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RESUMO

FIGUEIREDO, W.S. Estratégias metaloprotedmicas na investigagdo de
biomarcadores de mercario em amostras de tecido muscular de tucunarés. 2015.
97 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade UnB Planaltina, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2015.

A mensuracdo de contaminantes no ambiente ndo traz respostas completas sobre os
reais efeitos adversos que estas substancias podem estar causando aos organismos. A
identificacdo de biomarcadores relacionados ao mapeamento e expressdo de
metaloproteinas associadas a contaminantes poderdo auxiliar na elucidacdo da dinadmica
de varios elementos no ambiente, indicar previamente possiveis riscos de contaminagao
dos recursos ambientais e ser base para elaboracdo de mecanismos de neutralizacdo dos
seus efeitos. Dessa forma, este estudo buscou a identificacdo de possiveis
biomarcadores de exposi¢do ao mercurio em tucunares do rio Negro através de métodos
metaloprotedmicos. Inicialmente, foram determinadas as concentragBes de mercurio
total no tecido muscular de tucunarés capturados em rios e reservatorios hidrelétricos.
As concentracdes apresentaram pouca variacdo independente do local de amostragem e
algumas estavam superiores aos limites maximos definidos na legislacéo brasileira. As
concentragfes aumentaram na sequéncia: reservatério de Cana Brava < reservatorio de
Balbina < rio Madeira < rio Purus < reservatorio de Tucurui < rio Apual < rio Solimdes
< rio Negro. As amostras do rio Negro foram selecionadas para definicdo de um
biomarcador proteico através da eletroforese bidimensional (2D-PAGE). O mercdrio foi
determinado em 15 possiveis proteinas com massa molar abaixo de 20,1 kDa, sendo 2
mais promissoras a biomarcadoras. Além disso, foi extraido da musculatura dos
tucunarés apenas 12,4% do mercurio, sendo que 89% desse mercurio foi aplicado na
técnica 2D-PAGE, resultando em 49,74% de mercUrio nas proteinas. Essa porcentagem
de mercurio nos spots indica que os procedimentos otimizados de preparacdo da
amostra foram eficientes para ser aplicados na 2D-PAGE. Os resultados
metaloprotedmicos desse estudo sdo importantes no subsidio de estudos futuros de

identificacdo e caracterizacdo de biomarcadores de mercurio em peixes.

Descritores: biomarcadores; metaloproteinas; contaminantes; peixes.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, W. S. Strategies metalproteomics in research mercury biomarkers in
tucunares muscle tissue samples. 2015. 97 p. Dissertation (Master) - Faculty UnB

Planaltina, University of Brasilia, Brasilia, 2015.

The measurement of contaminants does not bring complete answers about the real
effects that these substances may be causing the organisms. The identification of
biomarkers related to mapping and metalloproteins expression associated with
contaminants may help to elucidate the dynamics of various elements in the
environment indicates previously possible contamination risks of environmental
resources and be a basis for development of neutralizing mechanisms of its effects.
Thus, this study sought to identify possible mercury exposure biomarkers in tucunares
the Negro river through metalproteomics methods. Initially, were determined the total
mercury concentrations in muscle tissue of tucunares caught in rivers and hydroelectric
reservoirs. They were in a little independent variation of the sampling site and some
were above the maximum limits set by Brazilian law. The concentrations increased
following: Cana Brava reservoir < Balbina reservoir < Madeira river < Purus river <
Tucurui reservoir < Apuau river < Solimdes river < Negro river. Samples of the Negro
river were selected for definition of a protein biomarker by two-dimensional
electrophoresis (2D-PAGE). Mercury was determined in 15 possible protein with
molecular weight of 20.1 kDa below, 2 the most promising biomarkers. Moreover, it
was extracted from the muscle of tucunarés only 12.4% of mercury, with 89% of
mercury was applied to the 2D-PAGE technique, and 49.74% of mercury in proteins.
This percentage of mercury in spots indicates that the sample preparation procedures
were optimized for efficient be applied to 2D-PAGE. The metalproteomics results of
this study are important in the allowance for futures studies of identification and

characterization of mercury biomarkers in fish.

Descriptors: biomarkers; metalloproteins; contaminants; fish.



RESUMEN

FIGUEIREDO, W. S. Estrategias de investigacion metaloprotedmicas biomarcadores de
mercurio en muestras de tejido muscular tucunarés. 2015. 97 p. Tesis (Maestria) -

Escuela UnB Planaltina, Universidad de Brasilia, Brasilia, 2015.

La medicion de los contaminantes no trae respuestas completas sobre los efectos reales
que estas sustancias pueden estar causando los organismos. La identificacion de
biomarcadores relacionados con la cartografia y metalloproteins expresion asociada a
contaminantes puede ayudar a dilucidar la dindmica de los diversos elementos en el
ambiente indica anteriormente posibles riesgos de contaminacion de los recursos
ambientales y ser una base para el desarrollo de mecanismos de neutralizacion de sus
efectos. Por lo tanto, este estudio trata de identificar posibles biomarcadores de
exposicion a mercurio en tucunarés el Rio Negro a través metaloprotedmicos métodos.
Inicialmente, se determind las concentraciones de mercurio total en el tejido muscular
de tucunarés capturados en los rios y embalses hidroeléctricos. Estaban en una pequefia
variacion independiente del sitio de muestreo y algunos estaban por encima de los
limites maximos establecidos por la legislacion brasilefia. Las concentraciones
aumentaron siguiente: Cana Brava embalses < Balbina embalses < rio Madeira < rio
Purus < Tucurui embalses < rio Apuau < rio Solimdes < rio Negro. Las muestras del rio
Negro fueron seleccionados para la definicion de un biomarcador de proteinas mediante
electroforesis bidimensional (2D-PAGE). Mercurio se determino en 15 posible proteina
con peso molecular de 20,1 kDa abajo, 2 los biomarcadores mas prometedores. Por otra
parte, se extrajo desde el musculo de tucunarés sélo 12,4% de mercurio, con 89% de
mercurio se aplico a la técnica 2D-PAGE, y 49,74% de mercurio en proteinas. Este
porcentaje de mercurio en puntos indica que los procedimientos de preparacion de
muestras se optimizaron para una eficiente aplicarse a 2D-PAGE. Los
metaloprotedmicos resultados de este estudio son importantes en la provision para
futuros estudios de identificacion y caracterizacion de biomarcadores de mercurio en el

pescado.

Palabras clave: biomarcadores; metalloproteins; contaminantes; los peces.
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1. INTRODUCAO

O mercurio ¢ um elemento ubiquo, de comportamento acumulativo e
potencialmente tdxico quando ingerido em grandes concentra¢fes, podendo causar
danos permanentes ou levar ao 6bito (BORRELL et al., 2014). Por essa razdo, tem
despertado nos ultimos anos o interesse em estudar seu ciclo e avaliar os riscos deste
elemento aos ecossistemas (MALM, 1998).

Atualmente, as atividades humanas emitem cerca de 2.000 toneladas métricas ao
ano de mercurio (KRABBENHOFT & SUNDERLAND, 2013). Entretanto, o maior
aporte de mercurio no ambiente é proveniente de fontes naturais (ROULET et al., 1998,
1999; FADINI & JARDIM, 2001). O mercurio disponibilizado em sua forma organica,
seja de origem natural ou antropogénica (garimpos, reservatorios artificiais,
desmatamento, entre outros), estd comprometendo os recursos haliéuticos, os quais
constituem uma das principais fontes de proteina animal para as comunidades que
vivem ao longo dos rios e reservatorios brasileiros e que geram mais de 200.000
empregos diretos (BARTHEM & FABRE, 2004; PASSOS et al., 2003; ROULET et al.,
1998, 1999). Diversos estudos apontam significativas concentracbes de mercurio em
peixes (BASTOS, 2004; BASTOS et al., 2006; BARBOSA et al., 2003; CASTILHOS
& BIDONE, 2000; KASPER et al., 2012; MALM et al., 1995a; URYU et al., 2001).

Considerando os potenciais efeitos toxicos do mercario em ecossistemas
aquaticos e, consequentemente, na saude do ser humano, ha uma crescente preocupacao
com a bioquimica dos processos envolvidos na sua acumulacdo (BARGHIGIANI et al.,
1989). A metalébmica apresenta-se como uma proposta inovadora para 0
desenvolvimento de biomarcadores da toxidade do mercdrio associados as
metaloproteinas, contribuindo na elucidacdo dos aspectos fisioldgicos e funcionais
responsaveis pelo transporte de mercdrio na biota (NEVES et al., 2012).

Dessa forma, este estudo objetiva a determinacdo das concentracGes de mercurio
total em tecido muscular de tucunarés (Cichla sp.) oriundos de alguns rios amazénicos e
reservatorios de usinas hidrelétricas. Alem da identificacdo de possiveis biomarcadores

de exposicdo ao mercurio em tucunarés naturais do rio Negro.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 BACIA AMAZONICA

A bacia amazbnica foi formada a partir da Era CenozoOica e possui
aproximadamente 2.10° km® O relevo é predominantemente plano, a maior parte do
territério tem altitude inferior a 200 metros. O clima, em geral, € quente, com
temperatura média anual de 26,6 °C. Embora as massas de ar sejam secas, € uma regiao
muito umida devido a alta taxa de evapotranspiracdo. A umidade relativa média é de
76% no periodo de estiagem e de 87% no periodo chuvoso (BARTHEM & FABRE,
2004).

Os niveis dos rios da Amazo6nia apresentam um ciclo unimodal anual, com um
periodo de dguas baixas e outro de aguas altas, o qual ocorre de outubro a abril e pode
ter o nivel da agua elevado de 8 a 15 m (DOREA, 2003). Devido a essa regularidade a
vegetacdo € adaptada, sendo composta por gramineas e vegetacdes de pequeno porte em
areas mais baixas e por vegetacdo arbdrea em areas mais altas. As areas alagadas
formam ambientes hipoxémicos ou anodxicos e com pH baixo, devido & intensa
decomposicdo da matéria organica que consome o oxigénio dissolvido na agua e libera
0 gas sulfidrico. Estas condic¢des limnoldgicas podem aumentar a metilagdo do mercdrio
na agua, e consequentemente a contaminacdo dos peixes (BARTHEM & FABRE,
2004).

A erosdo dos vales das Cordilheiras dos Andes provocada pelas chuvas que
chegam a 8.000 mm/ano é a principal responsavel pelo carreamento de nutrientes e
sedimentos para os ecossistemas aquaticos brasileiros (BARTHEM & FABRE, 2004).

Alguns mananciais da bacia amazénica possuem aguas mais acidas (pH préximo
a 4), com uma coloragdo escura devido, sobretudo, a quantidade de substancias humicas
dissolvidas e acidos organicos, provenientes da decomposicao da rica camada vegetal
denominada "liteira". Outros rios e lagos sao classificados como aguas brancas, devido
ao conteudo de sedimentos, sendo seu pH préoximo a 7 (SANTOS et al., 2005; DA
SILVA et al., 2006). Ja as aguas claras séo originarias da Amazonia Central, onde o
relevo é mais regular, e por isso hd uma menor taxa de erosdo. Sdo aguas limpidas, com
pH variado entre 4,5 e 7,0 e apresentam caracteristicas quimicas de transigdo entre as
aguas pretas e brancas. O encontro dessas distintas classes de rios confere a bacia

amazonica caracteristicas fisico-quimicas bem peculiares, destacando-se quanto as
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concentragfes de elementos traco, como o manganés e o mercario (BARBOSA et al.,
2003; QUEIROZ et al., 2009).

A classificacdo dos rios amazodnicos em aguas brancas, pretas e claras foi
proposta hd mais de 20 anos por Harold Sioli, e posteriormente foi validada com
estudos limnoldgicos realizados por Junk (1983), Ayres (1995) e Fabré et al. (2000).

Quanto as comunidades que habitam a bacia amaz6nica sdo em grande parte
constituidas por pequenos produtores rurais e ribeirinhos, sendo suas atividades de
subsisténcia baseadas no extrativismo vegetal, na pecuaria e na pesca. Contudo, hd uma
crescente migracao para os centros urbanos devido, sobretudo, a ocupagdo do solo pela
pecuaria extensiva e construcdo de grandes empreendimentos hidrelétricos (QUEIROZ
et al., 2012). Além disso, essas duas atividades também contribuem com o aporte do
mercurio no ambiente (KEHRIG et al., 2009).

2.2 MERCURIO

O mercurio é um metal liquido encontrado no ambiente associado a outros
elementos como o enxofre. Essa ligacdo forma o minério cinabre (HgS), o qual
apresenta uma coloracdo vermelha ou preta, sendo as maiores reservas na Espanha e na
Itdlia (MICARONI et al., 2000).

Além disso, o mercirio metalico (Hg® possui a propriedade de formar
amalgama, tornando possivel a extracdo do ouro disperso nos solos e sedimentos. Apos
a queima do amalgama, o mercurio é lancado no ambiente em forma de vapor e, quando
ha perdas no manuseio, também na forma liquida (BASTOS et al., 2004; BOISCHIO &
BARBOSA, 1993).

Registros mostram que a exploracdo do mercdrio na Espanha ocorreu ha dois
mil anos e na China o uso do cinabre como pigmento ocorreu ha trés mil anos
(MICARONI et al., 2000). O uso de mercurio na industria de mineracdo para
amalgamar metais preciosos também é remoto, desde 2700 a.C. as civilizagGes fenicia e
punica ja comercializavam mercurio proveniente de minas de Almadén, na Espanha. O
romano Caio Plinio Segundo, em sua obra Histéria Natural, descreveu a técnica de
mineracdo de ouro e prata com um processo de fusdo. No entanto, essa tecnologia
somente foi usada na pratica pelos romanos por volta de 50 d.C. e é semelhante aos
procedimentos utilizados atualmente na Asia, Africa e em varios paises da América do
Sul (LACERDA, 1997).
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Estima-se que, mundialmente entre os anos 1550 e 1800, as emissdes
antropogénicas de mercurio para o ambiente foram de 200.000 toneladas, somente o
Brasil teria liberado, nesse mesmo periodo, cerca de 400 toneladas, sendo sua maioria
proveniente de garimpos ilegais (LACERDA, 1997; MALM, 1998). Durante a corrida
do ouro, estima-se que no Brasil havia 1,6 milhGes pessoas trabalhando com garimpo
(MALM, 1998).

Entretanto, a fonte desse mercario encontrado em solos amazobnicos é
questionavel. Roulet et al. (1998, 1999) sugeriram que a maior contribui¢do do aporte
do mercurio € de origem natural. Posteriormente, Fadini & Jardim (2001), fizeram uma
investigagdo quantitativa de merclrio em agua, atmosfera e solos numa regido onde
pouca atividade garimpeira foi documentada e concluiram que ha grande possibilidade
de existir uma reserva natural desse elemento em solos amazonicos que justifiquem as
altas concentra¢des encontradas nos compartimentos abiéticos e bidticos massivamente
estudados.

O mercurio, quando encontrado em grandes concentracdes, é extremamente
toxico para 0s seres vivos e € potencialmente poluidor para os ecossistemas. Um dos
maiores desastres ambientais que expds risco eminente ao ambiente ocorreu em 1953 na
Baia de Minamata, sudoeste do Japdo (MICARONI et al., 2000). De acordo com Honda
et al. (2006) e Griesbauer (2007), uma companhia local de producdo de petréleo e
plasticos, que utilizava mercurio como catalizador na producdo de acetaldeido,
depositou na Baia de Minamata 27 toneladas de metilmercdrio ao longo de 37 anos.
Foram contabilizadas mais de 900 mortes e cerca de 3.000 pessoas foram
diagnosticadas com sintomas da contaminacdo por metilmercdrio, a denominada
“Doenca de Minamata”.

No Iraque, entre 1972 e 1973, em uma cultura de trigo, o metilmercuario
contaminou cerca de 6.000 pessoas, destas, 400 vieram a 6bito e o restante desenvolveu
sintomas caracteristicos da “Doeng¢a de Minamata” (HONDA et al., 2006).

Além da “Doenca de Minamata”, outra terminologia é usada para os sintomas de
exposicao ao mercurio, a denominada “Sindrome do Chapeleiro Maluco”. Na Inglaterra,
em meados do século XIX, os chapéus eram produzidos com vapor de mercurio
metalico a fim de atender aos requisitos de elegancia. Com anos de exposi¢do, 0s
chapeleiros desenvolviam uma forma clinica de hidrargirismo, caracteristico por graves
problemas de coordenacdo motora (VROOM & GREER, 1972).
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2.3 FONTES DE MERCURIO

O mercurio pode ser encontrado nos varios compartimentos ambientais (ar,
4gua, sedimento, solo e biota) na forma inorganica como Hg elementar (HgP), fon
mercuroso (Hg,?") e fon mercrico (Hg?"); e na forma organica como fon merctrico, o
qual se associa com ligantes organicos naturais ou covalentemente a um radical
organico, formando o metilmercirio (CHsHg") e o dimetilmercirio ((CH3),Hg)
(HONDA et al., 2006; MICARONI et al., 2000).

Na atmosfera, 0 Hg® sofre processos oxidativos e é transformado para a forma
divalente (Hg*"), este pode ser encontrado como os compostos HgCl, e Hg (OH),,
usualmente conhecidos como mercurio gasoso reativo. Essas duas formas de mercario
depositam-se nos varios compartimentos ambientais através das precipitacdes. Uma vez
depositado nos rios, uma porcao é complexada enzimaticamente por microorganismos a
radicais metilicos, convertendo-se em metilmercdrio, o qual posteriormente acumula
nos organismos aquaticos. A outra porcdo é reemitida para a atmosfera quando é
convertida para sua forma inicial (Hg®) por meio de oxirreducdo e reacdes biolégicas,
conforme ilustrado na Figura 1 (DA SILVA et al.,, 2006; GRIESBAUER, 2007;
KRABBENHOFT & SUNDERLAND, 2013; PADOVANI et al., 1995).

Figura 1 — Ciclo biogeoquimico do mercario.
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O ciclo global do mercurio também ¢ afetado pelo clima. Elevadas temperaturas
influenciam a oxidacdo do mercurio na atmosfera e 0 aumento da intensidade e
incidéncia de precipitacdes que podem conduzir a um aumento acentuado de mercurio
nos sistemas aquéticos e terrestres, por meio de deposicao direta, escoamento e erosdo
(Figura 1) (KRABBENHOFT & SUNDERLAND, 2013).

