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RESUMO

O Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM, ALAGOAS) fornece um grande
subsidio para o comércio de peixes. Em Maceid, a lagoa Mundau representa fonte de renda e
alimento para a populacdo. No entanto, a grande atividade antrépica fez com que este
ecossistema sofresse processos de degradagcdo. Como consequéncia, ele libera
contaminantes que podem ser prejudiciais para 0 meio ambiente, como espécies quimicas
potencialmente toxicas, que incluem mercurio (Hg), chumbo (Pb), arsénio (As) e cadmio (Cd).
Um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa tem quantificado a presenga de espécies
guimicas na laguna Mundau, destacando concentragdes elevadas de Hg e Pb. Nosso objetivo
foi avaliar o nivel de mercurio no sangue e na urina de pescadores e correlaciona-lo com o
nivel de estresse oxidativo nas ceélulas sanguineas. Mostramos neste estudo que os
pescadores (grupo exposto) da Lagoa Mundau (Macei6 - Alagoas, Brasil) apresentam maiores
concentragdes de mercurio total no sangue e na urina comparado com o grupo controle. Esse
mercurio pode influenciar em alteragdes no sistema redox, gerando a producado de espécies
reativas de oxigénio, que esta atrelada a diversas doengas de férum metabdlico, como
diabetes tipo 2 e hipertensdo. Nesse grupo de pescadores, ha uma maior incidéncia dessas
duas patologias. Nesse trabalho, as células linfomononucleares dos pescadores apresentam
nivel elevado de espécies reativas de oxigénio e destacamos que os eritrocitos apresentaram
maior dano em biomoléculas, que inclui aumento da peroxidagéo lipidica e oxidagdo de
proteinas e diminuicdo do tiol total e alteragao do estado redox celular, bem como diminuicéo
da atividade das enzimas antioxidante (SOD, GPx e GST). Essas alteragdes no sistema
antioxidante do grupo exposto ao ambiente aquatico com mercurio podem contribuir para gerar
0 estresse oxidativo, que também esta relacionado com prejuizo na capacidade funcional da
hemoglobina em se ligar ao oxigénio. A captacdo de oxigénio da hemoglobina diminuiu no
grupo exposto e a membrana das células apresentou fragilidade osmética aumentada em
relagédo ao grupo controle, indicando fragilidade da membrana. Foram encontradas correlagées
entre mercurio, estresse oxidativo. Esses resultados sugerem que o mercurio no sangue de
pescadores pode ser responsavel por causar prejuizos no estado oxidativo das células
sanguineas e na capacidade funcional da hemoglobina, e fortalece a necessidade de se fazer
um maior monitoramento ambiental nas aguas do CELMM e dos possiveis efeitos bioldgicos
causados na populagao circunvizinha.

Palavras-chave: Espécies quimicas toxicas, Células sanguineas, Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The Estuarine Lagoon Mundau-Manguaba Complex (ALAGOAS) provides a large subsidy for
the fish trade. In Maceié, the Mundau lagoon represents a source of income and food for the
population. However, the great anthropogenic activity has caused this ecosystem to undergo
degradation processes. As a consequence, it releases contaminants that may be harmful to
the environment, such as potentially toxic chemical species, which include mercury (Hg), lead
(Pb), arsenic (As) and cadmium (Cd). Recent work by our research group has quantified the
presence of chemical species in the Mundau lagoon, highlighting high concentrations of Hg
and Pb. We aimed to evaluate the mercury level in the blood and urine of fishermen and
correlate it with the level of oxidative stress in blood cells. We show in this study that the
fishermen (exposed group) of Mundau Lagoon (Maceié - Alagoas, Brazil) have higher
concentrations of total mercury in blood and urine than the control group. This mercury can
influence changes in the redox system, generating reactive oxygen species production, which
is linked to several diseases of the metabolic forum, such as type 2 diabetes and hypertension.
In this work, fishermen’s lymphomononuclear cells had a high level of reactive oxygen species
and we highlight that the erythrocytes showed greater damage to biomolecules, which includes
increased lipid peroxidation and protein oxidation and decreased total thiol and alteration of the
cell redox state, as well as decreased activity of antioxidant enzymes (SOD, GPx and GST).
These alterations in the antioxidant system of the group exposed to the aquatic environment
with mercury can contribute to generate oxidative stress, which is also related to impairment in
the functional capacity of hemoglobin to bind to oxygen. The oxygen uptake of hemoglobin
decreased in the exposed group and the cell membrane showed increased osmotic fragility in
relation to the control group, indicating fragility of the membrane. Correlations were found
between mercury and oxidative stress. These results suggest that mercury in the blood of
fishermen may be responsible for causing damage to the oxidative state of blood cells and in
functional capacity of hemoglobin, and strengthens the need for greater environmental
monitoring in the waters of CELMM and the possible biological effects caused on the
surrounding population.

Keywords: Toxic chemical species, Blood cells, Oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

Este trabalho tem como principal objetivo investigar como as espécies quimicas
potencialmente toxicas, provenientes da exposicdo ambiental (i.e., contato com agua e
consumo de alimentos provenientes da laguna), podem afetar a atividade antioxidante de
alguns tipos celulares de pescadores que vivem no entorno da laguna Mundau, localizado na
cidade de Maceio-AL. Essas espécies toxicas, dentre elas o mercurio, chumbo, arsénio e
cadmio, sédo descritas na literatura como elementos associados a patologias, que inclui
hipertensao, diabetes, aterosclerose, doengas autoimunes, disturbios neuroldgicos, renais e
até mesmo cancer (STEFFENSEN et al., 1994; CENTENO et al., 2002; MENKE et al., 2009;
RICE et al., 2014; KUO et al., 2017). Todas essas patologias também sao descritas como
patologias associadas ao estresse oxidativo, uma situagédo que gera dano celular e que a longo
prazo pode culminar no aparecimento das doencas ja citadas. Além disso, também é reportado
que as espécies quimicas potencialmente toxicas podem induzir o estresse oxidativo (FARINA
etal., 2013).

Para que seja possivel associar esses fatores nessa populagdo de pescadores de
Maceio, este trabalho foi direcionado da seguinte forma:

Primeiro foi feito uma revisao da literatura que aborda o contexto geral da poluigdo no
mundo e no Brasil, expondo como ocorre esse tipo de exposicédo da populagcdo. Em seguida,
foi abordado informacdes relevantes sobre o Complexo Estuarino Lagunar Mundau-
Manguaba, que relatam sua importancia ecoldgica, econémica e como isso é afetado pela
poluicdo e, consequentemente, como a saude da populagdo sofre com essa situacao.
Continuando com a tematica da poluicdo, foi feita uma breve revisdo dos principais
contaminantes abordados nesse estudo (Hg, Pb, As e Cd), focando principalmente em suas
caracteristicas e como eles afetam a saude e o ambiente. Posteriormente, foi iniciada uma
descricao das caracteristicas do modelo experimental utilizado no estudo, os pescadores
(sangue), destacando os eritrocitos e as células linfomononucleares, para que se pudesse
compreender suas principais fung¢des. Por ultimo nesta revisdo da literatura, discorreu-se
acerca do tema central que é o estresse oxidativo e como as espécies quimicas podem levar

a essa situacao.

O trabalho segue apresentando os objetivos e hipotese do trabalho, depois os materiais

e métodos empregados para avaliar os objetivos especificos propostos. Apds a sessao de
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materiais e métodos, sao descritos os resultados obtidos, a discussdo dos mesmos baseada

em dados da literatura e por ultimo, foram feitas as consideracdes finais acerca deste trabalho.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Panorama geral da poluicao ambiental e contaminagado da populagéao

A poluicdo é um problema ambiental que afeta tanto o estado de saude quanto a
condigao social da populagéo. Atualmente, a polui¢cao € considerada a maior causa de morte
ambiental, chegando a superar o indice de mortalidade causado por algumas doengas, como
por exemplo, AIDS, tuberculose e malaria e até mesmo mortes por formas violentas
(LANDRIGAN et al., 2017; HORTON, 2017; GBD, 2016). O maior indice dessas mortes afeta
desproporcionalmente pessoas pobres e em situacao de vulnerabilidade. Aproximadamente
92% da populacao afetada por doengas causadas por poluicdo possuem renda baixa e renda
média. Segundo o mapa global (Fig. 1A) do indice de mortes atribuidas a poluicao (GBD,
2016), paises subdesenvolvidos sdo os mais afetados pela poluigdo e a populagdo de renda
média baixa e renda média alta sdo as que apresentam maior taxa de mortalidade (Fig. 1B).
Corroborando com dados do Global Burden of Disease Study (GBD), em 2012 a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estimou que ambientes ndo saudaveis foram a causa de morte de
12,6 milhdes de pessoas, que representa 23% da mortalidade global — e por 26% da morte de
criangas abaixo dos 5 anos (WHO, 2014; WHO, 2016; WHO, 20162).

Vale salientar, que a poluicdo causa mais mortes que diversos fatores de risco (Fig.
2A) e que criangas e idosos se encontram em maior grupo de risco de acometimento de
doencgas relacionadas a poluigdo. Estima-se que cerca de 9 milhdes de mortes prematuras
sejam causadas por poluicdo. Além disso, mesmo a exposi¢ao a pequenas doses de poluentes
em janelas de vulnerabilidade, como desenvolvimento intrauterino e primeira infancia, podem
levar a doengas, incapacidade ou ainda ser a causa de morte em criangcas. Também pode ser
destacado que ndo apenas as criangas apresentam grande taxa de mortalidade associada
com a poluigdo, mas também idosos se encaixam nesse grupo de risco (Fig. 2B) (LANDRIGAN
et al., 2017; GBD, 2016).
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de risco da poluicao e nivel de renda de paises. Fonte: Adaptado de GDB, 2016.

20



Estimativa global de mortes [milhes)

dl I 1§ .

3 0
& & & si“‘b‘\ & “@o"\ q—“”
& ® < ¥ i ®© ,,aﬁ\:" sy
& & & ¢ VOO R
& & a 5
< & \6‘& v C
i &
S &
; &
Fatores de risco e causas <
B 257 [] Todas as poluigbes

—_— Ar
Agua
— Solo
e  Decupacional

= el
w o
] ]

Estimativa global de mortes (milhdes)
&
1

L ]
7-.
b g » ,;p. ks .,;u S e |
0 ; & e © AV P
@%"ﬂe“"’»é“é“‘v&%@c&@@“
T S
S8 idade da morte {anos)
QPQPG ade da morie (anos

Figura 2: Estimativa de causas de mortes global e idades mais afetadas por mortes
relacionadas com poluigao. (A) Estimativa global das causas de morte (milhdes). (B)
Correlacao da estimativa de mortes e idade de acometimento das mortes por poluicéo.
Fonte: Adaptado de GBD, 2016.

Segundo a Unido Europeia, a poluicao é definida como qualquer forma de matéria

indesejada e muitas vezes perigosa, que é introduzida nos ambientes da Terra por meio do
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homem e tanto ameaga como prejudica a saude humana, bem como os ecossistemas (UNION,
2010; LANDRIGAN, PHILIP J. et al., 2018). Uma das grandes causas da poluigdo no mundo
€ o crescimento das cidades. Esse efeito se destaca quando se compara com cidades de
paises que estdo em fase de crescimento industrial. Assim como as industrias, a agricultura
mecanizada, a geragao de energia e utilizacdo de veiculos a base de combustivel derivado do
petroleo, se destacam como viés de poluicdo do ambiente aéreo, contaminantes do solo e da
agua e geragao de poluentes quimicos (LANDRIGAN, P. J. et al., 2018). As estratégias que
envolvem o entendimento cientifico da poluicdo e seus riscos a saude tem crescido
significativamente, permitindo entender qual a relagado dos poluentes com o aparecimento de
doengas, principalmente as doengas nao-comunicaveis (SOREK-HAMER, JUST e KLOOG,
2016). Atualmente a poluicdo tem se encaixado como uma das maiores causas de doengas
nao-comunicaveis, como por exemplo as doencas respiratérias, doengas cardiovasculares,
doengas neuroldgicas e até mesmo cancer (GBD, 2015). Das principais fontes de doencas
respiratorias e cardiovasculares, causadas por poluicdo do ar, se destacam os materiais
particulados. Com tamanho que varia de 0,005 ym a 100 um de diametro, essas particulas,
que tem a capacidade de se depositar no trato respiratério, podem ser compostas de diversas
classes de quimicos orgéanicos e inorganicos, como os metais de transicdo e os com potencial
téxico, ions, hidrocarbonetos e microrganismos (FAJERSZTAJN et al,, 2013). Quanto a
contaminagao da agua, metais, farmacos, patdgenos, alimentos contaminados e pesticidas
tem sido associado a disturbios endécrinos, desconfortos gastrintestinais, problemas renais e
problemas no sistema reprodutor (RITTER et al., 2002; HUGHES et al., 2011; EGGERS et al.,
2018). Exposigéo a contaminantes no ambiente de trabalho também leva ao acometimento de
doencas como asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica e cancer de pulmao. Isso ocorre por
exemplo em trabalhadores expostos ao ambiente industrial, cuja contaminacdo pode ser
gerada pelas particulas presentes na poeira, benzenos, arsénio, cadmio, crémio e outros
poluentes (MACDONALD GIBSON et al., 2013).

Ao longo do século XX e XXI, a sociedade humana vem se deparando com diversas
mudangas ambientais, como a poluicdo ambiental, mudangas climaticas e a grande perda da
biodiversidade do planeta. Dentre as causas dessas mudancgas, os desastres quimicos tem
sido alvo de discussado. Alguns exemplos de desastres quimicos ambientais e suas principais
consequéncias podem ser citados. Em 1956, na baia de Minamata, Jap&o, a doenca de
Minamata foi descoberta, tendo como sua causa a contaminagao por metil mercurio (MeHg)

induzida pelo consumo de peixes contaminados. Essa doenga chegou a matar cerca de 1043
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pacientes dos 2252 diagnosticados. Na Escandinavia, 1960, a chuva acida contento dioxido
de enxofre e nitrogénio, causou declinio dos peixes presentes em rios e lagos. Na Antartica,
desde 1980 foi descoberto o buraco na camada de oz6nio ocasionado pela emissdo de
clorofluorcarbonetos. Em 1984 ocorreu na india a tragédia de Bhopal, um acidente industrial
que provocou vazamento de gas isocianeto de metila e matou mais de 2000 pessoas em
poucos dias e milhares sofreram com morbidade e deficiéncias permanentes. Na Ucrania de
1986, o acidente em Chernobyl espalhou material radioativo causando incidéncia de
cancer/carcinoma de tireoide em criancas e adolescentes. No Alasca, 1989, estimou-se que o
vazamento de 260.000 barris de 6leo Exxon Valdez causou a mortandade de cerca de 100.000
a 300.000 aves marinhas. Na Espanha a catastrofe de Donana, 1998, aproximadamente 5
millhdes de m? de pirita acida de iodo contendo zinco (Zn), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e arsénio

(As), causou morte massiva de peixes, invertebrados e aves (ALl e KHAN, 2016).

No Brasil, estima-se que cerca de 489 mortes por milhdo estido relacionadas com a
poluicao total (Fig. 3). Mesmo com a estimativa desse dado, os estudos publicados acerca da
poluicao no Brasil ainda sao muito escassos, fazendo necessario uma maior abordagem dos
tipos de poluicdo que estdo mais relacionados com prejuizos a saude da populagao brasileira
e do meio ambiente. Apesar disso, alguns estudos tentaram encontrar indicios relevantes da
poluicdo em alguns estados brasileiros, relacionados a concentragbes de arsénio (As)
associado ao material particulado (MP) atmosférico em Paracatu (MG) (MATOS, 2014),
determinacao de arsénio, cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), chumbo (Pb) e
zinco (Zn) nos sedimentos da bacia do Rio Ribeira de Iguape (SILVA, 2014) e identificagéo de
valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercurio no sangue em populacao adulta da
Regiao Metropolitana de Sao Paulo (KUNO, 2009). No Rio de Janeiro, ao investigar a presenca
de metais na Lagoa Ricardo de Freitas, os pesquisadores encontraram toxicidade em
organismos marinhos (crustaceo e ourico-do-mar) relacionada com a presencga de Cd, Zn, Pb
e Cu (VEZZONE et al., 2019).
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Figura 3: Estimativa das mortes causadas por polui¢ao total no mundo. A figura destaca
especificamente o numero de mortes no Brasil. Fonte: Adaptado de https://www.pollution.org/.
Acessado em julho de 2019, as 12:46h.

As pesquisas cientificas relacionadas a polui¢cdo que séo produzidas no Brasil, ainda
precisam avancgar bastante para que seja de conhecimento geral o real quadro em que o pais
se encontra em relagao a este tema, abordando as suas principais causas e consequéncias.
Uma pesquisa sobre a producdo cientifica que aborda a poluicdo no mundo como tema,
apontou que entre marco de 1983 e margo de 2013, o Brasil produziu em média cerca de 10
artigos relacionados a poluicao do ar, da agua e material particulado (FAJERSZTAJN et al.,
2013). Os trabalhos que envolvem poluigéo e seus efeitos deletérios estdo cada vez mais
ganhando importancia diante da atual situagdo ambiental que o planeta se encontra. No
entanto, os danos causados ao meio ambiente e as formas de vida do planeta ndo sao tao

recentes.

No Brasil, também houve casos de desastres ambientais que trouxeram prejuizos. Em
1980 as industrias do polo petroquimico de Cubatdo (SP), conhecido como Vale da Morte,
despejou gases tdxicos que culminou em problemas respiratorios em bebés, nascimentos com
deformidade e contaminagao do solo e agua da regiao, além de provocar chuva acida. Em
Goiania, 1987, o arrombamento de material radioativo causou exposi¢cdo a césio 137,
provocando causas de morte e contaminagdo do solo, da agua e do ar. Entrando no século
XXI, no ano 2000 um vazamento de 6leo na Baia de Guanabara provocou morte da fauna local

e contaminagdo de municipios préoximos. Em 2011 no Rio de Janeiro, a empresa Chevron
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despejou aproximadamente 3000 barris de petréleo na Bacia de Campos, chegando a
provocar 160 km de mancha de 6leo e morte de animais (GONCALVES, 2017). Em algumas
condicoes, a presenca de espécies quimicas toxicas pode existir de forma natural, como é o
caso do solo da Amazénia, rico em mercurio. Na Bacia do Rio Negro, cada quilo de solo
contém cerca de 172 microgramas de mercurio. Fora a condi¢do natural, qualquer desastre
que possa vir acontecer pode provocar contaminagdo em larga escala, como em caso de
alteracdo ambiental e garimpo que utiliza mercurio para ligagdo com o ouro. Nesse caso, o
mercurio inorganico que é convertido em MeHg (organico), uma das formas mais téxicas, pode
ser absorvido por pequenas algas, que sao consumidas por pequenos peixes que servem de
alimento para peixes maiores e que por ventura, sdo consumidos pela populagao (FORSBERG
etal., 2017; ARRIFANO et al., 2018). Também é importante destacar que, em janeiro de 2019,
a barragem Coérrego do Feijdo, em Brumadinho (MG), causou um desastre ambiental na
regido, soterrando treze milhdes de metros cubicos de lama toxica na regido. Além de ter
causado mais de 250 vitimas, as consequéncias do desastre envolvem uma grande extensao
de agua que se tornou imprépria para uso e a destruicdo de florestas nativas (GREENPEACE,
2019).

Esses sdo alguns dos casos mais intrigantes na histéria que relatam todo o potencial
téxico de substancias e espécies inorganicas nocivas a saude humana, a outras espécies de
animais e ao meio ambiente em geral. A polui¢ao, tida como uma consequéncia da atividade
antropogénica desenvolvida pelo homem, tem influenciado largamente a exposi¢cao ambiental
a contaminagao por quimicos, poluindo ambientes que possuem agua fresca essencial para a
biodiversidade de rios, lagos, lagunas e mares. Dessa contaminagéo, é gerada principalmente
disturbios ecolégicos que afetam diretamente a cadeia tréfica (SARAH et al., 2019). Por
exemplo, o zooplancton que é a base de muitos organismos aquaticos para obtencao de
energia e nutrientes, sdo vulneraveis a contaminacao presente nos ecossistemas aquaticos,
podendo ter sua populacao reduzida e quando contaminados, podem servir como organismos
bioacumuladores de contaminantes, perpetuando a contaminacdo na cadeia alimentar
marinha (XIONG, W. et al., 2019), bem como a contaminagdo aquatica pode gerar

contaminacgao do ecossistema terrestres (SCHULZ et al., 2015).

Tendo em vista todos esses fatores atrelados a poluicéo, é imprescindivel os estudos
cerca dos possiveis contaminantes ambientais e seus efeitos em diversos organismos. Neste

trabalho nos propusemos a investigar os possiveis efeitos toxicos da exposicdo a espécies
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quimicas em pescadores do municipio de Maceié — AL, que desempenham atividade
pesqueira no Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM). A falta de estudos
que realizem monitoramento ambiental no CELMM se torna o principal motivo para investigar
como a saude da populacao da regido € afetada. Assim, esse estudo servira como subsidio
cientifico para que outros pesquisadores possam ter com base tedrica, dados que fornegcam
informacdes de como se da a relagdo contaminantes inorganicos-dano celular e com isso, se

estabelecam possiveis mecanismos atrelados aos prejuizos na saude causados pela poluigéo.

2.2 - O Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba

O Complexo Estuarino-Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM) é formado por duas
lagunas costeiras, a laguna Mundau e a laguna Manguaba, que juntas percorrem cerca de 55
km? do estado de Alagoas (Fig.4). Geograficamente ele esta situado entre os paralelos 09° 34’
00” e 09° 48’ 00” de latitude Sul, e os meridianos 035° 44’ 00” e 035° 58’ 00” de longitude Oeste
de Greenwich. Esse complexo estuarino é composto pelo Rio Mundau, que desagua na laguna
de mesmo nome e pelo Rio Paraiba do Meio que desagua na laguna Manguaba, fazendo
desse ecossistema um dos mais importantes para o estado de Alagoas devido a sua atividade
pesqueira, sua grande produtividade e problemas ambientais. A cidade de Macei6 é banhada
pela laguna Mundau, que também banha os municipios de Santa Luzia do Norte, Marechal
Deodoro, Pilar e Coqueiro Seco (LIMA, 1990; SALLES, 1995; CORREIA, 2008; TAMANO,
2015). Os ambientes costeiros e estuarinos se comportam como uma fonte de alimentos para
a populagdo que consome principalmente pescados. O CELMM é caracteristicamente
classificado como um ambiente socioecondmico importante para o litoral de Alagoas,
destacando sua grande importancia para Maceio, se tornando essencial um monitoramento
dos processos naturais e reagdes ambientais que por ventura sdo provocadas pela atividade
antropica (ANA, 2004).
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Figura 4: Mapa fisico do estado de Alagoas e as lagunas Mundal e Manguaba que
compoem o CELMM. Fonte: Adaptado do IBGE. Disponivel em: www.ibge.gov.br.

Este complexo estuarino, especialmente em Maceid, é tido como um bergario para
espécies de peixes jovens e moluscos e alteragbes nas condicbes ambientais podem
prejudicar essas espécies tao importantes para a atividade comercial da regido. As atividades
antropicas derivadas da cana de agucar e crescimento urbano e também a poluig¢éo industrial
contribuem para modificagdo das condi¢des eutroficas nas lagunas. Como os rios sdo uma
forma de transportar poluentes, esses possiveis descartes influenciam na salinidade da agua
e também podem provocar mortandade das espécies do complexo lagunar (OLIVEIRA, 1993).
O grande processo de exploragao dos recursos naturais tem ocasionado grande degradagéao
do ecossistema em torno do CELMM. Os principais fatores para essa degradacido sao os
desmatamentos nas areas costeiras, industria quimica Salgema S.A e a cloro-quimica na
restinga do Pontal da Barra em Maceid e no Tabuleiro de Marechal Deodoro, grande ocupacgao
territorial das camadas de baixa renda em torno das encostas e cursos d’agua, langamento de
efluentes sanitarios nas aguas e vazamento no polo cloro-quimico gerando polui¢do hidrica
(ANA, 2004).

A laguna Mundau, local onde realizamos nosso estudo por ser a que banha a cidade
de Maceio, é caracterizada como uma laguna de agua saloba ou estuario, ja que suas aguas
sofrem influéncia das aguas provenientes de rios e do mar. Seu processo de degradacao afeta
direta e indiretamente a populagcdo que vive em seu entorno. Aproximadamente 260 mil

pessoas vivem em torno da laguna, dos quais 5 mil sdo pescadores (BRASIL, 2006). Segundo
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a Secretaria de Pesca e Agricultura - SEPAQ, no estado de Alagoas residem cerca de 38
colbnias de pescadores registradas pela Federagado dos Pescadores do Estado de Alagoas —
FEPEAL (PESCA, 2019).

A pesca artesanal no Brasil € geralmente realizada por homens enquanto que as
mulheres participam do beneficiamento dos peixes e mariscos. Dentre os impactos
decorrentes da atividade antropogénica realizada nos estuarios, destaca-se introdugédo de
espécies invasoras, a pesca predatoria e a poluicdo por esgotos e também o aumento da
demanda por alimentos juntamente com a pesca ilegal contribui para a diminuicdo dos
estoques nativos e com isso afeta a populacdo dependente da renda gerada pelo CELMM.
Vale salientar, a utilizagdo de apetrechos de pesca como rede de espera e tarrafa, que
geralmente contém em sua estrutura o chumbo, um metal potencialmente téxico tanto para
homem quanto para a fauna local (SANTOS e SAMPAIO, 2013).

A conservagao dos ecossistemas do CELMM é de vital importancia para a populagao.
A crescente poluigao do ecossistema aquatico merece cada vez mais atencado. Recentemente,
precisamente no dia dezesseis de junho de 2019, na laguna Manguaba, Marechal Deodoro,
uma grande quantidade de peixes apareceu morta sem ainda se saber o que levou a
mortandade desses peixes (Fig.5). O Instituto do Meio Ambiente (IMA), acredita que uma
diminuicdo do conteudo de oxigénio dissolvido tenha sido a principal causa de morte dos
peixes, que possivelmente foi causado em fungdo das chuvas que revolve a matéria orgéanica,
responsavel pela geragédo de gas sulfidrico originado da decomposicdo da matéria organica.
N&o é a primeira vez que esse fato acontece. Em abril, foi registrada a morte de peixes e
crustaceos (ALAGOAS, 2019). Mesmo suspeitando da possivel causa de mortandade desses
peixes, o IMA alertou que ndo seria seguro o consumo desses peixes ja que nao se sabe ao
certo o que levou a sua morte. Ha ainda especulagdes que a causa seja devido a grande
poluicao gerada pelo homem, seja vinda de descartes domésticos, como também de descartes

industriais.
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Figura 5: Peixes e crustaceos aparecem mortos na Laguna Manguaba, Marechal
Deodoro, AL. (A) Fonte: G1 Alagoas; (B) Foto: Rodrigo Rocha - TV Ponta Verde.

