsorvido nos tubulos proximais, onde pode ser
acumulado. Em casos de saturacdo de metalotioneinas o Cadmio pode atingir o figado
causando inflamacao hepatica, esteatose hepatica entre outras (SATO et al., 2002; OBIOHA et
al., 2009).

O complexo Cadmio-metalotioneina é capaz de promover uma maior produgao de
Espécies reativas de oxigénio (EROs) e Espécies reativas de nitrogénio (ERNs), o que pode
reduzir a atividade de enzimas antioxidantes e neutralizar alguns compostos antioxidantes,
aumentando a peroxidagao lipidica e causando morte celular. Esses eventos quando ocorrem
no sistema cardiovascular por exemplo podem reduzir o fluxo sanguineo coronario, inibir a
cadeia transportadora de elétrons nos cardiomiocitos, causar disfuncdo do endotélio vascular e
causar a disfuncdo de células da musculatura lisa vascular resultando em hipertensado e
problemas cardiovasculares (FILIPIC et al., 2004; NAKMAREONG et al., 2011).

O chumbo é um metal toxico de cor cinza-azulado, sem odor, maleavel, que ocorre
naturalmente no solo e é bastante usado na industria, em gasolina, joias, brinquedos,
cosmeéticos e tintas por suas propriedades fisicas e quimicas. Essas aplicagdes do chumbo em
diversos produtos colaboram para o aumento deste metal no meio ambiente (BRANNVALL et
al., 1999; LIM et al., 2012).

A possibilidade de acumulagdo de chumbo em solos, agua e organismos vivos
aumenta os risco de exposi¢cao a esse contaminante, seja esta por inalagdo ou ingestao de
agua e alimentos contaminados. Em humanos, o chumbo pode se acumular no figado, rins,
cérebro e ossos promovendo disturbios gastrointestinais, danos ao sistema nervoso central
(SNC), figado, rins, orgédos reprodutivos, sistema imune e cardiovascular. Os efeitos de
chumbo no sangue ainda incluem um impacto negativo sobre a produgado de eritrocitos e
hemoglobina (KATZUNG, 2003; SANDERS et al., 2009).
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Apenas a menor parte do chumbo ingerido é excretado em fezes e urina, a maior
parte persiste no organismo se associando aos eritrocitos e proteinas de baixo peso molecular,
este mecanismo contribui para deposi¢cao no cérebro, o que resulta em deficiéncia cognitiva e
baixo coeficiente de inteligéncia, sendo agravadas em criangas (NEEDLEMAN, 2004;
CHANDRAMOULIN et al., 2009).

Assim como Hg, As e Cd, uma vez na corrente sanguinea o Pb afeta os
componentes celulares por meio de um aumento na producdo de EROs, gerando o estresse
oxidativo. O chumbo também é capaz de se ligar aos grupos —SH de enzimas inativando-as,
esse efeito pode colaborar para a reducédo dos niveis de Glutationa tornando ineficiente esse
mecanismo de defesa antioxidante (PATRICK, 2006; GURER e ERCAL, 2000).

O chumbo pode ainda exercer uma influéncia sobre a homeostase de calcio celular,
prejudicando processos celulares no sistema nervoso central e no sistema cardiovascular.
Neste Uultimo o Pb pode desempenhar um papel pro-inflamatério importante na
desestabilizagdo das placas aterosclerética e na formagdo de coagulos, reduzindo a
permeabilidade arterial (ROSENFELD, 2013; OBENG-GYASI et al., 2018).

A inducao de estresse oxidativo causado pela exposicao ao Pb & um fator de risco
para problemas cardiovasculares, considerando que o aumento descontrolado de EROs
propicia a oxidacado de 6xido nitrico presente nas células dos vasos endoteliais, resultando na
formagao de peroxinitrito, que por ser altamente reativo, aumentando a peroxidacgéao lipidica e
causando danos ao DNA (JOMOVA et al., 2011; HUSAIN et al., 2015).

2.5 Eritrécitos e Hemoglobina.

O sangue é composto por tipos celulares distintos e plasma, sendo o plasma
formado por &gua, eletrélitos, metabdlitos, nutrientes, proteinas e hormdnios, todos
concentrados em uma solugao salina e a parte celular € basicamente formada por glébulos
vermelhos ou eritrécitos, glébulos brancos e plaquetas. Alguns ions também compdem o

sangue, sédio (Na*), potassio (K*), calcio (Ca*), cloreto (CI), bicarbonato (HCO;,) e fostato
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(PO.*), influenciando no equilibrio osmético e no pH, o que garante a preservagédo da
hidratacéo celular (HOFFMANN et al., 2009; TOSTESON et al., 1960).

Os eritrécitos ou glébulos vermelhos sao as principais células sanguineas na
circulagao, sao células simples com o formato de disco cédncavo que perdem suas organelas e
possuem um tempo de vida curto de aproximadamente 120 dias, mas exercem uma fungao de
grande importancia para a manutencédo da vida que é o transporte de oxigénio por meio da
hemoglobina. A membrana desses eritrocitos € uma dupla camada de fosfolipidios com
componentes proteicos estabilizados no folheto lipidico por ligagdes hidrofébicas e ligacdes
covalentes e o citoesqueleto dessas células € um complexo multiproteico formado por
proteinas estruturais como, espectrina a e 3, anquirina, e actina. Com essas caracteristicas a
membrana dos eritrocitos € elastica o que permite forma, flexibilidade e elasticidade mantendo
a integridade estrutural mesmo depois que passam por microcirculagbes capilares (DE
OLIVEIRA et al., 2010; MOHANDAS et al., 2008).

Os eritrécitos sdo descendentes de células miéloides produzidas na medula dssea,
especificamente no tecido hematopoiético da medula éssea, composto por células-tronco, que
sao células indiferenciadas e quando estimuladas por fatores estimulantes de colbénias e
interleucinas promovem a manutencao funcional, proliferacdo e diferenciagdo de células
progenitoras multipotentes que possuem genes miéloides e linfoides. Este processo é
chamado de eritropoese e pode ser dividido entre fase de reproducdo, quando ocorrem as
mitoses celulares e em fase de maturagdo quando ocorre a hemoglobinagédo e a perda do
nucleo (KERN, 2002; KOURY E PONKA, 2004).

A eritropoese é um processo dindmico regulado pelo horménio eritropoietina (EPO)
e por outras substancias essenciais para a boa formagao dos eritrécitos como, ferro, folato e
cobalamina a auséncia de qualquer um desses pode resultar em anemia (ALLEN, 2004; HO,
2019).

Os eritrocitos ndo possuem mitocéndrias por isso seu substrato exclusivo € a

glicose extracelular que entra na célula por difusdo facilitada através do transportador
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especifico GLUT-1. Dentro dos eritrocitos a glicose sofre glicolise tendo a finalidade de
produzir ATP (Trifosfato de adenosina). Este ATP eritrocitario ajuda no transporte de ions e
impede a hiper-hidratagdo celular, além de auxiliar no controle do volume e da area da
superficie celular. Os eritrocitos podem produzir nicotinamida adenina nucleotideo reduzido
(NADPH), pela via das pentoses com a finalidade de atuar como cofator da enzima glutationa
redutase, responsavel pelo balango glutationa oxidada e glutationa reduzida, protegendo os
eritrocitos contra lesdes oxidativas (BETZ et al., 2009; PARK et al., 2010; NELSON, 2014).

A hemoglobina foi uma das primeiras proteinas a ter seus aminoacidos
sequenciados, esse trabalho foi feito por William Konigsberg, Guido Guidotti e Robert J. Hill em
1959. Hoje sabemos que a hemoglobina € um heterotetrdmero, com duas cadeias a e duas
cadeias B de globina, tendo em cada cadeia um grupo prostético heme. O heme é composto
por um anel porfirinico que contém Fe 2 na sua estrutura, formando um sitio de ligagao para o
oxigénio (O,) (KONIGSBERG et al., 1961; WATSON E KENDREW, 1961; NELSON, 2014).

His HC3
EstadoT Estado R

Figura 1: Transicdo do estado T (tenso) para o estado R (relaxado) da hemoglobina.

Quando toda a proteina sofre essa transicao, a estrutura das subunidades individuais se altera
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pouco, mas os pares de subunidades af deslizam um sobre o outro e sofrem rotacéo,

estreitando o bols&o entre as subunidades . Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2014).

A capacidade da hemoglobina de se associar ao oxigénio é influenciada pela tenséo
do oxigénio em se ligar ao grupo heme que contém Fe #, redugao do pH e a interagao do 2,3-
bifosfoglicerato com a hemoglobina. Isso porque mecanismos como a redugdo do pH pode
acelerar a dissociagado do oxigénio a hemoglobina, assim como o aumento no pH pode facilitar
a associagao. Por isso o dioxido de carbono (CO,) é transportado no sangue na forma de
bicarbonato (HCO>;). A anidrase carbdnica € uma enzima presente nos eritrocitos capaz de
catalisar a hidratacdo de diéxido de carbono e a desidratacdo de acido carbonico liberando o
CO, para o plasma sanguineo e deste para os pulmdes, contribuindo para a manutengéo do
pH sanguineo. O 2,3-bifosfoglicerato também pode regular a associagdo da hemoglobina ao
oxigénio, por se ligar as subunidades B da hemoglobina, causando uma mudanga
conformacional para o estado T, reduzindo a afinidade ao oxigénio (NELSON E COX, 2014;
HOGEBACK, 2016).

Mas esses ndo sao os Unicos avangos no conhecimento sobre os eritrécitos e suas
proteinas, em 1960 Max Perutz e seus colegas, determinaram a estrutura tridimensional da
hemoglobina por cristalografia de raio X, e estudos mais recentes ja mostram a estrutura da
hemoglobina em alta resolugao, além disso os genes da hemoglobina estao entre os primeiros
genes a serem clonados. Estudos mais aprofundados também buscam o entendimento das
interagdes de ligagdo do oxigénio ao sitio de ligacdo da hemoglobina e suas mutagdes (BUNN
E FORGET, 1986; LEHMANN, 1957 RABBITTS, 1976; PARK et al., 2006; PERUTZ et al.,
1960).

Os eritrocitos possuem tempo de vida limitado, por isso ao longo dos dias perdem
progressivamente seus eletrélitos, provocando a desidratagédo celular e tornando os eritrocitos
menos fluidos. A area de superficie dos eritrocitos também diminui assim como o volume, além

disso suas proteinas transmenbranares se agregam na superficie da célula e esse € um dos



29

primeiros sinais morfoloégicos de morte celular, por fim essas células senescentes s&o
recolhidas por macréfagos teciduais (GORDON-SMITH, 2007; MAIRBAURL, 2013).