A principal fonte natural de merclrio é 0 manto e a crosta da Terra, onde o
mercurio é liberado para a atmosfera por meio de vulcdes, falhas e outros processos de
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desgaseificacdo do interior do planeta (Figura 1). Além disso, boa parte do mercurio é
proveniente de fontes secundérias difusas em oceanos e continentes (minas). Cerca de
95% do mercurio encontra-se depositado em solos, apenas 3% nas dguas oceanicas e
mananciais, e 2% na atmosfera (BORRELL et al., 2014; MICARONI et al., 2000;
ROULET et al., 1998). Os solos amazonicos sdo anualmente inundados, o que favorece
a disponibilidade de mercurio para o ecossistema aquatico (BASTOS et. al.,2007).

A liberacdo e metilacdo potencial do mercdrio nos ecossistemas também estédo
associadas as atividades humanas complexas, especialmente em producéo de vacinas,
cloro-soda, acetaldeido, polpa de papel, tintas, lampadas de vapor de mercurio, baterias,
mineracdo de ouro, solos desmatados, aplicacdo de agrotoxicos na agricultura e
silvicultura e queima de biomassa e combustiveis fosseis, conforme apresentado na
Figura 1 (GROTTO et al., 2010; LACERDA, 1995, 1997; MICARONI et al., 2000;
ROULET et al., 1998; SOUZA et al., 2000).

E importante destacar que a construcdo de grandes empreendimentos
hidrelétricos € um dos vaérios fatores que influenciam a dindmica hidrobiogeoquimica
natural do mercirio no ambiente, visto que, a construcdo de reservatorios artificiais
formam microambientes Iénticos que podem maximizar o processo de organificacdo do
mercurio e solubilizar outras substancias toxicas (AMORIM et al., 2000; ROULET et
al., 1998).

Além dos reservatorios artificiais, numerosos estudos na regido amazonica,
relatam os impactos do uso do mercdrio em garimpos de ouro (MALM et al., 1995b,
1997). Contudo, a maioria ndo analisa a influéncia do clima, as caracteristicas
pedoldgicas, atual dinamica biogeoguimica e idade da cobertura dos solos (ROULET et
al., 1998).

Roulet et al. (1998, 1999) afirmam que mais de 97% do mercurio acumulado na
superficie dos solos amazénicos é de origem natural. O desmatamento resultante da
colonizacdo intensiva e praticas agricolas resultam em erosdo de solos e lixiviacdo desse
mercurio natural ndo somente superficialmente, mas em profundidade até 80 cm.

A acumulacdo do mercurio estd associada ao hiumus no horizonte organico dos
solos, pois ha forte afinidade com a matéria organica, argilas e oxidos de aluminio,
silicio, ferro e manganés. Os niveis de oxi-hidroxido (Fe e Al) possivelmente controlam
as concentragdes de mercurio ao longo dos perfis de profundidade do solo e entre
diferentes tipos de solos (ROULET et al., 1998).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969798002654#BIB57
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969798002654#BIB58
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969798002654#BIB58
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A concentracdo de metilmercurio nos compartimentos ambientais abidticos e
influenciada por diversos fatores como presenga de matéria organica, niveis de pH,
potencial reducdo-oxidacdo, quantidade de oxigénio, atividades microbioldgicas, entre
outros (MALM, 1998).

Além das bactérias, outros organismos contribuem para a producdo de
metilmercdrio no solo. Um estudo recente de Rodriguez Alvarez e colaboradores
(2014), proximo a uma area de mineracao rica em mercurio localizada em Almadén —
Espanha, sugere que o metilmercudrio é facilmente bioacumulado por minhocas e que

estes organismos também podem contribuir para a producdo dessa forma de mercdrio.

2.4 TOXICIDADE DO MERCURIO

O homem é constituido por 61% de hidrogénio, 25% de oxigénio, 10% de
carbono, 2% de nitrogénio e outros 2% estédo divididos entre minerais e oligoelementos
importantes para o perfeito funcionamento das fungdes bioldgicas. O cobre, por
exemplo, participa da sintese da hemoglobina, em fung¢bes neuro-cerebrais,
queratinizacdo e pigmentacdo da pele e do cabelo; o cromo é importante para o
metabolismo dos acucares; o selénio € anti-oxidante importante para o bom
funcionamento das fungdes nervosas e musculares; e o zinco protege o figado contra
danos quimicos, regula o crescimento e é importante para o sistema imunolégico.
Entretanto, mesmos os elementos essenciais, se ingeridos em excesso ou quando se
associam a outros elementos, podem causar efeitos deletérios ao homem (CORTECCI,
2003; LEMIRE et al., 2011; STEIGER, 1998).

Além disso, a interacdo do homem com o ambiente faz com que xenobidticos
também estejam presentes em seu organismo. A OMS (1998) classifica alguns metais
como potencialmente toxicos se ingeridos em grandes concentragdes ou por longos
periodos, dentre eles, 0 chumbo pode causar problemas irreversiveis ao cérebro, anemia,
tumores renais, retardamento do crescimento, hiperatividade e problemas reprodutivos;
0 cadmio é potencialmente perigoso por causar a calcificacdo nos rins, deformacédo
Ossea, disfuncdo renal, cancer e doencas cardiovasculares; e 0 mercdrio, que em sua
forma organica possui afinidade com os tidis proteicos presentes no cérebro e por essa
razdo € extremamente nocivo ao sistema nervoso central (DIETZ et al., 2013;
GRIESBAUER, 2007; HONDA et al., 2006; ROULET et al., 1998; TAYLOR et al.,
2014).
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Dentre os principais efeitos do mercdrio & salde humana, tem-se falta de
coordenacdo nos movimentos, vertigem, formigamento ou dorméncia nas extremidades,
dores na cabeca, cdibras, fraqueza, depressdo, alteracGes sensoriais, disturbios visuais e
auditivos, dificuldade na articulacdo das palavras, tosse, inflamacGes gastrointestinais,
quedas de cabelo, nauseas, vomitos, dificuldade respiratéria, aumento dos riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e, em casos agudos, pode levar ao coma e
ao Obito (BASTOS & LACERDA, 2004; BOISCHIO & BARBOSA, 1993; DIETZ et
al., 2013; JACOB-FERREIRA et al., 2011; MICARONI et al., 2000).

De acordo com Boischio & Barbosa (1993) e Correa et al. (2014) o mercurio
organico penetra com grande facilidade na placenta, podendo causar ao feto:
microcefalia, deficiéncias visuais, auditivas, motoras e mentais. Esses quadros clinicos
podem ocorrer mesmo sob pequenas concentracfes de mercurio, devido a fragilidade
dos seus organismos. Outra forma de exposicdo a esse metal em mamiferos é através do
aleitamento materno. O leite apesar de ser fonte de proteinas e minerais, é também uma
via de excrecao de diversas substancias, inclusive metais pesados (VIEIRA et al., 2013).

O metilmercurio é a forma mercurial que pode sofrer bioacumulacdo e causar
diversos maleficios. Quando ingerido, € absorvido no trato digestivo, onde forma um
complexo com o aminoacido cisteina, o qual facilita a entrada nas células de todo o
organismo (BORRELL et al., 2014).

Em contraposto, o mercurio metalico, quando inalado por humanos, mais de
85% ¢é rapidamente absorvido pelos pulmdes, ha migracdo para corrente sanguinea, a
maior parte é oxidada e acumula nos rins ate, finalmente, os ions metalicos serem
excretados através da urina sem causar efeitos adversos consideraveis (MALM, 1998).
Uma pequena porcdo pode sofrer organificacdo no organismo e causar algum efeito
adverso. De acordo com Honda et al. (2006), apenas concentracdes muito altas de vapor
de mercurio podem causar danos a saude como problemas respiratorios, renais e
motores.

O mercurio é naturalmente eliminado do organismo humano ao longo do tempo,
sendo a excre¢do das formas inorganicas através da urina e das unhas e, as espécies
organicas por meio do cabelo. Bactérias presentes no intestino de humanos podem
desmetilar o metilmercurio, resultando em mercurio inorgéanico e carbono, 0s quais sdo
posteriormente eliminados pelas fezes (GRIESBAUER, 2007).
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Alguns estudos registaram efeitos do mercdrio inorganico sobre o processo
reprodutivo de peixes, mas ainda ha pouco conhecimento acerca do risco toxicoldgico
desse elemento sobre a morfologia da biota aquatica (RIBEIRO et al., 2008).

E importante ressaltar que alguns mecanismos de protecdo toxicoldgica podem
ocorrer, em diversos animais, quando h& associacdo entre mercurio e proteinas
complexas, como as metalotioneinas. Essas proteinas podem ficar retidas em células
gastrintestinais, hepéticas e renais, sem causar danos nocivos a saude (BOISCHIO &
BARBOSA, 1993).

Existe um mecanismo, o qual ocorre no figado de diversos organismos que,
eventualmente transforma o mercurio organico em formas inorganicas menos toxicas,
tais como seleneto de mercurio — HgSe (BORRELL et al., 2014; DIETZ et al., 2013;
RUELAS-INZUNZA et al., 2013).

Lemire et al. (2011) sugerem o consumo do selénio, oriundo da castanha do
Para, frango, carne de caca, peixe e ovos, para neutralizar a agdo do chumbo e do
mercurio. Correa et al. (2014) afirmam que além do selénio tornar o mercirio menos
reativo, ele tem efeito significativo na dispersdo do mercurio em 6rgéos e influencia em
sua excrecao.

Entretanto, o selénio em grandes concentra¢fes pode causar sérios disturbios,
pois ndo complexa todas as espécies de mercurio e ndo neutraliza todos os seus efeitos
(GANTHER & SUNDE, 2007). Essa relacdo entre elementos € muito mais complexa do
que uma ligagdo molecular direta (PASSOS et al., 2003).

2.5 MERCURIO NA ICTIOFAUNA

A transformacdo das espécies inorganicas de mercurio para a forma organica
CHsHg" ocorre na coluna de agua, no sedimento e posteriormente sio bioacumuladas
por organismos aquaticos (MICARONI et al., 2000). Os primeiros elos da cadeia
alimentar aquatica a absorverem mercurio do sedimento sao alguns peixes detritivoros e
os fitoplanctons, em seguida esses ultimos organismos sdo consumidos pelos
zooplanctons, os quais sdo alimentos para diversas espécies de organismos aquaticos,
sobretudo, os peixes. A partir dai, animais dos mais diversos géneros (aves, répteis e
mamiferos) participam da cadeia e, consequentemente, da dispersdo do metilmercdrio
na biota. Todo esse complexo processo € denominado biomagnificagdo (Figura 2)
(LAMA et al., 2011; GRIESBAUER, 2007). De acordo com Lacerda e Malm (2008), o
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mercudrio é o Unico metal capaz de sofrer biomagnificacdo em quase todas as cadeias

alimentares.

Figura 2 — Modelo de biomagnificacdo do mercurio.

Biomagnificagao do
metilmercurio no
ecossistema

Fonte — Griesbauer (2007)_adaptado.

A ingestdo de peixes constitui-se na principal via de exposi¢cdo ambiental dos
seres humanos e outros animais ao mercurio, sendo as espécies de peixes com habitos
alimentares carnivoros e piscivoros as que possuem as maiores concentraces de
mercUrio quando comparados aos outros niveis troficos (BORRELL et al., 2014;
GROTTO et al., 2010; MALM, 1998; PASSOS et al., 2003; FURNAS, 2005; ROULET
etal., 1998, 1999).

E importante ressaltar que os organismos aquaticos sdo capazes de concentrar
elementos traco com valores muito superiores aos observadas no ambiente (ROCHA,
1985). Dessa forma, o risco de contaminacdo das populagdes tradicionais dependentes
do pescado ¢ substancialmente elevado.

Além disso, inUmeras varidveis interferem na exposicdo das populagdes
humanas ao mercurio, as quais podem estar relacionadas tanto ao comportamento do
mercurio no ambiente, quanto ao consumo do pescado (locais de captura, espécies
consumidas e sazonalidade) (BOISCHIO & BARBOSA, 1993).

A absor¢do e biomagnificacdo do mercurio nos peixes estdo associadas a
fisiologia de cada organismo e a forma quimica do mercurio. Os peixes ao longo de sua
evolugéo obtiveram a capacidade de organificar o mercurio inorganico, o qual é toxico a
esses animais. Dessa forma, a maior fragcdo do mercdrio total (mais de 90%) contido no

tecido muscular de peixes esta na forma de metilmercuirio, seu transporte até o tecido
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ocorre mediante a associacdo com o aminoacido cisteina (DIETZ et al., 2013; HONDA
et al., 2006; IKINGURA & AKAGI, 2003; PASSOS et al., 2007).

Ja as formas inorganicas do mercurio possuem meia-vida biolégica muito baixa
(cerca de 10%) e sdo pouco absorvidas pelo trato digestivo dos peixes, ndo sendo dessa
forma, bioacumuladas. A Figura 3 ilustra bem o comportamento do mercdrio organico
e inorganico em peixes do reservatorio de Lages, construido entre 1905 e 1908, no
estado do Rio de Janeiro. O mercurio inorganico presente em sedimentos e materiais
particulados em suspensdao € incorporado pelos peixes detritivoros e alguns
planctivoros, mas ndo sofre a bioacumulagdo como ocorre com o metilmercdrio

absorvido pelos peixes carnivoros, piscivoros e onivoros (LACERDA & MALM, 2008).
Figura 3 — Comportamento do mercurio inorganico e organico em peixes capturados no
reservatério de Lages.
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Fonte: LACERDA & MALM, 2008.

No Brasil a Resolu¢cdo RDC n° 42, de 29 de agosto de 2013, dispde sobre os
limites maximos de contaminantes inorganicos em alimentos. O regulamento preconiza
para o elemento mercdrio em peixes ndo predadores a concentragdo méxima de 0,5

mg/kg e em peixes predadores de 1,0 mg/kg, para consumo humano.
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Um levantamento das concentragdes de mercurio total em amostras de tecido

muscular de peixes oriundos de bacias hidrograficas e de reservatorios artificiais esta

sintetizado na Tabela 1.

Tabela 1 — Intervalos de concentragcdes de mercurio total em amostras de musculos de peixes
predadores e ndo predadores oriundos de bacias hidrograficas e reservatorios artificiais, de
acordo com a literatura.

) Habito NUmero Intervalo de Autor(es)/
Origem Area de estudo - de concentracdes de
alimentar Ano
amostras HgT (mg/kg)
Predadores 3 0,5-2,24 Martinelli et
N4o predadores 4 0,04—1,01 al. (1988)
i i Predadores 569
Rio Madeira, —__ 0,34-0,36  Bastos (2004)
Ronddnia, Brasil  Nzo predadores 224
Predadores 888 0,002 — 4,75 Bastos et al.
N4o predadores 233 0,001 - 0,90 (2006)
Rio Madeira, Predadores 73 0,32 2,89 Malm et al.
Rondonia, Brasil  N3o predadores 52 0,02-05 (1995a)
Rio Negro, Trairas 45 0,055 - 1,008 Belger &
Amazonas, Brasil T : 49 0.031 — 1.469 Forsberg
, ucunares ol -1, (2006)
Piscivoros 560 0,015 - 5,437
Ambientes Rio Negro, Onivoros 172 0,005-0,778  Barhosa et al.
naturais Amazonas, Brasil  Detritivoros 59 0,16 — 0,450 (2003)
Herbivoros 63 0,002 - 0,186
Malm et al.
Rio Tapajos, Paré, Predadores 65 0,04 - 3,77 (19952)
Brasil Uryu et al.
Predadores 353 1,00 -2,00 (2001)
Rios Acre e Purus, Silva et al.
Acre, Brasil Predadores 673 0,07 — 13,00 (2000)
Lago Orbetello, Predadores 27 0,35-1,58 Miniero et al.
Italia N3o predadores 27 0,28 — 2,54 (2013)
Golfo Pérsico, Predadores e ndo Raissy et
Médio Oriente predadores 80 0,05-0,40 al.(2014)
Clupeonella
x cultriventris - Vahabzadeh
Mashhad, Ird Céspia 8 0,55-1,53 etal. (2013)
(Predador)
Séo Samuel, rio Silva et al
- Jamari, Rondbnia, Predadores 27 0,07-1,10 '
Reservatorios Brasi (2012)
e rasil
artificiais Balbi _
albina, rio « .
Uatuma, Predadores e ndo 43 0,02 - 1.10 Kehrig et al.
. predadores (1998)
Amazonas, Brasil
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Tabela 1 — Intervalos de concentragdes de mercurio total em amostras de masculos de peixes
predadores e ndo predadores oriundos de bacias hidrograficas e reservatorios artificiais, de
acordo com a literatura_continuacao.

) Habito NUmero Intervalo de Autor(es)/
Origem Area de estudo - de concentracdes de
alimentar Ano
amostras HgT (mg/kg)
Cichla spp. -
. . Tucunaré 17 0,07-0,72
Balblna,~r|o (Predador)
Uatumg,
Amazonas, Brasil Geophagus
surinamensis - 11 0,04 -0,10 ]
Acaré (Onivoro) Kehrig et
- al.(2009)
Cichla spp. -
o Tucunaré 78 0,10-3,35
Tucu_rm, rio ] (Predador)
Tocantins, Para,
Brasil Geophagus
surinamensis - 119 0,01-0,17
Reservatorios Acara (Onivoro)
artificiais Manso, rio
! Predadores e ndo Tuomola et
(';/rl 32553’ g/: ?sci)l predadores 19 0,07-1,99 al. (2008)
Predadores 11 0,04 -0,14
Mrtera, rio Great
Ruaha, Tanzania
x Ikingura &
Né&o predadores 6 0,006 — 0,06 :
P Akagi (2003)
Kidatu, rio Great Predadores 7 0,02-0,12
Ruaha, Tanzénia
Nao predadores 8 0,007 - 0,05

HgT — mercdrio total.