A preservacdo dos estuarios proporciona um ambiente favoravel para o
desenvolvimento das espécies presentes e serve com uma fonte confiavel de alimentos para
a populacao, gerando também uma renda a partir da sua comercializagdo. Estuarinos sao
ambientes complexos, de grande diversidade biologica, apresentam dindmica e por isso
sofrem com a atividades antropicas que ali sdo desenvolvidas (DAY, 2012). Dessas atividades,
a poluicao gerada esta diretamente relacionada com alteragdes nesses organismos aquaticos,
podendo causar alteragdes celulares que prejudicam seu desenvolvimento, crescimento e
comercializacdo (FERREIRA et al., 2019).

O CELMM carece de estudos que monitorem a qualidade das espécies que sao
comercializadas pelo estado de Alagoas provindos da pesca. Além do grande comercio de
peixes, o molusco bivalve sururu (Mytella falcate) também ¢é bastante consumido e
comercializado (BRASIL, 2006). Em 2009, foi realizado uma analise das concentragbes de As,
Pb, Hg e Cd de regides do CELMM em Maceié e Coqueiro Seco, porém encontrou-se valores
nao detectaveis ou abaixo dos limites preconizados pela Divisdo Nacional de Vigilancia
Sanitaria de Alimentos (Portaria 685/98) (SANTOS, 2009). Esses bivalves, bem como os
peixes existentes nesse ecossistema, servem com bioindicadores de poluicdo ambiental e dos
possiveis efeitos toxicos que podem ser causados a saude humana (DE SOUZA MACHADO
et al., 2016; MEARNS et al., 2018).

Entre junho de 2017 e setembro de 2018, Santos, M.C. (2019) realizou coletas de 10
pontos (Tabela 1) da laguna Mundau para determinacdo da concentracdo de diferentes
espécies potencialmente toxicas. Esses pontos foram selecionados de acordo com

proximidade ao polo cloroquimico, elevada/baixa ocupagao populacional, locais de pesca do
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sururu e emissarios de liberacdo de esgoto. Abaixo estdo descritas as coordenadas
geograficas dos pontos (P) de coleta estabelecidos pelo autor, estando o ponto 01 mais
préximo da Colbnia de Pescadores Vieira Lima Z-02, Pontal da Barra, e o ponto 02 mais
préximo da Colbnia de Pescadores Mesquita Braga Z-16, Trapiche da Barra, de onde foi
selecionada a amostra populacional do grupo Exposto para esse trabalho.

As espécies quimicas Hg, Pb, As e Cd estdo dentre as 126 substancias toxicas
indicadas pela Agéncia para Substancias Toéxicas e Lista de Prioridades de Registros de
Doencas de Substancias Perigosas. Os valores descritos abaixo (Tabela 2) se referem as
concentracoes totais minimas e maximas dentre as amostragens, que foram detectadas, bem
como sdo mostrados os limites maximos preconizados pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) (Resolucao 357° de 2005) e Organizagao Mundial da Saude (OMS) para
aguas salobras. Nessas analises, o autor mostra que as concentragdes de As estdo abaixo do
que é estabelecido pelas duas legislagdes utilizadas como referéncia. Quanto ao Pb, os limites
minimo e maximo representam valores detectados cerca de 11,4x e 123x maior na laguna
Mundau, do que foi preconizado. A concentragdo maxima de Hg na agua foi 7,8x maior do que
o estabelecido pelo CONAMA e 15,6x maior do que o estabelecido pela OMS. Os valores de

Cd estiveram abaixo do limite de quantificagdo (<LOQ).

Tabela 1 - Coordenadas cartesianas dos pontos de amostragem de agua.

Pontos de coleta Coordenadas Geograficas

(Designagao populacional) Latitude - S Longitude - W
P01 — Braskem 09° 66’ 35,10” 35° 76’ 58,76
P02 — Papodromo 09° 67’ 28,67 35°76 77,49”
P03 — Campo do Botinha 09° 66’ 35,10” 35° 76’ 58,76
P04 — Ponto do lixo 09° 65’ 49,71 35° 76’ 60,27
P05 — Campo do Cosme 09° 64’ 84,93” 35° 75 92,30”
P06 — Levada (esgoto) 09° 65’ 40,89 35° 74’ 93,04”
P07 — Mutange 09° 64’ 66,40” 35° 75 01,39”
P08 — Ché de bebedouro 09° 62’ 67,25” 35° 75 93,34”
P09 - Final do bebedouro 09° 60’ 94,69” 35° 77 96,55”
P10 — Meio da lagoa

09° 63 37,75” 35° 77 07,10”

Mundau

Fonte: Adaptado de Santos, M.C, 2019. Dados nao publicados.
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Tabela 2 — Concentragdes de elementos encontrados na laguna Mundau e os
limites preconizados pelo CONAMA e OMS. A tabela indica os valores minimos e
maximos encontrados para os elementos listado, em comparagdo com os limites

indicados por duas legislagdes.

[minima] [maxima] Valor max. [pg/L] Valor max. [pg/L]

Elemento
pg/L pg/L (CONAMA)' (OMS)?
Arsénio (As) 0,08 1,80 10 10
Chumbo (Pb) 114,0 1230,0 10 10
Mercdario (Hg) 0,012 1,56 0,2 0,1
Cadmio (Cd) <LOQ 5 3

1Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para agua salobra (classe 1); 20rganizagdo mundial de
saude (OMS) para agua prépria para consumo. Valores referentes ao elemento total, sem especiagéo.

Fonte: Adaptado de Santos, M.C., 2009. Dados néo publicados. <LOQ: abaixo do limite de quantificagéo.

Esses dados coletados por Santos (2019) sugerem que a populagéo de pescadores da
laguna Mundau se encontra em condi¢ao de vulnerabilidade, uma vez que dependem da pesca

como renda familiar e consumo proprio, além do contato direto com a agua contaminada por

altos niveis de Hg e Pb.

Este estudo acerca da presenca de espécies quimicas potencialmente téxicas no

CELMM e sua relagao com o estresse oxidativo em pescadores, esta sendo o primeiro

desenvolvido no estado de Alagoas, que mostrara os efeitos dessa relagdo na populacao

residente entorno da laguna Mundau. Uma vez que as condi¢cdes ambientais diferem de regido
para regido e de populagao para populagéo, este estudo servird para entender como se
comporta os tracos de contaminagao ambiental e como é caracterizado o status redox dessa

populacao, afim de se obter dados que permitam ser comparados com resultados encontrados

na literatura a respeito do tema.
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2.3 - Espécies quimicas ndo essenciais com potencial tédxico associadas a poluicao
ambiental

As espécies quimicas metalicas potencialmente toxicas que nao apresentam um papel
biolégico em nenhuma dose, sdo consideradas xenobibticos e sao capazes de promover
efeitos danosos a saude. Dentre essas espécies, se destacam o arsénio (As), mercurio (Hg),
chumbo (Pb) e o cadmio (Cd) por serem 0s 4 metais xenobidticos mais toxicos entre os 10
atualmente indicados pela Agéncia para Substancias Téxicas e Lista de Prioridades de
Registros de Doengas de Substancias Perigosas (ATSDR, 2017).

Esses contaminantes podem afetar principalmente ecossistemas onde ha agua fresca,
pois sdo deles que dependem a populagao para obtengdo de agua potavel e consumo de
alimentos como peixes, moluscos e crustaceos. O manejo inadequado do descarte de residuos
provindos da atividade humana é responsavel pela maior parte da contaminacido ambiental
por essas espécies toxicas, além da prépria condicdo ambiental que pode naturalmente haver
a presenca dessas espécies. Os contaminantes podem se depositar nos sedimentos de rios,
lagos, estar presente nos mares e contaminar lagunas (MEENA et al., 2018). Ambientes
aquaticos sao susceptiveis a diversos tipos de contaminacéo, principalmente os estuarinos por
ter influéncia dos fluxos de agua, proporcionando dessa forma maior distribuicdo dos
contaminantes ao longo do curso d’agua e seu depdsito no sedimento (GEYER e
MACCREADY, 2014).

A poluicao do ambiente pode vir de diferentes fontes. Metais toxicos como Cd, Pb, Cu
e As podem ser resultantes da atividade em minas (VENKATESWARLU et al., 2016), podem
estar presentes em fertilizantes e sedimentos (LIN et al., 2016; GONG et al., 2019), descarte
de lixo solido (IHEDIOHA, UKOHA e EKERE, 2017), podem ser absorvido por plantas cujo
solo esta contaminado (ZHANG et al., 2019) e podem vir de areas industriais (SKALDINA,
PERANIEMI e SORVARI, 2018). Consequentemente a populagédo que entra em contato com
essas fontes listadas, estdo vulneraveis a contaminacao.

De acordo com os érgaos de saude, 90% da ingestao de metais e outros contaminantes
ocorrem por meio do consumo de agua e alimentos (ESPANA; RODRIGUEZ; ROMERO,
2007). Segundo o Anuario de PeixeBR de Piscicultura 2019, Alagoas foi o estado que mais
cresceu na produgao de peixe em 2018 (135%), o que representa 8.250 t, das quais 6.600 t &
referente a tilapia, 1.500 t a peixes nativos e 150 t a outros (Carpa, Truta e Panga) (ABR,
2019). Esses numeros fortalecem ainda mais a importancia deste trabalho. Uma produgao

grandiosa de pescado provinda de um ambiente aquatico provavelmente contaminado por
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espécies toxicas, aumenta a disseminagédo da contaminacdo humana e os riscos a saude em
larga escala. Vale salientar que além do pescado, outra fonte de comercializagdo do estado
de Alagoas provém da venda de sururu. Em 2001, o estado chegou a produzir cerca de 217,9

toneladas de sururu.

2.3.1 - Mercdrio e indugao de toxicidade

Mercurio (Hg) € um metal toxico existente na natureza na forma liquida, que sob
pressdo e temperatura ambiente possui uma tonalidade branca prateada, podendo
rapidamente evaporar se espalhando pelo ar e permanecer na atmosfera por longos periodos.
A exposicdo ao mercurio pode ocorrer por exemplo, por meio de locais de mineragao de
mercurio, incineradores meédicos e municipais, instalagdes de reciclagem, pilhas, lampadas
fluorescentes, baterias, como conservantes de vacinas, cosméticos e amalgamas dentarias
(SOLENKOVA et al., 2014). Quanto a sua especiagdo, o Hg elementar (inorganico) (Hg®) esta
presente na atmosfera em concentracdes >98%, ao ser transportado para lagos, por meio do
seu ciclo biogeoquimico sob acdo de microorganismos aquaticos, o Hg inorganico é
transformado em sua forma organica metilmercurio (MeHg), principalmente pela bactéria
redutora de sulfato (Desulfovibrio desulfuricans), que age sob condigdes com pouca
oxigenagao e muita matéria orgénica, sendo a principal metiladora do Hg em sedimento
estuarino (COMPEAU e BARTHA, 1985; WHO, 2005).

Quando ocorre intoxicagdo por mercurio, alguns sintomas podem auxiliar na
identificagdo da contaminacao e diagnostico. Os sintomas mais decorrentes da intoxicagao por
mercurio incluem vOmito, nauseas, gastroenterite, diarreia, dor abdominal, paladar metalico.
Em casos de contaminagao por MeHg, a neurotoxicicidade € uma consequéncia porque essa
forma organica é capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, causando até a morte de
neurdnios (CLARKSON, MAGOS e MYERS, 2003; NELSON, 2011; RAFATI-RAHIMZADEH,
KAZEMI e MOGHADAMNIA, 2014).

O Hg° atravessa facilmente as membranas celulares se depositando rapidamente nos
tecidos. Sua alta capacidade lipofilica permite atravessar até mesmo a barreira
hematoencefalica, atingindo diretamente o sistema nervoso central. Uma vez que o Hg® entra
na corrente sanguinea, esse pode ser oxidado a ion mercurico (Hg?*) e essa forma divalente
pode reagir com diversas moléculas intracelulares (canais ibnicos, transportadores, enzimas,

tidis nao-proteicos). Como consequéncia, diversas funcdes celulares e processos de
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detoxificacao sao prejudicados. Além do cérebro, os rins também sao fortemente afetados
pela toxicidade do mercurio. Concentragdes desse metal na urina serve como um biomarcador
da presenca do mercurio no organismo e reflete a toxicocinética desse metal (RICE et al.,
2014; ANDREOLI e SPROVIERI, 2017). Um estudo com cultura de células humanas como
modelo de neurotoxicidade induzida por mercurio (0,3 - 30uM), mostrou que essa espécie
quimica é capaz de causar morte celular, induzir liberacdo de caspases e produzir espécies
reativas, além de interferir negativamente no ciclo celular (SUDO et al., 2019). Ja com ratos
espontaneamente hipertensos, a exposi¢ao crénica com cloreto de mercurio (0,07 pg/kg/dia)
acelera a hipertensao e induz produgao de perdxido de hidrogénio (FARDIN et al., 2019).

O Hg, principalmente na sua forma organica, MeHg, é absorvido pela pele, por via oral,
por meio do consumo de alimentos e agua contaminada e pelo trato gastrintestinal. O potencial
téxico dessa espécie vem da alta afinidade pelas estruturas celulares, como as proteinas, se
ligando principalmente nos eritrcitos ao cair na corrente sanguinea. O mecanismo dessa
toxicidade parece estar relacionado com sua alta afinidade por grupos sulfidrilas (—SH),
presente nos tidis proteicos (cisteinas) e ndo-proteicos (principalmente o tripepitideo glutationa
reduzida, GSH). Estequiometricamente, o MeHg se liga aos residuos de cisteinas formando o
complexo MeHg cisteina (MeHg-Cys) e se liga ao GSH formando o conjugado MeHg-GSH. A
proporgao da ligagdo do MeHg com a cisteina ou glutationa é de 1:1.

Como o mercurio tem afinidade por tiol proteico e isso pode inibir a atividade de
enzimas, existe também a possibilidade dessa espécie causar o funcionamento inadequado
do sistema antioxidante enzimatico. O mercurio € um elemento conhecido por sua afinidade
com o selénio. Enzimas dependentes de selénio (selenoproteinas), sédo alvos faceis de ligagéao
com o mercurio. Desse sistema das selenoproteinas, destacam-se as tioredoxinas redutases
e glutationa peroxidase. Ao se ligar nos sitios de selénio, o mercurio pode inibir a atividade
dessas enzimas e com isso causar distlrbio na homeostase redox, pois aumenta a formacgao
de espécies reativas intracelular, gerando estresse oxidativo (SPILLER, 2018). Além disso,
outras proteinas podem ter sua fungéo afetada pelo Hg, como por exemplo, a enzima anidrase
carbdnica, cujo Hg pode se ligar a seu residuo de cisteina (HOGEBACK et al., 2016). Essa
enzima é converte didxido de carbono e agua em acido carbdnico, contribuindo assim para
manutencdo do pH sanguineo.

O mercturio pode permanecer no organismo por longos periodos, sendo distribuido e
até mesmo bioacumulado nos tecidos. Mercurio pode ser detectado por amostras de cabelo,

na circulagdo sanguinea, sangue de cordao umbilical ou fetal e urina. Esse metal tem sido
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associado a desordens no sistema nervoso como déficit de leitura, memoéria e cognicdo em
criangas e em adultos depressao, dificuldade de atengao, insbnia e disfungdo comportamental
e neuroldgica. No sistema renal tem causado nefropatia, disfungdo gromerular, aumento no
plasma de creatinina e proteinuria. Nos musculos esta relacionado com perda do ténus
musculares e disfuncdo motora. No coracdo parece estar associado a cardiopatias,
hipertensdo, doenga coronariana e arritmias. Tem relacdo também com autoimunidade,
alergias, anemia hemolitica e diminuicdo de células imunes. Causa disfungdo enddcrina e
problemas em érgaos reprodutores (SYVERSEN e KAUR, 2012; FIELDS, BORAK e LOUIS,
2017).

A toxicidade do mercurio € uma das mais preocupantes. O potencial bioacumulativo
desse metal faz com que seus efeitos perdurem a longo prazo. Uma atencao redobrada deve
ser tida em relacdo as populagbes que vivem entorno de corpos d’agua, ja que essas
populagdes apresentam maior tendéncia a ter mercurio no sangue quando este esta presente
no ambiente (BASU et al., 2018).

2.3.2 - Chumbo, Arsénio, Cadmio e indugao de toxicidade

O chumbo (Pb) é um metal toxico normalmente encontrado na natureza na forma de
sulfeto de chumbo (PbS). O chumbo é bastante utilizado na industria, sendo encontrado na
gasolina, utilizado na producdo de baterias e tintas, na solda e sua presenga no ambiente
também pode ser decorrente de atividade vulcanica. Quando liberado no ambiente pode
persistir aumentando a probabilidade de contaminagao das espécies presentes e pode estar
presente na agua usada para consumo, bem como em alimentos que por ventura possam
estar contaminados (peixes, bivalves, plantas e cereais) (FEWTRELL, 2003; WHO, 2010b).

O chumbo pode ser detectado através do sangue, urina, dentes e ossos, sendo os
dentes e ossos um indicativo de exposigdo acumulada. Sua absorgao pode ser elevada a partir
do trato gastrintestinal e os efeitos da intoxicagao inclui prevaléncia de anorexia, vomitos e
nauseas, pode causar danos hepaticos e renal, hipertensdo e a nivel cerebral, pode gerar
convulsdes e até mesmo morte (IPCS, 1995; LI et al., 2015). Chumbo é um metal capaz de
interagir com proteinas (e.g. Na-K-ATPase ou Anidrase carbdnica), também pode competir
com cations divalentes como o calcio (Ca?') (SANDERS et al., 2009). Pode entrar no
organismo pelos pulmdes, tendo sido detectado particulas >1ym e 0,1um, pode ser absorvido

pela pele e 0 que é reabsorvido apds ingestdo tende a entrar rapidamente na corrente
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sanguinea. No sangue pode penetrar nos eritrocitos e tende a se ligar a hemoglobina, pode
se ligar com lipideos das membranas celulares e 0 que permanece no plasma pode estar
ligado as proteinas plasmaticas (ONG e LEE, 1980; KLOTZ e GOEN, 2017).

Em média de 20-70% do chumbo ingerido pode estar presente na circulagao
sanguinea, sendo seu tempo de meia vida, quando ligado aos ossos, em torno de 10 a 30
anos (BARBOSA et al., 2005; SACHDEVA et al., 2018). Chumbo em concentragbes de 10
pg/dL ou mais no sangue € considerado toxico e pode ocasionar problemas de saude
(PATRICK, 2006). De 5-80 pg/dL de chumbo no organismo esta relacionado com hipertensao,
nefropatia, defeitos neurocognitivos, anemia, anormalidade em esperma e aborto espontaneo
(WANI, ARA e USMANI, 2015).

Os efeitos intracelulares da toxicidade do Pb estao ligados a sua capacidade de se ligar
a grupos sulfidrilas, como o GSH e os presentes nas proteinas, e parece ter forte afinidade
com grupos carboxilas dos aminoacidos. Enzimas dependentes de metais, como a superoxido
dismutase citosdlica (SOD1), cobre/zinco-dependente, podem ser inibidas pelo chumbo
porque esse metal tem a capacidade de substituir, por exemplo, o zinco presente na SOD.
Isso facilita a maior produgao de anion radical superéxido (O2™), contribuindo mais ainda para
danos celulares por espécies reativas (HULTBERG, ANDERSSON e ISAKSSON, 2001;
CORRADI et al., 2011; SACHDEVA et al., 2018).

Quanto ao As, a OMS preconiza que a concentracdo em agua adequada para consumo
esteja na faixa dos 10 pg/L, sendo que na literatura ja existe registro de As em concentragoes
que variam de 50-100 pg/L em alguns paises. Esse elemento esta listado como a primeira
substancia na Lista de Prioridades de Substadncias da ATSDR 2017, classificadas como
ameaca potencial 8 saude humana, seguido de chumbo e mercurio (WHO, 2011; ATSDR,
2017).

Em ambientes aquaticos, o arsénio é encontrado no estado de oxidagéo +3 e +5, sendo
referido como arsenito AsO3;™ (As Ill) e arsenato AsO,2 (As V) (IPCS, 2001), se difunde
facilmente em ambientes aquaticos e pode se acumular em organismos vivos (KWONG et al.,
2010). Quando o As é absorvido, ele pode ser acumulado na pele, ossos, figado e musculos,
tendo seu tempo de meia vida de 2-40 dias até ser excretado na urina. A exposi¢do ao arsénio,
quando dura de 5-10 anos, pode causar uma condigdo patoldégica chamada arsenicose,
caracterizada por lesbes na pele, gerar dano em vasos e até ser precursor de cancer
(SHANKAR, SHANKER e SHIKHA, 2014; WANG et al., 2017).
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O mecanismo pelo qual o As entra nas células leva em consideracido seu estado de
oxidacao. As (lll) entra na célula por um transportador denominado aquagliceroporina, um
transportador proteico transmembranico que é capaz de transportar moléculas pequenas como
glicerol e ureia (LIU et al., 2002). Ja o As (V), este parece ser uma espécie que tem grande
afinidade por grupos fosfatos e por essa razdo, consegue entrar nas células através do
transportador de fosfato (HUANG e LEE, 1996), podendo ser oxidado a As (lll).

As (lll) € uma espécie que tem sido descrita como indutor de formagéao de espécies
reativas (O2" e H20,) e causa danos em DNA dose dependente em queratindcitos (SHI et al.,
2004). Como consequente exposicao ao As, a pele € um dos érgaos que primeiramente &
afetada. Carcinoma hepatocelular e angiosarcoma de figado tem sido associado a exposi¢cao
crbnica a As inorganico. Prejuizos nos rins, caracterizados por necrose em glomérulos e
tubulos renais (GERHARDT et al., 1978). Hipertensdo portal, doengas cardiovasculares e
diabetes também sao quadros patoldgicos associados a contaminagao por As (CENTENO et
al., 2002; KUO et al., 2017). Também se tem indicios de que a toxicidade das espécies
inorganicas de As esta associada a doencgas cardiovasculares, por causa do seu papel na
indugao de inflamacéao e aterosclerose. Devido a isso, casos de acidente vascular encefalico
foram associados a pessoas expostas a As (TSINOVOI et al., 2018).

O cadmio (Cd) é um metal potencialmente téxico que ocorre naturalmente na natureza
vindo de fonte vulcanica e pode ser liberado por processos erosivos e carreado através de
rios. Dentre as principais atividades antropogénicas envolvidas na fonte de Cd estido
mineracao e processos de fundi¢do e refino de metais nao-ferrosos, queima de combustiveis
fésseis e incineracéo de lixo, baterias, pigmentos e plastico contendo cadmio e também se
acumula em solo agricola, bem como esta presente em fertilizantes (NCM, 2003; WHO,
2010a).

Uma medida provisoéria para tolerancia do Cd estabelece que o limite mensal toleravel
seja de 25 pg/kg de peso corporal e na agua apropriada para consumo, € estabelecido um
limite de 3 pg/L (WHO, 2010a). Em organismos aquaticos, o Cd é absorvido na forma de ion
livre (Cd Il) e se acumula em moluscos e microorganismos. Sua exposicéo crénica afeta
diretamente os rins, causando danos nesses 6rgaos e em pulmbes tende a causar
primeiramente enfisema pulmonar. Esse metal quando bioacumulado pode levar décadas até
gue seja eliminado dos tecidos e 6érgaos (NCM, 2003).

O Cd quando absorvido pelo trato gastrintestinal pode se depositar nos érgaos e nas

células tende a se ligar a proteinas que contém grupos —SH, como as metalotioneinas que séo
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de baixo peso molecular (6-7 kDa) encontrada em figado, rins, cérebro e intestino. (JARUP et
al., 1983). Existem indicios da presenca de cadmio na urina e o possivel desenvolvimento de
doenga artéria periférica causada pela exposicao a tal metal (NAVAS-ACIEN et al., 2005). Em
linfécito e mondcitos o acumulo de Cd esta envolvido em efeitos citotéxicos e danos em
membrana celular (STEFFENSEN et al., 1994).

Quando os casos de poluigdo aumentam (principalmente por agentes quimicos)
concomitante a isso pode haver o surgimento de doengas associadas, contaminacdo de
ecossistemas e fauna local e manutenc¢ao continua da exposicdo ambiental. Muitos efeitos
causados por espécies quimicas com potencial téxico parecem apresentar mecanismos
envolvem danos celulares, indugéo de espécies reativas e inflamagao. Com isso, fica bastante
evidente que grande parte da contaminagcao da populacdo é proveniente principalmente da

atividade antropogénica desenvolvida pelo homem.

2.4 — As Células do sangue periférico: eritrocitos e linfomononucleares

O sangue periférico possui em media de 50 a 60% de volume liquido e o restante é
constituido por diferentes tipos celulares. Desse volume liquido do sangue (MAERTENS DE
NOORDHOUT et al.), a maior parte é constituido de agua e os outros componentes incluem
ions, glicose, aminoacidos, metabdlitos, proteinas e horménios. Quanto aos diferentes tipos
celulares presentes no sangue, estédo os eritrécitos, leucdcitos e as plaquetas (fragmentos de
citoplasma derivados de megacariocitos da medula éssea) (KERN, 2002).

Aqui destacaremos apenas os eritrocitos e os leucécitos por serem os tipos celulares
utilizados como modelo de estudo para avaliar a influéncia das espécies potencialmente
téxicas na producdo de espécies reativas, indugdo de estresse oxidativo, status redox e na

funcao eritrocitaria.

2.4.1 - Eritrécitos (Células vermelhas do sangue)

As células vermelhas foram primeiramente observadas e descritas pelo biélogo e
microscopista Holandés Jan Swammerdam em 1668, mas apenas em 1675 é que Antonie van

Leeuwenhoek, outro microscopista Holandés, descreveu de forma Unica as caracteristicas das
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células vermelhas encontradas no sangue humano. Eritrocitos ou hemacias, sdo células
sanguineas que possuem um formato de disco bicéncavo e tamanho variavel de 7-8 um de
didmetro. O formato de disco biconcavo das células vermelhas é de extrema importancia
porque elas circulam nos vasos sanguineos de grande e pequeno calibre, sendo necessario
uma deformagdo para que possam passar principalmente nos pequenos vasos (arteriolas e
vénulas). A deformidade tem um papel fundamental para a funcao, transporte, caracteristicas
mecanicas, diversidade antigénica e sobrevivéncia das células vermelhas (KERN, 2002;
SCHECHTER, 2008).