2.6 Estresse oxidativo: produgao de espécies reativas e sistema antioxidante.

O estresse oxidativo € um disturbio que decorre do desequilibrio entre pré-oxidantes
e antioxidantes, com um consideravel aumento nos pré-oxidantes, trazendo como
consequéncia a interrupg¢ao da sinalizagao e controle redox e/ou dano molecular. Os principais
agentes pro-oxidantes sdo as espécies reativas de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de
nitrogénio (ERNs). Durante o metabolismo celular, a superprodugao dessas espécies pode
oxidar macromoléculas gerando um dano celular (HALLIWELL et al., 2007; SIES, 2017).

O termo espécie reativa é usado genericamente para definir espécies radicalares,
que sdo atomos ou moléculas com existéncia independente contendo um ou mais elétrons nao
pareados nos orbitais externos. Isto determina uma atragdo para o campo magnético, o que
pode torna-lo altamente reativo e capaz de reagir com moléculas proximas. A produgcao de
especies radicalares deriva das reag¢des de oxidagao-redugao, podendo esses radicais doar ou
receber elétrons (KOURY et al., 2003; LUSHCHAK, 2014).

A principal fonte de espécies reativas de oxigénio € a mitocondria especificamente a
cadeia transportadora de elétrons. Mas o radical superéxido (O,) pode ser produzido por
processos fisioldgicos regulares pela enzima NADPH oxidase para ativar os mecanismos de
defesa contra patégenos. Isso ocorre quando o oxigénio sofre uma redugdo monovalente e
fica com um elétron desemparelhado em sua camada de valéncia. O radical superdxido sofre
dismutagdo por meio da enzima antioxidante Superéxido dismutase (SOD) e sua catélise
resulta na formagao de peroxido de hidrogénio (H.O,) (CAMPIAN et al., 2004; LIOCHEV E
FRIDOVICH, 2000).

Reacdo 1: 20, + 2H* s°°H,0, + O,
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O H,0; ndo é uma espécie radicalar mas é considerado uma espécie reativa de
oxigénio, que oferece um grande risco celular por sua capacidade de produzir radicais hidroxila
(HO.) quando em contato com metais como Fe*?, Cu*, Cu, pode causar reagcdo de Fenton,
que é a reagao de peroxido de hidrogénio com ferro ou cobre. O radical hidroxila € um oxidante
de meia vida curta e quanto menor a meia vida de um radical mais instavel sera a configuragao
eletrbnica, logo, maior sera a velocidade de oxidagao de moléculas como, proteinas, lipideos e

DNA, aumentando assim os danos celulares.
Reacéao 2: Fe*/Cu* + H,O, — Fe*/Cu?* + «OH + OH-

O excesso de radicais livres é combatido por antioxidantes produzidos
endégenamente ou absorvidos na dieta. Os antioxidantes produzidos pelo corpo atuam
enzimaticamente como: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(Gpx); ou ainda como susbtancias ndo oxidantes como é o caso da glutationa. As substancias
antioxidantes podem fazer parte da dieta como, a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-
vitamina A) e acido ascorbico (vitamina C) (HILLSTROM et al., 2003:GAETKE E CHOW,
2003).

A SOD é a primeira enzima de eliminacdo do radical superdéxido fazendo a
dismutacao dos radicais O, em H,O,. Esta metaloenzima antioxidante pode ser encontrada sob
duas isoformas. A Cu/Zn-SOD1 comumente encontrada no citosol e a Mg-SOD2 que se
apresenta nas mitocdndrias de células humanas. Apos a dismutagdo do anion superéxido em
peréxido de hidrogénio duas enzimas s&o capazes de decompor o H,O, em H,O e O, a
Catalase e a Gpx. A catalase € uma enzima tetraédrica que contém um grupo prostético heme
em cada uma de suas subunidades ligados a um ion ferro (ferriprotoporfirina 1X, Por-Fe**) no
sitio ativo, o que colabora para as reagdes cataliticas. A glutationa peroxidase ou Gpx é uma
selénio-proteina capaz de decompor peréxidos de hidrogénio e muitos hidroperdxidos
organicos, € uma proteina de aproximadamente 80 KDa, com quatro subunidades e utiliza o
tripeptideo GSH para decompor H,O, (ver Figura 3) (CHELIKANI et al., 2004; EPP et al.,1983;
PERRY et al., 2010).
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Figura 2 : Diagrama representativo: Representacao da relagdo entre enzimas antioxidantes,
Glutationa reduzida (GSH) e Glutationa oxidada (GSSG). Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (Gpx), Glutationa Redutase (GR). Fonte: Adaptado de
Borowicz et al., (2016).

A sinergia desse sistema pode ser perturbada por varios fatores, a exposi¢cao a
metais téxicos como mercurio, cadmio e chumbo pode levar a um desequilibrio do sistema
antioxidante e uma superproducédo de espécies radicalares, causando uma anormalidade no
status redox, e um aumento na oxidacdo de macromoléculas essenciais para a atividade
celular (VALKO, 2007).

A Laguna Mundau apresenta niveis elevados de alguns metais toxicos como, Pb e
Hg. No caso do Hg a concentragdo maxima foi de 7,8 vezes maior do que o preconizado pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) Resolugéo 357° de 2005) (SANTOS, 2019)
(Dados né&o publicados). O mercurio € um elemento potencialmente toxico por se acumular nos
tecidos do corpo humano, gerando dano celular. Nao foi encontrado na literatura trabalhos que

descrevam danos celulares como o estresse oxidativo causados por exposicdo aos
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contaminantes presentes no CELMM. Este trabalho visa caracterizar alteragbes no status
redox dos eritrocitos de pescadores do CELMM, demostrando os possiveis danos causados

pela exposi¢cao ao Hg presente na Laguna Mundau.

IoBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
Avaliar biomarcadores de estresse oxidativo em eritrécitos de pescadores que vivem

em torno da Laguna Mundau (Macei6 - AL), comparando-os com o grupo controle.

3.2 Objetivos especificos:
e Avaliar atividades das principais enzimas do sistema antioxidante, superdxido
dismutase e catalase e glutationa peroxidase em eritrécitos.
e Avaliar biomarcadores de estresse oxidativo em eritrocitos (conteudo de tidis

totais e peroxidacgao lipidica).

IBVATERIAIS E METODOS.

Amostra populacional: Foi realizado um levantamento dos voluntarios controles e pescadores

para participacao deste projeto, sendo considerados homens e mulheres acima de 18 anos. No
presente estudo estimou-se um total de voluntarios de 30 da populagao entre controles (sem
contato constante com a laguna) e pescadores moradores da Laguna Mundau (Maceio-AL). O
presente projeto foi aprovado pelo comité de ética (CAAE numero 57998116.8.0000.501).

Coleta do sangue para utilizagdo nas técnicas bioquimicas: As amostras de sangue venoso

foram obtidas através de puncdo de veia em tubos a vacuo (BD Vacutainer) contendo
anticoagulante EDTA. Para separagao das células do sangue e do plasma, as amostras foram
centrifugadas (Centrifuga 80-2B CENTRIBIO) a 1400 rpm por 10 min, a temperatura ambiente.

Apoés centrifugacdo e separagao, os eritrocitos foram congelados a -80°C até realizagdo dos
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ensaios.

Extracdo de proteinas totais: Os eritrocitos obtidos foram homogeneizados em um

homogenizador tipo Potter-Elvehjem em um tampdo de extracdo composto por TRIS-HCI
50mM (pH 7,4) e EDTA 1mM. As amostras foram entédo centrifugadas (HEAL FORCE Neofuge
15R) a 4000 rpm durante 10 min a 4° C. O sobrenadante foi coletado para posterior

quantificacdo de proteinas totais.

Quantificacdo de proteinas totais: A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo
método de BRADFORD et al. (1976) em espectrofotobmetro (AJX-6100PC). O principio do

método baseia-se na determinacdo da concentragdo de ligagdes peptidicas por meio da

medida da absorbancia do complexo proteina-corante. Este complexo absorve em
comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia € considerada diretamente proporcional a
concentragdo de proteina na solugdo analisada, onde uma solu¢cdo de BSA (2mg/ml) foi

utilizada como padrao.

Conteudo de grupos Sulfidrilas: O conteudo de sulfidrilas foi determinado pelo método de
ELLMAN (1959) a partir da reagao com o composto DTNB (5,5'-ditiobis (2 acido nitrobenzailo).
Uma aliquota do homogenato (100 ug de proteina) foi incubada no escuro com 30 yL de DTNB

10mM e completado o volume final de 1 mL com tampdo de extracdo. A medida da
absorbancia foi feita em espectrofotémetro (AJX-6100PC) a 412 nm. Os resultados foram

expressos em mmol/mg de proteina.

Peroxidacéo lipidica (conteudo de malondialdeido): Para a dosagem de TBARS foi utilizada a

técnica colorimétrica BUEGE e AUST (1978), sendo esta uma técnica muito utilizada para
avaliar a lipoperoxidacao, pois o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO, entre eles
o malondialdeido e outros aldeidos (BUEGE e AUST, 1978). Foram adicionados 450 pg de
proteina do homogenato de eritrécitos a 200 pl de acido tricloroacético (TCA) a 30% e agitado
por 1 min. 200 pl de TRIS-HCI 10 mM, pH 7,4, foi adicionado ao material, agitado por 1 min e
entdo centrifugado a 1180 g durante 10 minutos, 4°C. O sobrenadante coletado (450 pl) foi

misturado ao &acido tiobarbiturico a 0,73% (450 pl) que reage com os produtos da
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lipoperoxidagdo formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi incubada por 15
minutos a 100°C e em seguida resfriada. A medida da absorbancia foi feita em
espectrofotometro (LIBRA S12 UV/VISIBLE) a 535nm. Os resultados foram expressos em
mmol/mg de proteina. Este ensaio foi realizado pelos colaboradores do Laboratério de
Bioquimica Geral, Molecular e do Exercicio — LABEX do Centro académico de Vitoria de Santo
Antao- UFPE.