As concentracdes de mercurio total na maioria dos estudos, sejam em ambientes
naturais ou reservatdrios artificias, estdo acima dos limites preconizados na legislacgao.
A maioria das pesquisas foi realizada na regido norte do Brasil, onde o solo é rico em
mercurio natural e onde o uso desse elemento para extracdo do ouro € intenso
(BASTOS et al., 2004; BELGER & FORSBERG, 2006; LACERDA, 1995;
MICARONI et al., 2000).

Em todos os trabalhos apresentados na Tabela 1, é possivel observar que 0s
peixes predadores acumularam mais mercurio quando comparados aos peixes nao
predadores, evidenciando a ocorréncia do processo de biomagnificagéo.

Além disso, em reservatérios artificiais a concentracdo de mercurio, apesar de

ser menor quando comparado aos ambientes naturais, ainda estd em niveis preocupantes
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(Tabela 1). E importante ressaltar que é comum ocorrer aumentos acentuados de
mercUrio em reservatorios recém-alagados, diminuindo o processo de metilagdo
gradualmente ao longo do tempo (CANAVAN et al., 2000; PORVARI, 1995).

2.6 TUCUNARES

Os peixes sdo os vertebrados mais numerosos e antigos do mundo. S&o
conhecidas mais de 20.000 espécies em regides tropicais. Na regido amazonica a
diversidade de peixes é grande e ainda incerta, sendo comum a descricdo de novas
espécies. Segundo Anjos et al. (2008), sdo aproximadamente 2.400 espécies registradas
e hd um endemismo exacerbado nas cabeceiras dos rios. Considerando essa grande
biodiversidade, pode-se inferir que a pesca comercial explore atualmente entre 2 e 10%
de todas as espécies presentes (BARTHEM & FABRE, 2004).

Segundo Barthem & Fabré (2004) existem trés grupos de espécies de peixes com
comportamentos distintos, os ndo migradores ou sedentérios que estdo relacionados aos
sistemas lacustres; os migradores que utilizam tanto os ambientes lacustres como 0s
fluviais; e os grandes migradores que vivem nas calhas dos rios.

Os tucunarés possuem uma rota de migracdo pequena, 0 que os classificam
como bons indicadores das caracteristicas do ambiente. S0 peixes bem adaptados a
ambientes Iénticos com temperatura na faixa de 24 a 29 °C e pH ligeiramente &cido,
dessa forma, sdo frequentemente encontrados em igarapes, represas, acudes e barragens
(CASTILHOS et al., 2001).

Este peixe também possui grande capacidade de integrar grandes concentragdes
de mercurio ao longo do tempo em fungdo do seu tamanho relativamente grande e por
ser um predador localizado no topo da cadeia tréfica aquatica. Além disso, possuem
atratividade para pesca esportiva e carne de boa qualidade para consumo. Assim, 0s
tucunarés sdo um dos indicadores mais sensiveis da bioacumulacdo do mercario em
comunidades residentes, sobretudo na regido amazobnica (BASTOS et al., 2007;
BASTOS et al.,, 2006; BELGER & FORSBERG, 2006; BOISCHIO et al., 2000;
DOREA & BARBOSA, 2007; KEHRIG et al., 2008).

Segundo Kullander & Ferreira (2006) os tucunarés pertencem ao género Cichla
e, em geral, sdo caracterizados por possuirem trés linhas escuras na lateral e um ocelo
redondo no pedunculo caudal, algumas subespécies possuem uma mancha no opérculo e
manchas pontilhadas por todo o corpo. Outra caracteristica interessante é uma saliéncia

occipital, mais conhecida como gibosidade, a qual ¢ formada pelo acimulo de tecido
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adiposo e é necessaria para o0 processo de maturacdo ovocitaria, periodo da desova e
cuidados com a prole, época em que os adultos se alimentam com pouca frequéncia,

conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Principais estruturas que caracterizam o tucunaré.
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Fonte: Pescaria esportiva, 2010.

Os tucunarés praticam involuntariamente o canibalismo quando ndo conseguem
identificar as presas como seus semelhantes, na maioria das vezes sao filhotes sem o
ocelo formado (KULLANDER & FERREIRA, 2006).

A maturacdo dos tucunarés para ambos os sexos ocorre com 20 a 35 cm de
comprimento ou com 1 ou 2 anos de idade (KEHRIG et al., 2008)

Na bacia do rio Madeira as subespécies de tucunarés comumente encontradas
sdo Cichla monoculus, Cichla ocellaris e Cichla temensis (BASTOS et al., 2006;
BOISCHIO et al., 2000).

Willis et al. (2007) investigaram os fatores que influenciam a diversificagdo de
espécies de peixes neotropicais. Foram examinadas as relacdes filogenéticas entre as
subespécies de tucunarés predominantes em mananciais do norte da América do Sul,
mais especificadamente na Amazonia Brasileira. As subespécies mais comuns de
Tucunarés foram mapeadas, dentre elas o Cichla monoculus, Cichla ocellaris, Cichla
temensis, Cichla orinocensis, Cichla intermedia e algumas subespécies nao
identificadas Cichla sp. “Amazonas”, “Xingu” e “Madeira”. Nos rios Madeira e Negro
as subespécies encontradas foram o Cichla monoculus e Cichla temensis, além do
Cichla orinocensis que foi mapeado apenas no rio Negro.

Carvalho et al. (2009) identificaram a origem genética das popula¢des invasoras
de algumas subespécies de tucunarés, dentre elas o Cichla monoculus, encontrado nos

rios Madeira e Negro e o Cichla temensis também coletado no rio Negro.
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A subespécie Cichla kelberi, foi recentemente descoberta e € encontrada com
mais frequéncia na bacia do rio Tocantins (KULLANDER & FERREIRA, 2006).

A Tabela 2 feita a partir da revisdo proposta por Kullander & Ferreira (2006),
resume todas as 15 subespécies de tucunares registradas no Brasil e os locais onde

comumente sao encontradas, bem como as respectivas referéncias.

Tabela 2 — Lista de subespécies de tucunares, autores e anos e locais onde as subespécies sdo
comumente encontradas.

Subespécie Autor, ano Local de ocorréncia

Bacia Amazénica, Costa Guiana;

Cichla ocellaris Schneider, 1801 Rio Essequibio
. . Rio Negro; Rio Orinoco; Rio
Cichla temensis Humboldt, 1821 Branco: Rio Purus
Cichla orinocensis Humboldt, 1821 Rio Negro; Rio Orinoco
. . Bacia Amazénica; Rio
Cichla monoculus Agassiz, 1831 Amazonas, Peru
Cichla nigromaculata Jardine, 1843 Rio Negro
Cichla intermédia Machado-Allison, 1971 Rio Casiquiare
Cichla kelberi Kullander & Ferreira, 2006 Rio Tocantins
Cichla pleizona Kullander & Ferreira, 2006 Rio Guaporé
Cichla mirianae Kullander & Ferreira, 2006 Rio Tapajos
Cichla melaniae Kullander & Ferreira, 2006 Rio Xingu
Cichla piquiti Kullander & Ferreira, 2006 Rio Tocantins
Cichla thyrorus Kullander & Ferreira, 2006 Rio Trombetas
Cichla jariina Kullander & Ferreira, 2006 Rio Jari
Cichla pinima Kullander & Ferreira, 2006 Rio Curud-Uma
Cichla vazzoleri Kullander & Ferreira, 2006 Rio Trombetas

Fonte: KULLANDER & FERREIRA, 2006_adaptado.

2.7 BIOMONITORAMENTO

Biomonitoramento pode ser definido como uso sistematico de respostas
biologicas para avaliar alteracbes no ambiente (ROSENBERG & RESH, 1993). As
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do ambiente podem gerar estresse e
comprometer qualitativamente as espécies ou até mesmo provocar reducdo das
populacdes. Medidas capazes de detectar essas alteracdes sdo ferramentas Gteis para
diagnostico precoce da qualidade dos ambientes aquéaticos e controle qualitativo e
quantitativo dos recursos haliéuticos (WARREN, 1971).

A qualidade de um ambiente aquatico pode ser definida quanto a presenca de
substancias organicas e inorganicas em diferentes especiacdes e concentragdes presentes
no corpo d’agua (PELAEZ-RODRIGUEZ, 2000).

Uma 6tima ferramenta de biomonitoramento sdo 0s biomarcadores, 0s quais sao

instrumentos que possibilitam identificar a substancia toxica ou uma condigéo adversa
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antes que sejam evidenciados danos a satde. Os biomarcadores podem ser classificados
em trés tipos: de exposicdo, de efeito e de suscetibilidade (AMORIM, 2003).

A selecdo e uso adequado de biomarcadores sdo muito importantes para a gestdo
da saude publica, sobretudo, nas acdes de prevencao. Dentre as varias alternativas para
monitoramento do mercirio em humanos, amostras de saliva, unhas e cabelo sdo as
menos invasivas e de facil armazenamento e transporte (RODRIGUES et al., 2008).

Tanto o sangue quanto o cabelo, sdo considerados adequados biomarcadores de
intoxicacdo em populacOes expostas a0 mercurio organico, as quais tem sua dieta
baseada no consumo regular de peixes (CORREA et al., 2014; GROTTO et al., 2010;
MALM, 1998). Nos trabalhos descritos por Boischio & Barbosa (1993) e Malm (1998),
foram observadas correlacGes entre metilmercurio quantificado no cabelo e ingestao de
peixes da regido amazonica.

A biota é uma ferramenta muito utilizada para monitorar as mudangas temporais
do ambiente (BORRELL et al., 2014). Os peixes, por exemplo, sdo bons bioindicadores
da variabilidade ambiental e por isso sdo muito utilizados em estudos de monitoramento
ambiental (BELGER & FORSBERG, 2006).

Nesses organismos o mercurio tende a acumular-se nas branquias, cérebro, rins,
musculo e figado, este ultimo é o 6rgdo que mais absorve metilmercurio, cerca de dez
vezes mais quando comparado ao rim (BORRELL et al., 2014). Além disso, o figado é
o local onde os compostos xenobidticos sdo biotransformados, no caso do mercdrio
organico, ocorre eventualmente sua desmetilacédo (DIETZ et al., 2013).

Devido a sua alta capacidade de acimulo e baixa taxa de depuracdo, o muasculo é
considerado um monitor apropriado em casos de exposi¢cdo cronica aos metais
(JAHANBAKHT et al., 2002). Além disso, 0 musculo, mais conhecido popularmente
como filé, também acumula metilmercdrio, é mais facil de manipular em trabalhos de
campo e em laboratério e é a parte dos peixes mais consumida pelas populacdes

humanas.

2.8 PROTEINAS

Proteinas sdo macromoléculas constituidas por uma combinagdo de até 22
aminoéacidos. Elas apresentam grande variedade estrutural devido ao nimero expressivo
de possibilidades de sequéncias de aminoacidos (MORAES et al., 2013a).

Os aminoé&cidos formam ligagdes covalentes entre os grupos amino (NH;) de um

aminoéacido e carboxilico (COOH) de outro, essa reacgao é catalisada por um conjunto de
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enzimas, formando as ligagOes peptidicas. Assim, os aminodcidos geram cadeias
polipeptidicas que ao atingirem certa extenséo (cerca de 50 residuos) recebem o nome
de proteina (MORAES et al., 2013a).

Proteinas simples sdo aquelas constituidas apenas por uma cadeia de
aminoacidos. J& as proteinas conjugadas, além dos aminoacidos, apresentam outros
componentes quimicos. Esse tipo de proteina é classificado de acordo com a natureza de
Seus grupos prostéticos (componente de natureza nao proteica), onde as lipoproteinas
apresentam lipideos, as glicoproteinas contém moléculas de agucar e as metaloproteinas
possuem em sua estrutura um ion metalico especifico (MORAES et al., 2013a).

Existem muitas conformacGes diferentes para uma proteina, sua estrutura pode
ser dividida em quatro diferentes niveis de organizacao: primario, secundario, terciario e

quaternario, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Niveis de organizacao estrutural das proteinas.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundaria terciaria quaternaria
@ —_— — —

@ Fonte: Moraes et al. (2013a).

Segundo Moraes et al. (2013a), na estrutura primaria a sequéncia de
aminoéacidos, unidos por ligacdes peptidicas, é linear. Esta estrutura resulta em uma
longa cadeia de aminoacidos, com uma extremidade amino terminal (NH2) e uma
extremidade carboxi terminal (COOH).

O dobramento regular de regides da cadeia polipeptidica é caracteristico da
estrutura secundaria. Os dois tipos mais comuns desse tipo de estrutura sdo a alfa-hélice
e folha beta-pregueada. As estruturas em alfa-hélice apresentam-se em aspecto
cilindrico com arranjo helicoidal de aminoacidos, que é mantido pelas ligagcdes de
hidrogénio paralelas ao eixo da hélice. Nas estruturas em folha beta-pregueada, as
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ligagBes de hidrogénio formam-se entre as regides adjacentes do polipeptidio que estéo
na mesma direcdo ou em direcOes opostas (MORAES et al., 2013a).

A estrutura terciaria refere-se ao arranjo tridimensional dos aminoacidos da
cadeia polipeptidica. A forma nativa é mantida pelas maultiplas interacbes néo
covalentes que se formam entre os residuos ou grupamentos que nao contém
aminoacidos. Além disso, a proteina precisa formar uma série de ligagdes néo-
covalentes entre diferentes porcdes da cadeia polipeptidica e, em certos casos, €
necessaria a formacdo de ligacGes covalentes do tipo dissulfeto (LEHNINGER et al.,
2011).

Ainda segundo os mesmo autores, na estrutura quaternaria o arranjo espacial
acontece entre duas ou mais cadeias polipeptidicas com estruturas terciarias definidas. A
natureza da interacdo entre as diferentes cadeias é do tipo ndo-covalente gerando desde
um dimero (duas cadeias) até um oligdbmero (mais de duas cadeias). Oligbmeros podem
ser do tipo homo oligdbmeros (subunidades com mesma estrutura primaria) ou hetero
oligdbmeros (diferentes estruturas primarias).

E importante ressaltar que quando as proteinas sdo extraidas do seu meio
biolégico original ficam expostas a muitos agentes que podem comprometer
irreversivelmente suas estruturas. Sua integridade estrutural estd intimamente
relacionada ao pH e a temperatura do meio onde se encontram. Dessa forma, essas
influéncias precisam ser cuidadosamente controladas e a manipulacdo das proteinas
deve ser feita com agilidade (BRACHT et al., 2003).

Outro fator desestabilizante de proteinas em solucdo € a presenca de proteases,
enzimas que clivam as ligacdes peptidicas das proteinas. Entretanto, as proteases podem
ser inibidas por agentes quimicos sem que hajam prejuizos as atividades da proteina
(BRACHT et al., 2003).

2.9 METALOMICA E TECNICAS DE FRACIONAMENTO

A metaldmica foi definida por Williams (2001) como campo cientifico
sistematico de bio-metais e um complemento da gendmica, protebmica e metaboldmica.
Em outras palavras, é o estudo das interagdes e conexdes funcionais de ions metalicos e
suas espécies com genes, proteinas, metabolitos e outras biomoléculas dentro dos
organismos e dos ecossistemas.

Em estudos metaloprotedmicos sdo utilizadas estratégias de seletividade, de

sensibilidade e estrutural.
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Uma dos componentes de seletividade muito eficiente é a eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2D PAGE) para fracionamento das proteinas.
A cromatografia liquida, a qual tem a capacidade de separar compostos ndo volateis e a
cromatografia bidimensional, também sdo comumente utilizadas (VOGIATZIS &
ZACHARIADIS, 2014).

A componente de sensibilidade muito empregada é a espectrometria de massa, a
qual detecta e determina as concentracdes de elementos e de moléculas.

A componente estrutural espectrometria de massas em sequéncia com ionizagédo
por eletrospray (ESI MS MS) é uma das mais robustas para caracterizacdo das
proteinas, pois garante a integridade das ligacfes fracas entre metais e metaloides,
proteinas ou biomoléculas (VOGIATZIS & ZACHARIADIS, 2014).

O fracionamento de proteinas baseado na massa molar pode ser feito por dialise,
ultrafiltracdo e cromatografia de exclusdo molecular, as quais, de modo geral, filtram as
proteinas em solugdo por meio de membranas e peneiras moleculares (BRACHT et al.,
2003).

Dependendo das propriedades acidobasicas, o fracionamento das proteinas
também pode ser feito com base em sua carga elétrica, para tanto, além da 2D-PAGE
anteriormente citada, tem-se a cromatografia de troca iénica.

De acordo com Bracht et al. (2003), a proteina em certo pH ird possuir uma
carga liquida. Num valor baixo de pH essa carga sera mais positiva e num valor mais
alto de pH sera mais negativa. O pH no qual as cargas positivas e negativas se igualam,
isto é, quando a carga efetiva da proteina é zero, define-se como o ponto isoelétrico da
proteina (pl). Para que isso ocorra, é necessario que seja estabelecido um gradiente de
pH entre o anodo e o catodo, tal gradiente é formado pela migracdo de substancias
polimeras denominadas anfdlitos.

Ainda segundo 0os mesmos autores, um tipo particular de cromatografia de troca
ibnica é a focalizacdo isoelétrica ou cromatofocalizacdo, onde as proteinas sao
separadas como resultado da formacéo isocratica de um gradiente interno de pH nas
colunas trocadoras de ions.

Ha também a andlise das fracbes proteicas por eletroforese, onde ha migragéo de
particulas carregadas em um determinado meio sob influéncia de um campo elétrico.
Esse método possibilita a analise da heterogeneidade de proteinas em um determinado

material e analise do grau de pureza de uma preparacdo. Além disso, por meio desse



40

método podem-se obter 0s pontos isoelétricos e as massas molares das proteinas
individualmente (BRACHT et al., 2003).

A utilizacdo da eletroforese para separacao de proteinas é remoto, iniciou-se no
final da década de 1930. A primeira eletroforese empregada foi a eletroforese livre, na
qual a solucdo tamponada da mistura proteica era inserida numa célula em formato de U
e um campo elétrico era estabelecido entre os eletrodos. Essa eletroforese foi suplantada
pela eletroforese de zona, onde a solucédo proteica era imobilizada num material poroso
e hidratado que apresentava uma rigidez mecénica, como o papel filtro e o acetato de
celulose. Com a introducdo de suportes que retardam ou excluem moléculas em fungéo
das massas molares, obteve-se uma melhor resolucdo eletroforética, sendo a
poliacrilamida o suporte mais empregado desde a década de 1950 (BRACHT et al.,
2003).