Os eritrocitos sdo normalmente renovados a cada 120 dias, sendo 1% das células
renovadas a cada dia. O processo pelo qual se da a produgao de novas células sanguineas é
chamado de hematopoese, do Grego haima (sangue) e poiein (fazer). A hematopoese ocorre
primeiramente na fase embrionaria e é realizada especificamente pelo figado e pelo bago no
segundo trimestre de gestagdo e somente a partir do sétimo trimestre é que esse processo de
producao de células sanguineas é realizado pela medula éssea. Apds 0 nascimento essa
funcdo é exclusiva da medula 6ssea dos ossos longos. Especificamente a producao de
eritrocitos esta incluida em um processo denominado eritropoese. Inicialmente, esse processo
de producado de células vermelhas é caracterizado por uma fase com uma fina cromatina
nuclear e citoplasma intensamente azul e outra fase caracterizada por citoplasma bem
desemoglobinizado e perda do nucleo. A partir dessa fase, fatores de crescimento
hematopoiéticos sao liberados para que as células se diferenciem e cresgcam estimulando
precursores hematopoiéticos (KERN, 2002; SCHECHTER, 2008).

As células sanguineas sao entao produzidas na medula éssea e no adulto pode chegar
a uma produgdo de ~5 x 10" células por dia. No sangue, a maior parte das células sdo
eritrécitos, 4,5 a 6 milhdes por microlitro. Para mensurar os eritrécitos alguns parametros sdo
descritos como a quantidade de hemoglobina (Hb) em gramas por decilitro (g/dL), hematdcrito
(Htc) (volume de células vermelhas como porcentagem do volume total do sangue) e conteudo
de células vermelhas do sangue (milhdes de células por microlitros) (KERN, 2002).

Os eritrécitos tém como fungao primordial o transporte e troca de gases, através da
hemoglobina, para todos os tecidos que utilizam o oxigénio no processo de geragao de
energia. O sangue oxigenado sai dos pulmdes para os tecidos e retorna rico em gas carbdnico
(CO>) para ser exalado pelos pulmbes. Diferente desses tecidos, os eritrocitos possuem
poucas organelas, destacando para a auséncia de nucleo e mitocondrias (KERN, 2002;
MOHANDAS e GALLAGHER, 2008; SCHECHTER, 2008). No entanto, para que os eritrocitos
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possam desempenhar suas fungdes normais, sua estrutura precisa ser preservada a fim de
controlar diversos processos fisioldégicos e metabdlicos para manutengao de sua homeostase.
Isso inclui manter sua forma, estrutura de membrana e troca de diversos metabdlitos com o
meio extracelular. Por exemplo, a membrana dos eritrécitos apresenta uma deformidade
devido a necessidade de circular por vasos sanguineos para distribuir oxigénio aos tecidos.
Essa caracteristica da membrana das células vermelhas € resultado de um processo evolutivo.
Sendo composta de fosfolipidios e colesterol, a membrana do eritrocito também possui varias
proteinas transmembranas e glicoproteinas, destacando-se a banda 3, uma proteina que é
responsavel pela troca de anion nos eritrécitos, e as glicofirinas, que carreiam antigenos das
células vermelhas. Essas duas proteinas servem como sitios para ancoramento de proteinas
do citoesqueleto (conferem a forma do eritrécito). Os eritrécitos também possuem diversos
canais que auxiliam a troca de diversas substancias entre a matriz extracelular e o citosol, que
sdo importantes para manutencdo da fisiologia celular (KERN, 2002; MOHANDAS e
GALLAGHER, 2008).

A composi¢cdo da membrana eritrocitaria pode determinar todo o funcionamento da
célula e influenciar diretamente na sobrevivéncia da mesma, ja que qualquer alteracao da
deformidade pode ser decorrente de perturbagdes na estrutura da membrana. Para que haja
um bom funcionamento da célula é necessario que os meios extra e intracelular tenham uma
comunicagdo estreitamente regulada para manter as condi¢des fisioldgicas. O meio
extracelular € composto por um liquido que contém solucdo de cloreto de sodio com
concentracdes menores de outros ions, como bicarbonato, potassio e calcio. Sdo as
caracteristicas de pressao, volume, osmolaridade, pH, concentragdes ibnicas e de outros
componentes nesse liquido extracelular, que possibilita que a célula possa sobreviver em
condigbes normais de funcionamento. As membranas dos eritrcitos também transportam
glicose pelo GLUT1, agua pelas aquaporinas, transporte de gases pela RhAG, Na*-K*-ATPase
transloca sédio e potassio, Na*-K*-2ClI- co-transporta sodio e cloro e Ca?*- ATPase transporta
célcio. Isso é importante porque consequéncias como geracao de estresse oxidativo, dano na
membrana, hemolise, anemias, podem ser decorrentes de um mal funcionamento dos
eritrécitos, que leva ao comprometimento desses processos que controlam toda a maquinaria
necessaria para manter essas células vermelhas viaveis.

Em seguida, serdo descritas algumas peculiaridades acerca dos eritrécitos para
entender como essas células funcionam e qual a sua importancia para os outros tecidos. Seréo

descritas principalmente informagbes sobre a hemoglobina, que € a proteina de maior
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conteudo dentro dos eritrécitos e também serao registradas informagdes sobre o metabolismo
energético dessas células vermelhas e sua importdncia na manutengcdo de processos

oxidativos dentro da célula.

2.4.2 - A hemoglobina (Hb)

A hemoglobina humana (M, 64.500, 5,5 nm) foi a primeira proteina oligomérica cuja
estrutura tridimensional foi determinada por Max Perutz, John Kendrew e seus colegas, em
1959. Sua estrutura (Fig. 6A) é constituida de uma forma simples, de uma porgéo proteica
(globina) formada por duas cadeias polipeptidicas com 141 residuos de aminoacidos cada
uma (cadeias a) e outras duas cadeias polipeptidicas formadas cada uma por 146 residuos de
aminoacidos (cadeias B). Além da porcao proteica, a hemoglobina possui quatro grupos
prostéticos heme, no qual esta localizado em seu centro uma molécula de ferro-protoporfirina
IX, estando o atomo de Fe?* nesse centro. Essa molécula de ferro-protoporfirina IX esta ligada
por forgas nao covalentes e esta protegido de solu¢gdes aquosas que estdo em sua volta
(SCHECHTER, 2008; NELSON, 2014).

A Mutacio de
células falciformes

(P8 Glu=Val) - Soonash

Atomo de ferro
globinas o
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Figura 6: Estrutura da molécula de hemoglobina. (A) Estruturas das cadeias polipeptidicas

a e B, grupo prostético heme com atomo de Fe?* em seu centro e locais de mutagdo que geram

a células falciformes. Fonte: Adaptado de SCHECHTER (2008).

A fungao primordial da hemoglobina presente nos eritrocitos de mamiferos é carrear
gases na circulagdo. Ela transporta o oxigénio (O) vindo dos pulmdes, passa pelo coragao e
€ direcionado para os tecidos, mas também é capaz de interagir com gases como o diéxido de
carbono (CO2), com o mondxido de carbono (CO) e como éxido nitrico (NO). Nos eritrécitos a
hemoglobina tende a estar 96% saturada com O2. Esse papel da Hb em carrear o Oz no sangue
foi uma adaptagéo evolutiva, ja que esse gas € pouco sollivel em meio aquoso devido a sua
caracteristica apolar e se estivesse totalmente dissolvido no plasma dificiimente chegaria aos
tecidos. Para que esse O3 se ligue no heme, a Hb passa por duas mudangas conformacionais
que tende a facilitar a ligagcdo do oxigénio (Fig. 7). No primeiro estado denominado T (tenso),
a porfirina faz com que o ferro se desloque para o lado da histidina proximal (His F8). O O, se
liga levando o heme a adquirir uma posigao mais planar e fazendo a His proximal se deslocar.
Essa ligacao do oxigénio ocorre fracamente devido ao estado tenso (de menor afinidade) da
Hb. Quando a primeira molécula de O se liga, gera mudangas conformacionais que facilitam
a ligacao da préxima molécula de Oz, fazendo com que a hemoglobina saia do estado T para
o estado R (relaxado) de maior afinidade (MOHANDAS e GALLAGHER, 2008; SCHECHTER,
2008; NELSON, 2014).

EstadoT EstadoR
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Figura 7: Transicdo do estado T (tenso) para o estado R (relaxado) da hemoglobina.
Quando toda a proteina sofre essa transi¢ao, a estrutura das subunidades individuais se altera
pouco, mas os pares de subunidades ap deslizam um sobre o outro e sofrem rotacao,

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

2.4.3 - O metabolismo energético nos eritrocitos e sua participacao em processos
oxidativos

Os eritrécitos sao células que durante o processo de diferenciacdo tendem a perder
seu material genético nuclear e ndo possuem ribossomos, impedindo sua capacidade de
renovar e sintetizar proteinas, e também ndo possuem mitocéndrias, o que nao permite
produzir energia na forma de ATP pelo do processo de fosforilacdo oxidativa. Principalmente
por esse motivo, 0 metabolismo dos eritrécitos é restrito a glicose presente no plasma, cuja
concentragao gira em torno de 5 mM. O transporte da glicose para dentro da célula ocorre por
difusao facilitada a favor de um gradiente, por um sistema uniporte realizado pelo transportador
de unidade de glicose 1 (GLUT1). O GLUT1 é uma glicoproteina de aproximadamente 55 kDa
e ocupa cerca de 2% do conteudo de proteinas presentes na membrana eritrocitaria (AIRES,
2008; YACHIE-KINOSHITA et al., 2010; NELSON, 2014).

Uma vez que os eritrécitos captam e internalizam a glicose para o citosol, a glicose é
metabolizada para que no fim da via glicolitica (10 reagées) (Fig. 8), o piruvato que é gerado,
€ entdo convertido em lactato pela enzima lactato-desidrogenase (LDH). A redugéo do piruvato
a lactato pela fermentacao lactica é dependente de NADH + H*, liberando NAD* e como saldo
final da glicélise se tem duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato) gerados através da
fosforilacdo ao nivel do substrato (72 e 102 reacdo) (NELSON, 2014).

Na via glicolitica dos eritrécitos, € preciso levar em consideracdo duas etapas
importantes além das que participam da sintese de ATP. Em situagcdes que sdo geradas
espécies reativas, principalmente o radical anion superdxido, a Hb pode sofrer oxidacao
formando a metamoglobina (MetHb) (Fig. 8), caracterizada por ter o Fe?* oxidado a Fe®*.
Quando isso ocorre, a afinidade do heme pelo O; é reduzida, o que pode contribuir para uma
situacao de hipoxia nos tecidos periféricos. Para contornar essa situagao, os eritrécitos tomam
como estratégia, utilizar o NADH + H* liberado na reagao 6 da glicélise catalisada pela enzima

gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase. Esse NADH entra como doador de elétron na reacao
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realizada pela NADH citocromo bs metamoglobina redutase (metamoglobina redutase) e com
isso promove a redugdo do Fe*" para Fe?* na Hb (YACHIE-KINOSHITA et al., 2010; HESS,

2016). Com isso, a Hb pode novamente desempenhar a sua fungéo de carrear oxigénio na

circulacao para os tecidos periféricos.
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Figura 8: Metabolismo energético e oxidativo nos eritrécitos. Os eritrécitos utilizam glicose
como fonte exclusiva de obter energia, oxidando a glicose até lactato. A via glicolitica nos
eritrécitos tem um papel fundamental na homeostase redox dessas células, pois em reacoes
especificas gera coenzimas reduzidas (NADH) que auxiliam na restauragdo da hemoglobina
(Hb) que foi oxidada (metamoglobina, MetHb) e também gera coenzimas reduzidas (NADPH)
pela via das pentoses fosfato. Dessa forma é possivel reduzir o GSSG a GSH que participa da

protecdo contra danos oxidativo a biomoléculas, gerados pelas espécies reativas. As setas
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vermelhas indicam as reagdes irreversiveis da glicdlise. Em azul estdo destacadas as enzimas

envolvidas no processo catalitico. Fonte: Autor.

A outra etapa importante na via glicolitica dos eritrécitos € a geragao de NADPH + H*
pela via das pentoses fosfato. Essa via € uma rota de recuperagao energética que além de
gerar intermediario da glicélise, gera principalmente NADPH a partir da glicose-6-fosfato, via
catélise da enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase. Essa formagédo da coenzima reduzida
participa da restauracdo do GSH (glutationa reduzida), via glutationa redutase, que é oxidado
a GSSG (glutationa oxidada) no processo de detoxificagao do H,O,, pela enzima glutationa
peroxidase, produzido pelo metabolismo celular. Quando os estoques de GSH sao restaurados
a célula possui mais chances de prevenir o dano oxidativo causado em lipideos, proteinas e
DNA pelas espécies reativas. Esse € um mecanismo eficiente que envolve a participacao de
intermediarios da glicdlise, na protegédo das células vermelhas e também na preservagao da
sua funcdo, uma vez que a formacao de MetHb é evitada na presenca de NADH (NELSON,
2014; ENGELKING, 2015).

Os danos oxidativos nos eritrocitos além de gerar prejuizo na fungdo da Hb, podem
direcionar para uma disfunc¢éo total da célula. Os mecanismos giram em torno de disturbio no
metabolismo energético, mudancas na fisiologia eritrocitaria, danos na membrana e
perturbacdo da homeostase redox. Posteriormente em outro topico, sera explorado com mais
detalhes como s&o geradas as espécies reativas na célula e sua participagdo no dano celular.
Isso servira de base para a compreensao do trabalho que foi desenvolvido utilizando como
muitos modelos experimentais as células vermelhas do sangue, explorando o papel do estado

redox na geragéo de estresse oxidativo.

2.5 - Células linfomononucleares (mondcitos e linfocitos)

As células do sistema imune presente no sangue sdo denominadas de leucdcitos,
comumente chamadas de células brancas do sangue. As células que constituem os leucdcitos
sdo normalmente classificadas como granulares e agranulares. Os granulécitos constituem os
neutréfilos, basofilos e eosindfilos, cujas células possuem granulos utilizados para mediar a

atividade imune. Os agranulécitos que ndao possuem granulos séo os linfécitos e mondcitos,
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também conhecidas como linfomononucleares, por possuirem apenas um nucleo, e estes dois
tipos celulares sao os estudados nesse trabalho (KERN, 2002).

Os mondcitos constituem cerca de 3-8% dos leucocitos e uma caracteristica dos
mondcitos, € que apds 8-14h no sangue, as células migram para os tecidos e se tornam
macrofagos. Sao duas as fungdes dos mondcitos: fagocitar microorganismos e debris celular
(restos celulares); e processar e apresentar antigenos, que se torna um papel fundamental na
iniciagcdo de reagbes imunes (KERN, 2002; LEY, 2008). Sob condi¢gdes de infecgdo por
patégenos ou na inflamacéo a resposta imune por macrofagos é acionada, fazendo com que
libere citocinas com IL-10, fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e ativagdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) para iniciar o processo inflamatorio. Os mondcitos tendem a
migrar para os sitios de infeccdo por meio de receptores de quimiocinas (aparentemente o
CCR2) e apesar dos neutrdfilos serem os primeiros a chegar em sitios de infecgdo e
inflamacao, os mondcitos sao importantes nesse papel liberando durante a resposta imune
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a), controlando assim as fases da infecgéo
(LANDSMAN et al., 2009; KARLMARK, TACKE e DUNAY, 2012).

Os linfécitos compdem de 20-40% do total das células brancas presentes no sangue
em um individuo adulto. Normalmente eles s&o transientes, se dirigindo da corrente sanguinea
para os outros tecidos. Os linfécitos sdo funcionalmente divididos em linfécitos T e B. Os
linfoécitos B (LB) s&o células que participam da imunidade humoral mediada por anticorpos.
Elas sdo maturadas na medula 6ssea e podem ser encontradas nos linfonodos, no bacgo e
outros 6rgaos, e estao presentes também na corrente sanguinea. Os linfocitos B participam
da imunidade adquirida através do reconhecimento dos antigenos, por meio de
imunoglobulinas presente nas membranas (IgM e IgG). Quando os LB reconhecem o antigeno,
eles produzem e liberam anticorpos que sao capazes de reconhecer esse antigeno, neutraliza-
lo ou até mesmo destrui-lo. Além disso os LB atuam em cooperagao com os linfécitos T (LT)
no combate dos patogenos. Eles participam como células apresentadoras de antigenos depois
que interiorizam e processam o antigeno que foi ligado ao receptor de superficie. Quando
esses antigenos sao processados, na membrana dos LB sao expressos peptideos que se
ligam ao complexo maior de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il), para que entado seja
apresentado aos LTCD4* (auxiliares) e assim, os LT liberam citocinas e ocorra a resposta
humoral contra microorganismos e antigenos (KERN, 2002; MESQUITA JUNIOR, 2010).

Os linfocitos T (LT) s&o células originadas de células precursoras da medula 6ssea,

mas sao desenvolvidas e maturadas no timo. Elas s&o capazes de modular a resposta de
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outros tipos de células do sistema imune, como os LB, mondcitos e macréfagos. Quando os
LT maturam, eles expressam os receptores de células T (TCR) funcional e os co-receptores
CD4 e/ou CD8. Os TCR na membrana dos LT interagem diretamente com o MHC Il e ao
reconhece-lo, age em conjunto com o complexo CD3, 5 proteinas da familia das
imunoglobulinas, que direcionam para uma resposta intracelular subsequente. Os linfocitos T
podem ser subdivididos em dois subtipos: as células T helper, que expressao o CD4 que é um
antigeno de superficie e sdo as células responsaveis pela maior regulagdo das respostas
imunes; e as células T supressoras/citotdxicas, que expressam o antigeno de superficie CD8
e sao responsaveis por destruirem as células infectadas por virus e rejeitar 6rgaos
transplantados. As células T CD8 produzem perforinas (uma proteina formadora de poros) e
granzimas capazes de induzir morte por apoptose (morte celular programada) nas células alvo
ou sdo capazes de expressar o receptor Fas L (CD95) e interagir com as células alvo que
possuem a molécula Fas e com isso induzir apoptose nessas células (KERN, 2002;
MESQUITA JUNIOR, 2010).

Os linfocitos sao células que funcionalmente tem o papel de manter homeostase nos
tecidos a partir de sua atividade imune contra diversos patégenos, mas além do ambiente
subcelular, estas células também podem responder ao ambiente extracelular de forma a tentar
reduzir possiveis consequéncias decorrentes de sinais de infec¢gdo, dano celular ou outro
estressor. Durante a infecgao, dano tecidual ou mesmo disturbios no metabolismo, as células
T recebem sinais que convergem para a formagao do inflamassoma (complexo multiproteico).
O inflamassoma ativa caspase 1 que proteoliticamente gera liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias como interleucina-18 (IL-1 B) e IL-18. Essa ativagédo do inflamassoma causa nos
tecidos uma situacao proé-inflamatéria, com recrutamento de neutréfilos, que culmina na morte
celular (LATZ, XIAO e STUTZ, 2013).

No ambiente intracelular o inflamassoma pode servir como monitoramento do
funcionamento de organelas importantes como as mitocondrias. Estresse mitocondrial pode
ser relacionado com formagéo do inflamassoma (ativa caspases 1 e 11) e apoptossoma, pois
nesse ultimo processo, a liberacdo de Citocromo c pela mitocdndria ativa caspase 9
sinalizando para morte celular. Esse estresse na mitocéndria leva em consideracao a produgao
de espécies reativas (ERs). Um estado redox prejudicado em que ha grande produgao de ER
e como resposta a essas espécies reativas, o inflamassoma é ativado, bem como os danos
causados na mitocOndria sinalizam para liberagao e ativacdo de caspases pro-apoptéticas
(ZUO et al., 2009; ZHOU et al., 2011).
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O metabolismo celular também é necessario para manter o gradiente osmético intra e
extracelular e parece existir uma relagcao entre a osmolaridade, em fungao do influxo e efluxo
de ions, e a inducéo do inflamassoma. Isso porque o influxo de ions é importante para manter
o funcionamento, por exemplo, das mitocéndrias. A relacdo entre inflamassoma e
concentracoes de ions parece estar ligada a baixa concentragdo de ions como o K*. Quando
este ion esta sob concentragdes subcelulares e em contrapartida ha também liberagdo de
Citocromo c pelas mitocondrias, o inflamassoma tende a se formar e com isso gerar processos
inflamatérios. Outra consequéncia da baixa concentragdo de ions é a reducdo da pressao
osmotica. Um ambiente hipoténico extracelular tende a fazer as células incharem na tentativa
de manter normais, por exemplo, as concentragées de K* e ClI. Em resposta ao inchamento
das células, outra sinalizacdo pode desencadear a mobilizacdo de calcio via canais de cation
potenciais do receptor transiente (TRPM7 e TRPV2). Outro canal, o TRPM2, também pode ser
ativado via mobilizagado de calcio, como também é sensivel a ERs, o que significa que um
ambiente redox desfavoravel pode levar a formagao de inflamassoma, ja que o TRPM2 esta
relacionado com a formacgéao do inflamassoma (COMPAN et al., 2012; LATZ, XIAO e STUTZ,
2013; ZHONG et al., 2013).

Tendo em vista o grande papel do sistema imune na manuten¢cdo da homeostase
celular, no combate a corpos estranhos, o estudo do comportamento das células
linfomononucleares quanto a produgao de espécies reativas € uma relagdo importante a se
fazer quanto a presenga de estressores, no caso desse estudo, as espécies quimicas
potencialmente téxicas. Uma vez que o ambiente celular se depara com essas espécies, pode
haver uma superestimulagao do sistema imune que pode desencadear estresse oxidativo e
com isso comprometer o funcionamento de érgaos e tecidos, ja que o estresse oxidativo esta

relacionado com varias patologias.

2.6 - Estresse oxidativo: geracao de espécies reativas e sistemas antioxidantes

“Estresse oxidativo” € um conceito introduzido na biologia redox e na medicina por volta
de 1985, para designar um disturbio no balango pro-oxidantes — antioxidantes, a favor da
formacgado dos pré-oxidantes. Ao longo das décadas muitos estudos experimentais vém
tentando demonstrar como a vida aerdbia favorece a mudanga do gradiente, em relagéo a

producao de agentes oxidantes a partir de processos oxidativo, e como isso acaba se tornando
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perigoso para o organismo. Esses estudos tém servido como base para o entendimento da
participacdo desses processos em situacbes fisiolégicas e patofisiolégicas, como
diferenciagao celular, inflamagéo, envelhecimento, combate a agentes infecciosos, agcédo de
drogas e toxicidade de drogas e quimicos, desenvolvimento de cancer, dentre outros (SIES,
1985; 2015).

Esses agentes oxidantes s&o descritos na literatura como espécies reativas. Essas
espécies reativas possuem natureza radicalar e ndo-radicalar. Espécies reativas € um termo
utilizado para definir diversas moléculas e radicais livres (substancias quimicas que possuem
um ou mais elétrons desemparelhados) capazes de causar danos celulares quando em
excesso (TURRENS, 2003). As espécies reativas podem ter origem a partir de reagdes com o
O, (espécies reativas de oxigénio, EROs) ou de reagdes com o nitrogénio (espécies reativas
de nitrogénio, ERNs). Durante o metabolismo celular, quando ha superproducéo de espécies
reativas, varios danos celulares sdo causados, caracterizando uma situacdo de estresse
oxidativo. O excesso de espécies reativas pode causar danos em biomoléculas como lipideos,
proteina e DNA, prejudicando assim o funcionamento da célula. Para que a célula
desempenhe suas fungdes normais, € necessario que estas espécies reativas sejam mantidas
sob concentragdes fisioldgicas por intermédio dos sistemas antioxidantes, o que garante
manter a homeostase redox celular (DROGE, 2002).

As espécies reativas derivadas do oxigénio sdo as mais geradas durante o
metabolismo celular. Normalmente a formacgao de EROs se inicia quando o oxigénio sofre uma

redugdo monovalente e fica com um elétron desemparelhado em sua camada de valéncia,
gerando o conhecido &nion radical superoxido (O27). A formagdo desse radical ocorre

naturalmente em processos metabdlicos celulares, podendo ser também induzido por radiagao
fisica (MILLER, BUETTNER e AUST, 1990). Mas a maior fonte de geragdo de &nion
superoxido é durante a respiragado celular nas mitocdndrias. Durante a transferéncia de
elétrons, pelos complexos da cadeia transportadora, uma pequena porcentagem do oxigénio
(2-5%) pode ser naturalmente convertida no radical anion superéxido (BOVERIS, OSHINO e
CHANCE, 1972).

A partir da produgdo de O,", uma subsequente cascata de reagdes que levam a

formagdo de outras ERs (Fig. 9). O anion radical superoxido em sistemas biologicos sofre
dismutagéo da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD), cuja catédlise resulta na
formacéao de peroxido de hidrogénio (H202), uma espécie reativa nao radicalar [1]. A SOD ¢ a

primeira fonte de defesa do organismo contra a formagao de espécies reativas. No citosol, ela
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€ dependente de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD1) e nas mitocdndrias ela é dependente de
manganés (Mn-SOD2).
20,7 + 2H* + SOD — SOD+ H20, + O> [1]

Uma das mais conhecidas formas de geragdo de ERs, a partir do anion radical
superoxido e H,0,, é a reagdo de Fenton [2], que na presenga de metais como Fe?*, Cu* e
Cu?*, gera o radical hidroxil ("OH). Esse radical é dentre as espécies reativas a mais tdxica,
isso porque seu tempo de meia vida gira em torno de 10° s (PASTOR et al., 2000; DESIDERI
e FALCONI, 2003).

Fe?*/Cu* + H20, — Fe®/Cu?* + 'OH + OH™ [2]

As ERs também podem ser geradas direta ou indiretamente por fatores exdgenos
gerando danos celulares e a indugao de estresse oxidativo tem sido relacionada, por exemplo,

com xenobiodticos, ions metalicos e radiagao.
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FIGURA 9: Esquema representado o sistema antioxidante e a geracao de estresse
oxidativo. Quando em equilibrio redox, a célula é capaz de manter a produgédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sob nivel fisiolégico (esquerda). Quando a
atividade antioxidante enzimatica e ndo enzimatica esta diminuida (direita), a producéo de
espécies reativas aumenta e gera um desequilibrio redox conhecido como estresse oxidativo,
causando danos em biomoléculas (lipideos, proteinas e DNA) e inativando enzimas. Fonte:
Autor.