Atividade enzimatica da Superdxido Dismutase (SOD): A determinagao da atividade de SOD
foi feita de acordo com MISRA e FRIDOVICH (1972). O homogenato dos eritrécitos (50 ug de
proteina) foi incubado no tampéao carbonato de sédio (50 mM, pH 10,2 + 0,1 mM de EDTA) em

banho-maria a 30 °C. A reagéo teve inicio pela adigdo de epinefrina (3 mM), em acido acético
(0,05%), num volume final de 1 mL. A absorbancia foi lida a 480nm em espectrofotdmetro
(AJX-6100PC) e a atividade determinada durante 1, 5 min. Uma unidade da SOD foi definida
como a quantidade de proteina requeria para inibir a autoxidacdo de 1 mol de epinefrina por

minuto. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

Atividade enzimatica da Catalase (CAT): A atividade da CAT foi monitorada de acordo com

AEBI (1984). O ensaio € baseado na determinagédo da constante k de decomposigédo de H,O,
Foi adicionado 25 ug de proteina em tampao fosfato 50 mM (fosfato de sddio monobasico
monohidratado + fosfato de sddio dibasio), pH 7,0 a 35° C. Em seguida, a reagao foi iniciada
com adicado de 0,3 M de H,O, num volume final de 1 mL. O decaimento da absorbancia foi
monitorizado a 240 nm em espectrofotdmetro (AJX-6100PC) durante 1 min para determinar a
atividade enzimatica. Uma unidade da CAT foi definida como a quantidade de proteina
requerida para converter 1umol de H,O, por minuto para H;O. A atividade da catalase foi

expressa em U/mg de proteina.

Avaliacdo da atividade enziméatica da Glutationa Peroxidase (GPx): A atividade da enzima

glutationa peroxidase foi monitorada pela diminuicdo de absorbancia do NADPH a 340 nm em
espectrofotometro (AJX-6100PC) e determinada durante 1,5 min, a 25 °C, em um meio
contendo: 40ug de proteinas, tampao fosfato 0,05M (pH 7,0) e EDTA 0,005 M, NADPH 84 uM,
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Azida sodica 1,1 mM, GSH 1,5 mM, Glutationa redutase (GR) 0,1 U e perdxido de hidrogénio
90 uM, num volume final de 1 mL (PAGLIA, 1967). Uma unidade da GPx foi definida como a

quantidade de proteina requerida para converter 1 ymol de NADPH por min.

Andlise estatistica: Os resultados foram expressos como média + DPM (desvio padrao da

média). A andlise estatistica foi realizada através do teste “t” de Student ndo pareado utilizando
o software GranphPad Prism 6.01. O nivel de significancia foi considerado quando p < 0,05

para todas as analises.

IRESULTADOS E DISCUSSAO.

A principal motivacdo da elaboracdo do projeto inerente ao presente trabalho
decorre de dados ndo publicados do nosso grupo de pesquisa que revelam concentragdes
elevadas de Hg em 10 pontos do CELMM, essas coletas foram realizadas entre 2017 e 2018.
Os dados apresentam uma concentragdo maxima de mercurio 7,8 vezes maior do que o
preconizado pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) Resolugédo 357° de 2005)
(SANTOS, 2019) (Dados né&o publicados).

Pensando nos impactos que o contato constante com o Hg presente na agua do
CELMM pode gerar a saude das pessoas expostas. Foram usados dois grupos de voluntarios
para que pudéssemos fazer um comparativo entre pessoas com contato constante com a agua
do CELMM (Grupo exposto) e um outro grupo com pouco contato, ou quase nenhum contato
com a agua do CELMM e seus derivados (Grupo controle).

As analises foram feitas em eritrocitos dos voluntarios garantindo um método menos
invasivo e a possibilidade de analisarmos os efeitos de metais toxicos como Hg em eritrdcitos,
especificamente no sistema antioxidante desses eritrocitos, considerando que esse e outros
metais possam exercer fortes efeitos negativos para a manutengdo da homeostase celular
(KANTER, 2009; CACIARI et al, 2013).

Para caracterizar o possivel estresse oxidativo avaliamos a produgdo de
malodialdeido (MDA), que € um produto secundario da peroxidagao lipidica e atesta o dano

celular, além disso avaliamos os niveis de tidis totais (-SH) que funcionam como defesa



36

antioxidante contra os efeitos toxicos de metais e a produgao de radicais livres como no caso
do GSH ou fazendo parte das proteinas que constituem a célula (VALKO et al, 2007;
PATRICK, 2006).

Para avaliar os impactos no sistema antioxidante dos voluntarios exposto a agua do
CELMM, analisamos as principais enzimas que compdem o sistema antioxidante, a SOD
eritrocitaria que € uma metaloenzima capaz de catalisar a dismutacdo do anion superoxido O,
em H,O,, a Catalase e a Glutationa peroxidase eritrocitarias capazes de converter o H,O, em
agua (H;O) e oxigénio. Nos eritrocitos o radical superdxido (O,) pode ser gerado na auto
oxidacdo da hemoglobina oxigenada, quando o grupamento heme esta ligado ao oxigénio. E
nesse processo que o Fe* da hemoglobina é oxidado a Fe* + O,. Uma série de reagdes em
cascata ocorrem resultando na dismutacdo desse radical. Depois da dismutagdo do O, em
H,O, pela SOD ¢ que Catalase e GPx iniciam a detoxificagao de H,O, para transforma-lo em
H,O + O, (HALLIWELL et al., 2007; RIFKIND et al., 2003; VERCESI et al., 2018).

A Figura 3, resume os resultados da atividade das principais enzimas antioxidante
SOD, CAT, GPx comparando o grupo controle e o grupo exposto. Esses resultados
demonstram uma reducéo significativa na atividade das enzimas antioxidantes dos voluntarios
expostos (Controle: 0,416 £ 0,019; n= 9 vs Exposto: 0,304 + 0,024; n= 20), (Controle: 0, 614 +
0,142; n=10 vs Exposto: 0,366 £+ 0,029; n= 20), (Controle: 0,045 + 0,002; n= 10 vs Exposto:
0,033 £ 0,001; n=20).
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Figura 3: Atividade do sistema antioxidante enzimatico em eritrécitos. (A) Atividade da
SOD; (B) Atividade da catalase; (C) Atividade da glutationa peroxidase. A atividade de cada

enzima foi iniciada com adi¢cdo de seus respectivos substratos. Os dados mostram média +
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S.D. de ambos os grupos (Controle, n=9 vs Exposto, n=20). Analise estatistica: Teste t de
student foi aplicado. **p=0,05 *p=0,021; ***p=0,0006.

A Figura 3A apresenta a redugédo da atividade da SOD dos voluntarios exposto
quando comparamos ao grupo controle. Como pode ser observado essa redugado € de
aproximadamente 37% da atividade normal dessa enzima. A SOD é a enzima responsavel
pela dismutacdo do radical superoxido (O,), este radical tem como caracteristica uma
facilidade de reagir com macromoléculas. Esse déficit na atividade enzimatica colabora para
uma maior oxidagao de moléculas como proteinas lipideos dos eritrocitos (PATIL et, al., 2006;
GROVER et. al., 2010).

A Figura 3B e C apresenta as atividades enzimaticas de CAT e GPx, ambas com
um déficit de 40% para CAT e 26% para Gpx. Isso nos proporciona um aumento de H,O, que
quando exposto a metais pode produzir radicais hidroxila (HO+) por meio da rea¢ao de Fenton
e oxigénio singlete ('0O,) quando exposto ao radical superéxido.

A reducao brusca na atividade enzimatica da catalase pode estar envolvida com a
capacidade do mercurio de se associar a compostos enzimaticos modificando e neutralizando
sua atividade. O aumento de radical superéxido (O,) também é um fator que contribui para a
reducdo na atividade da Catalase, ja que o O, pode oxidar enzimas e interferir em seu
funcionamento.

A reducdo da Gpx pode ser modulada pela reducdo do substrato GSH, o que pode
ser uma consequéncia da exposicao ao Hg ou pelo impacto causado na competicao entre
selénio e mercurio, causando disfungdes enzimaticas (MEYER et al., 2005).

Hasan et al, (2013) constataram uma redugao significativa da atividade de SOD e
GPx eritrocitarias € um aumento consideravel na peroxidagao lipidica em trabalhadores
expostos a Hg, e uma possivel melhora nas duas avaliagbes quando s&o adicionados a dieta
vitamina C e vitamina E, demonstrando assim o esgotamento das defesas antioxidantes e os
danos que a exposi¢cao ao Hg pode causar (HASAN et al.,2013). Isso acontece porque o acido
ascorbico (vitamina C) e o a-tocoferol (vitamina E) s&o compostos antioxidantes que podem

ser ingeridos na dieta colaborando para a redug¢ao de radicais livres.
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O mercurio € metal téxico conhecido por sua capacidade de causar maleficios a
saude humana, como por exemplo carcinogenicidade, nefrotoxidade, neurotoxidade e
cardiotoxidade, todavia em todas essas situacdes os efeitos patolégicos sdo multifatoriais e os
primeiros sinais de alteragbes celulares sdo mensurados pelo estresse oxidativo, ja que a
exposicao seja ela crénica ou aguda afeta diretamente as defesas antioxidantes como os
radicais hidroxila (-OH) e as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPx (TEIXEIRA et al.,
2014; GALAN et al., 2001; BOFFETA et al., 2001; SALLONEN et al., 2000).

Os resultados da comparagao entre marcadores de estresse oxidativo do grupo
exposto e do grupo controle estdo resumidos na Figura 4, que traz resultados do conteudo de
tidis totais, importante na manutencao do estado redox celular, e os resultados do conteudo de
MDA. O malodialdeido é o principal produto da oxidagao de acidos graxos poli-insaturados que
sofrem oxidagao, sendo assim um indicador de peroxidagao lipidica. A peroxidacao lipidica é
um mecanismo quimico capaz de perturbar a estrutura e a fungao de sistemas bioldgicos, com
o ataque de radicais livres em lipidios que compde a membrana celular (PARK, 2007).

O conteudo de MDA se mostrou quase duas vezes maior no grupo exposto, quando
comparado ao grupo controle (Controle: 7,77 + 0,83; n =9 vs Exposto: 16,4 £ 1,3; n= 20, p <
0,05). Esse resultado pode ter a influéncia do mercurio, ja que esse metal toxico tem a
capacidade de induzir aumento na producao de EROs, responsaveis por causar desequilibrios

celulares como, peroxidacgao lipidica e degradacgao de proteinas (GUZZI E LAPORTA, 2008).
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Figura 4: Marcadores de estresse oxidativo em eritrocitos. (A) Conteudo de MDA; (B)
Conteudo de tiol total. Os dados mostram média + D.P.M. de ambos os grupos (Controle, n=9
vs Exposto, n=20). Andlise estatistica: Teste t de student foi aplicado. ***p<0,0002.