A poliacrilamida é um gel produto da polimerizag&o vinilica da acrilamida e da
N,N metileno-bis acrilamida, catalisada pela riboflavina ou pelo persulfato de amonio,
esses dois catalizadores geram radicais livres, 0s quais sdo estabilizados por uma amina
terciaria, 0 TEMED (tetrametiletilenodiamina). Os radicais livres formados reagem com
a acrilamida ativando-a, esta reage com outras moléculas de acrilamida produzindo uma
longa cadeia linear do polimero. A bis-acrilamida atua na criacdo de ligacGes cruzadas
entre as cadeias lineares, originando uma rede que resulta na formacdo do gel
(BRACHT et al., 2003).

A eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsultafo de sodio (SDS-PAGE) é
um dos procedimentos que separam as proteinas com base em suas massas molares. O
SDS liga-se as porcdes hidrofobicas das proteinas e rompe suas dobras, permitindo que
as proteinas existam em conformacdo estendida estavel. O tamanho do complexo
proteina-SDS € proporcional a sua massa molar (BRACHT et al., 2003).

A eletrofose com SDS pode ser desnaturante, quando as proteinas sdo
inicialmente superaquecidas ou reduzidas, esses procedimentos separam suas sub-
unidades e permite determinar a massa molar das proteinas. Para tanto, padrdes
proteicos de massas molares conhecidas também sdo aplicados no gel. Outra forma de
SDS é a ndo-desnaturante, onde ndo ha& superaquecimento e nem acdo de agentes
redutores, as proteinas resistentes ao SDS sé@o recuperadas e, caso a proteina seja uma

enzima é possivel localizar sua posicao no gel (BRACHT et al., 2003).
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E importante destacar que antes de aplicar as técnicas de separacio, é necessario
que as amostras sejam purificadas e/ou isoladas, apds o pré-tratamento da amostra

(extracao, liofilizacdo, centrifugacéo ou filtracao).

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificacdo de possiveis biomarcadores de exposicdo ao mercurio em
tucunarés, através de métodos metaloprotedmicos, de forma a contribuir na elucidacao
da dinamica desse elemento nos organismos e na construcdo de futuras ferramentas de

biomonitoramento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar mercdrio total em tecido muscular de tucunarés oriundos dos rios
Negro, Apuau, Solimdes, Purus e Madeira e dos reservatorios das usinas
hidrelétricas de Balbina, Cana Brava e Tucurui;

e Quantificar mercurio nas proteinas precipitadas da subespécie de tucunarés que
apresentaram as maiores concentracdes de mercurio total na musculatura;

e Separar as proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos (pl) e otimizar
procedimentos de separacdo das proteinas por massas molares;

e Quantificar mercdrio nos spots proteicos encontrados na etapa de separacdo das

proteinas.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 CARACTERIZACAO DAS AREAS DE ESTUDO

As amostragens de tucunarés foram realizadas nos rios Negro e Purus, em
Manaus, capital do Amazonas; no rio Apuad, num municipio do Amazonas denominado
Novo Airdo; duas amostragens foram feitas no rio Solimdes, uma no municipio de
Codajas e outra em Coari, também localizados no estado do Amazonas; na area de
influéncia da UHE Jirau, a qual esté instalada no rio Madeira, em Porto Velho, capital
de Rondbnia; no reservatorio da UHE Balbina, situada no rio Uatuma, municipio de
Presidente Figueiredo, estado do Amazonas; na UHE Tucurui construida no rio
Tocantins, municipio de Tucurui, no Para e; na UHE Cana Brava também localizada no

rio Tocantins, mas no municipio de Minagu, em Goias (Figura 6).



Figura 6 — Mapa de localizag&o das coletas de tucunarés.
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4.1.1 Rio Negro

O rio Negro nasce na regido pré-andina colombiana que separa a Colémbia da
Venezuela, onde é denominado Guainia, e chega ao Brasil pelo estado do Amazonas
(SANTOS et al., 2005). Este rio possui extensdo de aproximadamente 1.700 km, sua
vazdo é de 29.000 m3/s em Manaus, onde forma o rio Amazonas apds encontro com o
rio Solimdes (FADINI & JARDIM, 2001).

A bacia do rio Negro compreende uma area de 690.000 km2, representando 14%
da area total da Amazonia Brasileira e com altitudes que variam de 0 a 100 m acima do
nivel do mar. Dentre os diversos tipos de solos argilosos, antigos e profundos, o
horizonte B de latossolos predominam nessa regido. Além disso, o clima é quente e
umido, com temperaturas variando entre 26 e 28 °C e no periodo chuvoso (maio a
junho) a média de precipitacfes é de 2.000 mm (BARBOSA et al., 2003; FADINI &
JARDIM, 2001; DA SILVA et al., 2006).
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4.1.2 Rio Apuau

O rio Apual é um dos tributarios da margem esquerda do rio Negro, apresenta
aguas escuras, ricas em matéria organica, e possui caracteristicas fisico-quimicas muito
semelhantes as do rio Negro.

Os solos da bacia do rio Apuau sdo arenosos e em alguns locais sdo areno-
argilosos de textura fina. A amplitude da terra inundada é inteiramente revestida por
arbustos e pequenas arvoretas de alturas iguais, sendo a vegetacdo de Caatinga-gap0 ou
Campina inundavel, a predominante nessa regido (IBAMA, 1999).

O municipio de Novo Airdo tem uma superficie de 38.706 km?2 e cerca 80% do
seu territorio abrangem unidades de conservacdo e areas indigenas. As comunidades
que vivem da agricultura de subsisténcia e do extrativismo vegetal, da borracha, da
castanha e da madeira. A infraestrutura publica € minima, dependendo principalmente

dos servigcos do municipio de Novo Airdo (IBAMA, 1999).

4.1.3 Rio Solimdes

As nascentes do rio Solimdes estdo localizadas nos Andes. A area da bacia do
rio Solimdes é de 2.200.000 km?, a profundidade média do rio Solimdes esté entre 20 e
35 m, a vaz&o média é de 100.000 m®/s (FRANZINELLI, 2011).

O rio Solimd@es é um dos maiores rios de dguas brancas do Brasil, essa coloracdo
deve-se a turbidez elevada, acima de 100 mg/L de solidos suspensos, como argilas,
siltes e areias finas. Além disso, sdo &guas relativamente ricas em nutrientes e ions, 0
que as confere uma condutividade elétrica variando entre 64 e 75 uS.cm™ e o pH esta
préximo do neutro, entre 6,7 e 6,9 (SIOLI, 1984).

O clima na bacia do rio Solimdes, ¢ bem semelhante ao da bacia amazdnica,
sendo quente e Umido, com precipitacdo pluvial anual igual ou superior a 2.000 mm e
com médias anuais de temperatura e umidade relativa de 27 °C e 84%, respectivamente
(GUIMARAES et al., 2013).

4.1.4 Rio Purus

Os riachos peruanos Curiuja e Cujar localizados a cerca de 500 m de altitude sdo
os principais formadores do rio Pucani, denominado no Brasil como rio Purus. Esse rio
é afluente da margem direita do rio Solimdes, possui grande extensao (3.325 km) e €

caracterizado pela abundante carga de sedimentos e cursos sinuosos. O total das areas
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alagavéis do rio Purus é de 21.833 km? e sua cheia ocorre entre os meses de novembro a
maio (REIS et al., 2009).

A area de drenagem é de aproximadamente 372.000 km? e em territ6rio acreano
a bacia apresenta uma éarea de 43.897 km?. Gleissolos e a floresta aberta aluvial com
predominancia de palmeiras caracterizam a regido (REIS et al., 2009).

A bacia do rio Purus é ocupada em mais de 60% com unidades de conservacao e
terras indigenas, estima-se que a populacdo ribeirinha seja constituida de 12.854
pessoas. Os impactos nessa bacia se resumem a exploracdo madeireira, desmatamento
para agricultura e assentamentos, instalagdo de industrias de torrefacdo de cafe,
langamento de efluentes sem tratamento provenientes de domicilios e matadouros,
pavimentacdo da rodovia BR-319, localizada ao sul do Amazonas, e caga e pesca em
larga escala. De 1976 a 1998, a atividade pesqueira passou de 15,7% para 49,3% (REIS
et al., 2009).

A ictiofauna desse rio foi inicialmente investigada por La Monte (1935), que
registrou apenas 29 espécies. Cox-Fernandes (1995), 60 anos mais tarde, acrescentou 13
espécies a essa lista. Mais recentemente, Anjos et al. (2008) coletaram 735 peixes de 86

espécies.

4.1.5 Rio Madeira

O rio Madeira nasce na Cordilheira dos Andes e é afluente da margem direita do
rio Amazonas, com uma extensdo de 1.390.000 km? (DOREA & BARBOSA, 2007).
Este rio possui elevada carga de materiais em suspensdo e transporte de sedimentos que
provém desses vales. Além disso, contribui com cerca de 50% da carga total de material
suspenso transportado pelo rio Amazonas, a qual varia de 248 a 600 milhdes de
toneladas ao ano (BASTOS et al., 2007). As areas alagaveis da bacia do rio Madeira
compreendem uma 4rea de 8.189 km? e as precipitacdes variam de 2.000 a 2.200 mm
por ano. (BARTHEM & FABRE, 2004).

O local onde foram coletados os tucunarés compreende a area de influéncia da
Usina Hidrelétrica Jirau, a qual ainda esta finalizando a instalacdo e esta operando
parcialmente. A Usina terd capacidade maxima instalada de 3.750 Megawatts (MW), a
area do reservatério compreende 361,6 km? e a area inundada varia entre 31 e 108 km?
(Energia Sustentavel do Brasil, 2013).

Além dos empreendimentos hidrelétricos, a bacia do Rio Madeira, nos Gltimos

30 anos, tem sido impactada pelos desmatamentos para projetos de agricultura e
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extragdo de ouro por meio de garimpos, os quais contribuem na disponibilidade de Hg
para 0 ambiente e toda a biota da regido (BASTOS et al., 2007).

4.1.6 Usina Hidrelétrica Balbina

A UHE Balbina entrou em operacdo em fevereiro de 1989 no rio Uatumé, no
municipio de Presidente Figueiredo, h4 cerca de 180 km ao nordeste de Manaus. A
poténcia instalada € de 200 a 500 MW (KASPER et al., 2014; MULLER, 1994; SILVA
et al., 2008).

A bacia hidrografica do rio Uatuma situa-se entre os estados do Amazonas e
Roraima, totalizando uma 4rea de drenagem de 70.600 km?. O clima da regi&o é tropical
umido, com precipitacdo anual de 2.000 mm entre os meses de dezembro a maio
(SILVA et al., 2008).

O reservatorio da UHE Balbina estd rodeado por floresta tropical com algumas
pequenas comunidades e com a vila de Balbina. A atividade pesqueira no reservatorio é
intensa, sendo a espécie tucunaré predominante na regido (MULLER, 1994). O consumo
de tucunarés nessa regido varia de 1 a 7 vezes por semana, sendo o consumo medio
diério per capita de 110 g para adultos (KASPER et al., 2014).

A construgdo dessa usina trouxe inimeros problemas ambientais, sobretudo
devido ao alagamento de 2.137 km? de floresta virgem, com a profundidade média de
8,8 m, sendo a 4rea total da usina de 4.438 km? (MULLER, 1994).

4.1.7 Usina Hidrelétrica Cana Brava

A UHE Cana Brava iniciou sua operacdo em maio de 2002 no rio Tocantins,
entre as cidades de Minagu, Cavalcante e Colinas do Sul, no estado de Goias. A usina
possui um reservatorio de 139 km?, com o potencial de gerar 450 MW. O lago artificial
de Cana Brava cerca a praia do sol, uma das principais atracdes turisticas do municipio
de Minagu (IBAMA, 2012).

O rio Tocantins nasce na Serra Parand, ha aproximadamente 1.100 m de altitude,
préximo a Brasilia e percorre cerca de 2.400 km até sua foz em Belém do Para. A vazao
média do rio Tocantins na confluéncia com o rio Araguaia é de 7.860 m*/s na cheia a
784 m*/s na vazante (MIRANDA & MAZZONI, 2009).

Na bacia desse rio o regime hidroldgico é bem definido, com periodo de aguas
altas de outubro a abril e periodo de aguas baixas de maio a setembro, sendo que a

precipitacdo anual varia entre 1.500 e 2.000 mm. A média da temperatura anual é de 24
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°C e a umidade relativa do ar é em média de 60% (MIRANDA & MAZZONI, 2009;
SILVA & SCARIQOT, 2003).

E uma regifo composta por planaltos e chapadas, com altitudes que variam de
400 a 600 m. Onde ha criagdo de muitas areas de pastagem e agricultura, e intensa
exploracdo de madeira (SILVA & SCARIOT, 2003).

4.1.8 Usina Hidrelétrica Tucurui

A é4rea do reservatério da UHE Tucurui é de aproximadamente 2.830 km?, com
um comprimento de 170 km no eixo norte-sul e nivel méximo de &gua de 14 m. Além
disso, a usina foi construida na cota de 72 metros, com perimetro de 7.700 km e formou
cerca de 1.600 ilhas (PORVARI, 1995; SANCHES & FISCH, 2005).

O barramento completo do rio ocorreu em setembro de 1984 e o enchimento do
reservatorio prolongou-se até marco de 1985. A Usina, com capacidade de gerar 8370
MW, esta situada no baixo rio Tocantins, entre as cidades de Cametd e Marabd no
estado do Pard e ha cerca de 110 km a nordeste da area de mineracdo de ouro
denominada Serra Pelada (QUEIROZ et al., 2012; SANTANA et al., 2014).

Na regido onde fora construida a UHE Tucurui, inicialmente, a oxigenacdo da
agua estava acima de 7 mg/L, o pH possuia valores entre 6,5 e 8,1, a condutividade
elétrica era baixa (<50 s/cm) e a transparéncia variava entre 20 cm e 200 cm,
caracteristicas de um rio de &guas brancas. Contudo, essas condi¢des foram alteradas
ap6s a construcdo da barragem e o desenvolvimento da ictiofauna, a qual era
diversificada e abundante, foi comprometido (SANTANA et al., 2014).

Entre 1991 e 2000, houve migracdo das comunidades que viviam na zona rural
para 0s centros urbanos, provavelmente por influéncia das transformacGes ambientais,
econbmicas e de ocupacdo e uso do solo ocorridas no entorno da UHE Tucurui. A
populacdo urbana que era de 46.014 em 1991 aumentou para 85.426 em 2007, j& a rural,
nesse mesmo periodo, decresceu de 35.609 para 3.838 pessoas (QUEIROZ et al., 2012).
Ainda segundo 0os mesmos autores, as principais atividades econémicas desenvolvidas

na regido sao o extrativismo vegetal e a pecuéria.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-20032014000200003&lang=pt#back2
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas dos tucunarés foram feitas por pescadores locais e as amostras de
tecido muscular foram retiradas de 58 tucunarés de 8 diferentes subespécies, entre
outubro de 2013 e 2014. Foi realizada uma unica amostragem em cada rio, com exce¢do
dos rios Negro, Solimdes e Tocantins onde foram feitas duas amostragens em diferentes
regides.

As regibes onde os tucunarés foram coletados, bem como as subespécies,
numero de especimes, métodos de captura e data de cada amostragem estéo sintetizados

na Tabela 3.

Tabela 3 — Local da coleta, subespécie, nimero de espécimes, método de captura e data da
amostragem dos tucunarés oriundos dos rios Negro, Apual, Solimdes, Purus e Madeira, e
reservatorios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui.

.~ Nimerode  Método de Data da
Local Subespécie .
espécimes captura amostragem
Tucunaré Pitanga
(Cichla kelberi)
Z 01/03/2014
1 Anzol (Cheia)
-
Rio Negro, Manaus —
AM Tucunaré Acl
(1% coleta) (Cichla temensis)
01/03/2014
5 Anzol (Cheia)
Tucunaré Paca
(Cichla temensis paca)
Tucunaré Borboleta
(Cichla orinocensis)
Rio Negro, Manaus — 1 Outubro de
AM Anzol 2014 (Seca)
(22 coleta)

Tucunaré Acl
(Cichla temensis)
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Tabela 3 — Local da coleta, subespécie, nimero de espécimes, método de captura e data da
amostragem dos tucunarés oriundos dos rios Negro, Apuau, Solimdes, Purus e Madeira, e
reservatdrios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui_continuacdo.

L NUmerode  Método de Data da
Local Subespécie L
espécimes captura amostragem
Tucunaré Agu
(Cichla temensis)
1
‘ ., 25 uﬁ
Tucunaré Borboleta
. i (Cichla orinocensis) Outubro de
Rio Apuau, Novo
R 2 Anzol 2013
Airdao - AM
(Seca)
- @
Tucunaré Paca
(Cichla temensis paca)
e , 3
Tucunaré Amarelo (Cichla
ocellaris)
Rio Solimdes, Coari 7 5 Anzol 28/10/2014
- AM (Seca)
Tucunaré Amarelo (Cichla
ocellaris)
Rio Solimdes, 7 5 Anzol 26/10/2014
Codajas — AM (Seca)
Tucunaré Amarelo
(Cichla pleiozona)
. TR 26/03/2014
Rio Purus — AM 6 Anzol (Cheia)
Tucunaré Amarelo
(Cichla pleiozona)
. . 27/10 a
Rio Madeira, Porto 6 Malhadeira  01/11/2013

Velho - RO

(Seca)
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Tabela 3 — Local da coleta, subespécie, nimero de espécimes, método de captura e data da
amostragem dos tucunarés oriundos dos rios Negro, Apuau, Solimdes, Purus e Madeira, e
reservatdrios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui_continuacéo.

L NUmerode  Método de Data da
Local Subespécie L
espécimes captura amostragem
Tucunaré Acgl
Rio UatUma — AM (Cichla vazzoleri)
io Uatuma —
(Reservatorio da 7 Anzol 28(/ COﬁéZi;))M
UHE Balbina)
Tucunaré Azul
(Cichla piquiti)
Rio Tocantins — GO " 17/03 a
(Reservatoério da - z 6 Anzol 21/03/2014
UHE Cana Brava) (Cheia)
Tucunaré Paca
Rio Tocantins — PA (Cichla tenS|s paca)
(Reservatorio da s 6 Anzol Outubro de
2014 (Seca)

UHE Tucurui)

ApOs capturados, os peixes foram eutanasiados, seus dados biométricos
(comprimento e peso totais) foram medidos e aproximadamente 100 g do musculo
branco dorso lateral de cada espécime foi removido com o auxilio de pinca e bisturi
(Figura 7 e 8).