Quando o anion radical superéxido é dismutado a H».O;, duas enzimas sao capazes de
decompor essa espécie reativa. Uma é a catalase (CAT), uma enzima antioxidante que possui
um heme (ferriprotoporfirina IX, Por—Fe3*) no sitio ativo essencial para sua reagéo catalitica
[3]. A CAT em sua reacédo catalitica é capaz de decompor moléculas de H,O, a HO e O3
(KIRKMAN e GAETANI, 2007). O peréxido de hidrogénio desempenha um papel fundamental
em sitios patologicos, bem como em locais de injuria tecidual e atua em mecanismos de

sinalizagao celular.
CAT (Por—Fe®*" + 2H,0,) — Por—="Fe** = O + H20 [reacao 1]

Por="Fe** =0 + H,O, — CAT + H,O + O, [reagdo 2] [3]

A outra enzima capaz de decompor o H2O;, é a glutationa peroxidase (GPx). Essa
enzima utiliza o tripepitideo GSH (formado por glutamato, glutamina e cisteina) em sua reacao,
para decompor o peroxido de hidrogénio em agua [4]. Essa enzima conta ainda com auxilio
indireto da glutationa redutase, que via NADPH, restaura o0 GSH que é oxidado a GSSG na
reacao catalitica da GPx. A GPx é uma selenoproteina que também tem a capacidade de
decompor hidroperoxidos com auxilio do selénio (FLOHE et al.,, 1972; CHANCE, SIES e
BOVERIS, 1979).

GPx + 2GSH +2H,0; — Gpx + 2GSSG + 2H,0 [4]

As glutationas (GSH) desempenham um dos papéis mais importantes do sistema redox
celular, seja por estar conjugada na reacdo da GPx ou por atuar sem agao dessa enzima na
reducdo das espécies reativas. As glutationas estao presentes nas células em concentragoes
milimolar e constitui uma base importante da homeostase redox pelo qual tidis de proteinas
podem manter seu estado redox ou tidis de proteinas oxidadas pode ser revertido ao seu

estado reduzido. Além de atuar como sistema redox, as glutationas também atuam como
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doadoras de elétrons, tanto para eliminacédo de oxigénio reativo, gerado durante a respiragao
celular e as reacdes metabdlicas, como a redugido de hidroperéxidos e peréxidos lipidicos
(MEYER e HELL, 2005). Outra participagao do GSH na detoxificagdo das ERs é por intermédio
da enzima glutationa S-transferase (GST). Essa enzima caracteriza-se por atuar na
conjugagcdo do grupo —SH do GSH com xenobidticos (drogas, quimicos, produtos da
peroxidacgao lipidica), formando o conjugado GHS-xenobidtico. Esse conjugado tende a ser
eliminado do organismo prevenindo possiveis danos celulares (MOHANA e ACHARY, 2017).

Além das EROs, existem as ERNs como foi anteriormente mencionado. Essas
espécies reativas derivam do nitrogénio e tem como a principal espécie reativa o 6xido nitrico
(NO"). Essa espécie radicalar é derivada de reagbes catalisadas por enzimas chamadas de
oxido nitrico sintase, que usam como precursores do 6xido nitrico a arginina liberando como
produto citrulina (VALKO et al., 2007). O NO" é abundantemente produzido e desempenha
diferentes processos bioldgicos, que inclui controle da pressado arterial, relaxamento da
musculatura lisa, neurotransmissao, mecanismo de defesa e regulagao imune (BERGENDI et
al., 1999). Em ambiente aquoso, o 6xido nitrico tem tempo de meia vida de poucos segundos,
ele é soluvel em meio aquoso e lipidico, o que facilita sua entrada no citoplasma e passagem

por membranas lipidicas (CHIUEH, 1999). Como as espécies reativas também séo utilizadas

na defesa do organismo, como é o caso das células imunes que produz tanto NO" quanto O2™

.0 NO" ao reagir com o anion radical superdxido forma uma ERN ainda mais potente, o
peroxinitrito (ONOO") [5] (KOSHLAND, 1992).
NO" + O’ ~ — ONOO"~ [5]

O peroxinitrito quando é formado pode ser protonado e formar o acido peroxinitroso (ONOOH),

gue é instavel e pode ser decomposto expontaneamente formando subprodutos como o nitrato
(NO37) e nitrito ("NO2) (RADI et al., 1991a). As ERN possuem um potente efeito nos tecidos, e
particularmente o peroxinitrito reage com tidis e causa sua oxidacdo. Assim como o
peroxinitrito, os nitrito e nitrato que sdo subprodutos da oxidagdo do NO®, também podem

reagir com GSH e outros tidis presentes nas proteinas, como as cisteinas e grupos sulfidrilas,
levando a sua oxidagao e consequentemente desregula a fungao das proteinas (RADI et al.,
1991b; WOLIN, 2000).
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Peroxinitrito também participa da oxidacédo de lipideos, como mostra em um estudo
realizado por Rubbo e cols (1984). Os autores também sugerem que a oxidacao de lipideos

como o acido linolénico e lipossomas ocorre por um mecanismo envolvendo EROs para formar

o radical hidroxil (OH"), alcoxil (LO") e peroxil (LOO") (RUBBO et al., 1994). A partir disso o

NO’ reage com (LO") e (LOO") e forma produtos lipidicos derivados do NO® (PADMAJA e HUIE,
1993).

Outras fontes de espécies reativas sao via xantina oxidase, NADPH oxidase. A xantina
oxidase metaboliza xantina, hipoxantina e NADPH para que seja formado o radical superéxido
e peroxido de hidrogénio. A NADPH oxidase presente nas membranas das células também
produzem quantidades consideraveis de radical superéxido e tendem a ser estimuladas
quando ha sitios de inflamagao (WOLIN, 2000).

Uma das principais caracteristicas de estresse oxidativo na célula é a formagao de
proteinas carboniladas (carbonilas) e a formagao de carbonilas pode estar ligada a geragao
de lipideos reativos que sao derivados do processo de peroxidagio lipidica, também causada
por estresse oxidativo. Quando os lipideos séo oxidados, geralmente por ataque do radical
hidroxil, uma variedade de moléculas lipofilicas reativas sao formadas, resultando na formacéao
de um radical centrado no carbono seguido pela adigdo de oxigénio molecular. Dentre essas
moléculas reativas formadas se destacam os aldeidos (e.g. acroleina e malondialdeido), 4-
hidroxi trans-2,3-nonenal (4-HNE) e 4-oxo trans-2,3-nonenal (4-ONE). Nos aldeidos reativos o
grupo carbonil resulta em torno da dupla ligacédo 2,3 e além disso, um grupo hidroxil ou ceto
pode retirar elétrons do sistema e deixar o lipideo ainda mais reativo. Entdo na reacéo de
carbonilagdo de uma proteina, o C3 do aldeido reativo fica altamente susceptivel a ataque
nucleofilico pelas cadeias laterais dos residuos de histidina, lisina ou cisteina presentes nas
proteinas. Isto resulta em um aminoacido alquilado contendo um grupo carbonila livre.
Proteinas carboniladas dependem de um ambiente oxidativo dentro da célula diretamente
relacionado com producao de espécies reativas e estdo envolvidas em varias condicbes
patolégicas como diabetes, doencgas cardiacas e neuropatias (SCHAUR, 2003; CURTIS et al.,
2012).

Essas sao as principais formas de producdo de espécies reativas descritas, outras
envolvem radicais lipidicos, proteicos e mecanismos que envolvem atividade catalitica de
enzimas especificas em alguns tipos celulares e organelas. Mas ambos o metabolismo celular
e 0 ambiente extracelular sdo capazes de induzir a produgdo de espécies reativas tanto de

oxigénio quanto de nitrogénio. Ressalvamos ainda, que as ERs estdo envolvidas na etiologia
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de diversas doengas em que o estresse oxidativo esta presente, como diabetes, hipertenséo,

aterosclerose, obesidade, doencas autoimunes, dentre outras.

2.6.1 Relagao entre eritrocitos, células linfomononucleares e estresse oxidativo

Os eritrécitos tém sido utilizados como um bom modelo de estudos devido a sua
abundancia, simples estrutura e facilidade de manuseio. As células vermelhas, bem como as
linfomononucleares sdo bons parametros para se avaliar diversos insultos e estimulos em
seres humanos, ja que o método para obtengdo dessas células € menos invasivo que os
normalmente utilizados (biépsia). Essas células percorrem todo o organismo e estdo em
contato direto com tecidos e 6rgaos € como a corrente sanguinea € uma das primeiras rotas
de contato com o meio externo, uma vez que agentes externos quando absorvidos entram na
corrente sanguinea, as células do sangue tendem a responder bem a fatores externos.

Através desses dois tipos celulares do sangue é possivel se obter informagdes do
status redox em humanos. As células tendem a se comunicar por diversos mecanismos e
esses dois tipos celulares em particular parecem manter uma relagdo que pode influenciar na
sobrevivéncia de ambas. Em um estudo in vitro Fonseca e cols mostraram a relagao entre
eritrocitos e taxa de proliferagdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC,
linfécitos e monaocitos). Quando essas PBMCs foram incubadas com eritrocitos, tiveram maior
taxa de proliferagao, reducao de apoptose e menor produgao de ERs (FONSECA et al., 2001).

Alguns mecanismos de indugdo de estresse oxidativo nesses dois tipos celulares
podem ser descritos. Em eritrécitos, quando a pressdo de oxigénio diminui, aumenta a
tendéncia de ligacdo da Hb na membrana dos eritrécitos ja que esta ndo estd ligada ao
oxigénio, facilitando a producdo de espécies reativas e consequente oxidagao da Hb. Essa
situagcado acaba por gerar estresse oxidativo e leva a danos na membrana dos eritrécitos e
consequentemente gera hipdxia tecidual, que é mais um agravante para geragao de estresse

oxidativo em o6rgaos e tecidos (RIFKIND et al., 2003). Além disso, os eritrécitos sao
susceptiveis a acdo de H,O, e NO formados no plasma, bem como eles funcionam como um

dissipador de H20; ja que essa ER atravessa a membrana (NIKOLIC-KOKIC, BLAGOJEVIC e

SPASIC, 2010). Uma outra via de formacgédo de espécies reativas é por atividade da enzima

NAD(P)H oxidase e xantina oxidase que utilizam O, para formar O," ~ (VALKO et al., 2007).
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Diversos trabalhos tém se dedicado a entender como condigées ambientais influenciam
no funcionamento redox de eritrécitos. Os eritrécitos sdo altamente expostos as condicoes
ambientais, uma vez que tudo o que o organismo absorve € direcionado para a corrente
sanguinea. A exemplo disso, tem se estudado como espécies potencialmente téxicas
prejudicam os eritrécitos, tanto por estudos in vivo, como por estudos in vitro. Em resposta a
exposicao in vitro por meta-arsenito de sddio, eritrocitos tendem a produzir mais espécies
reativa, reduzir atividade antioxidante e metabdlica, desregulagdo da Na*-K*-ATPase e sofre
danos na membrana celular (MAHESHWARI, KHAN e MAHMOOD, 2017). A crbnica
exposi¢ao ao As também se mostrou capaz de gerar estresse oxidativo em eritrocitos, gerando
peroxidacao lipidica e oxidagcao de proteinas e DNA, acompanhado de reducgdo na atividade
antioxidante das enzimas SOD, CAT, GPx, GR e redugao de GSH (BISWAS et al., 2010). Em
exposicdo ao chumbo, o sistema redox de trabalhadores expostos se mostrou menos efetivo,
pois em seus eritrocitos foi detectado peroxidacgao lipidica, reducdo de GSH e reducgao de
atividade da SOD e CAT (SUGAWARA et al., 1991).

Outros estudos apontam que a toxicidade de espécies quimicas (Pb, Hb, As, Cd) esta
diretamente ligada a reducao de tidis proteicos e nao proteicos (GSH), inibicdo de atividade de
enzimas antioxidantes, inibicdo da enzima &—aminolevulinico-desidratase que participa da
sintese do heme e sua inibicdo acumula acido 6—aminolevulinico que rapidamente é oxidado
gerando radical superoxido (AHAMED e SIDDIQUI, 2007; LEHMANN, SACK e LEHMANN,
2011). Além disso, chumbo tem sido apontado como causador de hemdlise, provavelmente
pela capacidade desse metal se ligar na membrana celular eritrocitaria causando mudangas
osmoticas (LEGGETT, 1993; SUWALSKY et al.,, 2003; MRUGESH, DIPA e MANISHIKA,
2011). Em uma revisao sistematica, Lopes e colaboradores relatam por meio de diversas
referéncias, a participagdo do chumbo na geragdo de estresse oxidativo. Os efeitos estédo
relacionados com a reducao da atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) e a
producdo de espécies reativas. Biomarcadores como peroxidagao lipidica, oxidacdo de
proteinas e DNA s&o citados como reflexo de dano celular. Danos no sistema hematoldgico
também sao mencionados pelo fato da exposicdo ao chumbo causar lesdo em células
vermelhas do sangue (LOPES et al., 2016).

Ja exposicao ao Cd pode levar a alteragdes no ambiente intracelular, particularmente
sabendo que o Cd tende a induzir a producao de espécies reativas, porque também é capaz
de causar disfungdo no sistema antioxidante. Esse metal toxico tem a capacidade de se ligar

a sitios cataliticos onde ha zinco e cobre, como os presentes na SOD1. Esse tipo de
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competicao reduz a atividade dessa enzima antioxidante, como também o Cd parece participar
da oxidacao dessa enzima causando o mesmo efeito inibitério (POLYKRETIS et al., 2019).
Ensaios in vitro mostram que Cd esta relacionado com a redugao de GSH e produgao de
citocinas pro-inflamatérias em modelo de tecido de vias aéreas humana (XIONG, R. et al.,
2019).

Quanto as células linfomononucleares, estas podem gerar espécies reativas via
metabolismo mitocondrial através da cadeia respiratoria ou por cascata derivada do radical
superoxido que é formado tanto pela mitocondria quanto pela enzima NADPH oxidase
presente na membrana celular (SIES, BERNDT e JONES, 2017). Estas células também
sofrem efeitos da toxicidade por xenobibticos. Baixas concentragdes de mercurio induz a morte
dessas células. Além do que, mondcitos parecem ser fortemente mais afetados do que
linfécitos na presenga de metil mercurio (SHENKER, ROONEY, et al., 1992; SHENKER, GUO
e SHAPIRO, 1998). Células imunes também tem sido citada como vulneraveis a exposi¢cao ao
arsénio. O mecanismo envolve perturbagdo no potencial de membrana mitocondrial e
liberagao de caspases (CAl et al., 2000).

Em relacdo a processos que induzem autoimunidade, os estudos sugerem que
espécies toxicas como o mercurio promovem necrose em células ativando o proteassoma.
Isso libera peptideos imunogénicos que gera uma comunicacdo com linfécitos T. Esses
quando possuem Hg ligado a GHS no citosol, libera interleucina-4 que ¢ um mecanismo de
sinalizagao para linfocitos B elevarem no plasma imunoglobulinas (IgG e IgE), caracterizando
a autoimunidade (SCHIRALDI e MONESTIER, 2009).

Hg no sangue tem sido associado com mudangas no estado redox. Concentracdes
maiores que 5,8 ug/L™" tendeu a reduzir a razdo GSH/GSSG em consumidores de alimentos
marinhos (KARIMI, VACCHI-SUZZ| e MELIKER, 2016). No entanto, outro estudo mostrou que
mulheres que possuiam amalgama dentaria (que pode conter Hg) correlacionou a presenga
de Hg em cabelo com sistema antioxidante no plasma. Os autores mostraram que os niveis
de GSH e atividade da SOD estavam aumentados e esse efeito pode ocorre devido a tentativa
do organismo em prevenir a toxicidade causada pelo Hg (CABANA-MUNOZ et al., 2015). Ja
em criangas que possuem amalgama dentaria, tem sido investigado que o Hg presente pode
estar ligado a peroxidacéo lipidica e danos oxidativos gerados pelo estresse oxidativo (AL-
SALEH, AL-SEDAIRI e ELKHATIB, 2012; YILDIZ et al., 2017). Além do Hg, outros metais
podem causar prejuizo no sistema antioxidante, associado a reducdo de GSH e razdo
GSH/GSSG (VACCHI-SUZZI et al., 2018).
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Assim, & perceptivel a importancia do estudo desses tipos celulares no entendimento
de como sao afetadas pelo estresse oxidativo e as principais consequéncias geradas no
organismo, uma vez que tantos eritrécitos e as células mononucleares estdo presentes no
sangue circulante e em outros tecidos. As espécies quimicas com potencial toxico estdo
diretamente associadas ao estresse oxidativo e nosso trabalho é de extrema relevancia para
contribuicdo com dados na literatura, para informagdes a respeito da populacdo local e
entender se essas espécies estdo atreladas ao estresse oxidativo encontrado na populagao

vulneravel.
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3 HIPOTESE

A exposicdo ambiental de pescadores a espécies quimicas potencialmente toxicas
presentes na laguna Mundau (Maceio-AL) leva a um prejuizo no status redox celular das

células sanguineas.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral:

Avaliar a producao de espécies reativas em células linfomononucleares e o status redox
celular em eritrécitos da populagéo circunvizinha a laguna Mundau (Maceié-AL) exposta a

espécies quimicas potencialmente toxicas.

4.2 Objetivos Especificos:

Avaliar em pescadores que vivem entorno da laguna Mundau em Macei6-AL.:

e O tipo de exposicao ambiental por meio de questionario epidemiolégico;

e Se ha alteracdo em taxas bioquimicas no sangue (hemograma, niveis de glicose,
triglicerideo e colesterol total, HDL e LDL, marcadores de lesdo hepatica (ALT e AST));

¢ Como a exposi¢gao ambiental contribui para a geracao de espécies reativas de oxigénio
em células linfomononucleares do sangue;

e Se existe alteracao de biomarcadores de estresse oxidativo em eritrocitos (TBARS,
sulfidrila, carbonila, GSH e GSSG);

e Como a atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase e glutationa S-transferase) € modulada em eritrécitos;

e A capacidade de captagao de oxigénio pela hemoglobina dos eritrocitos;

e Se a integridade de membrana dos eritrécitos (fragilidade osmotica) é afetada pela

exposigdoambiental.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostra populacional:

Esse estudo foi realizado entre Outubro de 2017 e Margo de 2019. Para selecionar os
voluntarios, foi feita uma panfletagem e visitas locais, com aplicagdo de um questionario
socioecondmico (ANEXO 1), para obter informagbes acerca das caracteristicas
epidemiolégicas e exposicdo ambiental. A amostra populacional (homens e mulheres) do
grupo controle (média da idade = 39,4 anos) foi composta por voluntarios que nao vivem
préximo da laguna Mundau e nao teve contato com a agua da laguna. O grupo exposto (média
da idade 49,2 anos) foi composto por pescadores que vivem no entorno da laguna Mundau e
que frequentemente tem contato com a agua e alimentos da laguna. A amostra populacional
de pescadores faz parte de duas coldnias de Maceio: a colénia Vieira Lima — Z 02, localizada
na Praca Caio Porto, Pontal da Barra (latitude-S: 09° 66’ 35, 10” e longitude-W: 35° 76’ 58,
76”), e a coldnia Mesquita Braga — Z 16, localizada na rua José Marques Ribeiro, Trapiche da
Barra (latitude-S: 09° 67’ 28, 67” e longitude-W: 35° 76’ 77, 49”). Os voluntarios, assinaram

previamente um termo de consentimento e livre esclarecimento (TCLE) (ANEXO 2). Esse

el

5.2 Coleta do sangue para utilizagdo nas técnicas bioquimicas:

As amostras de sangue venoso de voluntarios em jejum (10 h) foram obtidas através de
pungao venosa em tubos com vacuo (SOLENKOVA et al., 2014) contendo anticoagulante
EDTA-K3 da marca Olen. Para separar os eritrocitos do plasma, as amostras foram
centrifugadas (Centrifuga 80-2B CENTRIBIO) a 174xg por 10 min. Apds centrifugacéo e
separagao, parte dos eritrécitos foram congeladas a -20°C até realizagdo dos ensaios e as

células linfomononucleares presentes no plasma foram imediatamente isoladas.
5.3 Isolamento das células linfomonucleares:

As células linfomononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas partir do sangue
coletado em tubos com EDTA (adaptado de MALAGUTI et al, 2014). O sangue (12 mL) foi
centrifugado a 174xg durante 10 minutos/temperatura ambiente, para obtencéo do plasma. O
plasma foi transferido para um tubo falcon contendo 2 mL de solugcido de Histopaque 1077
(HERBST et al., 2015) e centrifugado a 174xg por 30 minutos. As PBMC, identificadas entre
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a fase do plasma e Histopaque 1077 foram suspensas em 3 ml de PBS (pH = 7,4, contendo
138,8 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 0,9 mM de KH2PO, anidro e 6,4 mM de Na;HPO,) e
centrifugadas a 174xg por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a fragdo celular foi
ressuspensa e centrifugada como na condigdo anterior. Apds lavagem, as PBMC foram
ressuspendidas em 200 uL de PBS. A viabilidade celular foi testada usando o método de
exclusao do trypan blue (PBS 0,1% m/v) usando uma cédmara de Neubauer, considerando a

viabilidade satisfatoria quando maior que 95%.
5.4 Produgéao de espécies reativas (ERs) em células mononucleares:

Em células isoladas (1x10° PBMC mL ), a produgdo de ERs foi determinada pela incubagdo
por 10 min no escuro em PBS a temperatura ambiente. A produg¢do de ERs foi monitorada
espectrofluorimetricamente (Shimadzu RF5301) utilizando-se dois probes: o diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H.DCF-DA, que é inespecifico e pode reagir principalmente com
peréxido de hidrogénio (H20-), anion superoxido (O27), anion peroxinitrito (ONOQO") e radical
peroxil (ROO-)) e o MitoSOX Red (especifico para anion radical superéxido). O H.DCF-DA (5
MM), teve sua fluorescéncia monitorada num comprimento de onda de 488 nm para excitagao
e 525 nm para emissao, com largura da fenda de 5 nm (LEBEL, ISCHIROPOULOS e BONDY,
1992; GARCIA-RUIZ et al., 1997). Uma curva de calibragédo de DCF oxidado foi utilizada para

determinacao da quantidade em nM de DCF produzido. Para avaliar a produgao mitocondrial

de anion radical superoxido (Oz") foi utilizado o MitoSOX Red (5 uM) (MITCHELL et al., 2011).

Sua fluorescéncia foi monitorada num comprimento de onda de excitagdo de 510 nm com
emissado a 580 nm, com largura da fenda de 10 nm. Os experimentos foram realizados em

duplicata.
5.5 Extragao de proteinas dos eritrocitos:

Apods centrifugagdo do sangue coletado para separagdo do plasma, 250 pL de eritrocitos foi
homogeneizado, no gelo, em tampéao de extragdo contendo Tris-HCI (50mM, pH 7,4) e EDTA
(1mM), utilizando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem. As amostras foram entéo
centrifugadas (HEAL FORCE Neofuge 15R) a 1180xg rpm por 10 min / 4° C e o sobrenadante

coletado para quantificacao de proteinas totais.
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5.6 Dosagem de proteinas totais:

A concentragado de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976) em espectrofotébmetro (AJX-6100PC). O principio do método baseia-se na determinacao
da concentracédo de ligagdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo
proteina-corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia
€ considerada diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solugdo analisada,

onde uma solugdo de BSA (2mg ml™) foi utilizada como padrao para gerar uma curva (5 ug,

10 g, 15 g, 20 ug e 40 ug).

5.7 Peroxidagao lipidica (conteudo TBARS):

Para a dosagem de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) foi utilizada a técnica
colorimétrica (BUEGE e AUST, 1978), sendo essa uma técnica muito utilizada para avaliar a
lipoperoxidagdo, pois o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO, entre eles o
malondialdeido e outros aldeidos. Foram adicionados 450 ug de proteina do homogenato de
eritrécitos a 200 pl de acido tricloroacético (TCA) a 30% e agitado por 1 min. 200 ul 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 ul) foi misturado ao acido
tiobarbiturico a 0,73% (450 ul) que reage com os produtos da lipoperoxidagéo formando um
composto de coloracdo rosada. A mistura foi incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida
resfriada. A medida da absorbancia foi feita em espectrofotémetro (LIBRA S12 UV/VISIBLE) a

535 nm. Os resultados foram expressos em mmol mg™' de proteina.
5.8 Conteudo de proteinas oxidadas (Carbonilas):

A avaliacdo da oxidacdao de proteinas se da através da reacdo com o composto 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (ZANATTA et al., 2013). As proteinas (450 pg) foram precipitadas
em TCA 30% e o pellet, apos centrifugacao (1180xg por 15 min), ressuspenso em DNPH 10
mM dissolvido em HCI 2,5 M e incubados no escuro a temperatura ambiente durante uma
hora. Posteriormente, as proteinas precipitadas em adigdo ao TCA foram centrifugadas trés
vezes a 1180xg por 5 min a temperatura ambiente, usando etanol e acetato de etila (1:1 v/v)
para lavagem e o precipitado ressuspenso em guanidina 6 M, incubado a 37°C em banho
maria por 5 minutos e levado ao espectrofotdmetro (LIBRA S12 UV/VISIBLE) para medida a

370 nm. Os resultados foram expressos em pmol mg™ de proteina.
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5.9 Conteudo de tiol total (grupos Sulfidrilas):

O conteudo de sulfidrilas foi determinado a partir da reagdo com o composto DTNB (5,5'-
ditiobis (2 acido nitrobenzdico). Aliquota do homogenato (50 ug de proteina) foi incubada no
escuro com 25 puL de DTNB 20 mM e completado o volume final de 1 mL com tamp&o de
extragdo. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro (AJX-6100PC) a 412 nm

(ELLMAN, 1959). Os resultados foram expressos em mmol mg™' de proteina.