O resultado do conteudo de MDA corrobora com os resultados da Figura 4, isso
porque uma vez que a célula apresenta uma debilidade no seu sistema antioxidante
enzimatico, ocorrera um aumento na producdo de EROs e estas vao colaborar para a
peroxidacgao lipidica. A reducéo da atividade das principais enzimas antioxidantes SOD, CAT e
Gpx, revelam um aumento na produgao de EROs, o que além de induzir peroxidacéo lipidica
também induz a produgéao de radicais livres como o radical hidroxila (HO.) e o oxigénio singlete
('O,), capazes de afetarem o funcionamento da hemoglobina e promoverem a oxidacéo do
DNA e outras macromoléculas (THOMAS, 2003; PROUSEK, 2007).

O conteudo de tidis totais também foi avaliado e apesar do resultado ndo
significativo, os dados demonstram o funcionamento das defesas antioxidantes, equilibrando o
efeito da producao de espécies reativas demonstrada na peroxidacgao lipidica. (Controle: 0,228
1 0,047; n =10 vs Exposto: 0,221 £ 0,056; n= 20).

A avaliacéo de dados como esses € de suma importancia, ja que os metais tdéxicos
como o Hg se atraem facilmente a grupos sufidrila (-SH) de proteinas como a hemoglobina dos
eritrocitos e a supressado dessas defesas antioxidantes registrariam um aumento de radicais
livres. Em eritrocitos os grupos sufidrila que compdem a hemoglobina representam uma
grande fragéo proteica e apresentam uma afinidade consideravel por MeHg, o que propicia um
maior dano celular nos eritrécitos, induzindo morte celular (HAREL et al., 1988; SHI ET AL.,
1993; GO, 2011).

Estudos como o de RUSH et al. (2012), apontam danos neurais causados por
toxicidade do MeHg relacionada a redugdo de GSH e tidis totais, considerando um
esgotamento nas defesas antioxidantes, o que propicia o estresse oxidativo e facilita a
constituicdo de danos celulares. No Brasil, Grotto e colaborades (2010) sugeriram em um
estudo realizado na Amazénia, que as concentragcdes de Hg se relacionavam diretamente com
a reducgao de tidis totais, concluindo que a oxidagdo dos grupos sufidrila foi induzida por Hg
(RUSH et al., 2012; GROTTO et al., 2010).
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Os resultados alertam para os efeitos téxicos do Hg contido na agua do CELMM, e o
aumento da peroxidagao lipidica, que pode ser uma das consequéncias da interagao entre
MeHg e as diversas enzimas do corpo humano, incluindo as principais enzimas do sistema
antioxidante. O aumento da peroxidacéo lipidica em individuos expostos as diversas formas de
Hg € um efeito comum em individuos que sofrem danos neurais como, déficit de memoaria e
cognigao sempre que expostos a mercurio. (VALKO, 2005; TEIXEIRA et al. 2014).

O dano mais comum aos eritrocitos causados pela exposicdo a Hg, acontece na
membrana plasmatica que perde a permeabilidade seletiva. Este dano pode ser causado pelo
excesso de EROs produzidas na interagcdo do MeHg (Metil mercurio) com as principais
enzimas antioxidantes e pela peroxidagao lipidica ja que o excesso de radicais livres que
atacam a membrana plasmatica dos eritrocitos pode danificar a constituicdo do citoesqueleto
celular, induzindo hipdxia tecidual (MAHESHWARI et al., 2017; RIFKIND et al., 2003).

O alto nivel de MDA ainda esta relacionado com problemas de saude graves como,
nefropatia, disfuncdo glomerular, disfungcédo, cardiopatias, hipertensdo, diabetes, doencgas
coronariana e arritmias, podendo essas doengas cronicas serem agravadas por exposi¢cao a
mercurio (DROGE, 2002; NOVELLI, 2000; STADLER et al., 2004; FLORES et al., 2004;
ABADIN, 2007).

IICONSIDERACOES FINAIS.

Os resultados demonstram que a exposicdo ao Hg contido na agua do CELMM
afetou a atividade das principais enzimas do sistema antioxidante (superéxido dismutase 37%,
catalase 40%, glutationa peroxidase 26%) e aumentou o nivel de peroxidagao lipidica em
eritrocitos de pescadores do CELMM. O trabalho também mostrou que o uso de amostras
sanguineas sao de grande valor na avaliagdo de biomarcadores de estresse oxidativo e que a
exposicao ao mercurio presente na Laguna Mundau pode trazer complicagbes graves para a
saude dos individuos expostos. Porém, os estudos de toxicidade por metais toxicos como Hg

sao de alta complexidade por isso necessitam de estudos mais amplos.
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Os proponentes descrevem o projeto da seguinte forma:

"Este projeto pretende avaliar a concentragdo total de contaminantes inorganicos Hg, As, Se, Cd e Pb em
amostras de agua e sururu do Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM) referente ao
municipio de Maceid-AL visando estabelecer o perfil de contaminacdo ambiental deste sistema de grande
importancia econdmica, turistica e social. Uma vez realizado este mapeamento ambiental pretende-se
guantificar os niveis destes elementos e biomarcadores do estresse oxidativo (espécies reativas de
oxigénio, GSH e GSSG, enzimas antioxidantes, ALA-D e 8-isoprostano) em amostras de sangue e urina de
voluntarios que residam no entorno do CELMM (Maceid-AL) com preferéncia para pescadores e habitantes
em condi¢do vulnerdvel. Desta forma, podemos estabelecer um paralelo entre a contaminagdo ambiental e
o efeito na saude da populagdo, uma vez, que a contaminacdo pelos elementos citados pode levar a
condicdo de estresse oxidativo, e desta forma se relacionar com um grande ndmero de doencas e agravos
da saude. Salienta-se que ainda ndo foram realizados estudos desta natureza na regido do CELMM ou até
mesmo no estado de Alagoas. Neste sentido, estes dados podem nortear o SUS para o entendimento de
possiveis causas de doencas relacionado ao perfil da populagdo. Para contextualizar, tem-se que pelos
dados mais recentes divulgados pela Secretaria de Estado da Saude a frequéncia de interna¢des da 12
regido (a qual esta contida Maceid) por doencas associados ao estresse oxidativo (como diabetes mellitus,
por exemplo), corresponderam a 33,7% do total e, estas foram responsaveis por cerca de 46% dos ébitos
referente ao periodo de 2007-2013. Contudo, se os homicidios e acidentes de transito forem omitidos deste
do numero total de ébitos e levando-se em conta somente as mortes relacionadas a doencgas, este valor
passa para quase 68% no total de mortes associadas a doencas com relacdo direta ao estresse oxidativo.
Logo, fica evidente a necessidade de se identificar as principais causas, e como a exposicdo ambiental se
relaciona com estes indicadores da salde e ao estresse oxidativo da populagdo. Assim, podese reduzir o
impacto no SUS quanto a estas doengas em virtude da melhoria da qualidade de atengdo a saude através
da identificacdo das principais doencas associadas a exposicdo ambiental.Por fim, os resultados obtidos
podem conduzir a a¢des que fornecam subsidios para o planejamento e desenvolvimento de mecanismos
de gestdo capazes de garantir transformacdes sociais para implementa¢gdo/manutencdo de padrdes de
qualidade ambiental e saude da populacdo, além, de contribuir para o aprimoramento e consolidacdo do

SUS e desenvolvimento cientifico de Alagoas."

Objetivo da Pesquisa:
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Os objetivos apresentados foram:

"Objetivo Primario:

Avaliacdo das concentracGes totais de Hg, As, Se, Cd e Pb e biomarcadores do estresse oxidativo (produgao
de espécies reativas de oxigénio, glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), superéxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa peroxidase (GSPx), dehidratase gamaaminolevulinato (ALA-D) e 8- isoprostano) em
amostras de sangue, plasma e urina de voluntdrios que residam no entorno do CELMM relativo ao
municipio de Maceid (AL) e avaliar se existem correcdo entre a exposicdo ambiental a estes elementos e
doengas relacionadas ao estresse oxidativo para popula¢do que vive no entorno doo Complexo Estuarino

Lagunar Mundau-Manguaba (Macei6 - AL)"

"Objetivo Secundario:

Levantamento e mapeamento do atual estdgio de poluicio do CELMM (3dgua e sururu) quanto a
concentracdo de Hg, As, Se, Cd e Pb e o possivel impacto a populagdo através da identificacdo dos principais

problemas de saude da populagdo do CELMM avaliada e o impacto da exposicdo humana ao ambiente."
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios com relagao aos participantes sao:

"Riscos:

Possivelmente durante a coleta das amostras de sangue pode ocorrer dor, hematomas, acidente com
perfurocortantes, puncdo acidental de uma artéria e lesdo nervosa. Contudo, este procedimento serdao
realizados por profissional da saide com experiéncia e segundo as boas praticas individuais que seguem tal

procedimento visando eliminar os riscos inerentes ao procedimento."

"Beneficios:

Os principais benéficos seriam obter informacdes inéditas e tracar um perfil da relacdo dos biomarcadores
do estresse oxidativo com contaminantes inorgénicos (Hg, As, Se, Cd e Pb) no ambiente e nas amostras
bioldgicas (sangue, plasma e urina) com os principais problemas de saude da populacdo do CELMM

(Maceid-AL). Assim, com mapeamento da regido quanto aos contaminantes inorganicos, pretende-se
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diminuir o impacto da populagdo a possiveis contaminagGes agudas, e a incorporagdo destes resultados em
politicas publicas deve nortear a melhoria dos pardmetros ambientais e da saude visando reduzir impactos
ao SUS e municipio. Além disto, os resultados obtidos neste projeto fornecerdo subsidios para o
gerenciamento dos riscos, buscando a implantacdo de medidas para manutengdo ou reducdo da exposicdo
para niveis que atendam aos limites estabelecidos pela legislagdo (quando houver), ndo causando danos aos

trabalhadores (pescadores) e populagdo local de forma geral."

-Como os procedimentos de coleta das amostras serdo realizados por profissionais da drea da saude, os
riscos podem ser considerados minimos e os beneficios com relagdo aos individuos e ao meio ambiente

parecem plausiveis.
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

-Pesquisa relevante, principalmente para os habitantes da regido da coleta de amostras;

-Pode vir a ser um embasamento para politicas de salde publica da populagdo presente no entorno da lagoa
Mundau;

-A metodologia esta clara;

-0 projeto enfatiza a formacao de recursos humanos e fortalecimento dos grupos de pesquisa envolvidos;
-Propde "realiza¢do de oficinas e cursos informativas para populagdo circunvizinha do CELMM (Macei6-
AL)";

-O TCLE estd de acordo com as normas do CEP;

-0 projeto foi submetido ao Edital FAPEAL 06/2016 — PPSUS.