Figura 7 — Coleta dos dados biometricos do tucunaré acu capturado no rio Negro.
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Figura 8 — Remog&o do musculo branco dorso lateral do tucunaré azul capturado no
reservatorio da Usina Hidrelétrica Cana Brava.

As amostras de musculos foram acondicionadas em frascos de polietileno,

congeladas e armazenadas a -25 °C para posteriores analises no Laboratério de

Bioanalitica e Eletroforese do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, Botucatu-SP.

4.3 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Todos os equipamentos e acessorios utilizados neste estudo estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4 — Listagem dos equipamentos e acessorios utilizados durante as analises laboratoriais,
bem como as marcas, 0s modelos e os locais de origem.

Equipamento / Acessorio Marca Modelo

Agitador por efeito vortex Vivax VortexMixer AC

Agitador magnético Corning PC-420

Balanca analitica Gehaka BG - 400

Banho maria Unique USC-18000A
General Electric Company IPGBOX

Caixa para hidratacéo de fitas de eletroforese

Healthcare

Cuba para eletroforese do tipo 2D-PAGE

General Electric Company
Healthcare

SE 600 Ruby Complete

Espectrofotdmetro UV/Visivel ThermoSpectronic Evolution 60
Espectrometro de absorcdo atbmica SHIMADZU AA 6800
Espectrometro de absorcao atbmica Perkin Elmer SMS 100

. SW-4,
Forno de microondas Eletrolux série n1°000435
Mesa agitadora Tecnal TE-140
Pipetas Gilson

General Electric Company

Scanner para gel Healthcare ImageScanner |11
Sistema de purificacdo PURELAB Ultra ELGA LabWater Ultra lonic
Sistema para SDS-PAGE General Electric Company ¢ 646 gy

Healthcare

Sistema para focalizacéo isoelétrica

General Electric Company
Healthcare

Ettan IPGphor 3

Ultracentrifuga refrigerada

Hettich Zentrifugen

Universal 320R

Vidrarias convencionalmente utilizadas em
laboratério
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4.4 REAGENTES E SOLUCOES

A vidraria utilizada foi mantida em &cido nitrico a 10% (v/v) por
aproximadamente 12 horas, e posteriormente, lavada com agua ultrapura. O material
utilizado na eletroforese, tais como cuba, espacadores e vidros foram lavados com agua
ultrapura e submetidos a limpeza com etanol antes de sua utilizagdo. Além disso, é
importante ressaltar que em todos os procedimentos laboratoriais foram utilizados
mascara, luvas e touca. A Tabela 5 lista os reagentes e soluc@es utilizados neste estudo.

Tabela 5 — Reagentes e solucGes utilizados nas analises deste estudo, bem como suas formulas
guimicas, massas molares, fabricantes e locais de origem.

Reagente / Solugéo Formula quimica Massa molar Fabricante
(g/mol)
Acetona P.A. C3H60 58,08 Synth
Acido acético glacial C,H,0, 60,05 J.T. Baker
Acido cloridrico HCI 36,46 J.T. Baker
'(';;'gtgsesti'ég“(o}fz'Eg$zgetracet'°° C1oH1405N;KoH,0 404, 46 Merck
Acido fosférico 85% H,PO, 98,00 Merck
Acido nitrico HNO; 63,01 Merck
Acrilamida C3HsNO 71,08 General Electric
rau biologia .
Agarose g moleculagr BioAgency
Albumina de soro bovino - - Merck
Anfélitos, pH de 3 a 10 : . Amersham
Biosciences
Azul de bromofenol C19HgBrsNaOsS 691,94 BioAgency
Coomassie blue G-250 C47H50N3NaO,S, 854,03 J.T. Baker
Ditiotreitol (DTT) CaH160,S, 154,24 Bﬁgﬁﬁg‘s
Dodecil sulfato de s6dio (SDS) C1,H,50S0;Na 288,38 General Electric
Etanol C,HgO 46,07 J.T. Baker
Fitas para focalizacdo isoelétrica
com anfélitos imobilizados de pH 3 - - General Electric
alo
_ Amersham
Glicerol 87% C3HgO4 92,09 L
Biosciences
lodoacetamida C,H4INO 184,96 General Electric
Metanol CH.O 32,04 J.T. Baker
N, N’-metilenobisacrilamida C,;H1u)N,0O, 154,17 General Electric
I(\.Ilzé\IM’ég)N -tetrametilenodiamina CeHuoNs 116,20 General Electric
Oleo mineral - - General Electric
Padréo proteico de massa molar - - General Electric
Persulfato de amonio N,HgS,04 228,20 General Electric
Sulfato de am6nio HsN,0,S 132,14 J.T. BACKER
Tiouréia CH.N,S 76,12 General Electric
Tris-hidroximetil amino metano C,H1;1O3N 121,14 General Electric
Uréia CH4N,0 60,06 General Electric
3-[3-colamidopropil-
dimetilamdnio]-1-propano C3HsgN,04S 614,88 Merck

sulfonato (CHAPS)
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4.5 QUANTIFICAC,‘AO DE MERCURIO TOTAL NOS TECIDOS

A quantificacdo do mercurio total nas amostras de tecido muscular dos tucunarés
foi feita por meio da técnica de espectrometria de absorcdo atdmica acoplado a sistema
de geracdo de vapor frio de mercurio (CVAAS), com o equipamento SMS 100 da
Perkin Elmer. Para tanto, as amostras de tecido muscular foram descongeladas a
temperatura ambiente e transferidos para “barquinhas” de niquel, com quantidade
suficiente de terra diatoméacea para absorver todo o volume de padrdo. Em seguida, foi
registrada a massa e iniciaram-se as analises com aproximadamente 0,04 g de tecido

muscular. As quantificagfes foram feitas em triplicatas (Tabela 6).

Tabela 6 — Condigdes para construcdo da curva analitica.

Concentracéo do Padréo

Ponto (mg/L) Volume (uL) Tempo de Secagem (s)
Branco Agua 100 300
10 ng 0,1 100 300
15 ng 0,1 150 450
20 ng 0,1 200 600
25ng 0,1 250 750
30 ng 0,1 300 900
100 ng 1,0 100 300
150 ng 1,0 150 450
200 ng 1,0 200 600
250 ng 1,0 250 750
300 ng 1,0 300 900

4.6 EXTRAGAO DE PROTEINAS

A extracdo das proteinas foi feita por maceracdo das amostras com auxilio de
almofariz e pistilo. Neste procedimento aproximadamente 1 g de tecido muscular dos 5
exemplares de tucunarés acu (Cichla temensis) oriundos da primeira coleta no rio Negro
foram maceradas juntamente com 5 mL de agua deionizada. Em seguida, os extratos
contendo as proteinas foram separados da parte sélida através da centrifugacdo a 13.000
rpm por 30 min a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e a centrifugagdo, nas mesmas
condigdes, foi repedida, a fim de obter um extrato proteico livre de interferentes.

Antes da otimizacdo do método de separacdo de proteinas por 2D-PAGE, as
proteinas presentes no extrato foram fracionadas de acordo com a massa molar, sendo
uma fracdo com proteinas maiores (massa molar >50 kDa) e outra com proteinas
menores (massa molar <50 kDa). Foram realizados procedimentos em trés etapas, a
primeira consistiu em transferir 1 mL de extrato proteico e 1 mL da solucdo de

cloroférmio e etanol para um frasco do tipo eppendorf®, que foi mantido em repouso a
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10 °C por 30 min. Logo em seguida, foi feito a centrifugacdo a 13.000 rpm por 30 min a
4 °C, o sobrenadante foi recolhido e deixado, novamente em repouso a 10 °C, por 15
min. A amostra foi centrifugada mais uma vez a 13.000 rpm por 30 min a 4 °C. Na
terceira etapa, foi adicionado 400 pL da solucdo de etanol e &cido cloridrico no
sobrenadante resultante das duas primeiras etapas, e a solu¢do foi mantida em repouso a
10 °C por 30 min. Posteriormente, foi realizada uma centrifugagéo a 13.000 rpm por 30
min a 4 °C e o sobrenadante foi descartado, resultando no pellet com proteinas de baixa
massa molar. Por fim, foram feitas trés vezes a solubilizacdo do pellet com 1 mL de
etanol gelado e centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min a 4 °C. O pellet foi resultante de

todos esses processos foi recolhido para posteriores analises.

4.7 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

E necessario medir a concentragdo de proteinas totais no pellet para calcular o
volume exato de amostra a ser utilizada na primeira etapa da eletroforese. Assim, foi
empregado o método de Biureto, o qual utiliza albumina de soro bovino como padrédo
(BARNES et al., 1985). A curva analitica foi construida com concentracdes de 0 a 100
g/L a partir de uma solugéo estoque de albumina de 100 g/L. Antes de fazer as leituras
das amostras, o pellet foi solubilizado com 100 puL de NaOH 0,50 mol/L. Em seguida,
50 pL de amostra solubilizada foi transferida para tubos com 2,5 mL de reativo de
biureto. Foram feitas duplicatas e uma solugao “branca”, foi usada como padréo, a qual
era constituida de 50 pL de &gua ultrapura no lugar da amostra. Os tubos foram levados
a banho maria a 32 °C por 15 min, e posteriormente mantido em repouso a temperatura
ambiente por 5 min. As leituras de absorbancia foram feitas a 545 nm por meio de

espectrofotometro UV/Visivel.

4.8 PRIMEIRA ETAPA DO PROCESSO ELETROFORETICO

Depois da quantificacdo das proteinas pelo método do Biureto, um pellet foi
solubilizado com 100 pL da solugédo composta por 2,8 mg de ditiotreitol e 1mL da
solucdo contendo uréia 7 mol/L, tiouréia 2 mol/L, CHAPS (3-[(3- colaminopropil)-
dimetilamonio]-1-propano sulfonato) 2% (m/v), anfélitos 0,5% (v/v) em pH variando de
3 a 10 e azul de bromofenol 0,002% (m/v). Em seguida, 70 puL do precipitado
solubilizado, calculado de acordo com o manual do isoeletrofocalizador (IEF), foi
aplicada nas fitas de 13 cm de gel pré-fabricado com anfélitos imobilizados de pH
variando entre 3 e 10 (LIMA et al., 2010).
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Essas fitas foram colocadas na caixa de hidratacdo IPGBOX, cobertas com dleo
mineral e mantidas a temperatura ambiente por aproximadamente 12 h. Apds esse
periodo, as fitas foram transferidas para o isoeletrofocalizador EttanTM IPGphorTM 3
para realizacdo da primeira dimensdo do processo eletroforético (LIMA et al., 2010;
NEVES et al., 2012; SANTOS et al., 2011; SILVA et al., 2013).

A programacéo utilizada nesta etapa esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 — Programacao da focalizacdo isoelétrica (IEF).

Fase Tensdo (V) Acumulo (Vh)
1 500 500
2 1.000 800
3 10.000 11300
4 10.000 3000

Concluida a IEF, as proteinas presentes na fita foram re-hidratadas uma vez
para manterem-se em suas formas reduzidas e, posteriormente, para evitar uma possivel
reoxidacdo durante a segunda fase do processo eletroforético. Para tanto se alquilam os
grupos tidis das proteinas. Na primeira re-hidratacdo utilizou-se 5 mL da solucéo uréia 6
mol.L™?, SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol.L™, azul de bromofenol
0,002% (m/v) e 50 mg de ditiotreitol. Na segunda re-hidratacéo, a solucdo foi similar,
contudo, o ditiotreitol foi substituido por 125 mg de iodoacetamida 2,5% (m/v). Cada
etapa durou 15 min sob baixa rotacdo em mesa agitadora (LIMA et al., 2010; NEVES et
al., 2012; SANTOS et al., 2011; SILVA et al., 2013).

4.9 SEGUNDA ETAPA DO PROCESSO ELETROFORETICO

Apbs realizar a IEF e o equilibrio das proteinas, iniciou-se a segunda fase do
processo eletroforético, na qual as proteinas sdo separadas de acordo com suas massas
molares em gel de poliacrilamida, denominada dodecil-sulfato de sodio (SDS) de
poliacrilamida (PAGE).

Para tanto, placas de vidro com dimensdes 180 x 160 x 1,5 mm e 0s suportes da
2D-PAGE foram limpos com etanol e montados.

Foi preparado o gel de poliacrilamida a 15% (m/v) com: 7,5 g de acrilamida, 200
pg de N,N’-metilenobisacrilamida, 1,29 g de tris-hidroximetil amino metano - HCI pH
8,8, 50 ug de dodecil sulfato de sodio (SDS), 250 uL de persulfato de amonio, 16,5 pL
de N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED) e 49,75 mL de agua ultrapura. Por fim, a

solucéo foi inserida nas placas e cerca de 2 h depois o gel estava polimerizado.
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A fita com as proteinas equilibradas e um pequeno papel de filtro com 9 uL de
padrdo de massa molar, composto por B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa),
ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e
a- lactoalbumina (14,4 kDa), foram inseridos nas placas, bem proximos a parte superior
do gel. Ambos foram cobertos por agarose 0,5% (m/v), a qual foi previamente
preparada com tris-hidroximetil amino metano, glicina, dodecil sulfato de sodio, agua
ultrapura, agarose e azul de bromofenol.

Logo em seguida, a placa contendo o gel, a fita e o padréo, conforme descrito
anteriormente, e os tampdes de corrida da parte superior e inferior da placa foram
inseridos na cuba SE 600 Ruby para eletroforese do tipo 2D-PAGE. Esses tampdes sdo
solucdes que permitem a migracdo das proteinas através do gel até certo ponto, onde
atinge sua massa molar, devido a diferenca de potencial. O tampdo de corrida da parte
inferior continha 2,7 L de agua ultrapura, 6,06 g tris-hidroximetil amino metano, 28,82
g de glicina e 2 g de dodecil sulfato de sodio. O tamp&o de corrida da parte superior é
semelhante ao tampédo da parte inferior, com exce¢do do volume de agua ultrapura, o
qual foi de 800 mL.

Com todo o sistema para eletroforese 2D-PAGE preparado, a corrida
eletroforética foi efetuada com a tensdo fixa nas duas etapas, conforme apresentado
abaixo (Tabela 8).

Tabela 8 — Programacgéo da corrida eletroforética em segunda dimenséo.

Etapa Tenséo (V) Microamperagem (mA) Corrente (W) Tempo (minutos)
1 100 200 100 30
2 160 200 100 390

Terminadas essas etapas, o gel foi removido cuidadosamente das placas e
colocado em mesa agitadora a 40 rpm durante 1 h numa solugdo fixadora (25 mL de
acido acético, 100 mL de etanol e 125 mL de agua ultrapura). O fixador foi descartado e
o corante foi adicionado, o qual consistia na solucdo de sulfato de aménio 8% (m/v),
acido fosfaorico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v) e metanol 25% (v/v).
O corante ficou em contato com o gel durante 72 h em mesa agitadora a 40 rpm e depois
foi removido através de sucessivas lavagens com agua ultrapura até que as proteinas
(spots) ficassem visiveis (LIMA et al.,, 2010; NEVES et al., 2012; SANTOS et al.,
2011; SILVA et al., 2013).
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4.10 TRATAMENTO DAS IMAGENS

O gel foi escaneado em Scanner GE Healthcare, em seguida, por meio do
programa ImageMaster platinum 7.0. a imagem foi editada para remocéo de falsos spots
e obtencdo de dados como o namero de spots por gel, pl, massa molar e volume dos
spots (GE HEALTHCARE, 2007).

Foram seguidas as recomendacdes do fabricante GE Healthcare para obtencéo
das imagens dos géis. A resolucdo escolhida foi de 300 dpi, 0 zoom foi de 100% e o
depth, o qual regula o nivel de cinza do pixel, foi 12 ou 16 bits por pixel.

Uma pequena regido do gel onde continham spots de expressao intermediaria foi
selecionada. Neles aplicaram-se o smooth 3, que € 0 nimero de vezes que 0 programa
homogeneiza a regido selecionada antes de seguir a detec¢do; o saliency 30, baseia-se
na curvatura do spot, separa 0s spots reais e; min area 5, 0 qual remove as regides
menores que as indicadas. Esses parametros foram estendidos para todos os spots do gel
através de uma ferramenta de detec¢do automatica.

Por meio da equivaléncia na distribuicdo, volume, intensidade relativa, ponto
isoelétrico (pl) e massa molar (MM) entre os spots dos dois géis (matching) obteve-se a
correlacdo entre os géis, 0s quais, posteriormente, foram recortados com ponteira de

pipeta e, cada spot igual, foi analisado como uma possivel proteina.

4.11 QUANTIFICACAO DO MERCURIO NOS TECIDOS, PRECIPITADOS E
SPOTS PROTEICOS

Em todas as etapas da 2D-PAGE utiliza-se o pool (conjunto) das amostras de
tecido muscular. Assim, a concentra¢do de mercurio total apenas dos tucunarés de uma
localidade, da mesma subespécie e que apresentaram o maior teor de mercurio, o qual
foi determinado anteriormente por CVAAS, foi quantificada novamente por meio da
técnica espectrometria de absor¢do atbmica em forno de grafite (GFAAS).

Além do pool das amostras de tecido muscular, os precipitados de maior e
menor massa molar e 0s spots proteicos também foram submetidos a técnica GFAAS
para quantificagdo do mercdrio total.

No preparo das amostras, cerca de 100 mg de tecido muscular, quatro repeticoes
dos spots proteicos e a massa total dos pellets proteicos de cada uma das duas etapas da
precipitacdo fracionada (proteinas >50 kDa e <50 kDa) foram inseridos em frascos de
digestdo (procedimento feito em duplicata). Em cada frasco foram transferidas aliquotas

de 0,50 mL de acido sulfarico concentrado e 0,25 mL de peroxido de hidrogénio 30%
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(m/m). Logo em seguida, permaneceram em banho de ultrassom a temperatura de 40 °C
e 135 Watts de poténcia até que todas as amostras estivessem digeridas. Os extratos
acidos resultantes desses processos foram transferidos para baldes volumétricos, onde o
volume foi completado para 5 mL com agua ultrapura. Para validacdo do método de
mineralizacdo foi utilizado padréo certificado Fish Protein DORM 4 NRC contendo
410455 pg kg™ de mercurio total (MORAES et al., 2013b; BRAGA et al., 2014).