5.10 Quantificagdo do balango redox (razdo GSH/GSSG): A razao GSH/GSSG foi avaliada
através da quantificagdo do conteudo de GSH e GSSG (HISSIN e HILF, 1976). Foi adicionado
50 ug do homogenato dos eritrocitos e 10 uL do fluorescente ortoftaldeido (1 mg™ mL) e lido
em espectrofluorimetro Flex Station 3, Molecular Devices, utilizando os comprimentos de onda
de 350 nm de excitacdo e 420 nm de emissdo. Uma curva padrao com concentracdes
conhecidas de GSH e GSSG foi utilizada para determinar as concentragbes dos determinados

grupos nas amostras.
5.11 Avaliacdo da atividade enzimatica da Superdxido dismutase (SOD):

A determinacdo da atividade de SOD foi realizada de acordo com MISRA e FRIDOVICH
(MISRA e FRIDOVICH, 1972). Homogenato dos eritrécitos (50 ug de proteina) foi incubado no
tampao carbonato de sodio (50 mM, pH 10,2 + 0,1 mM de EDTA) em banho-maria a 30 °C. A
reacao teve inicio pela adigao de epinefrina (3 mM), em acido acético (0,05% v/v), num volume
final de 1 mL. A absorbancia foi medida 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 requerida para inibir a autoxidacdo de 1 umol de epinefrina por minuto. Os

resultados foram expressos em U mg' protein.
5.12 Avaliacao da atividade enzimatica da Catalase:

A atividade da catalase foi monitorada de acordo com Aebi (AEBI, 1984). O principio do ensaio
€ baseado na determinacao da constante k de decomposi¢ao de H2O,. Foi adicionado 25 ug
de proteina em tampé&o fosfato 50 mM (KH2PO4 + Na2HPO,, pH = 7.0) a 35° C. Em seguida, a
reacao foi iniciada com adi¢do de 0,3 mM de H202, num volume final de 1 mL O decaimento
da absorbancia foi monitorizado a 240 nm em espectrofotometro (AJX-6100PC) durante 1 min

para determinar a atividade enzimatica. Uma unidade da CAT foi definida como a quantidade
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de proteina requerida para converter 1 ymol de HO, por minuto para H,O. A atividade da

catalase foi expressa em U mg™ de proteina.
5.13 Avaliacdo da atividade enzimatica da Glutationa Peroxidase (GPx):

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi monitorada pela diminuigdo de absorbéancia do
NADPH a 340 nm em espectrofotémetro (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, Azida sédica 1,1 mM, GSH 1,5 mM, Glutationa redutase (GR) 0,1 U e
peroxido de hidrogénio 90 uM, num volume final de 1 mL (PAGLIA e VALENTINE, 1967). Uma
unidade da GPx foi definida como a quantidade de proteina requerida para converter 1 umol

de NADPH por minuto. Os resultados foram expressos em U mg™' de proteina
5.14 Avaliagao da atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase (GST):

A atividade da glutationa S-transferase é diretamente proporcional a taxa de formacéo do
composto DNP-SG (dinitro fenil-S glutationa), podendo desta forma ser medida através do
monitoramento da taxa de formacdo do composto. Em uma cubeta de quartzo de 1 mL,
adicionou-se a amostra (40 ug de proteina) ao tampéao fosfato (0,1 M) e EDTA (1 mM), GSH
(1 mM) e CDNB (1 mM). A absorbancia (340mm) foi monitorada durante 1 min a 28°C, em
espectrofotdmetro (AJX-6100PC) para determinar a atividade enzimatica. Os resultados foram
expressos em U mg™ proteina. Uma unidade de atividade enzimatica da GST foi definida como
a quantidade necessaria para catalisar a formacao de quanto 1umol do composto DNP-GS por
minuto (HABIG, 1974).

5.15 Captagao de oxigénio por eritrocitos:

A captagao de oxigénio por eritrécitos (1mg™ de proteina mL™") foi medida polarograficamente
utilizando-se um eletrodo do tipo OXIGY conectado a um oxigrafo (Hansatech Instrument), em
uma camara de vidro fechada e termostatizada (28 °C) contendo PBS (pH = 7,4) equipada
com agitador magnético, num volume final de 1 mL. Esse tipo de eletrodo compreende um
catodo de platina e um anodo de prata, imersos numa solugéo eletrolitica (geralmente KCI). A
superficie do catodo é revestida por uma fina membrana de teflon ou polietileno, que sao
permeaveis ao oxigénio. Quando uma pequena voltagem é aplicada entre os eletrodos, a
platina torna-se negativa em relacdo a prata, tornando-se polarizada. O oxigénio é entao

reduzido a perdxido de hidrogénio na superficie da platina, funcionando como aceptor de

64



elétrons, segundo as reagdes:
O, + 2H,O + 2 — HO, + 2 OH
H.O, + 20 —» 2 OH-

Na superficie do anodo a prata é oxidada, gerando cloreto de prata, segundo as

reacgoes:
4Ag — Ag* + 2e
4 Ag+ + 4ClI — 4 AgCl

A corrente gerada pela diferenga dos eletrodos é relacionada estequiometricamente a
concentragcdo de O: na superficie do catodo. Os impulsos elétricos sdo transmitidos ao
oxigrafo, onde ¢ feita a leitura (ROBINSON e COOPER, 1970). Os experimentos foram

realizados em duplicatas
5.16 Fragilidade osmética dos eritrocitos:

Para avaliar a integridade de membrana dos eritrécitos, foi realizado a técnica do inchamento.

Apds separagdo do plasma, os eritrécitos (1mg™' de proteina mL™") foram incubados em duas
diferentes concentragdes de NaCl (0,9% m/v - meio isotdnico e 0,2% m/v - meio hipotdnico),
gentiimente misturados e a densidade Ooptica (DO) monitorada durante 5 minutos em
espectrofotdmetro (AJX-6100PC) a 540 nm (DACIE, 1984; BEUTLER, 1990). A variacdo na
porcentagem da densidade oéptica foi utilizada para visualizar o inchamento dos eritrécitos
(SIMOES-ALVES et al., 2018). Os experimentos foram realizados em duplicata.

5.17 Analise estatistica:

Os resultados foram expressos como media + D.P.M. (desvio padrao da média), e a analise
estatistica foi realizada através do teste “t” de Student ndo pareado para acessar as diferengas
entre os grupos. O teste de normalidade D’Agostino foi aplicado para verificar a distribuigao
antes do estudo de correlacdo. Uma vez observada uma distribuicdo ndo normal dos dados, a
correlagcédo entre o nivel de mercurio no sangue, estresse oxidativo e parametros bioquimicos

foi determinada pelo teste de Spearman. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
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software GraphPad Prism 6.01. O nivel de significancia considerado foi de p < 0,05 para todas

as analises.
5.8 Suporte financeiro:

PPSUS, CNPq e FAPEAL (Processo 60030 000863/2016).
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6 RESULTADOS

6.1 Exposicdao ambiental a espécies potencialmente téxicas

6.1.1 Quantificacao das concentracdées de Hg em amostras de sangue e urina

Em 2019, Santos e colaboradores investigaram a exposicao dos pescadores a espécies
potencialmente toxicas (dados nao publicados), quantificando Hg em amostras de sangue e
urina (Fig. 1) dos mesmos voluntarios pescadores e controles que participaram desse presente
estudo, o qual foi investigado o estresse oxidativo em células sanguineas. Os valores de
concentragao de mercurio no sangue dos pescadores correspondem a 2,14 x maior que o
grupo controle (Controle: 4,489 + 4,239 vs. Exposto: 9,587 + 9,779 ug L™"). Os valores minimo
e maximo encontrados para o grupo Controle foram 0,290 e 17,30 ug L' e para o grupo
Exposto foram 0,730 e 48,38 ug L.

Quanto a urina, também foi encontrada diferenga significativa na concentragdo de Hg
entre os grupos (Controle: 0,806 + 0,732 vs. Exposto: 2,15 + 1,99 ug L"). Os valores minimo
e maximo encontrados para o grupo Controle foram 0,210 e 2,65 ug L™' e para o grupo exposto

entre 0,430 — 10,2 ug L™.
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Figura 1. Concentracdo de mercurio total no sangue e urina- Os graficos scatter plot com
barras mostram a distribuicdo do nivel de mercurio no sangue (A) e urina (B). Controle
sangue/urina (n = 20 / 10) e Exposto sangue/urina (n = 48/36); a variagao no numero total de
amostras ocorreu devido a alguns valores estarem abaixo do limite de deteccéo (0,007 pg L-

1), ou néo foi possivel obter todas as amostras (i.e., urina) dos voluntarios. Os dados mostram

67



meédia £ D.P.M de ambos os grupos. Os experimentos foram feitos em ftriplicata. Analise
estatistica: Teste t de student foi aplicado. (A) *p = 0,0286 e (B) *p = 0,0433.

6.2 Caracteristicas demogréficas, exposi¢cao ambiental e bioquimica clinica dos
grupos de estudo.

Primeiramente realizamos a aplicagao de um questionario sécio-econémico (ANEXO
2) com os pescadores e controles para entender como se dava suas caracteristicas
demograficas e o tipo de exposicdo ambiental. Na Tabela 3 esta descrito as principais
caracteristicas demograficas dos voluntarios desse estudo. De acordo com o numero de
voluntarios que afirmaram positivamente algum critério, o grupo controle declarou nao haver
fumantes, enquanto que 21,2% dos voluntarios do grupo exposto declararam fumar. Dos
voluntarios que afirmaram consumir alcool, 53,8% e 40,4% corresponde ao grupo controle e
exposto, respectivamente. A respeito da presenca de patologias, 23,1% do grupo controle e
36,5% do gruo exposto apresentam hipertensdo. A incidéncia de diabetes tipo 2 foi ausente no
grupo controle e de 11,5% no grupo exposto. Esses dados sao importantes ja que tentamos
entender se existe patologias associadas ao estresse oxidativo nessa populacdo de

pescadores exposta a contaminantes inorganicos.

A Tabela 3 também detalha a exposi¢cao ambiental de tais grupos. Dos voluntarios que
declararam ter contato com a agua da laguna Mundau, apenas o grupo exposto (96,2%),
reportaram haver contato através de banho ou pesca. Sobre o consumo de peixes da laguna
Mundau, 7,7% do grupo controle declarou consumir, comparado com 84,6% no grupo exposto,
enquanto que ao consumo de sururu reportado, foram 50% e 84,6% pelo grupo controle e

exposto, respectivamente.

Fica claro com esses dados que a populagcao que vive em torno do CELMM esta
constantemente exposta a esse ambiente contaminado, seja por banho, pela pesca ou pelo
consumo desses alimentos pescados. Essa exposi¢ao certamente se torna um fator agravante
para esses pescadores que nao dispdem de medidas de precaugao contra a poluigcdo. Esses
dados demogréficos e de exposi¢cao ao ambiente servem como base para entender se algumas
das patologias relatadas podem ser desencadeadas pelo fator poluicdo ou decorre apenas de
habitos ndo saudaveis como alimentacdo ndo adequada, ja que posteriormente serdo

apresentados dados quanto ao perfil bioquimico desses voluntarios.
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Tabela 3 — Caracteristicas demograficas- A tabela descreve as caracteristicas dos

voluntarios e tipo de exposicao ambiental. Os dados sdo mostrados como média + D.P. ou o

numero de voluntarios que declararam cada tipo de exposicao. Total de voluntarios n = 80.

(N ou média+D.P.)

Parametros Controle (n = 25) Exposto (n = 55)

Idade 394 +11,8 49,2+12,9
Género

Masculino 9 25

Feminino 16 30
Antropometria

Estatura (m) 1,65+ 0,09 1,65+ 0,08

Massa (kg) 73,3+15,0 78,3+18,0

Indice de massa corporal (IMC) 26,9+4,7 285+59
Habitos e histérico de doencgas

Fumo 0 11
Consumo de alcoo 14 21
Hipertensao 6 19
Diabetes Tipo 2 0 6
Cancer? 0 1
Exposi¢gdo ambiental

Contato com a agua da laguna 0 50
Mundau

Consumo de alimentos

Peixe 2 44
Sururu 13 44

a Atualmente curado // ® Banho e/ou pesca

6.3 Perfil Bioquimico de pescadores da laguna Mundau

Devido a possibilidade de alteracbes no metabolismo interferir na resposta ao estresse

oxidativo dos individuos, foram realizadas algumas analises de Bioquimica clinica do sangue

e plasma para verificar se as taxas de glicose, triglicerideo, colesterol total, LDL, HDL, ALT e

AST se encontram normais, bem como o0 hemograma e leucécitos (mondcitos e linfocitos). Os

dados da Tabela 4, mostram que quanto ao hemograma, a quantidade de eritrocitos, a

quantidade de hemoglobina e o hematdcrito ndo diferiram significativamente entre os grupos.
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O numero total de leucdcitos também nao teve diferenca entre os grupos, bem como monécitos

e linfécitos.

Em relacdo a bioquimica clinica, o nivel de glicose esta dentro da normalidade em
ambos os grupos. O triglicerideo sérico, LDL e HDL nao apresentaram diferenca estatistica
entre os grupos, bem como o colesterol total ndo mostrou uma tendéncia a estar mais alto no

grupo dos pescadores, quando comparado com o grupo controle.

Como o estresse oxidativo pode ser responsavel por danos celulares e o figado tem
uma grande participagcdo na detoxificagcdo de xenobidticos, foram quantificados dois
marcadores de lesdo hepatica. A concentracdo de alanina aminotrasferase mostrou
significativamente menor no grupo exposto, mas a concentracdo de aspartato

aminotransferase nao teve alteracao significativa entre os grupos.

Tabela 4 — Parametros de Bioquimica clinica- Os dados mostram valores referentes ao
conteudo sanguineo, metabdlitos e aminotransferases dos grupos controle e exposto. Analise

estatistica: Teste t de Student foi aplicado. Total de voluntarios n = 84.

Média + D.P.
Parémetros Controle Exposto Valores de referéncia Valor
(n=24) (n=60) (>16 anos) de p
Conteudo do sangue
Eritrécitos 4,69 + 0,35 4,82 +0,63 4,30 — 5,70 milhdes de cél mm=? 00,4262
Hemoglobina 13,9+ 1,05 13,7 £ 1,57 13,5-17,5gdL"’ 0,6657
Hematécrito 40,08 +2,49 41,2+4,22 39,0 — 50,0 mL Erit dL™ 0,7106
Leucdcitos totais 6749 £ 1794 7006 +£ 1932 5000 - 10000 mm"3 0,6195
Mondcitos 398 + 125 442 + 184 300 - 900 mm-3 0,3421
Linfécitos 2066 * 466 2412 £ 758 900 — 2,900 mm™3 0,803
Metabdlitos
Glicose 82,6 £ 10,5 83,3+15,6 60 - 99 mg dL™" 0,8359
Triglicerideos totais 150 + 44,6 135+ 55,9 <150 mg dL™’ 0,2816
Colesterol total 185+ 33,0 185+ 33,5 <200 mg dL™’ 0,9629
LDL 108 + 29,2 106 + 31,9 <100 mg dL™’ 0,7535
HDL 46,4 +12,9 457 +11,4 40 - 60 mg dL™ 0,7957
Aminotransferases
ALT 24,2 + 6,37 179+9,372 10,0-41,0UL" 0,0077
AST 26,5+9,03 240+7,73 10,0-40,0U L" 0,2355

agstatisticamente significante comparado com o grupo controle.
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6.4 Producao geral de ERs e dnion superéxido mitocondrial por PBMC de

pescadores da laguna Mundau

Para entender como se comportava a produg¢ao de espécies reativas nos voluntarios dos
grupos controle e exposto (pescadores da laguna Mundau), incubamos as células
linfomononucleares isoladas do sangue com dois compostos fluorescentes. Primeiro
investigamos a producgao de espécies reativas em geral com o marcador fluorescente H.DCF-
DA (Fig. 2A) que é capaz de se ligar a algumas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e
notou-se que as células dos pescadores expostos ao ambiente com contaminantes inorganicos
produziram 70,5% mais espécies reativas quando comparado com o grupo controle (Fig. 2B)
(Controle: 0,733 + 0,34 vs Exposto: 1,25 + 1,13 nM DCF oxi). Sabendo-se que a maior fonte
de espécies reativas dentro da célula sdo oriundas do metabolismo oxidativo mitocondrial, as
células linfomononucleares foram incubadas com o marcador fluorescente MitoSOX que é
especifico para anion radical superoxido mitocondrial. No entanto, os resultados (Fig. 2C)
mostraram que aparentemente a via mitocondrial de espécies reativas nao esta predominando
nestas células uma vez que produgédo de anion radical superéxido nao diferiu significativamente

entre os grupos (Controle: 3,44 + 1,120 vs Exposto: 3,45 £ 1,33 A fluorescéncia; p=0,9835).
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Figura 2: Produgédo geral de ERs de anion radical superéxido mitocondrial- (A) Linhas
representativos da produgédo de DCF em PBMC de voluntarios controles e expostos. (B) O

grafico scatter plot representa o conteido de DCF (nM) de ambos os grupos Controle, n=24 e
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Exposto, n=48. (C) A de fluorescéncia da producéo de anion radical superoxido mitocondrial
dos grupos Controle, n=26 vs Exposto, n=50. Os experimentos realizados em duplicata,
mostram média £ D.P.M. de ambos os grupos. Andlise estatistica: Teste t de student foi

aplicado. (B)*p=0,0476. U.F. (Unidade de Fluorescéncia); nM (nanomol); oxi (oxidado).

6.5 Biomarcadores de estresse oxidativo em eritrécitos de pescadores da
laguna Mundau

Para monitorar os danos celulares decorrentes de uma possivel situagao de estresse
oxidativo, avaliamos em eritrocitos o conteudo de biomarcadores relacionados com oxidagao
de lipideos e proteinas. Inicialmente foi quantificado o conteido de TBARS, um biomarcador
de peroxidacéo lipidica (Fig. 3A). A Fig. 3B, mostra o conteldo de carbonilas, sendo esse
biomarcador uma indicagao de proteinas que sao carboniladas, uma caracteristica de situagao
de estresse oxidativo. Os resultados obtidos mostram que no grupo dos pescadores ha um
indicativo de peroxidacéao lipidica, uma vez que o conteudo de TBARS aumentou 150,7%
comparado com o grupo controle (Controle: 6,70 + 2,52 vs Exposto: 16,8 + 4,11 mmol/mg™"' de
proteina). Quanto a oxidagao de proteinas, o grupo dos pescadores mostraram um aumento
de 40,7% no conteudo de carbonilas, comparado com o grupo controle (Controle: 14,4 + 2,3

vs Exposto: 20,2 + 10,6 mmol/mg™" de proteina).

Posteriormente avaliamos o conteudo de grupos tidis importantes para manutengéo do
estado redox celular (sulfidrilas e GHS). Quando a célula se encontra em estresse oxidativo,
um dos indicativos de que a capacidade antioxidante esta prejudicada é a diminuicao das
sulfidrilas e GSH (glutationa reduzida). Esses tidis estdo presentes nas células, seja fazendo
parte da estrutura de macromoléculas, como as sulfidrilas das proteinas ou auxiliando na
atividade antioxidante, como no caso do GSH, mantendo a producido de espécies reativas a
niveis fisiolégicos. Como mostra a Fig. 3C, o conteudo de sulfidrilas nos eritrécitos do grupo
dos pescadores expostos ao ambiente contaminado esta significativamente diminuido cerca
de 36,47%, comparado com o grupo controle (Controle: 1,59 + 0,85 vs Exposto: 1,01 £ 0,63
mmol/mg™ de proteina). Concomitantemente com esses resultados, vimos que o contetido de
GSH (glutationa reduzida) nesses pescadores (Fig. 3D) se encontra diminuido 16,52%
(Controle: 12,1 + 2,91 vs Exposto: 10,1 + 4,14 ymol/mg™" de proteina), no entanto, o contetido

de GSSG (glutationa oxidada) (Fig. 3E) ndo apresenta diferenca estatistica entre os grupos
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(Controle: 101 + 22,9 vs Exposto: 102 + 39,4 umol/mg™” de proteina). Como o contetido de
glutationa reduzida esta menor nos eritrocitos dos pescadores, isso resultou num estado redox
(razdo GSH/GSSG) regulado negativamente (Fig. 3F) (Controle: 0,121 + 0,029 vs Exposto:
0,101 £ 0,033), diminuindo cerca de 16,52%.
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Figura 3: Exposi¢cdo ao mercurio ambiental aumentou dano em biomoléculas e diminuiu
estado redox nos eritrocitos de pescadores- (A) Conteido de TBARS; (B) Contelido de
proteinas carboniladas; (C) Conteudo de tidl total (grupos sulfidrilas); (D) Conteudo de
glutationa reduzida (E) Conteudo de glutationa oxidada (GSSG) e (F) Razdo GSH/GSSG
(estado redox). Os dados mostram média + D.P.M. (A-C) Controle, n = 25-26 vs Exposto, n =
42-55; (D-F) Controle, n = 22 vs Exposto, n = 47 Analise estatistica: Teste t de student foi
aplicado. (A) ****p < 0,0001; (B) **p = 0,0079; (C) **p = 0,0012; (D) *p = 0,0451; **p=0,0075.
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6.6 Atividade do sistema antioxidante enzimatico em eritrocitos de pescadores
da laguna Mundau

Visto que os eritrocitos do grupo de pescadores expostos apresentaram resultados que
sugerem danos de macromoléculas e desbalanco do estado redox, procuramos investigar
como se comportava o sistema antioxidante enzimatico, que assim como o n&do-enzimatico,
promove a manuten¢ao da homeostase redox celular. A Fig. 4A mostra a atividade da enzima
superoxido dismutase. Esta enzima teve uma diminuicdo em sua atividade de
aproximadamente 23,6% no grupo exposto quando comparado com o grupo controle (Controle:
0,474 + 0,095 vs Exposto: 0,351 + 0,161 U/mg™" de proteina). Em relag&o as enzimas catalase
e glutationa peroxidase (Fig. 4B e C) que sdo capazes de detoxificar o H,O; intracelular, ndo
houve alteracao significativa entre os grupos na atividade da catalase (CAT — Controle: 0,679
+ 0,290 vs Exposto: 0,625 + 0,426 U/mg™' de proteina) porém, houve diminui¢éo de 28,37% na
atividade da glutationa peroxidase (GPx — Controle: 0,074 £ 0,024 vs Exposto: 0,053 £ 0,035
U/mg" de proteina).

Parte da funcéo do sistema antioxidante consiste em eliminar xenobiéticos, afim de se
evitar toxicidade para a célula. Em fungao disso, quantificamos a atividade da enzima glutationa
S-transferase, cujo principal papel é conjugar xenobiéticos com o GSH, formando o complexo
GSH-xenobidtico que tende a ser excretado pelas células. Sendo assim, os dados mostram
uma sutil, mas significante, diminuigéo de 19,04% na atividade da GST (Fig. 4D) nos eritrécitos
do grupo exposto em relagdo ao grupo controle (GST — Controle: 0,042 + 0,011 vs Exposto:
0,034 + 0,012 U/mg™" de proteina).
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Figura 4: Atividade do sistema antioxidante enzimatico em eritrécitos- (A) Atividade da
superoxido dismutase; (B) Atividade da catalase; (C) Atividade da glutationa peroxidase; (D)
Atividade da glutationa S-transferase. A atividade de cada enzima foi iniciada com adicao de
seus respectivos substratos. Os dados mostram média + D.P.M. de ambos os grupos (Controle,
n = 24-26 vs Exposto, n = 47-50). Analise estatistica: Teste t de student foi aplicado. (A) ***p =
0.0006; (C) *p = 0.0109 e (D) *p = 0.0106.

6.7 Exposicao a contaminantes inorganicos reduz capacidade de captagao de
oxigénio dos eritrocitos de pescadores da laguna Mundau
Sabendo-se que em situagdes de estresse oxidativo o Fe?* presente na hemoglobina
pode ser oxidado a Fe®* e esse efeito pode reduzir a afinidade do grupo heme com o oxigénio,
bem como Hg pode se ligar a cisteinas da hemoglobina, investigamos como se comporta a
capacidade de captar o oxigénio dos eritrécitos do grupo controle e do grupo exposto. Ao

incubar os eritrécitos em PBS (pH 7,4), verificou-se que a captagdo de oxigénio (Fig. 5) se
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encontra diminuida 40% no grupo exposto quando comparado com o grupo controle (Controle:

338 + 75,8 vs Exposto: 202 + 87,1 nmol Oz/min/mg™" de proteina).
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Figura 5: Eritrécitos de pescadores expostos ao ambiente aquatico com mercurio
possuem menor capacidade de captar oxigénio- (A) Linhas representam a captac¢ao do
oxigénio do grupo Controle e Exposto. A seta indica a adigdo dos eritrécitos (1 mg™' de
proteina). PBS (pH 7,4) foi usado como meio de reacdo num volume final de 1mL. (B)
Quantificagao da captagédo maxima de oxigénio durante 10s. Os experimentos realizados em
duplicata, mostram meédia £+ D.P.M. do grupo Controle, n=19 vs Exposto, n=31. Analise

estatistica: Teste t de student foi aplicado. **** p < 0,0001. EriH (Eritrécitos de Humano).

6.8 Exposicao a contaminantes inorganicos causam mudancas na fragilidade
osmotica dos eritrocitos de pescadores da laguna Mundau

Mudancas na integridade da membrana dos eritrécitos podem ser testada usando
meios com diferentes concentragdes de NaCl. Em meio isotdnico (NaCL 0,9%) os eritrocitos
sdo capazes de manter o processo fisiolégico de osmose, ndo causando alteragbes capazes
de ser detectadas por espectroscopia. Em meio hipotdnico, os eritrécitos tendem a alterar a
osmolaridade e isso pode levar ao rompimento da membrana eritrocitaria. Para investigar
essas mudangas na osmolaridade, os eritrécitos de ambos os grupos foram incubados em
duas concentragbes diferentes de tampao salina para determinar qual concentragdo causaria
mudangas significativas no espectro: NaCl 0,9% (isoténico) e NaCl 0,2% (hipoténico). Apos

medida durante 5 min, foi determinada a area sob a curva dos tragados. Na Fig. 6, percebeu-
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se que ao incubar os eritrocitos em meio isotdnico (NaCl 0,9% m/v), nao foi observado
alteracgdes significativas na porcentagem da densidade 6ptica entre os grupos (Controle: 0,117
1 0,094 vs Exposto: 0,142 £ 0,142 Slope, p=0,658). Quando os eritrocitos foram incubados no
meio hipotdnico (NaCl 0,2% m/v), o grupo exposto mostrou uma maior alteragdo na
porcentagem da densidade optica quando comparado com o grupo controle, caracterizando
uma maior fragilidade osmoética nos eritrocitos deste grupo (Controle: 0,354 + 0,180 vs
Exposto: 0,899 £ 0,252 Slope).
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Figura 6: Integridade de membrana de eritrécitos de pescadores apresentam maior
fragilidade osmoética em meio hipotonico- (A) As barras representam a quantificagdo da
area sob a curva dos tragados dos eritrocitos incubados em meio isotdnico (NaCl a 0,9% m/v)
e meio hipoténico (NaCl 0,2% m/v). (B) Linhas representam as mudangas na porcentagem da
DO dos eritrocitos do grupo Controle e Exposto durante 5 minutos usando o meio hipotdnico.
Os experimentos realizados em duplicata, mostram média £ D.P.M. do grupo Controle, n=9 vs

Exposto, n=12. Analise estatistica: Test t de student foi aplicado. ****p<0,0001.
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6.9 Estudo de correlacao entre Hg no sangue e parametros de estresse
oxidativo no grupo exposto

Apods o calculo dos coeficientes de correlagdo, a forga das correlagbes (positiva e
negativa) foi classificada de acordo com a faixa de valores de r: uma correlagédo fraca (r= 0,10
- 0,39), uma correlagao moderada (r = 0,40 - 0,69), uma correlacao forte (r = 0,70 - 0,89) e
uma correlagao muito forte (r = 0,90 - 1,00) (SCHOBER, BOER e SCHWARTE, 2018). A
Tabela 5 descreve a correlagdo entre o Hg no sangue e os pardmetros de estresse oxidativo
avaliados. Nessa avaliagao, a relacdo GSH / GSSG apresentou correlagdo negativa moderada
e significativa com o Hg sanguineo (r = - 0,62873), enquanto GST apresentou correlagao forte
(r = -0,7364). Ao avaliar as associagoes entre os outros paradmetros de estresse oxidativo,
encontramos correlagdes significativas fortes e positivas. O tiol total apresentou correlagcao
com EROs (r = 0,7909), GSH foi correlacionado com tiol total (r = 0,7273) e GSSG mostrou
correlagdo com EROs (r = 0,8364). O sistema antioxidante enzimatico apresentou correlagéo
entre GPx e ROS (r=0,8182) e tiol total (r= 0,7000). Além disso, GPx apresentou correlagado
muito forte com GSSG (r = 0,9545). Por ultimo, GST foi correlacionado com EROs (r = 0,7555)
e GSSG (r=10,7909).
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Tabela 5 - Correlagdes de Spearman entre o nivel de Hg e os biomarcadores de estresse oxidativo avaliados e atividade de enzimas

antioxidantes do grupo exposto. (n = 33-44).