De acordo com a resolugdo 466/2012.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

18 arquivos foram submetidos devido ao projeto ter sido submetido a

FAPEAL: PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_756386.pdf;

Questionario_epidemiologico.pdf;

Declaracao_de_cumprimento_Raphael.pdf;
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Declaracao_de_cumprimento_Mariana.pdf;
Declaracao_de_cumprimento_Wander.pdf;
Declaracao_de_cumprimento_Ana_Catarina.pdf;
Declaracao_de_cumprimento_Josue_e_Paulo.pdf;
Declaracao_Publicizacao_Coordenador.pdf;

CL_Raphael_Pinto.pd;

CL_Mariana_Pinheiro.pdf;
CL_Wander_Botero.pdf;
CL_Ana_Catarina_Leite.pdf;
CL_Paulo_Roldan.pdf;
CL_Josue_Carinhanha.pdf;
TCLE_modelo_sugerido.pdf;
Projeto_de_Pesquisa.pdf;
Concordancia_lInstitucional.pdf

Folha_de_rosto_completa.pdf.

Os documentos que necessitam de assinatura estdo devidamente assinados.

De acordo com a resolucdo 466/2012.

Recomendacgoées:
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O TCLE precisa ser apropriado para a linguagem dos participantes da pesquisa, sem desconsiderar os itens

obrigatdrios exigidos na resolucao.

Conclusé6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Pesquisa relevante e de acordo com a resolugdo 466/2012.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS _DO_P | 14/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_756386.pdf 12:26:31
Outros Questionario_epidemiologico.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito

12:25:02 | Caldas Santos
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Declaracao de Declaracao_de cumprimento_Raphael.g 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito

Pesquisadores df 12:22:27 | Caldas Santos

Declaragao de Declaracao_de_cumprimento_Mariana.p| 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito

Pesquisadores df 12:22:08 |Caldas Santos

Declaragao de Declaracao_de cumprimento_Wander.p| 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito

Pesquisadores df 12:21:57 | Caldas Santos

Declaragao de Declaracao_de cumprimento_Ana_Cata| 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito

Pesquisadores rina.pdf 12:21:47 | Caldas Santos

Declaragao de Declaracao_de cumprimento_Josue e | 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito

Pesquisadores Paulo.pdf 12:20:01 | Caldas Santos

Outros Declaracao_Publicizacao_Coordenador.| 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito

pdf 12:19:42 | Caldas Santos

Outros CL_Raphael_Pinto.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito
11:59:53 | Caldas Santos

Outros CL_Mariana_Pinheiro.pdf 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito
11:59:25 | Caldas Santos

Qutros CL_Wander_Botero.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito
11:59:01 | Caldas Santos

Outros CL_Ana_Catarina_Leite.pdf 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito
11:58:31 | Caldas Santos

Qutros CL_Paulo_Roldan.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito
11:56:18 | Caldas Santos

Outros CL_Josue_Carinhanha.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito
11:54:12 | Caldas Santos

TCLE / Termos de | TCLE_modelo_sugerido.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito

Assentimento / 11:47:56 |Caldas Santos

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_de_Pesquisa.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito

Brochura 11:46:58 |Caldas Santos

Investigador

Declaragao de Concordancia_Institucional.pdf 14/07/2016 | Josué Carinhanha Aceito

Instituicéo e 11:45:02 | Caldas Santos

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_de rosto_completa.pdf 14/07/2016 |Josué Carinhanha Aceito
11:39:54 | Caldas Santos

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:

N3do

MACEIQ, 18 de Agosto de 2016

Assinado por:

Wagnner José Nascimento Porto

(Coordenador)



62

8. ANEXO I

Informagodes Gerais

Projeto a ser submetido no ambito do Edital FAPEAL 06/2016 — PPSUS, Programa Pesquisa para o SUS: gestéo
compartilhada em Satide.

Eixo 3: Saude, ambiente, trabalho e biosseguranga

Subeixo: Saude ambiental e biosseguranca

Linha de pesquisa: Avaliacdo e monitoramento de parametros da qualidade do ambiente (quimicos, fisicos,
bioldgicos e/ou psicossociais) relacionados a saude.
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Titulo

Avaliacao da exposi¢do a contaminantes inorganicos (Hg, As, Se, Cd e Pb) no ambiente e pardmetros bioquimicos
associados ao estresse oxidativo da populagdo circunvizinha ao Complexo Lagunar Mundai-Manguaba (Maceio-
AL): correlagdo entre contaminagao ambiental e qualidade da satide humana.

Coordenador (Proponente)

Prof. Dr. Josué Carinhanha Caldas Santos
Instituto de Quimica e Biotecnologia,
Universidade Federal de Alagoas, Campus A.C. Simées, Maceio, Alagoas, Brasil.

Instituicao de execucio

Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas
LINQA - Laboratorio de Instrumentacao e Desenvolvimento em Quimica Analitica
LAMP — Laboratério de Metabolismo e Protedmica

Institui¢coes de Coexecutoras

Curso de graduagdo em Biomedicina, Centro de Estudos Superiores de Maceié - CESMAC
Centro Académico de Vitoria, Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
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VI.1 Folha de rosto: titulo do projeto, nome, numero da carteira de identidade, CPF, telefone e
endereco para correspondéncia do pesquisador responsavel e do patrocinador, nome e assinaturas
dos dirigentes da instituicio e/ou organizacio

Em anexo a submissao do projeto pelo formulario eletronico.
V1.2 Descricao da pesquisa, compreendendo os seguintes itens:

a) descricdo dos propdsitos e das hipoteses a serem testadas

A hipoétese a ser testada no projeto é: a contaminacdo ambiental relativa a dgua e alimento (sururu) do
Complexo Estuarino Lagunar Mundat-Manguaba (Maceié - AL) quanto aos elementos Hg, As, Se, Cd e Pb pode
induzir ao estresse oxidativo da populagdo pela alteracdo de biomarcadores e, desta forma, levar ao
desenvolvimento ou agravamento de doengas.

b) antecedentes cientificos e dados que justifiquem a pesquisa

A regido do Complexo Estuarino Lagunar Mundat-Manguaba (CELMM) em Alagoas abrange cerca de
300 mil habitantes que vivem no seu entorno. Este apresenta intensa atividade antropica, elevada ocupacao
populacional, influéncia do polo cloroquimico e atividade sucro-alcooleira, crescimento desordenado da area
urbana sem saneamento basico levando a populacdo e o ambiente a uma condicdo de vulnerabilidade [1-3].
Contaminantes inorganicos (CI) tem especial atencdo pela toxicidade e, sobretudo neste projeto, pela auséncia de
estudos sistematicos no CELMM.

Nosso grupo de pesquisa, foi pioneiro e avaliou o teor de Pb na dgua e sururu em diferentes pontos do
complexo [4, 5], sendo que em alguns locais a concentragao foi 5 vezes superior ao estabelecido pela legislacao
para agua [6], e no sururu (Mytella falcata) chegou a 4,1 ug/g, contudo no Brasil ndo existe para este alimento
limite legal. Contudo, que se tenha registro até o momento nao houveram outros estudos no CELMM quanto a Cl e
0 impacto para a ambiente ou saide humana. Intoxicagdes por espécies inorganicas alteram as estruturas celulares,
inativam enzimas, oxidam DNA, entre outros aspectos [7]. De acordo com os 6rgdos de saude, 90% da ingestdo de
metais e outros contaminantes ocorrem através do consumo de agua e alimentos [8].

Assim, a exposicdo humana a contaminantes como Hg, As, Se, Cd e Pb pode levar ao estresse oxidativo que
acarreta em disfungdes neurologicas [9], cancer [10], doencas cardiovasculares [11], diabetes, processos de
inflamagao, doengas neurodegenerativas [12], dentre outras doengas ou problemas de saude.

Os efeitos toxicos destes CI sdo geralmente associados ao aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio, alteragdo da atividade de enzimas antioxidantes e deple¢do do sistema antioxidante [13]. Estudos
recentes tém demonstrado relacdo direta da exposicao a CI como Hg, As, Se, Cd e Pb no ambiente (dgua e
alimentos) com suas concentragdes em amostras bioldgicas (sangue, plasma, urina e cabelo, por exemplo) e
biomarcadores do estresse oxidativo (niveis de GSH e GSSG, catalase, GluPx, ALA-D, entre outros) [14-17].
Além disto, para o monitoramento de citotoxicidade por espécies metalicas, os linfocitos circulantes sdo excelentes
marcadores devido a sua acessibilidade, método de obtengcdo menos invasivo e potencialidade para responder a
diversos questionamentos sobre efeitos de toxidade. Os elementos e espécies derivadas que apresentam efeitos
toxicos sdo responsaveis pela diminui¢do da circulagdo dos principais componentes do sistema imune, oS
anticorpos, que sdo produzidos pelos linfocitos.

Estudos como os realizados por Grotto e cols [13] mostraram associagdo entre a exposi¢do ambiental a Hg
e estresse oxidativo em linfocitos de moradores de comunidades das regides ribeirinhas do rio Amazonas. Tal
trabalho mostrou que tanto o efeito da contaminacdo com Hg e derivados nos peixes consumidos pela populagio
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tinha relagdo direta com os teores deste elemento no cabelo, plasma e o sangue de tal populagdo. Além disto,
influenciou diretamente os niveis de glutationa reduzida, a atividade das enzimas catalase, glutationa peroxidase e
dehidratase 9-aminolevulinato. Outro estudo, visando ilustrar a importancia do tema foi realizado por Nascimento
e cols [9] que fizeram uma relagdo a exposi¢do ambiental a multiplos elementos (Pb, As, Cr, Mn, Fe) de centro
urbanos e rural com criangas da regido Sul do Brasil. Foi concluido que os individuos de regides rurais eram mais
expostos a toxicidade dos elementos, o que levou a um déficit de cognicdo e diminui¢do da atividade da enzima
dehidratase 3-aminolevulinato.

Neste contexto, a auséncia de dados ambientais relativos a concentragdo de CI no CELMM e da populagao
que vive em seu entorno sdo preocupantes. Assim, este projeto busca realizar uma avaliagcdo sistematica da
concentracdo total de Hg, As, Se, Cd ¢ Pb em diferentes pontos do CELMM quanto a qualidade da 4agua e do
sururu consumido pela populacdo. Além de monitorar estes CI e biomarcadores do estresse oxidativo em amostras
biologicas de voluntarios que residam no entorno do complexo. Por fim, os resultados obtidos podem conduzir a
acdes que fornecam subsidios para o planejamento e desenvolvimento de mecanismos de gestdo capazes de
garantir a manutengao de padrdes adequados de qualidade ambiental e saude da populagéo.