Na determinacdo de mercurio total foi utilizado espectrdmetro de absorcédo
atdbmica SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor de absorcdo de fundo
com lampada de deutério e sistema self-reverse, tubo de grafite pirolitico com
plataforma integrada e amostrador automatico ASC-6100. Foi utilizada lampada de
catodo oco de mercurio SHIMADZU, operada com corrente minima de 12 mA e
corrente méxima de 400 mA (corrente utilizada na correcdo de fundo — BG). O
comprimento de onda utilizado foi de 253,7 nm e resolucdo espectral de 0,5 nm.
Argonio foi utilizado como gas inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1 L min™
durante todo o programa de aquecimento, exceto na etapa de atomizagdo, na qual o

fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de absorbancia foram medidos em area de pico.

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Antes de selecionar o teste estatistico mais apropriado para qualquer tipo de
estudo, é necessario que algumas caracteristicas do conjunto de dados sejam analisadas,
como o tipo de variavel (quantitativa ou qualitativa), a situacdo da variacdo entre 0s
grupos a serem comparados (homogénea ou heterogénea), 0 nimero de grupos e se 0s
mesmos sdo dependentes ou independentes (WAGNER, 1998).

Existem duas classes de testes estatisticos, 0s paramétricos que normalmente séo
aplicados em varidveis quantitativas, as quais possuem uma distribuicdo dos dados
homogénea; e 0s ndo-paramétricos mais apropriados para variaveis qualitativas, ou
aquelas quantitativas que ndo preencham os requisitos dos testes paramétricos como a
presenca de outliers no conjunto de dados, isto &, valores muito acima da média dos
dados (WAGNER, 1998).

Ainda segundo o mesmo autor, geralmente em testes nao-paramétricos os dados
sdo classificados em posicdes (ranks) e comparados sem ser necessario um padrédo
especifico de distribuigdo, por isso, sdo denominados também como testes de

distribuicéo livre.
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O conjunto de dados deste estudo € heterogéneo e ha alguns outliers, além de
estarem em medidas de grandeza diferentes. Por estas razdes a Correlacdo de Spearman,
a qual € um teste ndo-paramétrico, foi selecionada para comparar as variaveis:
concentracdes de mercurio total e comprimento dos tucunareés.

O coeficiente de Spearman, representado pela letra r € utilizado para verificar se
as variaveis estdo associadas e qual o seu grau de associacio (GUIMARAES, 2008).

O resultado foi definido como estatisticamente significativo quando o p fosse
menor que 0,05. Caso o coeficiente da Correlacdo de Spearman fosse alto, a hipotese
seria que quanto maior o comprimento do tucunaré, maior seria sua idade e,
consequentemente, maior seria 0 tempo de exposicdo ao mercurio. Se o coeficiente
da Correlacdo de Spearman fosse baixo, indicaria que as variaveis sdo independentes,
gue ndo ha uma relacdo significativa de causa e efeito.

Ja a estatistica descritiva foi utilizada para apresentar caracteristicas gerais
(comprimento, peso e concentracdo de mercurio total) dos tucunarés por local de
amostragem.

Gréaficos do tipo boxplot foram elaborados para analisar as concentracfes de
mercurio total e a massa total de mercUrio nos tucunarés por locais de amostragem. Por
meio deste tipo de gréafico é possivel avaliar pela média e pela variancia dos dados quais
localidades possuem tucunarés com maiores niveis de mercario em seus tecidos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software Statistica, versdo 7.1
(StatSoft, Inc. 2005), com excecdo do grafico de dispersdo que foi elaborado no
programa Excel.

4.13 LICENCA DE COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

A proposta de estudo foi enviada no inicio do ano de 2013 ao Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO para aquisicdo da licenca de
coleta e transporte de amostras bioldgicas. Essa autorizacdo foi expedida com base na
Instrucdo Normativa n°154/2007, por meio do codigo de autenticacdo 78317179,
resultando na emissdo da Licengca N° 40791-1 (autorizagcdo para atividades com
finalidade cientifica) com validade entre 05 de setembro de 2013 a 05 de outubro de
2014. Apo6s o término desse prazo, a licenga foi renovada com validade até 06 de
setembro de 2015 (Anexo 1).
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Os dados biométricos (comprimento e peso totais) e as concentragdes de

mercurio total dos tucunarés coletados nos rios Negro, Apuad, Solimdes, Purus e

Madeira e nos reservatorios das usinas hidrelétricas de Balbina (rio Uatumd), Cana

Brava (rio Tocantins) e Tucurui (rio Tocantins) estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Comprimento, peso e concentragdes de mercurio totais em amostras de varias
subespécies de tucunarés capturados nos rios Negro, Apuad, Solimdes, Purus e Madeira, e
reservatorios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui.

L ocalizacso Subespécie Comprimento Peso Concentracéo de Hg
¢ P total (cm) total (g) (ma/kg)
Tucunaré Pitanga
(Cichla kelberi) 3 650 0,513
) 45 1.170 4,468
Rio Negro, Manaus —
AM 45 1.100 0,717
a Tucunare A 48 1.500 0,459
(12 coleta) (Cichla temensis) i i
53 1.900 0,279
74 5.900 1,885
) 43 950 1,330
(Cichia tomensis paca) 0 2200 1.156
Rio Negro, Manaus — P 51 1.610 0,985
AM ;
Tucunaré Borboleta
(2% coleta) (Cichla orinocensis) 40 770 1,005
Tucunaré Acu
(Cichla temensis) 70 5100 0.836
Tucunaré Acu
(Cichla temensis) 68 4.000 0.977
_ ] N Tucunaré Borboleta 39 600 0,486
Rio Apuad, Novo Airdo  (Cichla orinocensis) 43 850 1,392
- AM
51 1.450 0,939
_ Tucunare Paca 50 1.200 0,769
(Cichla temensis paca)
65 3.000 0,918
40 1.025 1,159
39 905 1,248
Rio Solimdes, Coari — Tucunaré Amarelo
AM (Cichla ocellaris) 39 930 0,454
38 870 0,355
38 930 1,454
42 990 1,088
41 945 0,859
Rio Solimdes, Codajas Tucunaré Amarelo
- AM (Cichla ocellaris) 40 900 1,345
41 980 1,053
45 1.200 1,731
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Tabela 9 — Comprimento, peso e concentragdes de mercurio totais em amostras de varias
subespécies de tucunarés capturados nos rios Negro, Apual, Solimdes, Purus e Madeira, e
reservatorios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui_continuagdo.

Localizagio Subespécie Comprimento Peso Concentracédo de Hg
total (cm) total (g) (ma/kg)
39 795 0,569
37 755 0,495
Rio Purus — AM Tu_cunaré Amarelo 38 745 0,546
(Cichla pleiozona) 38 775 0.546
39 830 0,719
37 720 0,891
38 1.090 0,613
35 738 0,376
Rio Madeira, Porto Tucunaré Amarelo 35 736 0,251
Velho — RO (Cichla pleiozona) 34 698 0523
35 742 0,500
34 656 0,253
43 1.150 0,475
) ) 43 1.250 0,363
(RFéIS%rL\J/::gE]: d_aAUMHE Tucunaré Acl- 43 1.320 0,754
Balbina) (Cichla vazzoleri) 46 1.300 0,277
46 1.450 0,226
46 1.450 0,237
47 3.000 0,267
_ _ 35 1.100 0,597
(Reservario da UHE Tucunaré Azul 43 1.500 0,286
Cana Brava) (Cichla piquiti) 40 1.500 0,088
39 1.100 0,161
30 1.000 0,162
36 650 0,872
37 750 0,962
Rio Tocantins - PA Tucunaré Paca 36 600 1,123
(Reservatorio da UHE . . 36 800 0,194
Tucurui) (Cichla temensis paca) = —00 0,902
33 550 0,229
34 550 0,612

O valor médio de comprimento total dos tucunarés amostrados no rio Negro foi

51,3 + 12,2 cm, variando de 35 a 74 cm; no rio Apual a média foi 52,7 + 11,6 cm,

variando de 39 a 68 cm; nos tucunarés do rio Solimdes o valor médio foi 40,3 + 2,1 cm,

variando de 38 a 45 cm; nos tucunarés do rio Purus o valor médio foi 38,0 + 0,9 cm,

variando de 37 a 39 cm; no rio Madeira a média de comprimento total foi 35,2 + 1,5 cm,

variando de 34 a 38 cm; nos tucunarés do reservatério de Balbina, construido no rio

Uatumd, o valor médio do comprimento dos tucunarés foi 44,5 + 1,6 cm, variando de 43
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a 46 cm; no reservatorio de Cana Brava, instalado no rio Tocantins, apresentou o valor
médio de 39,0 + 6,0 cm, variando de 30 a 47 cm; ja os tucunarés do reservatorio de
Tucurui, também localizado no rio Tocantins, o valor médio do comprimento dos
tucunarés foi 35,3 + 1,4 cm, variando de 33 a 37 cm.

A Figura 9 apresenta os valores médios e a variacdo entre 0s comprimentos
totais dos tucunarés de acordo com os locais de amostragem. E possivel inferir que os
maiores comprimento sdo dos tucunarés oriundos do rio Negro. Além disso, todos os
tucunarés deste estudo estdo em estagio de maturacdo, visto que, esta fase ocorre

quando a espécie atinge o comprimento entre 20 e 35 cm (KEHRIG et al., 2008).

Figura 9 — Variacdo do comprimento total dos tucunarés coletados nos rios Negro, Apuad,
Solimdes, Purus e Madeira, e nos reservatdrios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e
Tucurui.

80

75

70 o
65
5
£ 60
e
G 55
£
g 50 .
o
@)
4 o
20 | =
== o
35 o oo oo
[}
30 - - - - - - -
2 2 3 3 g g g E 0 Mean
2 S £ 5 3 5 E 5 [ueamse
z 2 £ a K] = o g eant
o o = k) = o © = T Mean+SD
id o n [4 o w 5 w .
Q v % S % o OQutliers
& | #* Extremes
I
)

O valor médio de peso total dos tucunarés amostrados no rio Negro foi 2.077 +
1.764,7 g, variando de 650 a 5.900 g; no rio Apuau a média foi 1.850 + 1.348,3 g,
variando de 600 a 4.000 g; nos tucunarés do rio Solimdes o valor médio foi 968 + 93,9
g, variando de 870 a 1.200 g; o valor médio para os tucunarés do rio Purus foi 770 +
39,0 g, variando de 720 a 830 g; nos tucunarés do rio Madeira a media de peso foi 777 +
157,0 g, variando de 656 a 1.090 g; no reservatorio de Balbina, construido no rio

Uatumd, o valor médio do peso dos tucunarés foi 1.320 + 116,6 g, variando de 1.150 a
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1.450 g; os tucunarés do reservatério de Cana Brava, instalado no rio Tocantins,
apresentou o valor médio de 1.533 + 750,1 g, variando de 1.000 a 3.000 g; j& no
reservatorio de Tucurui, também localizado no rio Tocantins, o valor médio do peso dos
tucunarés foi 657 + 97,6 g, variando de 550 a 800 g.

A Figura 10 apresenta os valores médios e a varia¢do entre 0s pesos totais dos
tucunarés de acordo com os locais de amostragem, sendo 0s maiores pesos encontrados

em tucunaré do rio Negro.

Figura 10 — Variacdo do peso total dos tucunarés coletados nos rios Negro, Apuau, Solimdes,
Purus e Madeira, e nos reservatorios das usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui.
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A concentracdo média de mercdrio total nos tucunarés amostrados no rio Negro
foi 1,24 + 1,16 mg/kg, variando de 0,28 a 4,47 mg/kg; no rio Apuau foi 0,91 + 0,3
mg/kg, variando de 0,49 a 1,39 mg/kg; nos tucunarés do rio Solimdes concentracdo
média foi 1,07 + 0,43 mg/kg, variando de 0,36 a 1,73 mg/kg; nos tucunarés do rio Purus
a concentragdo meédia foi 0,63 + 0,15 mg/kg, variando de 0,50 a 0,89 mg/kg; nos
tucunarés do rio Madeira a concentragcdo média de mercurio total foi 0,42 + 0,15 mg/kg,
variando de 0,25 a 0,61 mg/Kkg;
no reservatério de Balbina, construido no rio Uatuma, o valor médio do mercurio total
dos tucunarés foi 0,39 + 0,20 mg/kg, variando de 0,23 a 0,75 mg/kg; os tucunarés do

reservatorio de Cana Brava, instalado no rio Tocantins, apresentou o valor médio de
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0,26 + 0,18 mg/kg, variando de 0,09 a 0,60 mg/kg; ja no reservatorio de Tucurui,
também localizado no rio Tocantins, o valor médio do mercurio total dos tucunarés foi
0,70 + 0,37 mg/kg, variando de 0,19 a 1,12 mg/kg.

As concentracdo meédia de mercurio total nos tucunarés amostrados em regides
classificadas como &guas escuras (rios Apual e Negro) foi de 1,12 + 0,95 mg/kg,
variando de 0,28 a 4,47 mg/kg, enquanto que nos tucunarés amostrados em rios
pertencentes a classe de aguas brancas (rios Solimdes, Purus e Madeira) a concentracao
de mercurio total foi de 0,77 + 0,42 mg/kg, variando de 0,25 a 1,73 mg/kg. Ja os
reservatorios (Balbina, Cana Brava e Tucurui) apresentaram as menores concentragdes
de mercurio, sendo o valor médio de 0,46 + 0,32 mg/kg, variando de 0,09 a 1,12 mg/kg.

A Figura 11 apresenta a média e a variacao entre as concentracdes de mercurio
total de cada localidade. A linha vermelha no grafico representa o limite maximo
determinado pela legislacdo brasileira quanto as concentragdes de mercurio em peixes
predadores. Nota-se que muitos valores ultrapassaram as concentracgdes estipuladas, o
que é muito preocupante devido ao carater acumulativo desse metal. As concentragdes
aumentam na sequéncia: reservatério da UHE Cana Brava < reservatorio da UHE
Balbina < rio Madeira < rio Purus < reservatério da UHE Tucurui < rio Apual < rio
Solimdes < rio Negro.

As concentracfes de mercurio podem variar em funcdo das caracteristicas dos
ambientes. Segundo Amorim et al. (2000) e Roulet et al. (1998) os reservatorios
artificiais podem potencializar a metilacdo do mercurio por serem ambientes Iénticos.
Entretanto, neste estudo a média e a variacdo das concentracGes de mercurio em funcgéo
dos tipos de ambientes apresentada na Figura 11, mostrou que os tucunarés coletados
em rios apresentam as maiores concentracfes médias de mercurio quando comparados
aos tucunarés dos reservatorios, com exce¢do do reservatério da UHE Tucurui, que

possui concentragdes superiores as dos rios Madeira e Purus.
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Figura 11 — Variacdo das concentragdes de mercurio total quantificadas no tecido muscular de
tucunarés coletados nos rios Negro, Apuad, Solim@es, Purus e Madeira, e nos reservatérios das
usinas hidrelétricas Balbina, Cana Brava e Tucurui.
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Um gréafico foi elaborado para representar a distribuicdo da massa total de
mercurio em funcdo do comprimento do exemplar de peixe, considerando os diferentes
locais de amostragem. O comprimento foi selecionado por representar o tempo de vida
de cada peixe e consequentemente o tempo de exposic¢do do mercdrio (Figura 12).

A distribuicdo da massa de mercurio total em funcdo do comprimento aumentam
na sequéncia: rio Madeira < reservatério da UHE Cana Brava < reservatorio da UHE
Balbina < rio Purus < reservatério da UHE Tucurui < rio Solimdes < rio Apuad < rio
Negro. Considerando as caracteristicas fisico-quimicas de cada ambiente, 0s ambientes

de aguas escuras possuem as maiores massas de mercurio neste estudo.
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Figura 12 — Variagdo da massa de mercurio total em fungdo dos locais de amostragem (rios
Negro, Apuad, Solimdes, Purus e Madeira, e reservatérios das usinas hidrelétricas Balbina,
Cana Brava e Tucurui).
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Conforme pode ser observado na Tabela 9 e nas Figuras 11 e 12 ndo h&
homogeneidade nas variancias das concentracdes de mercurio e nem dos comprimentos.
Sendo assim, buscou-se avaliar o grau de correlacdo entre essas variaveis por meio do
teste ndo-paramétrico Correlacdo de Spearman.

A variavel peso ndo foi correlacionada com as concentra¢fes de mercurio, pois é
uma medida muito influenciada por algumas variacbes, como a disponibilidade de
alimento e os fenbmenos fisiol6gicos temporais de cada subespécie. J& 0 comprimento
ndo é influenciado por qualquer fator, por isso é o mais indicado para ser correlacionado
com as concentragdes de mercurio total.

O teste foi realizado com as 58 amostras e em seguida separando-as em classes
distintas (aguas escuras, aguas claras e reservatorios). O teste foi significativo
considerando todas as amostras e a classe de aguas claras, sendo o valor de alfa adotado
para o nivel de significancia de 0,05 (5%). O coeficiente de correlagdo entre as
concentragfes de mercurio total e os comprimentos considerando os 58 tucunarés foi
baixo (0,276997). Ja com as amostras de aguas claras o coeficiente foi elevado

(0,715998), mostrando que possivelmente ha correlacdo entre o comprimento, o qual
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esta associado ao tempo de vida do espécime, com as concentragdes de mercdrio desses
tucunarés (Tabela 10).

Tabela 10 — Correlagdo de Spearman com as varidveis comprimento e concentracdo de
mercdrio total dos tucunarés de todos os locais de amostragem e de classes (aguas escuras,
aguas claras e reservatorios).