Hg Sangue EROs 02" Tiol Total GSH GSSG GSH/GSSG TBARS  Carbonilas SOD CAT GPx GST
Hg Sangue 1
EROs -0,4636 1
02" -0,2091 -0,3727 1
Tiol Total -0,5000 0,7909** -0,2727 1
GSH -0,4909  0,6545* -0,3182 0,7273* 1
GSSG -0,4636  0,8364** -0,2545 0,6818* 0,5273 1
GSH/GSSG -0,6273* 0,3455 0,5364 0,3636 0,1818 0,4182 1
TBARS 0,1091 -0,3364 0,0818 -0,1364 0,0909  0,1455 -0,0091 1
Carbonilas -0,2364 0,4364 -0,0818 0,2818 0,5273  0,0909 0,1182 -0,2636 1
SOD 0,4273 -0,1091 -0,1182 -0,1455 0,0818 -0,1273 -0,3091 -0,1091 -0,5636 1
CAT 0,1727 -0,2636  0,0818 -0,5364 0,3636 -0,5364 -0,3455 -0,4455 -0,1545 0,6000 1
GPx -0,5091  0,8182* -0,2273 0,7000* 0,4909 0,9545**** 0,4636 -0,0182 -0,0182 -0,0182 -0,5455 1
GST -0,7364*  0,7455* -0,1909 0,5273 0,5273  0,7909* 0,5545* -0,0455 0,3455 -0,4909 -0,2182 0,6818* 1

*Correlagao significante quando nivel de p < 0,05 (2-tailed), ** Correlagao significante quando nivel de p <0,005 (2-tailed), **** Correlagao significante quando

nivel de p <0,0001 (2-tailed
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7 DISCUSSAO

7.1 A presenca de espécies quimicas com potencial téxico na laguna Mundau,
disturbios metabdlicos e patologias associadas em pescadores expostos

A toxicidade por contaminantes inorganicos tem sido amplamente estudada para
entender como esses contaminantes, em especial as espécies quimicas potencialmente
téxicas, estdo envolvidas no desenvolvimento de patologias. Dos mecanismos mais estudados
quanto a sua toxicidade, destacamos o estresse oxidativo, que tem sido associado ao
acometimento de doengas como hipertensao, diabetes, obesidade, aterosclerose, doencas
autoimunes, doencas neurolégicas e alguns tipos de cancer (CHEN et al, 2019;
MOSCHONAS e TSELEPIS, 2019; NAVANEETHAKRISHNAN, ROSALES e LEE, 2019;
VONA et al., 2019; ZHAO et al., 2019). Doengas como hipertensdo e diabetes tipo 2 estdo
presentes em alguns dos pescadores da laguna Mundau (Tabela 3), apesar que nesse estudo,
a exposicao ambiental da laguna Mundau nao ter afetado os parametros hematolégicos ou
bioquimicos (Tabela 4). Tanto no grupo controle como no exposto, esses parametros
mostraram estar dentro dos limites aceitaveis. Porém, sdo dados importantes ja que disturbios
no metabolismo est&o relacionados com estresse oxidativo e patologias associadas. Estresse
oxidativo esta presente na sindrome metabdlica, desordens metabdlicas e processos
inflamatérios (RANI et al., 2016; CARRIER, 2017; GRANDL e WOLFRUM, 2018). Acreditamos
que o estresse oxidativo no grupo exposto possa ser consequéncia, principalmente da
exposicdo as espécies toxicas e ndo de possiveis desordens metabdlicas. Ainda assim, a
literatura descreve a ligacao entre esse tipo de exposicdo ambiental e disturbios no
metabolismo. Rotter e cols observaram correlagdo entre metais (que incluem: Pb, Hg e Cd) e
a presencga de sindrome metabdlica em homens (ROTTER et al., 2015). Kasperczyk e cols
mostraram a presencga de hipertrofia ventricular e reducéo da fracdo de ejecao do ventriculo
esquerdo em individuos expostos cronicamente a Pb. Os autores destacam a possibilidade do
Pb em competir com calcio, prejudicando a sintese de ATP nos cardiomidcitos e perturbando
o sistema renina-angiotensina, modificando a homeostase dos eletrélitos e induzindo o
estresse oxidativo que pode levar a hipertensao (KASPERCZYK et al., 2005). No Paquistao a
presenca de As na agua consumida pela populagado tem sido atribuida a casos de Diabetes
Mellitus tipo 2 (BAHADAR, MOSTAFALOU e ABDOLLAHI, 2014; IDREES e BATOOL, 2018).

Outros estudos apontam a participacdo do arsénio como indutor de diabetes e hipertensao
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(MAHRAM et al., 2013) e o mecanismo por tras do desenvolvimento de diabetes em casos de
contaminacao por espécies quimicas como arsénio e mercurio parece envolver produgéo de
espécies reativas, alteragdes na fungao das células-f pancreaticas, interferéncia na expressao
de genes relacionados com o diabetes, desregulagéo da gliconeogénese hepatica, indugao de
citocinas inflamatérias como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a) e IL-6 (Interleucina-6) no
tecido adiposo e/ou linfocitos (DIAZ-VILLASENOR et al., 2007; PAL et al., 2013). Outro metal
toxico, o cadmio, foi associado ao crescimento de placa de aterosclerose e acidente vascular
encefalico (FAGERBERG et al., 2012; BORNE et al., 2017).

Grande parte da contaminagdo humana por espécies inorganicas potencialmente
téxicas ocorre por ingesta de agua e alimentos, principalmente peixes e mariscos, provindos
desse ambiente contaminado. Dos voluntarios participantes do projeto, apenas o grupo
exposto relatou ter contato direto com a agua da laguna Mundau por meio do banho e da
pesca. Além disso, peixe e sururu sao fontes de comida para essa populagdo (Tabela 3).
Espécies quimicas com potencial toxico podem permanecer em érgaos por longos periodos.
Essas espécies inorganicas podem ser acumuladas nos tecidos de diversos organismos
(plantas, peixes, crustaceos) e a depender do nivel da cadeia tréfica, o potencial toxico do que
é retido no organismo pode ser crescente, trazendo riscos a saude humana (PASTORELLI et
al., 2012; STORELLI e BARONE, 2013; SAULICK et al., 2017; VU et al., 2017), até mesmo em
fases pré-natais (DROUILLET-PINARD et al., 2010). A exposigado ambiental dos pescadores
foi confirmada pela analise de mercurio total no sangue e urina (Fig. 1A-B) mercurio
(SANTOS, 2019). Nesses pescadores, o valor maximo de mercurio encontrado no sangue foi
48,38 ug L, e de acordo com a OMS, a concentragdo de mercurio no sangue pode variar de
5-10 ug L', em individuos que ndo consumem peixes com altos niveis de metil mercurio. Em
populagdes nio expostas, a média da concentragdo de mercurio total na urina é 4 ug L' (WHO
e IPCS, 1991). Os dados coletados por Santos (2019), mostram que o valor maximo de
mercurio total encontrado na urina dos pescadores foi 10,2 ug L.

Dessa forma, fica claro a relevancia de ter investigado as condigbes ambientais da
laguna Mundau e formas de exposi¢cao dos pescadores e moradores que vivem em torno da
laguna, para estabelecer um direcionamento acerca da principal fonte de contaminagao dessa
populacdo e biodiversidade desse ambiente. Ndo apenas a populagdo das colénias de
pescadores pode estar sendo afetada pela contaminagdo ambiental, mas também a populagao

cuja fonte de alimento (peixes e sururu) também provém da pesca desse complexo estuarino.
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Assim, os dados registrados também servem para futuramente estabelecer o link espécies

quimicas com potencial toxico — patologias presentes nessa populagao especifica.

7.2 Contaminantes inorganicos e producao de espécies reativas em células
mononucleares do sangue periférico

As espécies reativas sdo produzidas naturalmente por diversos processos fisiologicos
e bioquimicos, participando de diversas sinalizagbes celulares, bem como detoxificagdo e
respostas imunes. Elas também possuem a capacidade de causar danos celulares e estéao
envolvidas no desenvolvimento de diversas patologias, como diabetes, doencas
cardiovasculares, cancer, doengas degenerativas e também atuam mediando sinalizagao de
vias inflamatérias (HALLIWELL, 2006; SIES, BERNDT e JONES, 2017). Os sistemas
bioldgicos estao continuamente expostos a espécies reativas, seja por producao endégena ou
induzidas por fatores externos como radiagdo UV, poluicdo e metabolizacao de xenobidticos
(WINTERBOURN, 2008).

Neste trabalho, quantificamos a producdo de espécies reativas por células
linfomononucleares isoladas do sangue periférico (PBMC) (Fig.2) de pescadores que vivem
no entorno da laguna Mundau, que faz parte do CELMM, localizada no municipio de Macei6-
AL. Esses pescadores estdo continuamente expostos a espécies téxicas que foram
identificadas na agua desta laguna e no sangue (Tabela 2 e Fig. 1A) (Santos, 2019). Dessas
espécies, tem-se uma atencéo especial para Hg, que apresenta alta concentragdo na agua em
relacéo ao que é permitido pelo CONAMA e a OMS, é bioacumulavel e pode passar um longo
tempo no organismo, causando consequéncias deletérias e com isso prejudicar a fisiologia
celular. A exemplo, o Hg pode atravessar a célula por difusdo ou até mesmo via canais
proteicos e se ligar principalmente a tidis de residuos de cisteinas e GSH, bem como tem sido
reportado sua bioacumulagdo em 6rgéos como cérebro, rins, figado e em células vermelhas
(CLARKSON, VYAS e BALLATORI, 2007). Recentemente, um estudo de interacdo mostrou
que compostos contendo mercurio em sua estrutura (etil-mercurio e timerosal) sdo capazes
de se ligar a cisteina presente na albumina. Os autores sugerem que essa interagdo causa
mudancas conformacionais na proteina e isso pode haver um efeito téxico em sistemas
bioldgicos causado pelo mercurio (SANTOS et al., 2018).

A evidencia do nivel de mercurio total no sangue dos pescadores (Fig. 1A) sugere que

essa toxicidade pode contribuir para a indugao da producédo de espécies reativas. Aqui, foi
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observado que as PBMCs do grupo exposto produziram quase duas vezes mais espécies
reativas do que o grupo controle (Fig. 2A-B), que pode afetar a fungdo e causar danos a
células imunes. Shenker e colaboradores (1992), mostraram que in vitro, a incubagéo por 24h
de baixas concentra¢des de compostos com mercurio (0-100 ng e 0-1000 ng), causaram morte
de linfécitos e mondcitos humanos (SHENKER, BERTHOLD, et al, 1992). Um dos
mecanismos mais conhecidos de indugcdo de morte celular € a grande producéo de espécies
reativas. Células T estdo sempre em contato com células fagociticas, conhecidas por
produzirem quantidades grandes de espécies reativas durante o chamado “burst respiratorio”
(BELIKOV, SCHRAVEN e SIMEONI, 2015) e esse contato pode ser responsavel pela ativagéao
das PBMC, levando a um possivel estresse oxidativo (ZHANG et al., 1992). Em células imunes,
ER, como o H203, pode ser gerado via NADPH oxidase 2 (NOX-2), uma enzima presente na
membrana de fagdcitos e linfocitos. Essa produgéo de H-O; pode tanto oxidar o GSH presente
nos linfécitos quanto sinalizar para a producdo de anion radical superéxido mitocondrial e
expressao de proteinas pré-apoptéticas que sinalizam para morte celular (JACKSON et al.,
2004; BELIKOV, SCHRAVEN e SIMEONI, 2015).

Espécies quimicas com potencial téxico podem causar diversos efeitos celulares. Em
mondcitos, ja foi registrado injurias que afetam sua fung&o através de um mecanismo que
parece ser dependente de danos em membrana mitocondrial, causados por estresse oxidativo,
levando a morte celular por apoptose (INSUG et al., 1997). Produgao de espécies reativas e
alteragcdes no potencial elétrico de membrana mitocondrial foram encontrados em linfocitos e
mondcitos expostos a concentragdes diferentes de cadmio (ALKHARASHI et al., 2017). Nesse
estudo, ao testar a participagdo mitocondrial de espécie reativa de oxigénio (anion radical
superoxido), percebemos que essa via parece nao contribuir significantemente para o aumento
da produgéao de espécies reativas nas PBMCs. Por outro lado, estas células do sistema imune,
quando superestimuladas, podem resultar na liberagao de citocinas pro-inflamatérias, capazes
de gerar um quadro de inflamagao crénica, desenvolvimento de céncer, hipersensibilidade,
doengas alérgicas e autoimunes dentre outros (SILVA et al., 2004; LEHMANN, SACK e
LEHMANN, 2011; GAWDA et al., 2017). Em um estudo com linhagem celular de linfocitos
humanos Jurkat, descreve a relagcado da geragao de espécies reativas na presencga de Hg, com
interferéncia em sinalizacdo de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases — Proteinas
quinases ativadas por mitdbgenos), uma via importante para sinalizagdo, diferenciagdo e
proliferacéo celular (HAASE et al., 2011). Outros estudos ja reportaram efeitos genotoxicos de
espécies téxicas em linfécitos de humanos (BETTI, DAVINI e BARALE, 1992; OGURA,
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TAKEUCHI e MORIMOTO, 1996), em animais (GROVER et al., 2001) e cultura de células
linfoblastoides (LIU et al., 2018). Em estudo com exposi¢ao de cultura de células humana de
PBMC a cadmio, mostrou-se a importancia do composto antioxidante limoneno na citoprotecao
contra genotoxicidade, por diminuigdo de danos oxidativo como peroxidagao lipidica e
oxidacao de DNA, melhorando ainda a atividade da SOD e CAT (VERMA et al., 2019).

Alguns estudos associam o envolvimento de fagécitos mononucleares (FM), na
citoprotecdo, por meio de um mecanismo via heme oxigenasse—1 (HO-1), uma enzima
induzivel que em associacdo com nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
citocromo P450 redutase, catalisa a clivagem oxidativa do heme (pré-oxidante) a biliverdina,
monoxido de carbono (CO) e ferro ferroso livre (SCHIPPER et al., 2009; HULL, AGARWAL e
GEORGE, 2014). Isso ¢é interessante porque em situagdes em que ha dano celular, como em
casos de estresse oxidativo, pode ocorrer hemolise dos eritrocitos e com isso a liberacédo de
hemoglobina (Hb). A remocéo eficiente da Hb livre € fundamental para a manutengéo da saude
celular, ja que o ferro presente no heme da Hb possui propriedades oxidativa e tdxicas
(KRISTIANSEN et al., 2001; GREER, 2014). Nesses pescadores expostos encontramos uma
situacao caracteristica de estresse oxidativo nos eritrocitos e possivelmente a ocorréncia de
dano celular pode sinalizar para uma maior ativagdo das células mononucleares. Como
resposta ao dano celular, mediadores quimicos sao liberados, como as citocinas e
quimiocinas, gerando ativacao de células inflamatdrias residentes para o sitio de inflamagéo e
atraindo com isso os FM (HULL, AGARWAL e GEORGE, 2014).

Células imunes estdo presentes na circulagédo, como também em 6rgaos, que inclui
cérebro, rim, figado, pulmdes, pele e coragao e juntamente a isso, pode ocorrer migragdo dos
FM em sitios de inflamacdo nesses 6rgaos, existindo assim uma possibilidade da maior
incidéncia de estresse oxidativo nessas células, bem como uma sinalizagdo induzida por
liberagdo do conteldo eritrocitario causando mais resposta inflamatéria. Esses achados em
relagao a maior produgao de ERs em PBMC de pescadores sugere uma forte correlagéo entre
a presencga de Cl, dano celular e uma possivel sinalizagao de resposta inflamatéria gerada por
ERs.

7.3 Modulacao do status redox em eritrocitos

Continuando a investigar os indicios de estresse oxidativo nos pescadores expostos a

espécies quimicas com potencial téxico, procuramos entender como essa exposig¢ao afetava
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o status redox dos eritrécitos. O funcionamento dos eritrécitos tem sido amplamente estudado
para tentar explicar diversos processos fisiopatolégicos relacionados principalmente com a
funcdo que a hemoglobina (Hb) desempenha no organismo. A hemacia, tem grande
importancia pelo fato de que, nos mamiferos, a hemoglobina presente em tal célula participa
do transporte de oxigénio (O2) dos pulmbes para todos os tecidos, agindo também em
interacdo com gas carbonico (CO), monoéxido de carbono (CO) e oxido nitrico (NO) que
desempenham papéis biologicos fundamentais (SCHECHTER, 2008). Uma diversidade de
processos oxidativos podem ocorrer in vivo no qual as espécies reativas podem ser geradas
e como consequéncia podem reagir com a Hb por meio desses processos, direcionar para o
recrutamento de células inflamatérias no local de injuria e levando a um potencial dano e até
mesmo hemolise celular, no caso dos eritrécitos (MONCADA, 1997; ALAYASH, PATEL e
CASHON, 2001).

Parte da manutengdo do status redox de uma célula provém da capacidade de
detoxificar as espécies reativas por meio de agentes antioxidantes. Um dos principais
antioxidantes ndo-enzimaticos sdo os grupos tidis presentes nas células, que possuem grande
potencial redox e com isso sdo eficientes quanto a prevencao de danos oxidativos causados
por espécies reativas de natureza radicalar ou ndo (MURPHY, 2012). Ja estd bem
estabelecido na literatura a participagao das espécies quimicas na indugao de lesao celular e
reducdo das defesas antioxidantes e essas espécies quimicas com potencial toxico, estao
continuamente presentes no ambiente, provindos de fontes naturais ou antropogénicas (WU
et al., 2016; LEUNG et al., 2019).

Nesse estudo, vimos que o grupo exposto apresenta uma alta peroxidagao lipidica (Fig.
3A). Kasperczyk e colaboradores ao investigar a presenga de chumbo em trabalhadores,
perceberam que diferentes niveis de exposi¢do estavam relacionados com danos oxidativo.
Os autores mostraram peroxidacao lipidica elevada, proteinas carboniladas e também
diminuicdo da viscosidade plasmatica associada a oxidagao de proteinas pelo Pb presente
(KASPERCZYK et al., 2015). Ainda investigado a influéncia do Pb na indugdo de estresse
oxidativo, foi demonstrado a importancia do 3-caroteno em trabalhadores, como antioxidante,
reduzindo os efeitos deletérios do estresse oxidativo, como o conteldo de TBARS e
homocisteina (Hcys) (KASPERCZYK et al., 2014).

Sob condi¢des de estresse oxidativo, as proteinas também sdo oxidadas, podem ser
gerados peroxidos proteicos ou ainda resultar na oxidagao de seus grupos sulfidrilas. Também

€ conhecido que processos de hidroxilagdo e nitragdo podem resultar em proteinas
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carboniladas, indicando dano proteico nas células (PONCZEK e WACHOWICZ, 2005). Um
dos metais toxicos mais relacionados com danos celulares por estresse oxidativo € o chumbo.
Chumbo, além do mercurio, tem a capacidade de oxidar —SH, principalmente do GSH, inativar
enzimas que possuem tidis como grupo funcional, bem como pode promover a formagao de
Hcys e acido aminolevulinico (ALA) que atuam como agentes potencialmente téxicos (FLORA,
GUPTA e TIWARI, 2012; KASPERCZYK, PROKOPOWICZ, et al., 2012). Kasperczyk e
colaboradores demonstraram que a presenca de Pb em trabalhadores esta relacionado com
geracdo de proteinas carboniladas e Hcy e que o tratamento com o antioxidante N-
acetilcisteina parece atenuar os efeitos causados pela contaminanag¢do por chumbo, num
efeito dose-dependente. Os autores ainda discutem que a geragdo de Hcy em quantidades
excessivas esta relacionada com aterosclerose e aumento do risco de desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, bem como doencga vascular periférica (KASPERCZYK et al., 2016).
Os nossos dados mostraram que os eritrocitos dos pescadores expostos, cujo Hg foi detectado
em maior concentragdo do que no grupo controle, apresentam elevada oxidagao de proteinas
(contetdo de carbonilas, Fig. 3B), sugerindo mais um indicio de estresse oxidativo nessa
populacdo. Esse dado se torna também importante nesse estudo com a populagdo de
pescadores de Maceid, porque as proteinas desempenham diversas fungdes celulares e uma
das consequéncias do estresse oxidativo é justamente a diminuicdo da atividade e/ou fungao
de proteinas, pela sua oxidacdo. Uma das consequéncias da diminuicdo de proteinas, € a
alteracéo da viscosidade no plasma, que pode ser medida pelo teor de proteinas plasmaticas.
A viscosidade do plasma é dependente da concentracdo de macromoléculas, principalmente
de proteinas. Essa alteracido na viscosidade parece ser um efeito do estresse oxidativo, que
pode ser induzido por produtos da peroxidagao lipidica, causando um dano oxidativo em
proteinas plasmaticas (DIKMENOGLU et al., 2006).

Como foi mostrado na Fig. 3C, o grupo exposto apresentou uma reducao significativa
do conteudo de tiol total de eritrécitos, indicando que a participagdo desses grupos —SH na
defesa antioxidante provavelmente sofre influéncia da presenca de metais nessas células
sanguineas, provocando sua oxidagao. Das espécies quimicas téxicas que podem fortemente
estar envolvido na redugédo de tiol total nos pescadores, destaca-se o Hg pela sua alta
afinidade por grupos —SH. O mercurio pode existir em suas formas organicas (metil, etil e fenil),
cujos derivados podem ser gerados por biometilagdo em sedimentos de ambientes aquaticos
ou solos, ou na forma inorganicas (H* e H?*) que s&o gerados a partir da oxidag&o do mercurio
elemental (H°) (RISHER et al., 1999; VAS e MONESTIER, 2008). Existem poucos dados na
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literatura que reportam danos celulares relacionados com contaminantes inorganicos no Brasil.
Grotto e colaboradores (GROTTO et al., 2010), num estudo realizado na Amazébnia, relataram
uma correlacdo negativa entre concentragées de Hg e reducdo de tidis, sugerindo que a
diminuicao desses tidis se deve a uma possivel oxidagao dos grupos sulfidrila induzida por Hg.
Mercurio tem sido reportado como agente causador de danos oxidativos (CLARKSON e
MAGOS, 2006), e em populagbes ribeirinhas que vivem da agricultura e por ventura
consomem quantidades significativas de peixes, esse elemento também tem sido apontado
como causador da redugédo de tiol em eritrocitos (PINHEIRO et al., 2008).

Dos tidis nao-proteicos, merece destaque o GSH que participa de formas diferentes no
mecanismo antioxidante nas células. Esse tripeptideo sozinho, sem estar associado a uma
enzima, é capaz de se ligar a espécies reativas e neutralizar seus efeitos danosos ou
estabilizar radicais livres impedindo que estes oxidem biomoléculas (FORMAN, ZHANG e
RINNA, 2009). O conteudo de tiol total reduzido no grupo exposto corrobora com o resultado
encontrado do conteudo de GSH (Fig. 3D). Nesses pescadores a redugao do conteudo de
GSH refletiu negativamente no estado redox (razdo GSH/GSSG) celular dos eritrocitos (Fig.
3F). Nao vimos alteragées significativas no contetdo de GSSG (Fig. 3E). E interessante para
a ceélula, que esse estado redox seja a favor das concentragdes de GSH, para que a defesa
antioxidante seja eficiente e evite possiveis danos celulares. Esses achados parecem serem
comuns em situagdes que envolvem ambiente contaminado por Cl e estudos tem mostrado
que a presenca de contaminantes inorganicos é refletida em danos oxidativos. Por exemplo,
um estudo com criangas da regiao central no Rio Grande do Sul, Brasil, mostrou a associagao
da presenca de metais toxicos como chumbo, niquel e aluminio e peroxidacéo lipidica (DO
NASCIMENTO et al.,, 2014). Um estudo in vitro verificou que a incubagédo de eritrdcitos
humanos com mercurio foi capaz de causar peroxidagao lipidica e oxidacdo de proteina e
também reducio do conteudo de GSH (HARISA et al.,, 2012). Em Taiwan, a reducdo da
capacidade antioxidante foi associada com a presenga de arsénio no sangue (WU et al., 2001).

Rabenstein e colaboradores (RABENSTEIN, ISAB e REID, 1982) descreveram que
MeHg tem sua por¢gao complexada com GSH e outra com a hemoglobina de eritrécitos
intactos. Quando avaliada essa interagdo em eritrécitos hemolizados, verificou-se que a
ligacdo é mais forte entre o MeHg com o GSH do que com os grupos sulfidrilas presentes na
hemoglobina. Vale salientar, que em casos de hemolise, o conteudo eritrocitario € liberado e
consequentemente grandes quantidades de ferro ficam livres. Uma das rea¢des mais comuns

que induzem a formacgao de espécies reativas é a de Fenton, catalisada na presenca de ferro
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(HAREL e KANNER, 1988). Usando um quelante de Fe®" (deferoxamina), LeBel e
colaboradores mostraram que a formagao de ERs induzida por MeHg, em cérebro de ratos, é
atenuada (LEBEL, ALI e BONDY, 1992), fortalecendo o papel do ferro na geragéo de estresse
oxidativo. Em associagao a isso esta a geragao de peroxidagao lipidica, oxidacao de DNA e
de proteinas (HOGG et al., 1994; JOMOVA e VALKO, 2011), fatores induzidos também por
ERs via presenca de espécies quimicas téxicas (ERCAL, GURER-ORHAN e AYKIN-BURNS,
2001).