O CELMM abrange um dos sistemas estuarinos mais importantes do pais e vem sofrendo um processo
acelerado de degradacdo ambiental, afetando seus habitantes que tem como base alimentar o sururu. O sururu é um
organismo filtrante e bioacumulador a contaminagdo da 4agua, sendo abundante no CELMM e
consumido/comercializado pela populagao local, representando sua maior fonte de renda. Desta forma, a exposicao
ambiental a 4gua e sururu pode levar a contaminacdo direta da populagdo que depende de ambos. Com base nos
nossos dados preliminares quanto a elevada concentragdo de Pb € necessario um levantamento dos niveis de CI nas
amostras ambientais e biologicas, avaliando se os biomarcadores estdo sendo alterados e por consequéncia, se esta
exposicao se relaciona com doengas associadas ao estresse oxidativo. Além da real necessidade do levantamento
destes dados, ndo existem estudos anteriores que se propuseram a avaliar tais parametros, os quais tem impacto
direto no SUS.

Segundo o ultimo relatério da analise da situagdo da saude de 2014 realizado pela Secretaria de Estado da
Satde [29] a frequéncia de internacdes da 1? regido (a qual esta contida Maceid) por doengas cerebrovasculares
(13,5%), insuficiéncia cardiaca (12,5%) e diabetes (7,7%) corresponderam a 33,7% do total. Sendo que todas estas
doengas t€m relagdo direta com estresse oxidativo. De forma geral, as doengas citadas aumentaram sua incidéncia
de internagdes no periodo de 2007-2013. Particularmente merece mencionar a variagdo para diabetes mellitus que
para o municipio de Macei6 observou-se aumento de cerca de 20% nas internagdes. Para corroborar estes dados
tem-se que as 5 principais causas de Obitos na primeira regido sdo devido a homicidios (26,7%), seguido por
doengas cerebrovasculares (16,3%), diabetes mellitus (12,2%), infarto agudo do miocardio (8,9%) e doencas
hipertensivas (8,6%). Nota-se que exceto para os homicidios as outras quatro causas sdo todas relacionadas a
doengas com relacdo direta ao estresse oxidativo, perfazendo 45,9% do total de 6bitos. Se ndo considerarmos o
efeito dos homicidios e acidentes de transito neste percentual e, levando em conta somente as mortes relacionadas
a doengcas, este percentual passa para 67,8% no total de obitos de acordo com relatorio da Secretaria de Estado da
Saude [29].

Estes dados tém impacto direto no SUS, e os mesmos podem ser mais criticos em populagdes expostas a
CI no ambiente. Neste contexto, existe necessidade imediata na realiza¢do de estudos com os habitantes que vivem
no entorno do CELMM, principalmente pescadores ¢ populagdo em condigdo vulneravel para avaliar se a
exposicdo ambiental da agua e alimento (sururu) quanto aos CI tem relagdo com biomarcadores do estresse
oxidativo e, por consequéncia, as principais doengas desta populagdo. Os resultados deste projeto irdo fornecer
subsidios para tomada de decisdes publicas visando a melhoria da qualidade da saide humana e ambiental, assim
como trazer um menor impacto ao SUS.

¢) descriciio detalhada e ordenada do projeto de pesquisa
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1. material e métodos

A descri¢do da metodologia contida no formulario eletrénico foi a mesma do projeto a ser submetido para
FAPEAL. Por questdes de restrigdes quanto ao nimero de caracteres a mesma foi objetiva. Assim, abaixo segue
uma versao estendida da metodologia com mais detalhes.

Agua e sururu

Serdo selecionados no minimo dez pontos distintos no CELMM (Maceid-AL) para coleta das amostras de
agua e sururu (Mytella falcata) com uma periodicidade entre 4-6 meses a depender das condi¢des ambientais. Os
locais serdo identificados a partir de coordenadas por GPS. Amostragem, condicionamento e tratamento da
amostra de agua seguira protocolos ja descritos na literatura [4, 5]. Os procedimentos de preparo, armazenamento ¢
digestdao das amostras de sururu seguira trabalho anterior do grupo [4]. A quantificacdo dos teores totais de Hg, Se
e As nas amostras ambientais serdo realizados por vapor frio e/ou sistema de geracdo de hidretos por
espectrometria de fluorescéncia atomica (CV/HG AFS) [18, 19], enquanto Cd e Pb por cronopotenciometria de
redissolugdo anddica (SCP) [20].

Sangue, plasma e urina:

Inicialmente sera realizado um levantamento dos voluntarios (preferencialmente pescadores e populagdo
em condi¢Ges vulneravel) para participacdo deste projeto, sendo considerados homens e mulheres com idade
igual ou acima de 18 anos. Os questionarios epidemioldgicos serdo aplicados e as amostras de sangue e urina
recolhidas. No presente estudo estima-se um total de voluntarios entre 100-130.

Coleta das amostras

A urina dos participantes serd coletada em tubos especificos e mantidos congelados em freezer especifico
(-80°C) até a realizagdo dos testes desejados.

As amostras de sangue venoso serdo obtidas através de puncdo de veia em dois tubos com vacuo (BD
Vacutainer) contendo anticoagulante EDTA ou Heparina. Para a separacdo do sangue e do plasma, as amostras de
sangue serdo centrifugadas a 1000xg por 6 min. Apos centrifugacdo e separacgdo, tais amostras serdo mantidas
congelados em freezer especifico (-80°C) até a realizagdo dos testes desejados. O sangue obtido na presenga do
EDTA seré transferido para tubo falcon de 15 ml contendo 2 ml de Ficoll-Hypaque (d = 1,076g/ml) para a
obtencao das células linfomonucleares.

Isolamento de células linfomononucleares a partir de sangue

Apds a separacdo das células linfomononucleares pelo Ficoll, a transferéncia de tais células sera realizada
com o auxilio de pipeta Pasteur, para evitar a mistura do sangue com o ficoll, de modo a formar duas fases. Em
seguida, as amostras serdo centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. Apds centrifugacdo, o anel de célula formado
na interface das solu¢des sera retirado com pipeta Pasteur e transferido para outro tudo falcon de 15 ml,
completando o volume com PBS para 10 ml e em seguida serd centrifugado a 1500 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante sera descartado e a fragdo celular sera ressuspensa em 5 ml de tampao de lise, ficando por 15 min em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, serd acrescentado 5Sml de PBS e centrifugado a 1500 rpm por 15
minutos. O sobrenadante sera novamente descartado e sera feita outra lavagem com PBS. A frag@o celular sera
ressuspensa em PBS e submetida a coloragdo por Azul de Tripan para a contagem das células. O procedimento
descrito seguira protocolo de Malaguti et al. [21].

Pardmetros inorgdnicos e bioquimicos
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Para quantificacdo do Cl as amostras de plasma e urina serdo digeridas por procedimentos ja bem
estabelecidos na literatura [14, 22] e em seguida, Hg, Se e As serdo quantificados por CV/HG AFS, enquanto Cd e
Pb por SCP.

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas células sera monitorada por espectrofluorimetria
usando o corante permedvel & membrana H,DCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina). O sinal de
fluorescéncia sera monitorado usando espectrofluorimetro RF5300 (Shimadzu) operando com comprimento de
onda de excitacdo ¢ emissdo de 488 e 525 nm, respectivamente, com largura da fenda de 2,5 nm, sob constante
agitagdo. Nas células isoladas (linfécitos circulantes 10° células/ml) a oxidagdo do marcador fluorescente H,DCF-
DA (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA) serd realizada utilizando meio HBSS tamponado a 37°C. A
calibragdo sera feita pela adicdo de concentragdes conhecidas de diclorofluoresceina (DCF), o produto da oxidacdo
do H,-DCFDA [23].

A producdo de anion superéxido de origem mitocondrial sera medida usando MitoSOX™ Red (Molecular

Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA). As incubacgGes serdo realizadas a 37°C e o sinal de fluorescéncia emitido pelo
MitoSOX™ Red oxidado serd monitorado por espectrofluorimetria usando o espectrofluorimetro RF5300
(Shimadzu). MitoSOX™ Red sera adicionado as células isoladas e lavadas (linfocitos circulantes 105 células/ml), na
concentragao final de 5 UM em meio e monitorado sob agitacdo constante a 37°C por 10 min. A intensidade de
fluorescéncia sera monitorada com comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 510 nm e 580 nm,
respectivamente [24].

A dosagem de 8-isoprostanos que ¢ um produto de peroxidacdo lipidica, sera realizada através de um kit
Elisa especifico (Cayman) seguindo as especificagdes do fabricante. As medidas em amostras de plasma e urina,
bem como a curva de calibracdo serdo realizadas por leitor de Elisa (Flex Station, Molecular Devices).

A concentrac¢do de proteina total nas células sera determinada pelo método de Bradford (1976) usando

um espectrofotdmetro de varredura com feixe duplo Shimadzu (modelo TCC-240A, Jap3do) equipado com cubetas
de vidro de 1,0 cm de caminho éptico. Uma curva de calibragdo com concentragdes conhecidas de BSA a 2
mg/mL serd utilizada como padréo [25].

A atividade da enzima superoxiodo dismutase (SOD) sera avaliada através do método de auto-oxidagdo do
pirogalol, o qual compete com a SOD podendo ser medido em por espectrofotometria a 420 nm. Em uma cubeta de
quartzo de 1 mL, sera adicionado tampao fosfato 50 mM, amostra, catalase e pirogalol. Apds a adigdo de cada um
dos reagentes sera realizada homogenizagdo. A absorbancia sera registrada por um periodo de 3 min. Os resultados
serdo expressos em unidade por miligrama de proteina, sendo uma unidade da SOD definida como a quantidade de
proteina requerida para inibir a auto oxidacao de 1 umol de pirogalol por min [26].

A atividade da enzima catalase ¢ baseada na determinagdo da constante k de decomposicdo de H,O,. Nas
condi¢des experimentais empregadas (20°C de temperatura, pH 7,0 e 50 mM de tampao fosfato), a constante & sera
definida como 4,6x107. A atividade enzimatica da catalase serd medida através das mudangas na absorbancia em
240 nm por min, durante 2 min. Os resultados serdo expressos em unidade por miligrama de proteina. Uma
unidade de catalase ¢ definida como sendo a concentragdo de proteina requerida para converter 1 pmol de H,O, por
minuto a H,O [27].

Para medida da atividade da glutationa peroxidase (GPx) serdo misturados tampao fosfato 50 mM (pH 7,0)
contendo 5 mM de EDTA, NADPH 84 mM, glutationa redutase (100uL/mg proteina/ml), NaN; 1,125 M,
glutationa reduzida 0,15 M e a amostra. A reagdo enzimatica inicia-se pela adi¢do de H,O, 2,2 mM. A conversdo
do NADPH em NADP sera medida pela absorbancia a 340 nm por 4 min apos o inicio da rea¢do. A unidade
enzimatica ¢ definida como oxidacdo de 1 pumol de NADPH por min por miligrama de proteina e serdo calculado
com base na absortividade molar do NADPH a 340 nm [28].