Valid Spearman t(N-2) p-level
Todos 58 0,276997 2,157271 0,035291
Aguas escuras 17 0,121547 0,474267 0,642140
Aguas claras 22 0,715998 4,586774 0,000179
Reservatorios 19 -0,150381 -0,627170 0,538881

Como as maiores concentracdes de mercurio total foram quantificadas na
musculatura dos tucunarés oriundos do rio Negro, nesses peixes existe uma maior
probabilidade de identificagdo de proteinas associadas ao mercurio.

Dessa forma, cinco amostras de tucunarés coletados no rio Negro em marc¢o de
2014 foram selecionadas para o fracionamento de proteinas em gel de poliacrilamida
(2D-PAGE). Todas as amostras eram da mesma subespécie (Cichla temensis), pois se
acredita que as proteinas de subespécies diferentes ndo sejam todas idénticas.

Como a técnica 2D-PAGE é realizada com o pool (conjunto) das amostras, a
concentracdo de mercdrio total foi quantificada novamente no pool dos cinco tucunarés
por meio da técnica espectrometria de absor¢ao atdbmica em forno de grafite (GFAAS).
A determinacgdo da concentracdo de mercurio no pool foi feita em duplicata e a média
foi de 1,17 + 0,035 mg/kg.

Considerando a concentracdo obtida do pool das amostras, foram feitos oito
testes a fim de obter um gel com boa separacdo das proteinas. Varios fatores foram
alterados a cada teste, inicialmente, aplicou-se no gel de poliacrilamida o extrato obtido
apenas por centrifugacdo. O resultado ndo foi satisfatorio, pois além de proteinas,
lipideos, fibras e outras particulas sélidas também estavam presentes no extrato.

Optou-se, entdo, por precipitar as proteinas presentes no extrato. Testes foram
feitos com a precipitacdo de todas as proteinas, utilizando acetona a 80% como solvente
e, em seguida, com a precipitacdo fracionada em trés etapas. As duas primeiras etapas
selecionaram as proteinas >50 kDa e a terceira etapa agrupou as proteinas <50 kDa,
formando um precipitado (pellet). O teste com a precipitacdo fracionada apresentou 0s
melhores resultados.

E importante ressaltar que, inicialmente, a concentracio total de proteinas foi
determinada nos extratos obtidos a partir da solubilizacdo dos precipitados utilizando-se
0 método do Biureto (SYKES et al., 1987). Em seguida, foi aplicada nas fitas uma
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quantidade de massa proteica e solugOes previamente calculadas com base no manual do
sistema IEF, o qual indica as condi¢Oes para favorecer uma melhor separacdo das
proteinas (BERKLMAN & STENSTEDT, 1998).

O tamanho da malha do gel também foi testado, sendo que as concentracdes de
acrilamida e bis-acrilamida que determinam a quantidade de ligagdes cruzadas que
formam o gel (BRACHT et al., 2003). Foram feitos testes com géis menos e mais
porosos, 15 e 12,5% (m/v), respectivamente.

Com as condi¢bes usualmente utilizadas para separacdo das proteinas em
segunda dimensdo, as proteinas com menor massa molar (abaixo de 14,4 kDa) foram
eliminadas do gel a 12,5% (m/v), e mantidas no gel a 15% (m/v).

Dessa forma, o teste que apresentou melhor separacdo de proteinas foi obtido
por meio da precipitacdo fracionada em gel a 15% (m/v). A quantidade média de
proteinas presentes no precipitado (pellet) foi 5,349 pg e o volume aplicado na fita de
IEF de precipitado ja solubilizado com o tamp&o da amostra foi de 70 pL.

A Figura 13 representa a imagem do gel obtido sob as condi¢cbes descritas, cada
circulo vermelho representa uma possivel proteina (spot), a qual foi separada de acordo
com o seu ponto isoelétrico (pl) que varia de 3 a 10, e com sua massa molar que varia
de 14,4 a 97 kDa.
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Figura 13 — Gel a 15% obtido por 2D-PAGE, utilizando proteinas fracionadas de tecido
muscular de tucunarés oriundo do rio Negro. Os circulos vermelhos indicam possiveis
proteinas.
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As separagdes por 2D-PAGE foram feitas em quadriplicata possibilitando as
andlises de correlacdo dos géis, bem como obtencdo da massa de proteina necessaria
para quantificacdo de mercurio total.

Na etapa de tratamento das imagens, a analise de correlacdo entre os quatro geis
(matching) demonstrou que, em média, 93% dos spots proteicos estavam presentes em
todos os géis, sendo o desvio padrdo de apenas 4%. Além disso, foram identificados os
spots presentes nos quatro geis, sendo a média de 106 spots. Devido ao grande numero
de spots foi necessario seleciona-los para posterior quantificacdo do mercurio.

As proteinas de menor massa molar sdo mais favoraveis a ligacdes com atomos
de mercurio. De acordo com Rodrigues et al. (2008) as metalotioneinas (massa molar
<10 kDa) possuem grande quantidade de cisteinas, que sdo aminoacidos com grupos
sulfidrila, os quais forma complexos estaveis com metais como o0 mercurio.

Dessa forma, apenas as 15 proteinas identificadas na Figura 13, localizadas no
gel abaixo de 20,1 kDa, foram selecionadas para quantificacdo de mercurio total por

espectrometria de absorcao atbmica em forno de grafite (GFAAS).
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A Tabela 11 apresenta as concentragdes de mercdrio total determinadas nos 15
spots proteicos, bem como seus respectivos pontos isoelétricos, massas molares e
massas de proteina, obtidos através do programa ImageMaster 2D Platinum 7.0. Essas
proteinas com pontos isoelétricos entre 4,04 e 9,73 e massas molares entre 11,67 e

18,72 kDa sdo as indicadas para trabalhos futuros de caracterizacéo.

Tabela 11 — Concentracdo de mercurio total por GFAAS, pl, massa molar e massa de proteina
dos 15 spots proteicos das amostras de tecido muscular de tucunarés coletados no rio Negro.

Spot _ Poptq Massa molar gﬁ)sf:}:ae Concentracao de Hg
isoelétrico (kDa) (ng)
(1))

1 4,04 13,05 0,71 2,49
2 4,07 12,51 4,46 2,59
3 4,31 13,05 23,85 1,92
4 4,56 12,93 7,50 1,44
5 5,83 17,13 0,26 1,29
6 6,10 17,06 2,14 2,82
7 6,43 17,10 0,41 3,36
8 6,32 18,72 0,15 1,87
9 7,00 17,84 0,83 2,42
10 7,81 17,63 0,38 1,38
11 7,81 17,00 0,30 2,02
12 7,97 17,77 0,18 1,32
13 7,25 11,67 0,45 1,85
14 8,54 13,91 0,14 2,31
15 9,73 13,94 0,15 1,31

A concentracdo média de mercurio nos 15 spots foi de 2,03 + 0,63 ng, sendo o
menor teor quantificado nos spots 5 e 0 maior no spot 7.

Além dos spots, a quantificagdo do mercario total também foi feita nos
precipitados em duas fragdes (>50 kDa e <50 kDa) e na solucdo preparada com o
precipitado solubilizado, obtido na segunda etapa, que foi aplicada na fita IEF. O
objetivo foi fazer um balango de massa do mercurio determinado no tecido muscular até
0 spot proteico, e estimar o quanto foi perdido em cada etapa.

Né&o foi detectada a presenca de mercurio em precipitados de maior massa molar,
resultantes das duas primeiras precipitacdes. J& os precipitados menores que 50 kDa,
obtidos na terceira etapa da precipitacdo fracionada, apresentou a média de 0,145 +
0,0049 ng/g.
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A concentracdo média de mercurio no pellet solubilizado, obtido na terceira
precipitacdo, e posteriormente aplicado na fita de IEF, foi de 0,163 + 0,0028 ug/g.

Considerando essas duas concentracdes, tem-se que 89% do mercurio presente
no pellet, obtido na terceira precipitacdo, foi encontrado na massa de proteina
solubilizada e aplicada na fita de IEF. Os outros 11% provavelmente foi perdido no
preparo das amostras antes da determinacdo das concentragdes de mercurio.

Comparando as concentracbes médias de mercurio total no pool dos tecidos
musculares dos tucunarés (1,17 mg/kg) com as concentracbes medias dos pellets
proteicos de menor massa molar, tem-se apenas 12,4% do mercdrio do tecido
encontrado nos pellets.

A soma das concentracdes de mercudrio dos 15 spots proteicos, apresentados na
Figura 13 e Tabela 11, foi de 30,397 ng e a soma das massas de proteinas foi de 41,91 .
10 g. Considerando o mercdrio encontrado nos spots e o determinado na massa de
proteina da solucdo onde o pellet estava solubilizado para aplicacdo na fita do IEF
(0,163 ng/g), pode-se afirmar que 49,74% do mercurio no pellet solubilizado estava
também presente nos spots proteicos.

Além do balan¢o de massa, também foram feitos calculos mais detalhados a fim
de estimar a quantidade de atomos de mercurio presentes por moléculas de proteina.
Para tanto, consideraram-se as massas molares dos spots proteicos, a massa molar do
mercdrio (200,59 g mol™), a constante de Avogadro (6,022 . 10%) e que 1 kDa
corresponde a 1,661 . 10%* g (NEVES et al., 2012).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 12 é possivel avaliar a
existéncia de uma relacdo estequiométrica muito pequena entre 0 nimero de a&tomos de
mercdrio e o nimero de moléculas dos spots proteicos. Os maiores valores foram de
1,17 . 10" no spot 8 e 1,16 . 10™ no spot 14.
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Tabela 12 — NUmero de 4tomos de mercurio por molécula de spot proteico das amostras de

tecido muscular de tucunarés (Cichla temensis) coletados no rio Negro.

Spots Moléculas Atomos Atomos de Hg por
rortJeicos no spot proteico de Hg moléculas de proteina
P (x 10" (x 10™) (x 10°)
1 0,33 7,46 0]23
2 2,15 7,77 0,04
4 3,49 4,32 0,01
5 0,09 3,87 0]42
6 0,75 8,45 011
7 0,15 10,10 0,70
0,05 5,63 1,17
9 0,28 7,26 0.26
10 0,13 4,14 032
11 0,11 6,07 0,57
12 0,06 3,98 0,65
13 0,23 5,56 0,24
14 0,06 6,94 1,16
15 0,06 3,92 061

Todos os calculos deste estudo estdo descritos no Anexo 2.
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6. DISCUSSOES

A Correlagdo de Spearman sugere que as variaveis concentracdo de mercurio
total e comprimento possuem uma relacdo direta de proporcionalidade apenas com a
classe de aguas claras (rios Solimdes, Purus e Madeira). De acordo com Kehrig e
colaboradores (2008), o comprimento representa a tempo de vida de cada peixe, quanto
maior o seu tamanho, maior é tempo vida e, consequentemente, como no ambiente a
presenca do mercdrio é constante, entdo maior é o tempo de exposicdo a esse metal.

Entretanto, a falta de algumas informacgdes como tempo de vida de cada peixe,
disponibilidade de alimentos em cada regido amostrada e, sobretudo, ao pequeno
namero de amostras ndo permitem fazer inferéncias com mais confianca.

Os resultados deste estudo sdo semelhantes aos encontrados na literatura. De
modo geral, apresentaram pouca variacao independente do local de amostragem e em
alguns casos as concentracdes de mercurio ultrapassam o limite considerado seguro pela
legislacéo brasileira.

Esses dados sdo preocupantes do ponto de vista toxicoldgico, visto que, as
populacdes tradicionais amazdnicas consomem em média 16 kg/pessoa/ano ou 44
g/pessoa/dia, um dos consumos mais elevados do mundo (BARTHEM & FABRE,
2004).

Neste estudo, os tucunarés do rio Negro apresentaram as maiores concentragdes
de mercurio. Sendo o metilmercurio a maior fracdo do mercdrio total (mais de 90%),
esta neurotoxina potente possivelmente possui 0s maiores niveis nos tucunarés
amostrados no rio Negro (IKINGURA & AKAGI, 2003; PASSOS et al., 2007). J& a
porcentagem de ribeirinhos que consomem peixes duas vezes ao dia na bacia do rio
Negro é de 78,6%, sendo o consumo per capita de peixe estimado em 200 g/dia
(BARBOSA et al., 2003).

Apesar de ndo haver evidéncias concretas de casos de doencas degenerativas do
sistema nervoso central associadas a contaminacdo de mercudrio no pescado consumido
por populacdes tradicionais no Brasil, as elevadas concentragdes de mercdrio aliadas ao
grande consumo de pescado exigem a implementacdo de medidas de prevengdo a
contaminacdo como a criacdo de politicas publicas, monitoramento desse elemento no
ambiente e aprimoramento das ferramentas clinicas que permitam a deteccdo dos seus
efeitos (DOREA, 2003; PASSOS et al., 2003).

A principal medida adotada quando ha confirmacéo de contaminagéo do pescado

por mercurio € restricdo na dieta das comunidades. Essa restricdo € eficiente para evitar
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a contamina¢do humana, mas esta longe de ser a melhor forma de resolver o problema,
pois 0s peixes possuem outras substancias que sdo essenciais a salde, como o 6mega-3
e 0s acidos graxos, os quais sdo dificilmente encontrados em outras fontes (BARBOSA
et al.,, 2003; MALM, 1998; PASSOS et al., 2003). Outros elementos essenciais para
desenvolvimento de fun¢des no organismo humano estdo mais disponiveis em peixes do
que em outras fontes. Peixes quando comparados ao leite, por exemplo, possuem cinco
vezes mais cobre, duas vezes mais calcio, ferro, manganés e zinco (DOREA, 2003).

Além de ser necessario mudar as estratégias em casos de contaminacao, €
preciso que as concentracbes maximas de mercurio permitidas em alimentos sejam
amplamente debatidas, sempre levando em consideragdo que o mercurio € cumulativo e
que alguns efeitos manifestam-se apenas longos periodos apds a contaminacao.

Os limites determinados no Brasil sdo muito permissivos, visto que, em outros
paises 0 nivel seguro, preconizado pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), nédo
ultrapassa 0,5 mg/kg para qualquer espécie. Além disso, a legislacdo brasileira ndo foi
elaborada considerando o consumo de peixes dos paises tropicais, que Sdo muito
maiores quando comparados a outros paises.

Quanto as fontes de mercurio, as da bacia do rio Negro ainda sdo muito
discutidas na literatura, ja que neste rio ndo ha histérico de atividades de mineracao de
ouro (FADINI & JARDIM, 2001). Segundo Forsberg (1999) atividades de garimpo
préximo a Santa Isabel do Rio Negro ocorreram com cerca de 200 dragas no inicio de
1993, entretanto, a atividade foi rapidamente reprimida pelas autoridades ambientais.

Dessa forma, o garimpo ndo justifica as altas concentracBes de mercurio nos
tucunarés amostrados neste estudo e em outras espécies estudadas por Barbosa et al.
(2003) e Belger & Forsberg (2006) na bacia do rio Negro. O desmatamento causado
pela agricultura extensiva que ocorreu entre os anos 1970 a 1980, além da lixiviacdo de
agrotoxicos e produtos quimicos oriundos de industrias para 0s mananciais, foram
algumas das fontes (BARBOSA et al., 2003; MALM, 1998; , ROULET et al., 1999).
Contudo, alguns pesquisadores afirmam que a deposicao e incorporacdo de mercdrio de
fontes antropicas sdo insignificantes quando comparadas as reservas naturais
provenientes da geologia (FADINI & JARDIM, 2001; ROULET et al., 1998).

Fadini & Jardim (2001) estimam que deposito natural de mercurio na camada
superior do solo da superficie da bacia do Rio Negro é de 126 mil toneladas e que 0s
podzélicos amazonicos liberam mercurio mais rapidamente para os corpos hidricos

devido a presenca de complexos organicos. De acordo com Santos et al. (2005) de
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janeiro a julho, a bacia do Rio Negro transborda, inundando cerca de 15000 kmz2 de
floresta e disponibilizando mercdrio para 0s corpos aquaticos.

Além do nivel tréfico, o tempo de vida e o tamanho do peixe, alguns parametros
da agua relacionados com a acidez, quantidade de carbono organico dissolvido,
salinidade, pH e potencial redox também influenciam nas concentragdes de mercirio em
seus tecidos (BARBOSA et al., 2003; MICARONI et al., 2000).

Alguns rios amazonicos como o Negro e seu afluente da margem esquerda, o rio
Apuad, sdo ricos em acidos hamicos e fulvicos que acidificam e escurecem a agua. Essa
classe de &guas possui condutividade de até 8 S/cm e tém altas concentrag¢des de sddio e
potéssio, 0 que diminui o pH (abaixo de 5,5). Tais condi¢des favorecem a metilagdo do
mercurio e 0 aumento da bioacumulacdo desse elemento nos organismos aquaticos.
(BARTHEM & FABRE, 2004; ROCHA et al., 2000).

Ao contrario de rios com &guas brancas, como os rios Madeira, Purus e
Solimdes, 0s quais nascem na regido Pré-Andina e Andina, possuem menores teores de
matéria organica, mas grande quantidade de material particulado inorganico, turbidez e
condutividade elevadas, pH proximo ao neutro e sdo relativamente ricas em célcio
(Ca") e bicarbonatos (HCO3), 0 que as classificam como carbonatadas (BARTHEM &
FABRE, 2004; QUEIROZ et al., 2009).

Os rios Madeira e Solimdes possuem histérico de garimpo, ja no rio Purus nédo
ha relatos de frequente atividade garimpeira, mas por estar localizado numa regido
préxima a do rio Negro, espera-se que as concentracbes de mercurio também sejam de
origem natural (BASTOS & LACERDA, 2004; MARTINELLI et al., 1988;
PADOVANI et al., 1995).

A distribuicdo das concentracdes de mercdrio em funcdo do local de amostragem
é bem heterogénea, entretanto é possivel observar que as menores concentraces foram
determinadas em tucunarés de reservatorios artificiais. Dentre os reservatorios, o da
Usina Hidrelétrica de Tucurui apresentou os maiores niveis de mercdrio quando
comparado aos reservatérios das Usinas Hidrelétricas de Balbina e Cana Brava. Uma
possivel influéncia para essas grandes concentracbes de mercurio em Tucurui é o
garimpo de ouro e as reservas naturais desse elemento presentes na geologia da regido
onde esté instalada a usina.