Uma das formas de se detectar marcadores de danos oxidativo & através da analise
de metabdlitos na urina. A urina pode ser considerada um dos melhores meios de se detectar
a presenga de metais por ser sua maior via de excregao e as concentragdes de metais téxicos
e metaloides na urina podem ser uma forma de detectar a exposicdo a curto e longo prazo
(CRINNION, 2010; SMOLDERS et al., 2014). Um estudo em uma populacdo residente de
Kumasi, Gana, mostrou a presenca de biomarcadores de estresse oxidativo como peroxidacao
lipidica (conteudo de TBARS) e oxidagdo de DNA (8-hidroxi-2-desoxiguanosina, 8-OHdG) na
urina. Esse estudo correlacionou esses efeitos com a presenca de varios metais, dentre eles,
Cd, As, Pb, Cr, que a depender da localizagdo da populagcido, se encontraram em niveis
elevados. Esse estudo encontrou também uma correlacdo entre os As e patologias
respiratorias como asma e taquicardia (BORTEY-SAM et al., 2018). Huang e colaboradores
também associaram a presenca de metais na urina com casos de asma (HUANG et al., 2016).
Asma é uma patologia caracteristica de inflamacao crénica nos pulmdes e sua incidéncia tem
sido associada principalmente a exposicdo aos agentes ambiental e industrial. Como a
humanidade vem se expondo ao processo de urbanizagio e industrializagao, a exposicao a
espécies quimicas com potencial toxico pode ocorrer pela presenga de metais no ar, na agua,
comida e descartes domésticos e alguns metais ao se alojar em 6rgaos, podem provocar
inflamacao crénica e estresse oxidativo, que sao possiveis percussores da patogénese da
asma (SEATON, GODDEN e BROWN, 1994; HUANG et al., 2015; WHO, 2017).

Chen e colaboradores também encontraram uma correlagédo entre a concentragao de
Hg no soro e urina de trabalhadores de Wanshan com danos oxidativo em DNA (conteudo de
8-OHdG), relatando ainda que esses trabalhadores descreveram sintomas de intoxicagao por
mercurio, como disfuncao digestiva, dificuldades de dormir e tremores (CHEN et al., 2005). E
importante enfatizar que em situacdes patolégicas em que individuos apresentam hipertensao,
aterosclerose, obesidade e diabetes, geralmente estd associado ao estresse oxidativo
(CARRIER, 2017; SPAHIS, BORYS e LEVY, 2017; BATTELLI et al., 2019). Em pacientes
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diabéticos, a liberagdo de ferro e formacdo de metahemoglobina (MetHb) parece estar
relacionada com a presenca de F2-isoprostano no plasma, um marcador de peroxidagao
lipidica causada por estresse oxidativo (LEONCINI et al., 2008). Espinosa e colaboradores
investigaram por cromatografia, a presenga de 8-OHdG na urina de pessoas hipertensas,
mostrando assim que este marcador de estresse oxidativo generalizado se encontra elevado.
Além disso, mostrou aumento deste marcador em DNA nuclear e mitocondrial PBMC, bem
como reduzido estado redox (ESPINOSA et al., 2007). Outros metais como bario (Ba),
cadmium (ABUGO et al.), cromium (Cr), molibdénio (Mo), vanadio (V) e zinco (Zn), presentes
na urina e que estdo em niveis elevados também parece participar da inducédo de estresse
oxidativo (DOMINGO-RELLOSO et al., 2019).

Esses achados corroboram com os dados desse trabalho em relagao a indicadores de
peroxidagao lipidica e oxidagdo de proteinas nos pescadores da laguna Mundau. Um elevado
conteudo de TBARS e carbonilas foram registrados nesses eritrocitos, em relagdo ao grupo
controle. Em conjunto, os dados obtidos mostram uma associagao entre a redugao de tiol total
e da capacidade redox desses eritrécitos com danos celulares associados ao estresse

oxidativo.

7.4 Exposicdo ambiental, sistema antioxidante enzimatico e detoxificagao de
xenobioéticos

Para melhor compreensao de como se desenvolve uma situagao de estresse oxidativo
em uma determinada circunstancia, é preciso avaliar além dos biomarcadores de estresse
oxidativo, como se comporta o sistema antioxidante enzimatico, que inclui principalmente as

enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Avaliando a atividade da
SOD (Fig. 4A), que especificamente dismuta o &nion radical superdxido (O2") em perdxido de
hidrogénio (H20-), nota-se que os pescadores expostos possuem uma deficiéncia na atividade
catalitica dessa enzima. Em eritrocitos, a geragédo do O, pode ser gerada a partir da auto-
oxidagdo da hemoglobina oxigenada (HbO3), cujo grupamento heme possui Fe?* que faz

ligacdo com o oxigénio. Nesse processo, o Fe?* da Hb é oxidado a Fe® + O,". A partir da

geragdo do O, uma subsequente cascata de reagdes é gerada para detoxificar as espécies

reativas que sado formadas (RIFKIND et al., 2003). Um estudo com trabalhadores de uma

fabrica de baterias em Maharashtra, na india, cuja elevada concentragdo de Pb foi detectada,
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mostrou que em eritrécitos, a atividade da SOD estava diminuida, assim como também estava
diminuida a atividade da enzima CAT, com aumento de peroxidacao lipidica (PATIL et al.,
2006). Efeitos semelhantes foram encontrados em trabalhadores expostos a Hg, onde a

atividade da SOD e da GPx estavam reduzidas no grupo exposto ao Hg em comparagéo com
o grupo controle (BULAT et al., 1998). A produgédo de ERs como O2" nos eritrocitos também

parece ser induzida pela presenca de pequenas concentracbes de cloreto de mercurio,
gerando oxidacdo da Hb (AHMAD e MAHMOOQOD, 2019). Ja na incubagdo com diferentes
concentragdes de meta-arseniato de sodio, os eritrocitos mostraram redugao da atividade da
SOD e CAT (MAHESHWARI, KHAN e MAHMOOD, 2017). Em relagdo aos experimentos
realizados nesse presente trabalho com os pescadores da laguna Mundau, ndo encontramos
diferenca significativa na atividade da CAT (Fig. 4B). Assim como outras enzimas, a catalase
€ considerada uma metaloenzima, dependente de um cofator metalico para realizar com
eficiéncia sua atividade antioxidante. O estresse oxidativo também é dependente de uma
menor atividade do sistema antioxidante enzimatico, que provavelmente ocorre porque as
espécies quimicas toxicas também possuem afinidade pelos metais presentes nas
metaloenzimas. Em eritrécitos, a literatura tem descrito que o estresse oxidativo pode ser
direcionado quando ha oxidacdo da hemoglobina, ou do ferro livre presente no citosol
(DOBRAKOWSKI et al., 2016; MAHESHWARI, KHAN e MAHMOOD, 2017; AHMAD e
MAHMOOQOD, 2019). Os eritrocitos possuem grande capacidade antioxidante, porém também

sdo susceptiveis a danos oxidativo por estarem expostos a geragdo endégena de ERs, via
auto-oxidacao da Hb, e exdgena, por geracdo de H>O; e éxido nitrico (NO') do plasma
(NIKOLIC-KOKIC, BLAGOJEVIC e SPASIC, 2010). Se tratando de capacidade antioxidante
dependente de metais, SOD1 é uma enzima dependente de Cu/Zn, dessa forma metais, como
Pb e Cd, podem competir pelos sitios de ligagdo na enzima, ou ainda formar complexos,
inibindo assim a atividade da SOD (FLORA et al., 1982; MARTELLI et al., 2006). A ligagdo do
zinco na SOD1 e 3, presentes no citosol, ndo é essencial para dismutagdo do O, no entanto,

confere grande estabilidade termal para as proteinas (GARZA-LOMBO et al., 2018). Em
contrapartida alguns estudos perceberam que em resposta a exposigdo ao chumbo, a SOD
pode ter sua atividade aumentada (KASPERCZYK, MACHNIK, et al., 2012; DOBRAKOWSKI
et al., 2017). Corroborando com nossos resultados quanto a exposicdo dos pescadores a
espécies toxicas, Dobrakowski e colaboradores ndo encontraram diferenga da atividade da
CAT em trabalhadores expostos a Pb (DOBRAKOWSKI et al., 2017).
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Quando o O," é gerado nas células e o H,O, é formado via atividade da SOD, as

enzimas CAT e GPx entram em acao para detoxificar essa espécie reativa e transformar em
H.O + Oz (SALVI et al., 2007; VERCESI et al., 2018). A CAT no grupo exposto ndo se mostrou
com atividade alterada em relagdo ao grupo controle e provavelmente isso influencie na
geracao de dano celular nesses eritrécitos, ja que o H>O; pode estar sendo formado e nao
sendo decomposto adequadamente. Cohen e Hochstein descreveram que em eritrécitos, GPx
tende a desempenhar um papel mais importante do que a CAT quando se trata de decompor
o peroxido de hidrogénio formado nessas células (COHEN e HOCHSTEIN, 1963). A GPx tem
uma fungdo importante na protecdo dos eritrocitos quanto a prevengdo da oxidacdo da
hemoglobina pelo H.O, (MILLS, 1957) e uma atividade elevada dessa enzima antioxidante
pode preservar a fungao dessa proteina. Assim como a atividade da SOD esta diminuida nos
eritrécitos do grupo exposto, a GPx (Fig. 4C) apresentou o0 mesmo efeito. Isso nos da suporte
para acreditar que uma possivel diminuicdo da atividade desse sistema antioxidante
enzimatico pode ser devido a presenca de espécies téxicas, como o Hg no sangue desses
pescadores, ja que espécies quimicas com potencial téxico tem a capacidade de competir e
até mesmo complexar com metais importantes em metaloenzimas.

Se tratando de exposicao a contaminantes inorganicos e suas interagbes em sistemas
bioldgicos, a literatura tem reportado uma grande afinidade pelo GSH, como na interagdo de
espécies inorganicas como o As(lll) (LESLIE, HAIMEUR e WAALKES, 2004), Hg (FARINA et
al.,, 2013) e Cd (WANG e DU, 2013). O GSH esta presente em reagbes catalisadas pela
glutationa peroxidase e glutationa S-transferase, decompondo peroxido de hidrogénio e
conjugando xenobidticos, respectivamente (PABST, HABIG e JAKOBY, 1974; BRIGELIUS-
FLOHE e MAIORINO, 2013). O potencial redox do GSH (-240 mV) pode explicar sua grande
capacidade antioxidante dentro da célula e possivelmente isso torna a agdo das enzimas GSH-
dependentes mais eficiente (SCHAFER e BUETTNER, 2001; FLOHE, 2013). Em concordancia
com os resultados obtidos em nosso estudo (Fig. 4D), Dobrakowski e colaboradores
registraram menor atividade da GST em eritrécitos de trabalhadores com exposicao subaguda
ao Pb acompanhada de reducgéo do conteudo de GSH (DOBRAKOWSKI et al., 2016). Essa
reducdo da atividade da GST nos pescadores, pode ser reflexo da redugao do conteudo de
GSH livre, uma vez que esse tiol ndo proteico participa da formacdo do complexo GSH-
xenobidtico na reagcdo catalisada pela GST, bem como o GSH necessario para reagao
catalitica da GST esteja reagindo com as espécies reativas que podem estar sendo produzidas

pelos eritrocitos. Outra possibilidade, seria que neste grupo exposto a expressdo da GST
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possa estar diminuida. Nesse ponto de vista, se torna interessante que o sistema antioxidante
seja favoravel para tentar atenuar os possiveis efeitos negativos causados pela presenca de
espécies quimicas potencialmente téxicas.

Alguns estudos in vitro mostram, por exemplo, como compostos fendlicos cuja estrutura
apresenta grupos —SH, sdo importantes na reduc¢ao da producao de ERs e na conservagao do
GSH celular na presenca de Hg (OFFICIOSO et al., 2018). Nao apenas a atividade da GST
pode estar prejudicada quando o conteudo intracelular de GSH esta depletado, mas como
citado anteriormente, a GPx que depende desse tiol para sua reagao, pode ter sua atividade
modulada negativamente. E o que mostra a Fig. 4 em relagdo ao sistema antioxidante
enzimatico GSH-dependente. Porém, um dos mecanismos mais conhecidos de possivel
inibicdo ou reducdo de atividade enzimatica da GPx em funcdo da exposicdo a espécies
quimicas com potencial téxico, é a interacdo do Hg com esta selenoproteina. Selénio é um
micronutriente que nessas selenoenzimas existe a forma de selenol, cuja afinidade é
semelhante a dos —SH na complexag¢do com metais (CUVIN-ARALAR e FURNESS, 1991;
HOLBEN e SMITH, 1999; LU e HOLMGREN, 2009; ANTUNES DOS SANTOS et al., 2018) e
o Hg pode competir pelo selénio e causar disfungcédo nessa enzima.

Os efeitos da contaminagéo por espécies quimicas com potencial toxico sao diversos.
Em revisdo, Branco e colaboradores descrevem uma gama de efeitos da toxicidade por
mercurio. Os autores destacam desde a contaminagao por ingesta de alimentos contaminados
como peixes e contaminagao via o bindmio mae-feto, bioacumulagdo em 6rgaos, prejuizo em
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, indug¢ao da producao de espécies reativas
e também patologias associadas a intoxicagdo (BRANCO et al., 2017). Na Amazénia, Brasil,
uma correlagdo negativa da concentracdo de MeHg no plasma com atividade da GPx foi
relatada na populagdo que consume peixe provenientes da regiao (CARNEIRO, GROTTO e
BARBOSA, 2014).

Os estudos com animais e in vitro também sao amplamente explorados para tentar
entender os possiveis efeitos que os metais téxicos podem causar o organismo, buscando
entender como isso pode afetar a saude. Em ratos, a administracdo de cloreto de metil
mercurio afeta o relaxamento da aorta por gerar 6xido nitrico e consequentemente espécies
reativas de nitrogénio (OMANWAR et al., 2013). Danos em estruturas renais também foram
reportados, a partir de biépsia, em casos de contaminacgao por Hg (MILLER et al., 2013). Um

modelo de intoxicac&o por acetato de chumbo (30, 60 e 90 dias de administracdo) com frangos
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mostrou danos cardiacos, producdo de NO e expressdo elevada da enzima 6xido nitrico

sintase induzivel (HUANG et al., 2019).

Dos modelos animais mais utilizados como indicadores de toxicidade por metais,
destaca-se os peixes. Esses animais estido constantemente expostos ao ambiente aquatico,
bem como ao sedimento desse ambiente e a presenga de metais toxicos na agua pode refletir
na bioacumulag&o nesses animais, que por ventura sdo consumidos pela populagdo humana
e dessa forma os peixes funcionam como um veiculo para contaminagdo humana por metais
potencialmente toxicos (BOSCH et al., 2016; KVESTAD et al., 2018). Na Amazdnia, Hg esta
presente no Rio Negro e consequentemente nos organismos aquaticos presentes
(MARSHALL et al.,, 2016). Em amostras de sardinha e corvina, adquiridas no comércio
atacadista da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo, As e Cr estdo em
niveis acima dos limites maximos permitidos pela legislagao brasileira e outros metais como
Hg, Pb e Cd também foram detectados (MORGANO, 2011). Na india, peixes do rio Kali
expostos a Ni, Cr, Pb e Cd, apresentaram sinais de danos causados por estresse oxidativo e
desregulacao da atividade de enzimas antioxidantes em diferentes érgaos, além de estruturas
anatbmicas danificadas que foram analisadas por histologia. Esses peixes do rio Kali séo
comercializados e consumidos pela populagdo Indiana e os autores sugerem que esta
populacdo se encontra em situacdo de vulnerabilidade devido a probabilidade de
bioacumulagdo desses metais no organismo (FATIMA et al., 2015). Outros estudos também
associam danos oxidativo em peixes causados por metais toxicos, dano em DNA e alteragdes
histopatoldgicas (JAVED et al., 2016) e estresse oxidativo associado a alteracbes em
parametros bioquimicos, principalmente do perfil lipidico (JAVED et al., 2017).

As espécies quimicas com potencial toxico, a depender de sua concentragdo no
organismo e da capacidade que o organismo tem de excreta-los, podem apresentar riscos a
saude. Os efeitos descritos na literatura ocasionados pela intoxicagdo por esses
contaminantes vao desde problemas cardiovasculares, casos de asma, bronquite, dermatite
(JOMOVA e VALKO, 2011; SOLENKOVA et al., 2014) e podendo até mesmo apresentar
potencial mutagénico (BEYERSMANN e HARTWIG, 2008). Para que seja possivel identificar
0s problemas causados por espécies quimicas toxicas é preciso acessar amostras biolégicas
para sua deteccdo, podendo os metais serem detectados a partir de diferentes matrizes
bioldgicas. Em Sialkot, uma cidade do Paquistao, foi detectado em trabalhadores de fabricas
de couro, niveis elevados de Cr no sangue e urina, bem como Pb também foi quantificado no

sangue; Cr, Cd, Pb, Fe, foram encontrados em maiores concentragdes na saliva desses
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trabalhadores. Esse estudo também correlacionou riscos de saude com a exposigdo desses
metais nesses trabalhadores e também correlacionou com a concentragao de SOD no sangue
(JUNAID et al., 2017). Um estudo de coorte sugere a participagdo do Pb no aumento de
presséao arterial e risco de hipertensao. Os autores sugerem que concentragdes pequenas de
Pb (20-30 pg/L) no sangue podem ser responsaveis por esse efeito (GAMBELUNGHE et al.,
2016). Também foi relacionado em um estudo transversal (cross-sectional) a presencga de Pb,
Cd e Hg com doenca arterial coronariana € uma exposi¢ao a longo tempo de tragos desses
metais parece estar atrelado a alteragdes no perfil lipidico associado a formagao de placas de
aterosclerose (ASGARY et al., 2017). Um estudo importante sobre contaminagao por Cd
sugere a ligacao entre esse metal e o desenvolvimento de obesidade na juventude. Os autores
reportaram a presenca de Cd em maes na fase pré-natal e monitoraram seus filhos durante 5
anos, sugerindo uma correlagdo entre Cd e aumento de peso nas criangas. Esse mesmo
estudo também mostrou aumento de adiposidade em peixe-zebra (Danio rerio) expostos a Cd
(GREEN et al., 2018).

Em nosso grupo experimental (exposto), identificamos no sangue e urina altas
concentracoes de Hg em relagdo ao grupo controle (Fig. 1) (Santos, M.C., 2019; dados néao
publicados). Acreditamos que essa exposigao crénica a um ambiente contaminado por essas
espécies quimicas toxicas, esteja contribuindo fortemente para levar a um quadro de estresse
oxidativo nesses pescadores da laguna Mundau. Vale salientar o grande comercio de sururu
que o CELMM proporciona. Esse bivalve também serve como alimento para a populacao e
serve como um meio de biomonitoramento do que ocorre no ambiente. O sururu € um molusco
gue se alimenta do que esta em suspensido no meio aquatico e isso faz dele um potencial
acumulador de poluentes, o que o torna uma fonte de contaminagédo humana (MAIOLI et al.,
2010). Em 2012, um estudo fez um levantamento das concentra¢ées de Hg no sururu, que é
proveniente da laguna Mundau, em diferentes épocas do ano de 2006 a 2018 e verificou que
essa concentragio de Hg chegava a mais de 300 pg/kg-' dependendo do tamanho e da época
em que foi coletado o bivalve (HIGINO et al., 2012).

E preciso investigar se a presenca de espécies quimicas com potencial téxico nessa
laguna provém apenas da falta de saneamento e cuidados com os residuos domésticos e/ou
industriais que possam estar sendo descartados em torno da laguna, do consumo de alimentos
provindo do CELMM ou se essa exposi¢ao é uma condi¢ao natural desse ambiente aquatico.
Ainda assim, é preciso ficar atento para a exposi¢cao dessa populacido de pescadores a partir

da ingesta desses alimentos (peixe e sururu) que podem estar contaminados com Hg. Essas

94



investigacdes permitirdo saber qual a fonte direta de contaminagédo desses pescadores, além

do contato com a agua contaminada.

7.5 Prejuizo na captacao de oxigénio por eritrécitos de pescadores expostos
ao ambiente contaminado

Das possiveis consequéncias do estresse oxidativo em eritrocitos, chama-se a atengao
para a perda da capacidade da Hb em carrear o oxigénio que sera distribuido nos tecidos
oxidativos. Tentando entender qual a ligagao entre estresse oxidativo e capacidade funcional
dos eritrocitos, incubamos os eritrocitos com PBS (temperatura ambiente, pH 7,4) no oxigrafo,
um aparelho sensivel as variagcdes de oxigénio do meio. A saturacéo (fase em que o sinal das
variacoes da [O2] entra em platd) da Hb presente nos eritrdcitos ocorre de forma rapida e isso
€ possivel perceber por uma curva gerada pelo sinal transmitido pelo oxigrafo, na qual uma
maior inclinagao caracteriza uma maior capacidade de captagao do oxigénio pela Hb. No grupo
de pescadores expostos a Hg, a redugdo da captacdo de O; foi notavelmente menor em
relacdo ao grupo controle (Fig. 5). Isso levanta hipéteses acerca dos possiveis mecanismos
que podem estar por tras desse fenbmeno: metais como Hg tem alta afinidade por grupos —
SH e por isso podem se ligar a tais grupos presentes nas cisteinas da Hb e com isso alterar a
afinidade do heme como o O3; (2) o Fe?* presente no heme da Hb pode estar sendo oxidado
a Fe® pelas espécies reativas geradas e isso reflete numa menor capacidade do O se ligar a
Hb.

Baseado nos indicios encontrados pelo presente estudo, é sugerido que o0 mecanismo
da perda da capacidade funcional da Hb em captar o Oz pode ser devido a oxidagcdo do heme
pela ERs. A diminuigao de tiois proteicos e nao-proteicos (AITS et al.) contribui fortemente para
a geracao do estresse oxidativo, além do que a ligagao do Hg com os grupos —SH pode afetar
a funcao de diversas proteinas estruturais e intracelulares (RABENSTEIN e FAIRHURST,
1975; FARINA, ASCHNER e ROCHA, 2011; FARINA, ROCHA e ASCHNER, 2011). A ligagao
do oxigénio pela Hb ¢ dependente do estado ferroso do ferro (Fe?*), que em um ambiente
oxidante ndo é muito estavel e com isso se oxida a ferro férrico (Fe®*) (SHIKAMA, 1998). Uma
vez que o sistema de reducao celular se torna ineficiente e espécies reativas sao formadas,
como o H20», essa reagdo de oxidagdo do Fe?* é favorecida (ALAYASH, PATEL e CASHON,
2001). Nos pescadores aqui estudados, a n&o alteracédo da atividade da CAT juntamente com

a baixa atividade da GPx (Fig. 4) provavelmente aumenta a tendéncia da geracao de H,0O- e
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oxidagcao do heme da Hb, o que faz com que essa proteina tenha sua funcao de ligar-se ao O
comprometida.

Endogenamente, as espécies reativas que sdo geradas sdo detoxificadas pelos
sistemas antioxidantes, no entanto, espécies reativas, como anion radical superdxido que
rapidamente é dismutado a H>0-, s&o continuamente formadas nos eritrocitos, podendo levar
a um processo de auto-oxidagao da Hb e a formacéao de MeHb. Essa MeHb nao é capaz de
carrear por longo tempo o oxigénio disponivel (MOHANTY, NAGABABU e RIFKIND, 2014).
Condigbes de hipéxia pode causar formagdo de superoxido (RIFKIND, SALGADO e CAO,
2012; RIFKIND e NAGABABU, 2013) e um ambiente com privagao celular de oxigénio acaba
se tornando um problema de saude, com geracao de estresse oxidativo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990). In vitro, Balagopalakrishna e colaboradores mostraram que a producgao
de superoxido € dependente da oxihemoglobina, indicando que a formagao do superdxido ndo
estd associada a hemoglobina oxidada e um ambiente oxigenado é necessario para a
producéo do radical (BALAGOPALAKRISHNA et al., 1996). Tal quadro é confirmado quando
ha formacao de MeHb, um sinal de que a Hb sofreu oxidagao e provavelmente tal modificagao
€ decorrente das espécies reativas.

Recentemente o nosso grupo demonstrou que o timerosal (etil mercurio) se liga a dois
residuos de cisteinas (Cys93) na hemoglobina (proteina comercial e eritrécitos humanos),
levando a uma diminui¢cdo na capacidade de captacéo do oxigénio (DE MAGALHAES SILVA
et al., 2020). Com isso também podemos sugerir o papel do mercurio como uma espécie
quimica capaz de ter afinidade por esses residuos de cisteinas presentes nas subunidades da
hemoglobina, mudando a conformagao estrutural dessa proteina e dificultando a ligagdo do
ion Fe(ll), presente no anel porfirina da hemoglobina, ao oxigénio nesse grupo exposto.

Uma das consequéncias da menor capacidade da Hb de carrear oxigénio é a situagao
de hipdxia gerada nos tecidos periféricos e érgaos internos que realizam reacdes oxidativas
para sintese de ATP e tecidos que dispbe da via glicolitica para obter energia (SUN et al.,
2016). Consequentemente, a hipoxia € um dos fatores responsaveis por danos celulares e
pela geragcado de espécies reativas dentro da célula, principalmente via mitocéndrias, ja que
esta organela depende do oxigénio para manutengao do fluxo de elétrons pela cadeia
respiratoria e com isso evita formacao de EROs, bem como necessita desse fluxo para geracao
de energia na forma de ATP (FUHRMANN e BRUNE, 2017). Eritrécitos dependem
exclusivamente da via glicolitica para obtengéo de energia e como ndo possuem mitocondrias

para producao de ATP através da fosforilacdo oxidativa, a sintese de energia consiste em
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metabolizar o piruvato pela enzima lactato desidrogenase e formar lactato (BREWER, 1974;
REISZ et al., 2016).

Além do metabolismo glicolitico dos eritrécitos, o metabolismo oxidativo da via das
pentoses fosfatos € de extrema importdncia para manutencdo do estado redox
NAD(P)H/NAD(P) dessas células. As concentragcdes de NAD(P)H/NAD(P) sdo importantes
para prevenir danos oxidativos nos eritrécitos, seja participando como coenzima na reacao
catalisada pela NAD(P)H methemoglobina redutase, que reduz a MetHb formada em situagdes
de estresse oxidativo ou auxiliando a GR na reduc¢do do GSSG para GSH (BREWER, 1974;
KUHN et al., 2017), favorecendo assim a capacidade antioxidante celular. Experimentos com
incubacao de peroxinitrito em eritrécitos revelaram a importancia das espécies reativas na
oxidacao da Hb, direcionamento de vias energéticas e uma sinalizacdo que parece envolver
fosforilagdo de proteinas de membrana (banda 3, um canal idbnico que transporta bicarbonato
e cloro) e como ela se relaciona com metabolismo glicolitico e oxidativo. Os autores destacam
que quando os eritrécitos estdo na presencga de peroxinitrito, ha maior formagéao de MetHb e
consequentemente maior expressao da banda 3 fosforilada, promovendo com isso uma
sinalizagao que também reduz a expressao da enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-
PDH), que promove a sintese de NADPH (METERE et al., 2009).