68

Os niveis de glutationa reduzida e oxidada serdo medidos separadamente de acordo com método do o-
ftalaldeido (OPA) por espectrofluorimetria. Esse método é baseado no principio que o OPA reage com o GSH e
GSSG, em pH 8,0 e pH 12, respectivamente, originando um produto altamente fluorescente que pode ser
monitorado em 420 nm, apds excitacdo em 350 nm. Os niveis de GSSG serdo determinados nas amostras
tratadas com N-etilmaleimida (NED) para remover completamente o GSH. As concentracGes de GSH e GSSG nas
amostras serdo calculadas de acordo com uma curva padrdo que serd preparada com GSH e GSSG,
respectivamente [29].

A atividade da dehidratase 6-aminolevulinato (ALA-D) no sangue serd realizada pela velocidade de
formacgao do porfobilinogenio, em presenca e auséncia do agente redutor ditiotreitol a concentragdo final de 2
mM. A reacgdo serd iniciada apds 10 min de pré-incubacdo, pela adicdo de acido 6-aminolevulénico em 4 mM de
tampao fosfato a pH 6.8 por 1 h a 379C, sendo o produto da reacdo monitorado a 555 nm [14]. O tratamento
estatistico e quimiométrico dos resultados sera realizado, conforme descritivo no projeto submetido no
formulario eletronico.

Parametros quimicos e bioquimicos adicionais aos descritos acima podem ser efetuados para maiores
esclarecimentos sobre a hipdtese do projeto, desde que, ndo seja necessario uma nova coleta de amostra.

2. casuistica

De acordo com os antecedentes cientificos e justificativa apresentados anteriormente neste projeto, a
auséncia de dados ambientais e da populagdo do CELMM (Maceid-AL) quanto aos pardmetros contaminantes
inorganicos e biomarcadores do estresse oxidativo suportam e legitimam a necessidade da realizacdo do projeto
proposto.

3. resultados esperados

Os principais resultados que se esperam com a implementacao deste projeto sdo:
1. Levantamento ¢ mapeamento do atual estagio de polui¢do do CELMM (4agua e sururu) quanto aos CI
selecionados e o possivel impacto a populagio;
2. Identificar os problemas de satide que dependem de conhecimento cientifico para a sua resolucdo através da
avaliacdo do impacto da exposicdo humana ao ambiente e a influéncia dos CI nos biomarcadores (estresse
oxidativo);
3. Avaliagdo e monitoramento de parametros de qualidade do ambiente relacionados a satide pela correlagdo entre
os parametros relativos aos CI no ambiente ¢ em humanos e a relagdo com os biomarcadores do estresse oxidativo
da populagdo do CELMM (Maceio-AL);
4. Melhoria da qualidade de atencdo a saude através da identificag@o das principais doengas e seu impacto ao SUS
em funcao da exposicao a CI e estresse oxidativo da populacdo que vive no entorno do CELMM (Maceio-AL);
5. Formacao de recursos humanos e fortalecimento dos grupos de pesquisa envolvidos neste projeto envolvendo
diferentes IES, assim como, os respectivos programas de pos-graduacdo no qual estdo inseridos visando
futuramente a implementag¢ao de uma rede de monitoramento do impacto do ambiente na saude humana;
6. Instituir conceitos de preservacdo ambiental e o impacto a saude através da realizacdo de oficinas e cursos
informativas para populagdo circunvizinha do CELMM (Macei6-AL), divulgando as principais informagdes
obtidas;
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7. Divulgag@o dos resultados na forma de relatorios técnicos, resumos (minimos de 10 trabalhos) e artigos
cientificos (minimo de 4 artigos em revista indexadas), para a sociedade e 6rgdos de interesse visando contribuir
para a superacao das desigualdades e melhoria dos indicadores de satude local.
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d) analise critica de riscos e beneficios

Estes itens constam no formulario eletronico.
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e) duracio total da pesquisa, a partir da aprovacao

Conforme cronograma do Edital FAPEAL 06/2016 — PPSUS, Programa Pesquisa para o SUS: gestdo
compartilhada em Saude os projetos uma vez aprovados devem a contratagdo das propostas em outubro de 2016.
Assim, tomamos como referéncia este inicio, para propor o cronograma. Logo a pesquisa teria duragdo de dois
anos, sendo outubro/2016 a outubro/2018.

f) explicitacido das responsabilidades do pesquisador, da instituicao, do promotor e do patrocinador

As responsabilidades do coordenado sdo associadas a supervisdo e garantia de qualidade e praticas
adequadas em todas as etapas previstas no projeto. Os demais pesquisadores terdo responsabilidades especificas as
quais serdo descritas neste projeto no tocante a equipe do mesmo. A instituigdo executora é responsavel pela
infraestrutura e disponibilidade de equipamentos para execucdo das atividades experimentas necessarias ao
desenvolvimento do referido projeto como consta em Carta de Concordancia Institucional anexada a este projeto
durante o processo de submissdo por via eletronica. As responsabilidades do promotor/patrocinador sdo relativas
ao financiamento (descritivo no formulario eletronico) conforme o que preconiza o Edital FAPEAL 06/2016 -
PPSUS, Programa Pesquisa para o SUS: gestdo compartilhada em Saude.

g) explicitacdo de critérios para suspender ou encerrar a pesquisa

A suspensdo ou encerramento da estara associada aos seguintes fatores:
1) auséncia de recursos financeiros ou repasses pela agéncia de fomento, caso o projeto seja aprovado;
2) auséncia de voluntarios apitos a participar do processo de amostragem em relagdo ao sangue e urina. Esta
possibilidade possivelmente s6 levaria a suspensdo temporaria do projeto, até um novo redimensionamento das
atividades;
3) Quebra dos equipamentos necessarios para realizagdo das medi¢des. Esta possibilidade so levaria a suspensao
temporaria do projeto até conserto ou realizacdo de colaboragdes para atender as necessidades previstas.

h) local da pesquisa: detalhar as instalagdes dos servicos, centros, comunidades e instituicdes nas
quais se processarao as varias etapas da pesquisa

As analises das amostras ambientais e biologicas serdo realizadas no LINQA (Laboratério de
Instrumentac¢do ¢ Desenvolvimento em Quimica Analitica), LAMP (Laboratorio de Metabolismo ¢ Protedmica) e
Central Analitica presentes no Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL e, Laboratério de Bioquimica e
Bioquimica do Exercicio da Universidade Federal de Pernambuco (Centro Académico de Vitoria). Os laboratérios
citados apresentam infraestrutura adequada para realizag@o das analises propostas. Com aprovacdo do projeto, os
reagentes e consumiveis que ainda ndo estdo disponiveis serdo adquiridos.

As amostras de agua e sururu serdo recolhidas em pelo menos dez pontos distintos no CELMM somente
do municipio de Maceid-AL, sendo os locais selecionados de acordo com relatorios de balneabilidade do IMA,
pontos de lancamento de esgoto ou proximidade de residéncias, ou presenca de industria, lixdes ou atividade
humana efetiva. Também serdo selecionados pontos com caracteristicas contrarias as incaicas, a fim de estabelecer
se a presenca/auséncia de determinados contaminantes ¢ devido a atividade antropogénica ou de origem endémica.

Inicialmente sera realizado um levantamento dos voluntarios (preferencialmente pescadores e populagdo

em condig¢des vulnerdvel) apds a realizacdo das oficinas na comunidade local. Serd feito contato com a associacdo
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de pescadores e moradores da regido visando a facilitacdo no contato com os habitantes. Os questionarios
epidemioldgicos serdo aplicados e as amostras de sangue e urina recolhidas dos participantes voluntarios. Os
locais de trabalho ou moradia dos voluntarios ndo deve ter uma distancia superior a 2 km dar margens do
CELMM (Maceio-AL).

i) demonstrativo da existéncia de infraestrutura necessaria ao desenvolvimento da pesquisa e para
atender eventuais problemas dela resultantes, com a concordancia documentada da instituicao

Declaracdo consta como anexo no formulario eletronico.

j) orcamento financeiro detalhado da pesquisa: recursos, fontes e destinacdo, bem como a forma e
o valor da remuneracio do pesquisador

Este item foi preenchido no formulario eletronico.

1) explicitacio de acordo preexistente quanto a propriedade das informacées geradas,
demonstrando a inexisténcia de qualquer clausula restritiva quanto a divulgacdo publica dos
resultados, a menos que se trate de caso de obtencio de patenteamento; neste caso, os resultados
devem se tornar publicos, tio logo se encerre a etapa de patenteamento

Cartas dos pesquisadores e estudantes envolvidos no projeto constam em anexo ao formulario eletronico
indicando que todos os resultados serdo divulgados publicamente conforme cumprimento das normas da
Resolucao 466/12, de publicizacdo dos resultados e sobre o uso e destinagdo do material/dados coletados.
Adicionalmente foi anexada uma carta do coordenador se comprometendo antecipadamente a explicitar que todas
as informag¢des geradas serdo divulgadas publicamente e que, as mesmas podem ser solicitadas, a qualquer
momento por vias formais durante a execucao do projeto.

m) declaracio de que os resultados da pesquisa serdo tornados publicos, sejam eles favoraveis ou
nao

Cartas dos pesquisadores e estudantes envolvidos no projeto constam em anexo ao formulario eletronico

indicando que todos os resultados serdo divulgados publicamente conforme cumprimento das normas da
Resolugao 466/12, de publicizagdo dos resultados e sobre o uso e destinagdo do material/dados coletados.

n) declaraciao sobre o uso e destinacao do material e/ou dados coletados
Idem item anterior.
V1.3 Informacdes relativas ao sujeito da pesquisa:
a) descrever as caracteristicas da populacio a estudar: tamanho, faixa etaria, sexo, cor

(classificacdo do IBGE), estado geral de satide, classes e grupos sociais. Expor as razdes para a
utilizacdo de grupos vulneraveis;
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O tamanho da populacdo avaliada sera de no minimo 100 e méaximo 130 voluntarios, entre homens e
mulheres. A faixa etaria sera de pessoas com idade variando entre 18 a 65 anos, sendo considerando os valores
limites. Ndo sera feita distingdo quanto a cor, estado de satde, classe ou grupo social. Todos estariam apitos a
participar da pesquisa. Pessoas em condicdo de vulnerabilidade sdo do interesse da pesquisa, desde que residam ou
trabalhe no entorno do CELMM (Macei6-AL), assim, pode-se avaliar como a exposicdo ambiental podem ter
influéncia na concentragdo de contaminantes inorganicos, biomarcadores do estresse oxidativo e a incidéncia de
doengas ou problemas de satde.

b) descrever os métodos que afetem diretamente os sujeitos da pesquisa

O tnico método que poderiam afetar os sujeitos da pesquisa seria durante a coleta das amostras de sangue.
Contudo, este procedimento seré realizado por profissionais qualificados seguidos as praticas recomendadas.