Nesse contexto, é nitida a relevAncia da preservacdo das caracteristicas da
hemoglobina, como uma proteina fundamental, ndo s6 por sua funcdo primordial em
transportar oxigénio, via ligacdo desse com 0 heme presente nesta proteina, bem como sua
conservagédo é importante, ja que uma vez oxidada, pode desencadear uma sinalizagédo
intracelular que dirige para um possivel disturbio no metabolismo dos carboidratos, na via das

pentoses e prejuizo no estado redox NAD(P)H/NAD(P) celular.

7.6 Efeito da exposig¢ao de pescadores ao ambiente contaminado na
integridade da membrana dos eritrécitos

Tendo em vista todos os efeitos encontrados nas células sanguineas dos pescadores
guanto ao estresse oxidativo, realizamos como parte do nosso estudo um ensaio caracteristico
de inchamento dos eritracitos. A intencao deste ensaio foi testar a integridade de membrana
dessas células, caracterizado pela capacidade dos eritrocitos em responder as diferencas
osmoéticas do meio contento NaCl. Isso é importante porque uma fragilidade osmatica pode

ser resultado de mudancgas estruturais e geométricas das hemacias que pode gerar hemdlise
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(MAIWORM, 2008). Aqui, foi identificado que os eritrécitos incubados em meio contendo NaCl
0,2% apresentou maior fragilidade osmotica comparado como grupo controle (Fig. 6).
Mudancas na densidade optica ocorrem quando os eritrocitos sdo incubados em meio
hipoténico, cujas concentragcées de NaCl sdo menores que 0,9%. Hemdlise dos eritrécitos
pode ocorrer porque perturbagdes no citoesqueleto e na estrutura das células vermelhas
podem ser resultantes de danos na membrana celular (CRUZ SILVA, 2000). De acordo com
nossos dados relacionados aos biomarcadores de estresse oxidativo, o inchamento
identificado nos eritrécitos dos pescadores pode ter natureza decorrente da peroxidagao
lipidica e oxidagao das proteinas ja relatadas no presente estudo. Em ratos, Cheng e cols.
mostraram a influéncia do aluminio(lll) na indugédo de deformidade a fragilidade osmotica dos

eritrécitos (CHENG et al., 2018). Em exposicao ao Cd, experimentos com ratos demonstraram
aumento em biomarcadores de estresse oxidativo (peroxidagao lipidica e NO'), redugdo de

GSH e atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GR, GST) e G-6-PDH, maior
fragilidade osmética e deformidade dos eritrocitos e parece ter efeitos na diminuigdo dos niveis
da bomba de Na+/K+-ATPase e aumento de ferro, calcio e peréxido de hidrogénio (NAZIMA,
MANOHARAN e MILTONPRABU, 2016). Efeitos semelhantes foram encontrados em
incubacao de eritrocitos humanos com chumbo. Os autores mostraram peroxidagao lipidica,
hemdlise, reducdo de estado redox (GSH/GSSG) e redugio da atividade da Ca?— Mg?*-
ATPase, aumento do influxo de célcio e alteragdo na morfologia dos eritrocitos (QUINTANAR-
ESCORZA et al., 2010).

Fragilidade osmética eritrocitaria tem sido descrito em casos de patologias. Esse
quadro tem sido visto em pacientes em diferentes estagios de doenga renal cronica (PANDA
et al.,, 2017), em individuos com esferocitose hereditaria (uma patologia caracterizada por
alteracdes estruturais das proteinas de membrana do eritrdcito, que causa hemalise e anemia
hemolitica) (HUISJES et al., 2019), em hipertensos (GAIKWAD e AVARI, 2017) e em mulheres
com pré-eclampsia (SUHAIL, 2008).

A fragilidade osmatica pode ser tida como uma medida indireta de acessar o estresse
oxidativo (CHIHUAILAF, 2002). Esses estudos citados se tornam interessantes devido a
presenga do estresse oxidativo nessas patologias, ja que, uma vez que o dano celular é
causado pelas espécies reativas, a frequéncia de hemodlise eritrocitaria € mais prevalente, a
deformidade dos eritrécitos tende a diminuir e a fragilidade osmética a aumentar, direcionando

para mudangas na fisiologia e bioquimica da célula que pode culminar para morte celular.
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7.7 Estudo de correlagdao entre mercurio no sangue e parametros de estresse
oxidativo e Bioquimica clinica

Nas analises de correlacdo, foi observado algumas correlagdes entre 0 Hg no sangue
e estresse oxidativo (Tabela 5) e pardmetros de Bioquimica clinica (Tabela S1) no grupo
exposto. Primeiro, o conteudo de tiol total e GSSG foram correlacionados com a produgao de
espécies reativas produzidas pelas PBMCs, que pode indicar uma sinalizagao entre eritrocitos
e PBMCs em resposta ao mercurio no sangue. Correlagdes significativas entre GSH e tiol total
suportam a hipétese de que é necessaria a protegao celular contra o estresse oxidativo. Isso
pode ter um impacto direto no estado redox. No grupo exposto, a razao GSH/GSSG foi
negativamente correlacionada com Hg no sangue, o que pode ser explicado pela redugéo no
conteudo de GSH nesse estudo.

Os grupos tidis, como o conteudo de GSH, parecem responsivos a fatores ambientais
que inclui a presenca de metais, como o mercurio, e as espécies reativas. Na célula, a
deplecao de GSH também pode ocorrer por sua conjugacao catalisada pela GST, que remove
produtos da peroxidacgao lipidica ou xenobibéticos associados com esse processo (DICKINSON
e FORMAN, 2002). GST também foi negativamente correlacionada com Hg no sangue, e isso
possivelmente pode levar a inibicdo da atividade dessa enzima. Correlagdes moderadas e
fortes foram encontradas entre a atividade da GPX e GST e tiol total, conteido de GSH e
GSSG. As atividades dessas enzimas sao influenciadas por esses parametros, sugerindo que
o dano oxidativo ocorrido no grupo exposto, pode ser consequéncia de um sistema
antioxidante ineficiente. Alguns efeitos associados com dano oxidativo e atividade antioxidante
parece estar ligado ao mercurio no sangue, numa populagédo ribeirinha (CARVALHO et al.,
2019). Em relagcado com os parametros de Bioquimica clinica (Tabela $1), correlacdes positivas
foram observadas entre linfécitos e mondcitos com o Hg no sangue. Embora seja uma
correlagdo fraca, o aumento da producdao de ROS por PBMCs do grupo exposto em
comparagado com as do grupo controle, pode ser uma resposta a presenga de Hg no sangue.

Analisando as correlagdes da bioquimica clinica, apenas o HDL foi correlacionado com
0 Hg no sangue. No entanto, LDL, triglicerideos e ALT foram correlacionados com colesterol
total. Por outro lado, Almeida Lopes e colaboradores (2017) observaram uma correlagao
negativa entre mercurio e triglicerideos e entre HDL e ftriglicerideos (ALMEIDA LOPES et al.,
2017).
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Em nosso estudo, observamos disfuncao do sistema redox em pescadores que vivem no
entorno da Lagoa Mundau (Alagoas, Brasil). Nesses pescadores, que estdo em contato
constante com esse ambiente aquatico, concentragbes elevadas de mercurio foram
quantificadas no sangue e na urina e comparadas com as do grupo controle. Esses resultados
nos levam a acreditar que existe uma possivel influéncia do mercurio na indugao do estresse
oxidativo, uma vez que os PBMCs dos pescadores produziram uma alta concentracido de ROS.

Além disso, a capacidade do mercurio de se ligar a grupos tiol e enzimas pode ser a
causa da diminuicdo da atividade do sistema antioxidante, levando ao dano oxidativo das
biomoléculas e a diminuicdo da capacidade de captagdo de oxigénio nos eritrocitos dos
pescadores. Como consequéncia do estresse oxidativo gerado, os eritrécitos de pescadores
apresentaram aumento da fragilidade da membrana, provavelmente decorrente do dano
oxidativo.

Ao correlacionar os dados, foi possivel observar que o mercurio esta associado a alguns
parametros de estresse oxidativo, o que refor¢ca nossa hipdtese de que esse metal influencia
o estado redox das células sanguineas. Por fim, este estudo pode contribuir para a
compreensdo dos efeitos toxicos do mercurio em pessoas expostas a um ambiente
contaminado e estresse oxidativo, visto que, no Brasil, existem poucos estudos sobre o tema,
e em nossa regiao (Macei6-AL), ndo houve revisbes sistematicas que correlacionam
contaminagido ambiental e estresse oxidativo na populagcdo. Além disso, este trabalho servira
como base para outros estudos no CELMM, na perspectiva de se estudar a presenga de outras
espécies com potencial toxico, que por ventura possam causar efeitos semelhantes aos que

foram vistos aqui.

LIMITAGCOES DO PROJETO: Tendo em vista que esse projeto possui dados pioneiros acerca
da exposicdo ambiental e o estresse oxidativo em pescadores na regiao do CELMM, algumas
limitacdes podem ser destacadas: existe a necessidade de ampliar o n amostral, bem como
selecionar os voluntarios a partir de alguns critérios de exclusdo, como nao ser fumante, nao
consumir alcool ou possuir alguma patologia, pois esses fatores podem influenciar na resposta
ao estresse oxidativo. Também é viavel avaliar a resposta ao estresse oxidativo frente a outras

espécies toxicas (como o chumbo) e suas especiagbes. A toxicidade por essas espécies
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quimicas e o estresse oxidativo também podem ser avaliados nos peixes presentes na laguna
Mundau, uma vez que esses servem de fonte de alimento para a populagdo circunvizinha e

também é comercializado.
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9 MATERIA SUPLEMENTAR

9.1 Correlagao de Spearman entre Hg no sangue e parametros de Bioquimica clinica do grupo exposto

Tabela S1 — Correlagdes de Spearman entre o nivel de Hg e parametros de Bioquimica clinica do grupo exposto (n = 47-50).

Saﬂgue Eritrocitos Hemoglobina Hematdcrito  Linfécitos  Mondcitos Glicose  Col. Total HDL LDL  Triglicerideos ALT AST
Hg Sangue 1
Eritrocitos 0,0778 1
Hemoglobina 0,1598 0,5598**** 1
Hematdcrito 0,1737 0,6907**** 0,8288**** 1
Linfécitos 0,3844* 0,0543 -0,0354 -0,0970 1
Mondcitos 0,3119* 0,2795* 0,2978* 0,1038 0,3999* 1
Glicose 0,2117 0,2293 0,1918 0,2677 0,1144 0,1827 1
Col. Total 0,1641 -0,0819 -0,1720 -0,1573 0,1900 0,0087 0,0595 1
HDL 0,2027 -0,0822 0,1988 0,1733 0,1756 -0,0231 0,1581 -0,2009 1
LDL 0,1206 0,0142 0,0578 0,0235 0,0748 0,0327 0,0073 0,6071**** 0,2610 1
Triglicerideos 0,1880 -0,0100 0,0990 -0,0583 0,1539 0,0588 0,1037  0,3923** 0,1035 0,0650 1
ALT -0,1072 0,0092 0,1591 0,0768 -0,0984 0,2654 -0,1879  0,3524* 0,2408 0,0448 0,4257** 1
AST 0,0332 0,2944* 0,4564** 0,3625* -0,0123 0,1833  -0,0290 0,2696 0,1136 0,0536 0,3729* 0,5428**** 1

*Correlagao significante quando nivel de p < 0,05 (2-tailed), ** Correlagao significante quando nivel de p <0,005 (2-tailed), **** Correlagao significante quando nivel

de p <0,0001 (2-tailed).
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ANEXOS

Anexo A — Termo de Livre Consentimento e Esclarecimento (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

(Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntari(o,a) da pesquisa e pelo responsavel)

Bl ettt ettt bt et bt a e et , tendo sido convidad(o,a)
a participar como voluntari(o,a) do estudo Avaliagdo da exposi¢do a contaminantes inorgdnicos
(Hg, As, Se, Cd e Pb) no ambiente e pardmetros bioquimicos associados ao estresse oxidativo da
populagdo circunvizinha ao Complexo Lagunar Mundati-Manguaba (Maceié-AL): correlagdo entre
contamina¢do ambiental e qualidade da saiide humana, recebi do Sr. Josué Carinhanha Caldas
Santos, do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas, responsavel
por sua execugdo, as seguintes informacdes que me fizeram entender sem dificuldades e sem
duvidas os seguintes aspectos:

[1Que o estudo se destina a obtengao de amostras biologicas (sangue e urina) referentes a populagao
que reside em torno do Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM) do municipio
de Maceio-AL para avaliagdo de contaminante inorganicos (Hg, As, Se, Cd e Pb) e biomarcadores
do estresse oxidativo.

[Que a importancia deste estudo ¢ a de gerar informagdes sobre a possivel contaminag¢do da
populagdo residente ou que trabalha no CELMM (Maceio-AL), sua relagio com doencas
relacionadas ao estresse oxidativo que estas espécies inorganicas podem causar em fun¢do da
exposi¢do ambiental.

TQue os resultados que se desejam alcancar sdo a concentragdo de contaminante inorganicos (Hg,
As, Se, Cd e Pb) e de biomarcadores do estresse oxidativo nas amostras de sangue e urina, a fim de
estabelecer uma relagdo entre estes parametros com o desenvolvimento de patologias e
contaminacio ambiental.

[IQue esse estudo comecara em novembro/2016 e terminara em novembro/2019, considerando as
oficinas informativas como primeira atividade relacionada a este projeto junto a comunidade.

[Que o estudo sera feito da seguinte inicialmente com ciclo de oficinas com palestras informativas
visando o levantamento de possiveis voluntarios, em seguida, serdo realizadas a coleta das amostras
de sangue e urina segundo praticas ja estabelecidas, assim como, a aplicacdo de questionario
epidemiologico. De posse das amostras e dos dados epidemiologicos serdo realizadas as medidas
laboratoriais baseadas em protocolos consolidados para quantificacao de Hg, As, Se, Cd, Pb e
produgdo de espécies reativas de oxigénio, glutationa reduzida e oxidada, superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, dehidratase gama-aminolevulinato e 8-isoprostano. Por fim, estes
dados serdo avaliados com rigor estatistico sendo gerados relatorios, resumo e artigos com intuito
de divulgar para sociedade os resultados obtidos. As amostras de sangue e urina coletadas podem
ser utilizadas para medi¢@o de outros parametros quimicos e bioquimicos que forem necessarios
para um melhor entendimento das hipéteses do projeto.

[Que eu participarei das seguintes etapas: i) responder as questdes especificas do estudo contidas
no questiondrio epidemiolégico de avaliacdo, ii) permitir medidas de pelo e altura para calcular o

indice de massa corporeo, e iii) fornecer amostras de sangue e urina.

[1Que os incomodos que poderei sentir com a minha participagio sdo os seguintes: possiveis
desconfortos durante a coleta de sangue (puncéo venosa).

[1Que os possiveis riscos 4 minha satde fisica e mental seriam possivelmente durante a coleta de
sangue, na qual podem ocorrer dor, hematomas, acidente com perfurocortantes, puncao acidental de
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uma artéria e lesdo nervosa. Contudo, este procedimento sera realizado por profissional da satude
com experiéncia e segundo as boas praticas individuais que seguem tal procedimento visando
eliminar tais riscos.

71 Que deverei contar com a assisténcia de profissionais da satude com experiéncia comprovada,
sendo responsaveis pela coleta das amostras de sangue.

1 Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que ndo diretamente séo
obtengao de resultados relacionados com contaminantes inorganicos e biomarcadores do estresse
oxidativo e a influéncia da contaminacdo ambiental quanto ao estado de saide da populagdo em
estudo.

71 Que a minha participagdo sera acompanhada por professionais da satde para recolhimento das
amostras de sangue e coordenador do projeto para esclarecimento sobre eventuais duvidas que
possam surgir durante a realizacdo da pesquisa.

1 Que, sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

0Que eu serei informado sobre o resultado final da pesquisa.

TQue, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também, que
eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo.

JQue as informagdes conseguidas através da minha participagdo ndo permitirdo a identificagdo da
minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgagdo das mencionadas
informagdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

0 O estudo nao acarretara nenhuma despesa para o participante da pesquisa.

[1Que eu serei indenizado por qualquer dano que venha a sofrer com a participagdo na pesquisa.
CQue eu receberei uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participagio no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participagdo implicam, concordo em

dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU
TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco d(o,a) participante-voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a).
Domicilio: (rua, praga, conjunto)
Bloco: /N°: /Complemento:
Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:
Ponto de referéncia:
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Endereco d(os,as) responsave(lis) pela pesquisa (OBRIGATORIO):

Nome: Josué Carinhanha Caldas Santos

Endereco: Rua Prof. Vital Barbosa, 1207.

Complemento: Ed. Key West, Ap. 402

Bairro: Ponta Verde, CEP 57035-400, Maceio-AL

Telefones para contato: (82) 99660-1688 ou (82) 3214-1347

Instituigdo: Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas.

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participacio no
estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

Prédio da Reitoria, 1° Andar, Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041, Maceio-AL

Maceio,
"Assinatura ou impressao datiloscopica d(0.a) voluntari(o.a) ou 7 T ah: d
| logal & ruby deomais folh Josué Carinhanha Caldas Santos
responsavel legal e rubricar as demais folhas b I
espomm’e pe
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Anexo B — Questiondrio Epidemiolégico

Projeto: Avaliagido da exposicdo a contaminantes inorganicos (Hg, As, Se, Cd e Pb) no ambiente e pardmetros
bioquimicos associados ao estresse oxidativo da populacdo circunvizinha ao Complexo Lagunar Mundau-Manguaba
(Maceio-AL): correlacdo entre contaminagdo ambiental e qualidade da satide humana.

Chamada FAPEAL 06/2016-PPSUS, Programa Pesquisa para o SUS: Gestdo compartilhada em Sande.

Questionario epidemiologico

Dados pessoais

1. Nome:

Codigo de identificacdo: exemplo, MO1 (mulher) ou HOI (homem)
2. Sexo: (  )Homem () Mulher

3. Idade: 4. Altura: 5. Cor:

6. Indice de massa corpérea (IMC):
7. Escolaridade (mimero de anos que estudou):

8. Pescador: ( )Sim () Niao

9. Fumante:
( )Sim Frequéncia (nimero de cigarros por dia/semana):
( )Niao

10. Consome bebida alcodlica:
( )Sim Frequéncia (numero de dias por semana):
( )Niao

11. Historico de doengas:
() Diabetes () Hipertensio () Céancer
() Cardiopatia () Outra:

Exposicio ao ambiente

12. Tipo de contato com a agua do CELMM (Macei6 - AL):

() banho () cozinhar () pescar
() beber () lavar roupa () limpeza da casa
() lavar prato () Outros:

() ndo tenho contato
13. Frequéncia de contato com a 4gua do CELMM (Macei6 - AL):

() diario ( )5-3vezesnasemana ( ) 1-2vezesnasemana
14. Come sururu pescado no CELMM (Macei6 - AL):
( )Sim ( )Nio
15. Frequéncia que come sururu pescado do CELMM (Mace16 - AL):
() diario ( )5-3vezesnasemana ( ) 1-2vezesnasemana
16. Massa aproximada que consome sururu pescado do CELMM (Macei6 - AL):
( )>500g () 100-500 g ( )<100g
Mace1d / /

Declaro que estou de acordo com as informacdes fornecidas acima em funcio da minha anuéncia
registrada pelo termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e que as mesmas sdo verdadeiras.

Assinatura ou impressdo datiloscopica d(o.,a) voluntari(o,a)

Nome e assinatura do(s) responsével(eis) pelo estudo
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Anexo C — Artigos publicados em colaboragao

International Journal of Biological Macromolecules 154 (2020) 661-671

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ijbiomac

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Biological Macromolecules

Toxicity of thimerosal in biological systems: Conformational changes in L))

human hemoglobin, decrease of oxygen binding capacity, increase of
protein glycation and amyloid's formation

Check for
pdales

Marina de Magalhdes Silva®, Maria Dayanne de Aradjo Dantas?, Reginaldo Correia da Silva Filho?,
Marcos Vinicius dos Santos Sales ?, Jadriane de Almeida Xavier ®, Ana Catarina Rezende Leite *,
Marilia Oliveira Fonseca Goulart®, Luciano Aparecido Meireles Grillo b Wellington Alves de Barros,
Angelo de Fatima®©, Isis Martins Figueiredo ?, Josué Carinhanha Caldas Santos**

@ Institute of Chemistry and Biotechnology, Federal University of Alagoas (UFAL), Campus A.C. Simdes, 57072-900 Maceié, Alagoas, Brazil

 Pharmacy Institute, Federal University of Alagoas (UFAL), Campus A.C. Simées, 57072-900 Maceié, Alagoas, Brazil
© Department of Chemistry, Federal University of Minas Gerais (UFMG), 31270-901 Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 10 December 2019

Received in revised form 11 February 2020
Accepted 16 March 2020

Available online 19 March 2020

Thimerosal (TH), an organomercurial compound, is used as a preservative in vaccines and cosmetics. Its interac-
tion with human hemoglobin (Hb) was investigated under physiological conditions using biophysical and biolog-
ical assays, aiming to evaluate hazardous effects. TH interacts spontaneously with Hb (stoichiometry 2:1, ligand-
protein), preferably by electrostatic forces, with a binding constant of 1.41 x 10° M. Spectroscopic data allows

to proposing that TH induces structural changes in Hg, through ethylmercury transfer to human Hb-Cys93 resi-

Keywords:

Red cells and human erythrocytes
Advanced glycation end products
Vaccines and cosmetics

dues, forming thiosalicylic acid, which, in turn, interacts with the positive side of the amino acid in the Hb-HgEt
adduct chain. As a consequence, inhibition of Hb-0, binding capacity up to 72% (human Hb), and 50% (human
erythrocytes), was verified. Dose-dependent induction of TH forming advanced glycation end products (AGE)
and protein aggregates (amyloids) was additionally observed. Finally, these results highlight the toxic potential

of the use of TH in biological systems, with a consequent risk to human health.

@© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Thimerosal (TH) is an organic compound that presents about 49.6%
of mercury in mass. This organomercurial compound is currently used
as a preservative in cosmetics, toiletries, antiseptic sprays. Due to its
wide range of bactericidal and fungicidal activities, it has been widely
used as a preservative in vaccines [ 1]. Although the World Health Orga-
nization [2] indicates that ethylmercury (TH) used as a preservative in
vaccines does not pose any health risk, several studies have questioned
its toxicity. For instance, studies have shown that the administration of
TH leads to neurotoxic and behavioral effects in animal models [3,4] and
oxidative stress and cytotoxicity in human cell lines |5]. Additionally,
Chen et al. [6] have demonstrated that TH produces a significant reduc-
tion in immunegenicity in certain vaccines due to the thiol group block-
ade. Table S1 (Supplementary material) presents a compilation of
studies that have evaluated the toxic effect of TH in different biological
systems.
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The toxic potential of TH may be related to its degradation products
in a biological medium, thiosalicylic acid (ATS) and ethylmercury
(EtHg™), which presents in vitro toxicity comparable to methylmercury
|7]. The deleterious in vivo effects of these mercury species result from
their high affinity for thiol groups present in various biomolecules,
such as peptides and proteins [8], which causes structural changes or al-
ters some biological activities [9].

The interaction of mercury species with thiol groups present in bio-
molecules plays an essential role in mercury transport as well as in its
toxicity mechanisms. Triimpler et al. [10] evaluated the interaction of
TH with free thiol groups from [3-lactalbumin and bovine serum albu-
min (BSA) using LC/ICP-MS, confirming the formation of EtHg-protein
adducts. Shen et al. [11] and Chunmei et al. [12], using molecular spec-
troscopic techniques, reported changes in the secondary structure of
BSA after interaction with Hg(II), which may be responsible for in vivo
inorganic mercury toxicity.

However, there is still limited information regarding affinity and
conformational mercury species-induced changes in proteins, and
their consequent lost or decreased functionality. Thus, it is urgently re-
quired to conducting studies that evaluate the interaction process of po-
tentially mercury species under physiological conditions, seeking to
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Abstract

Status epilepticus (SE) is defined as continuous and self-sustaining seizures, which trigger hippocampal neurodegeneration,
mitochondrial dysfunction, oxidative stress, and energy failure. During SE, the neurons become overexcited, increasing energy
consumption. Glucose uptake is increased via the sodium glucose cotransporter 1 (SGLT1) in the hippocampus under epileptic
conditions. In addition, modulation of glucose can prevent neuronal damage caused by SE. Here, we evaluated the effect of
increased glucose availability in behavior of limbic seizures, memory dysfunction, neurodegeneration process, neuronal activity,
and SGLT! expression. Vehicle (VEH, saline 0.9%, 1 uL) or glucose (GLU: 1, 2 or 3 mM, 1 uL) were administered into
hippocampus of male Wistar rats (Rattus norvegicus) before or after pilocarpine to induce SE. Behavioral analysis of seizures was
performed for 90 min during SE. The memory and learning processes were analyzed by the inhibitory avoidance test. After 24 h
of SE, neurodegeneration process, neuronal activity, and SGLT1 expression were evaluated in hippocampal and
extrahippocampal regions. Modulation of hippocampal glucose did not protect memory dysfunction followed by SE. Our results
showed that the administration of glucose after pilocarpine reduced the severity of seizures, as well as the number of limbic
seizures. Similarly, glucose after SE reduced cell death and neuronal activity in hippocampus, subiculum, thalamus, amygdala,
and cortical areas. Finally, glucose infusion elevated the SGLT1 expression in hippocampus. Taken together our data suggest that
possibly the administration of intrahippocampal glucose protects brain in the earlier stage of epileptogenic processes via an
important support of SGLT1.

Keywords Sodium glucose cotransporter - Epileptogenic - Glucose - Hippocampus

Introduction

Status epilepticus (SE) is defined as continuous and self-
sustaining seizures lasting > 30 min, reaching a significant
number of patients [1-4]. Because it is an epileptogenic insult,
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SE is capable of leading to temporal lobe epilepsy (TLE) and
promoting severe damage to the central nervous system
(CNS), such as activation of a recurrent excitatory circuit,
neurodegeneration, aberrant neurogenesis, and mossy fiber
sprouting [5—7]. Despite treatment with AEDs, about 30% of
patients may be refractory to standard drugs, experiencing
frequent and lasting seizures capable of promoting brain dam-
age [8-10].

Putative neuroprotective substances have been increasingly
identified using animal models of seizures. Intrahippocampal
administration of pilocarpine has typically been used to induce
TLE in rodents, mimicking epileptic seizures in humans,
which initiate as focal and then evolve to generalized
[11-13]. After the infusion of H-PILO, the animal behavior
is altered, presenting wet dog shake (WDS), forelimb myoc-
lonus, rearing, and falling [14-16]. As a consequence of
PILO-induced SE, especially after 24 h, selective cell death
occurs in DG hilus, CA3 and CA1 hippocampal subareas, as
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