¢) identificar as fontes de material de pesquisa, tais como espécimes, registros e dados a serem
obtidos de seres humanos. Indicar se esse material sera obtido especificamente para os propositos
da pesquisa ou se sera usado para outros fins;

A pesquisa sera realizada com seres humanos, sendo as amostras de sangue, urina e as informagdes
contidas no questionario epidemioldgicos de cada individuo utilizada somente com proposito cientifico para
realizagdo da pesquisa referente a este projeto.

d) descrever os planos para o recrutamento de individuos e os procedimentos a serem seguidos.
Fornecer critérios de inclusio e exclusio.

O recrutamento dos individuos serd realizado apds oficinas informativas realizadas nas comunidades
(locais proximos ao CELMM, municipio de Maceid) e através de visitagdo com representantes da associacdo de
moradores e de pescadores da regido. Os critérios de inclusdo e exclusdo foram descritos no formulario eletronico.

g) descrever as medidas para protecio ou minimizacdo de qualquer risco eventual. Quando
apropriado, descrever as medidas para assegurar os necessarios cuidados a saude, no caso de
danos aos individuos. Descrever também os procedimentos para monitoramento da coleta de dados
para prover a seguranca dos individuos, incluindo as medidas de protecdo a confidencialidade.

O unico risco eventual seria durante a retirada das amostras de sangue. Para evita-los este procedimento
sera realizado por profissionais qualificados e com experiéncia comprovada, seguindo as praticas recomendas para
tais procedimento. Os dados coletados quanto ao questionario epidemioldgico serdo realizados por pesquisadores
da equipe na presenca de representante da comunidade ou outras testemunhas que forem autorizadas pelo
individuo. O mesmo ndo ¢ obrigado a responder todas as perguntas, podendo interromper parcialmente ou
completamente o procedimento quando desejar. Uma vez os questionarios sendo preenchidos os dados serdo
digitalizados, codificados, e¢ organizados em planilhas protegidos por senha, com acesso somente aos
pesquisadores do projeto. A identidade de nenhum individuo serd publicizada em nenhuma etapa do projeto. Os
registros fisicos serdo arquivados durante o periodo maximo de 1 ano apds o encerramento do projeto, sendo
incinerados apos este intervalo. Os mesmos podem ser requisitados a qualquer momento pelo respetivo individuo.
Para garantir a qualidade das amostras biologicas serdo passadas as principais as instru¢des quanto amostragem de
urina e sangue, uma vez fazendo as recomendagdes necessarias, serdo agendados horarios para o recolhimento das
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mesmas. Uma vez de possa das amostras biologicas as mesmas serdo acondicionadas em camara frigorifera movel,
e em seguida, levadas ao laboratorio para serem estocadas a -80°C até o momento das andlises necessarias. As
amostras bioldgicas serdo codificadas em fun¢do do questionario epidemiologico. Quando necessario, as amostras
serdo separadas em lotes, em fung@o do tipo de analise a ser realizada.

e) apresentar o formulario ou termo de consentimento, especifico para a pesquisa, para a
apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa, incluindo informacdes sobre as circunstincias sob as
quais o consentimento sera obtido, quem ira tratar de obté-lo e a natureza da informacao a ser
fornecida aos sujeitos da pesquisa

Um modelo de termo de consentimento contendo as principais informagdes do projeto foi anexado ao
formulario eletronico.

f) descrever qualquer risco, avaliando sua possibilidade e gravidade;
Este item foi preenchido no formulario eletrénico.

h) apresentar previsio de ressarcimento de gastos aos sujeitos da pesquisa. A importincia
referente nao podera ser de tal monta que possa interferir na autonomia da decisao do individuo
ou responsavel de participar ou nio da pesquisa.

Os sujeitos da pesquisa ndo terdo nenhum gasto. Todo o material necessdrio para os procedimentos de
amostragem, instrugdes escritas, termo de consentimento escrito, entre outros, foram contemplados no orcamento
do referido projeto, como consta no formulario eletronico e serdo fornecidos pela equipe do projeto durante as
atividades.

V1.4 Qualificacdo dos pesquisadores: “Curriculum Lattes” do pesquisador responsavel e dos demais
participantes

Este item foi anexado no formulario eletronico somente em relagdo aos pesquisadores.

Equipe técnica do projeto e atribuicdes
PESQUISADORES (6)

Instituicao de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Instituto de Quimica e Biotecnologia

Nome integrante: Josué Carinhanha Caldas Santos

Titulacido: Doutor

Funcio no projeto: Coordenador. Gerenciamento e responsabilidade por todas as atividades previstas no presente
projeto. Especificamente avaliard a quantificagdo de Hg, As, Se, Cd e Pb em amostras ambientais e biologicas
(plasma e urina) e biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras biologicas.

Instituicao de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Instituto de Quimica e Biotecnologia
Nome integrante: Ana Catarina Rezende Leite
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Titulacido: Doutora
Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras biologicas.
Auxilio na aplicacdo do questiondrio epidemiologico e obtencao das amostras de sangue.

Instituiciio de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Instituto de Quimica e Biotecnologia

Nome integrante: Paulo dos Santos Roldan

Titulacao: Doutor

Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificagdo de Hg, As, Se, Cd e Pb em amostras ambientais e biologicas
(plasma e urina). Auxilio na aplicacdo do questionario epidemioldgico.

Instituicao de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Campus Arapiraca

Nome integrante: Wander Gustavo Botero

Titula¢ao: Doutor

Func¢io no projeto: Avaliacdo e quantificagdo de Hg, As, Se, Cd e Pb em amostras ambientais e biologicas
(plasma e urina). Auxilio na aplicacdo do questionario epidemiologico.

Instituicio de vinculo: Universidade Federal de Pernambuco — Centro Académico de Vitdria

Nome integrante: Mariana Pinheiro Fernandes

Titulacdo: Doutor

Funcao no projeto: Avaliacdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo (enzimas) nas amostras
biologicas.

Instituicao de vinculo: Centro Universitario CESMAC

Nome integrante: Raphael de Souza Pinto

Titulacido: Doutor

Funcio no projeto: Avaliagdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras biologicas.
Auxilio na aplica¢do do questiondrio epidemiologico e obtencao das amostras de sangue.

ESTUDANTES (13, entre doutorandos, mestrandos e iniciaciio cientifica)

InstituicAdo de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Poés-graduagdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Marina de Magalhaes Silva

Titulacdo: Mestre. Doutorando em Quimica Analitica.

Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras biologicas.

Instituicado de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Pés-graduacdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Shenia de Oliveira Souza

Titulacao: Mestre. Doutoranda em Quimica Analitica.

Funcio no projeto: Avaliagdo e quantificacdo de Hg, As e Se por fluorescéncia atbmica em amostras ambientais e
biologicas (plasma e urina).

Instituicado de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Pdés-graduacdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Maria Dayanne de Aratjo Dantas

Titula¢ao: Mestre. Doutoranda em Quimica Analitica.
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Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras biologicas.

Instituicado de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Poés-graduacdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Elysson David de Santana Lima

Titulacao: Mestre. Doutoranda em Quimica Analitica.

Funcio no projeto: Avaliagdo e quantificacdo de Hg, As e Se por fluorescéncia atdmica em amostras ambientais.

Institui¢cao de vinculo: Centro Universitario CESMAC

Nome integrante: Chiara Rachel Maciel Marinho

Titulacdo: Mestre

Funcio no projeto: Avaliagdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras biologicas.
Augxilio na aplicagdo do questiondrio epidemioldgico e obtencdo das amostras de sangue.

Instituicio de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Pos-graduagdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Jodo César Nascimento Santos

Titulacdo: Mestrando em Quimica Analitica. Bacharel em Quimica.

Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo de Hg, As e Se por fluorescéncia atdmica em amostras ambientais.

Instituicdo de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Poés-graduacdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Erismarck Ananias da Silva

Titulacido: Mestrando em Quimica Analitica. Licenciado em Quimica.

Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo de Cd e Pb por cronopotenciometria de redissolucdo anodica em
amostras ambientais e biologicas (plasma e urina).

Instituicdo de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Poés-graduacio em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Maria Célia Tavares

Titulacido: Mestranda em Quimica Analitica. Licenciada em Quimica.

Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo de Cd e Pb por cronopotenciometria de redissolucdo anodica em
amostras ambientais e biologicas (plasma e urina).

Instituicdo de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Programa de Poés-graduacdo em Quimica e
Biotecnologia.

Nome integrante: Alinne Diana Pinho Wanderley

Titulacdo: Mestranda em Quimica Analitica. Licenciada em Quimica.

Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo de Cd e Pb por cronopotenciometria de redissolucdo anodica em
amostras ambientais e biologicas (plasma e urina).

Instituicdo de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, da Escola de
Enfermagem e Farmacia.

Nome integrante: Abner Magalhaes Nunes

Titulaciao: Mestrando em Ciéncias Farmacéuticas, Farmacéutico.

Funcio no projeto: Andlises da produgdo de espécies reativas de oxigénio através dos métodos DCF e MitoSox
nos linfocitos e analises da producao de 8-isoprostanos no plasma e urina.
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Instituiciio de vinculo: Universidade Federal de Pernambuco — Programa de Pds-graduagdo em Nutrigao.

Nome integrante: Talitta Ricarlly Lopes de Arruda Lima

Titulacdo: Mestranda em Nutri¢do

Funcio no projeto: Funcio no projeto: Avaliacdo e quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo
(enzimas) nas amostras bioldgicas.

Instituicao de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Instituto de Quimica e Biotecnologia

Nome integrante: Jodo Arthur da Silva Santos

Titula¢ao: Graduando em Quimica Licenciatura

Funcio no projeto: Analises da producdo de espécies reativas de oxigénio através dos métodos DCF e MitoSox
nos linfocitos.

Instituicao de vinculo: Universidade Federal de Alagoas - Instituto de Quimica e Biotecnologia
Nome integrante: Eric Jos¢ Braga Ferreira

Titulacdo: Graduando em Quimica Tecnologica

Funcio no projeto: Analises da produgdo de 8-isoprostanos no plasma e urina.