No rio Uatum ndo hé historico de mineragdo de ouro (KASPER et al., 2014).
Miller (1994) afirma que antes do enchimento do reservatorio da UHE Balbina, a

vegetacdo nativa ndo foi removida, isto implica em disponibilizacdo de muita matéria



75

orgénica a longo prazo, e contribuicdo na metilacdo do mercdrio. Além disso, esse rio
possui aguas escuras, as quais sao mais favoraveis a metilacdo do mercurio.

De acordo com Mailmen et al. (2006), nos reservatorios hidrelétricos a producéo
de mercurio pode durar até 13 anos, variando devido a quantidade de matéria organica
presente no local. Por se tratar de um metal que pode bioacumular, este pode persistir
em peixes de reservatorio por até 30 anos apds o alagamento, o que afeta toda a cadeia
alimentar da regido, incluindo a comunidade pescadora. Os reservatorios de criagcdo
recente possuem caracteristicas que favorecem a metilacdo do mercurio como anoxia,
pH levemente &cido, matéria organica e atividade microbiana intensa (LACERDA &
MALM, 2008).

Schetagne & Verdon (1999) monitoraram mercurio em 5 espécies de peixes nos
anos de 1978 a 1996 no Complexo Hidrelétrico La Grande, em Quebéc, Canada. O
estudo indicou que as concentragdes aumentaram rapidamente logo apos o represamento
em todas as espécies de peixes e que tendem a retornar aos niveis naturais somente ap6s
10 a 25 anos para espécies ndo piscivoras e 20 a 30 anos para piscivoras.

As concentracfes de mercurio também aumentam em funcdo do tamanho do
reservatorio, quanto maior ¢é a area alagada maior € a disponibilizacdo do mercurio para
a agua e organismos aquéticos. Dessa forma, apesar da UHE Cana Brava ser mais
recente, seu reservatorio € menor quando comparado a UHE Tucurui e UHE Balbina,
isso pode justificar as maiores concentracdes de mercudrio encontradas nos tucunarés
oriundos dessas usinas.

Além disso, as concentracdes de mercurio nos tecidos dos tucunarés capturados
na regido onde esta instalada a UHE Cana Brava pode ter origem do garimpo de ouro,
muito praticado na regido proxima a usina, e da decomposicdo da matéria organica
presente no reservatério (DA SILVA et al., 2006).

O mercurio persiste na atmosfera por muitos meses, devido a sua alta
estabilidade quimica, elevada pressao de vapor e natureza hidrofébica (DA SILVA et
al., 2006). Além disso, Krabbenhoft & Sunderland (2013) afirmam que o aumento das
emissdes de bromo para a atmosfera, além de comprometer a camada de ozdnio pode
influenciar o tempo de residéncia do mercurio na atmosfera em até 66%. Diante disso, 0
mercurio pode ser transportado na atmosfera por longas distancias, afetando areas
remotas naturais longe de suas fontes pontuais de contaminacéo, isso o classifica como
um poluente global (LACERDA & MALM, 2008).
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Dessa forma, o mercurio determinado nos tucunarés capturados no reservatorio
da UHE Cana Brava também pode ser proveniente da regido amazonica.

Neste estudo também foi feita a otimizacdo do método de fracionamento de
proteinas em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) de tucunarés oriundos do rio Negro,
além da identificagdo das proteinas candidatas a biomarcadores de mercdrio.

Né&o foi encontrada a presenca de mercurio em precipitados acima de 50 kDa,
obtidos por meio da precipitacdo fracionada. As proteinas de menor massa molar podem
apresentar sequéncias peptidicas contendo aminoacidos com grupos sulfidrilas ou tiois,
0s quais possuem caracteristicas de base mole e formam ligacbes preferencialmente
com acidos moles, como o mercurio (GARCIA et al., 2006).

A porcentagem de mercurio encontrado nos pellets de menor massa molar,
originarios do tecido muscular dos tucunarés do rio Negro, foi de apenas 12,4%, sendo
que nesses pellets foram também perdidos 11% de mercdrio quando solubilizados para
aplicacdo na fita de IEF.

Apenas 49,74% do mercurio determinado nos pellets de menor massa molar
solubilizados estava também presente nos spots proteicos. Isso justifica a baixa relacédo
estequiométrica encontrada entre 0 nimero de atomos de mercurio e o nimero de
moléculas dos spots proteicos.

Possivelmente, a maior parte desse mercurio estd ligado a outros compostos
e/ou macromoléculas, como lipideos e carboidratos, e outra parte pode ter sido perdida
durante o processo de mineralizagcdo das amostras para determinacdo das concentragdes
de mercurio total.

Além disso, esse percentual indica que os procedimentos de preparo das
amostras, como a precipitacdo fracionada em trés etapas, foi eficiente para ser aplicado
na 2D-PAGE, pois preservou a estrutura metal-proteina.

Barghigiani et al. (1989) e Passos et al. (2007) afirmam que na musculatura de
peixes mais de 90% do mercurio total esta na forma de metilmercdrio. Além disso, essa
espécie de mercurio é lipossoluvel, isto é, associa-se facilmente aos lipideos.

A proteina denominada metalotioneina é rica em cisteina que é capaz de se ligar
a alguns metais pesados, tais como Cd, Zn, Cu e Hg. Além disso, o dimetilmercurio tem
baixa afinidade com as metalotioneinas, ao contrario do mercudrio inorganico e do
metilmercdrio que se encontram comumente associados a esse tipo de proteina
(BARGHIGIANI et al., 1989).
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Isso sugere que, possivelmente, a maior parte do mercdrio total determinado nos
spots proteicos, que inicialmente estava presente no tecido muscular, estd na forma de
inorganica. Como essa espécie de mercurio associa-se facilmente as metalotioneinas e
proteinas metal-binding, acredita-se que essas proteinas estejam presentes nos spots
proteicos apresentados neste estudo. Entretanto, seria necessaria a determinagao de cada
forma de mercurio (orgénico e inorgénico) para fazer inferéncias com mais confianca.

Os resultados indicam a presenca de atomos de mercurio em 15 spots proteicos
de pontos isoelétricos entre 4,04 e 9,73 e massas molares entre 11,67 e 18,72 kDa.
Analisando a relagdo de atomos de mercurio por moléculas de proteinas, apesar de
pequena, pode-se indicar 2 possiveis proteinas, identificadas no gel como spots 8 e 14,
com maior relacdo estequiométrica. Essas proteinas podem ser as mais promissoras a
biomarcadores de mercurio em tucunarés.

Dessa forma, a 2D-PAGE mostrou-se eficiente na investigagdo de
metaloproteinas associadas ao mercurio em amostras de tecido muscular de tucunares.
Além disso, a correlacdo média das repeticbes dos geéis possibilitou a massa necessaria
de proteinas para deteccdo do mercurio.

Esses dados poderdo auxiliar trabalhos futuros de identificacdo e caracterizacéo
dessas proteinas, as quais sdo candidatas a biomarcadores da toxicidade do mercurio,
para posteriormente, serem criadas ferramentas de prevencdo a contaminagdo por

mercurio em comunidades tradicionais que vivem diretamente da pesca.
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7. CONCLUSOES

As concentracfes de mercurio no tecido muscular dos tucunarés, de modo geral,
sdo semelhantes as documentadas na literatura em varios lugares do mundo, sobretudo
na regido amazonica. Contudo, essas concentracdes sdo discrepantes dos limites
méaximos definidos na legislacéo.

Esses dados alertam para uma detalhada revisdo das concentra¢fes de mercurio
total consideradas seguras para os seres humanos, visto que a legislacdo brasileira ndo
considera um consumo téo elevado de peixes como ocorre em popula¢Ges amazonicas.

A 2D-PAGE mostrou-se eficiente na investigacdo de metaloproteinas associadas
ao mercdrio em amostras de tecido muscular de Tucunarés Acgu (Cichla temensis)
naturais do rio Negro. Além disso, a boa correlacdo média das repeticGes dos géis
possibilitou a massa necessaria de proteinas para deteccao do mercurio.

Por meio das imagens dos géis e da quantificacdo do mercurio nos precipitados
pode-se concluir que o mercdrio esta associado as proteinas de menor massa molar
(<20,1 kDa). Foram identificadas 15 proteinas candidatas a biomarcadores da
toxicidade do mercdrio em tucunarés, sendo 2 consideradas mais promissoras.

Quanto ao balanco de massa de mercurio, 12,4% do mercdrio determinado na
musculatura dos tucunarés estava presente nos pellets proteicos com massas molares
abaixo de 50 kDa. Sendo que 49,74 % do mercdrio presente nos precipitados de menor
massa molar solubilizados também foi encontrado nos spots proteicos.

Dessa forma, a precipitacdo fracionada em trés etapas foi um método eficiente
para ser aplicado no método de fracionamento de proteinas em gel de poliacrilamida
(2D-PAGE), indicando que os procedimentos de extracdo das proteinas foram
adequados, 0s quais preservaram a estrutura metal-proteina. Além disso, € provavel que
0 mercurio encontrado esteja na forma inorganica, visto que, a maior parte do mercurio
presente nos tecidos é o metilmercurio, o qual é lipossolavel.

Esses resultados metaldomicos sdao importantes no subsidio de trabalhos futuros
de caracterizacdo de biomarcadores de mercurio em peixes. Tanto as concentracdes de
mercudrio quanto a identificacdo de proteinas associadas ao mercurio apresentadas neste
estudo, alertam para investimentos em pesquisas a longo prazo, objetivando a criacdo de
politicas publicas e de programas de monitoramento continuado nos varios
compartimentos ambientais, além do aprimoramento de ferramentas de seguranca

alimentar frente @ uma contaminacgao por mercurio.
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APENDICE

APENDICE A — Célculos

Exemplo de célculo para concentracé@o de mercario no Spot Proteico 1
Dados do Spot 1
Massa de proteina: 0,71. 10° g

Concentracdo de mercurio: 0,4970 ng/L (média)

*Q fator de diluicdo das amostras foi de 5 mL, o qual foi inserido no célculo para os 15
spots de acordo com o exemplo abaixo:
0,4970 ng — 1000 mL
X —>5mL

x =0,00248 ng

Apdbs encontrar a concentracdo de mercurio real dos spots (com fator de diluicdo
incluido), dividiu-se a concentracdo do mercurio pela massa de proteinas:
Chg= 0,00248 ng/0,71.10° g
Chg=2,48.10°mg/0,71.10° g
Chg= 0,0035 mg/g

Exemplo de calculo estequiométrico para o Spot Proteico 1
Dados do Spot 1

Massa molar = 13,052 kDa ou 13052 Da

Massa de protefna = 0,71. 10° g

Mercurio do spot 1 = 0,0035 mg/g

Massa molar do mercario = 200,59 g/mol
N° Avogadro = 6,02 . 102
1Da=1661.10%¢g

1° - Calculou-se o nimero de moléculas de proteinas no spot.
1Da—1,661.10%g
13052 Da — x
x=217.10%g
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2,17 .10% g — 1 molécula de proteina
0,71.10°g - x

x = 3,27 . 10" moléculas de proteina

2° - Calculou-se o niimero de atomos de mercdrio.

0,0035 mg — 1 g de proteina
X —0,71.10° g

x = 0,00248 . 10° mg de Hg ou 2,48 . 10™?g de Hg

200,59 g (MM Hg) — 6,02 . 10%* atomos de Hg
2,48 .10 g — x

x = 0,075. 10" ou 7,5. 10° 4tomos de mercrio

3° - Calculou-se a relacdo de atomos de mercurio por moléculas de proteina.
x=75.10°
3,27 . 10"
x =0,23. 10" ou 0,000023

Calculo do balango de massa

0,163 ng (concentracdo média Hg na solucéo aplicada na fita IEF)
0,145 ng (concentragcdo média de Hg nos pellets proteicos de massa molar < 50kDa)
1,17 ug (concentragdo média Hg no pool de tecidos musculares)

v' Porcentagem de mercdrio comparando-se as concentracbes de Hg dos pellets
proteicos de massa molar < 50kDa com 0 Hg na solugéo aplicada na fita IEF:

0,163 ng (concentracdo média Hg na solucdo) — 100%
0,145 ng (concentracdo média de Hg nos pellets proteicos) — x
X = 89% de Hg
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v" Porcentagem de mercdrio comparando-se as concentracbes de Hg nos pellets

proteicos com 0 Hg determinado no tecido muscular:

1,17 ug (concentracdo média Hg no tecido muscular) — 100%
0,145 ug (concentracdo média de Hg nos pellets proteicos) — X
x =12,40% de Hg

v Concentracdo de mercurio na massa total de proteinas considerando os 15 spots
proteicos:
¥ massas proteina nos spots = 41,91 ug ou 41,91 . 10°® g
> massas Hg nos spots = 0,0304 ng
Chg = 10,0304 ng/375.10° g
Chg = 81,07 ng/g ou 0,08107 ng/g

Considerando que a concentracdo de mercurio na massa de proteinas da solugdo

aplicada na fita IEF foi de 0,163 ug/g foi feita a seguinte relacéo:

0,163 ug — 100%
0,08107 ug — X

X = 49,74 % de Hg




ANEXO

ANEXO A — Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 40791-2 | Data da Emissdo: 07/08/2014 16:44 Data para Revalidagao™: 06/09/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversarnio de sua emissao.

Dados do titular

Mome: Wilyane Silva Figueiredo CPF: 023.632.711-80

Titulo do Projeto: Identificago de biomarcadores de toxicidade do mercirio em tucunarés na bacia do ric Negro, Tapajos, Madeira e Teles Pires

Nome da Instituico : FUNDACAQ UNIVERSIDADE DE BRASILIA CNPJ: 00.038.174/0001-43

Cronograma de atividades

# Descrigao da atividade Inicio (mes/ano) | Fim (mes/ano)
1 | Desenho amostral e definicao das estacoes de coleta 08/2013 08/2013
2 | Levantamento bibliografico 92013 092014
3 | Finalizagao da redagao da dissertagao 05/2013 1172014
4 | Amostragem de Tucunares 09/2013 092013
5 | Tratamento (moagem e liofilizagao) das amostras de tecido muscular e hepatico 92013 092013
6 | Determinaco do teor de mercino total & de macro e microminerals nas amosiras extratos de tecidos 0972013 0972013
7 | Otimizagao de metodos para precipitacao fracicnada de proteinas para obtencao dos pellets proteicos 09/2013 092013
8 | Determinagao de proteina total nos extratos dos pellets proteicos 092013 092013
9 | Otimizagdo de métodos eletroforéticos para fracionamentos das proteinas nas amostras de tecido muscu 092013 092013
10 | Amostragem de Tucunares 05/2014 05/2014
11| Tratamento (moagem e liofilizagao) das amostras de tecido muscular e hepatico 0572014 05/2014
12 [ Determinagao do teor de mercurio fotal e de macro e microminerais nas amostras extratos de tecidos 052014 05/2014
13 | Ofimizagdo de métodos para precipitacdo fracionada de profeinas para obtenc&o dos pellets proteicos 052014 05/2014
14 | Determinacao de proteina total nos extratos dos pellets proteicos 05/2014 05/2014
15 [ Otimizagao de metodos eletroforeticos para fracionamentos das proteinas nas amostras de tecidos 052014 05/2014
16 | Calculo da relagie do n"atomos de Hg/no de moléculas de proteina dos spols proteicos dos géis obfido 052014 052014
17 | Analise dos spots nos guais foram det: doslquantificados pi de mercurio 05/2014 06/2014

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jurldlca esirangeira, em todo o territorio nacional, gue impliguem o deslocamento de recurses humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes blologlcose minerais, pe¢as integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obfidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusfio ou & pesquisa, estio sujeitas a autorizaco do Ministério de Ciéncia & Tecnologia.

Esta autorizagao NAC exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe dar idade de obter as ias previstas em outros instrumentos legais, bem
5 |como do consentimento do responsavel pela drea, plblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidace de conservagfo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, armendatério, posssiro ou morador de érea dentro dos limites de unidade de conservagdo

federal cujo processo de regularizagfio i tra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n* 154/2007 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 1072010, no que

cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades

4 A autorizacao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos ondine -
Licenca para importago ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagao & os membros da sua equipe deverao optar por metodes de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupos; e empregar esforge de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O fitular de autorizagEo ou de licenga permanente, assim cOMo 08 Membros de SUa equipe, quando da violagao da legislagao vigente, oU quando da inadequacdo,
6 | omissdo ou falea descricBo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicio do ato, podera, mediante decisfio motivada, ter a autorizagBo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bickdgico coletado apreendido nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

Este documenio nao dispensac cumprirnento da legislacio que dispde sobre acesso a componente do pafimaonio genético existente no termitorio nacional, na
T plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimdnic genédtico, para fins de pesquisa cientifica,
fo e desenvolvimento tecnologice. Veja maiores informages em www.mma.gov.bricgen.

8 Em caso de pesqul..a &m UNIDADE DE CON.JER‘\-"ACAO o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das exp . a5 di para izagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

Este documento (Autorizagfio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet {www.icmbio.gov brisisbio).

Coédigo de autenticagao: 19331968 HI HI”“" Hl‘l‘ I‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Consen.rag;éo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 40791-2 Data da Emissao: 07/08/2014 16:44 Data para Revalidagao*: 06/09/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2008, esta autorizac3o tem prazo de validade equivalente ao previsto ne cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentaco do relatdrio de atividades a ser enviade por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.
Dados do titular
Nome: Wilyane Silva Figueiredo CPF: 023.632.711-50
Titulo do Projeto: Identificagdo de biomarcadores de toxicidade do mercurio em tucunarés na bacia do nio Negro, Tapajos, Madeira e Teles Pires
Nome da Instituico - FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA CNP.J: 00.038.174/0001-43
# HNome Fungao CPF Doc. Hacionalidadk
1 [ ADEMIR DOS SANTOS Pesquisador 03462512811 G3462657 SSPSP-SP Brasileira
2 | Carlos Jose Sousa Passos Pesguisador 437 35819249 2451794 S55P-PA Brasileira
3 [ Luis Fabricio Zara Coordenador 145.513.058-39 20219582 S5P-5P Brasileira
4 [ Wilzon de Figueiredo Jardim Pesquisador 871.335.638-00 6105213 ssp-SP Brasileira
5 | Tania Machadeo da Silva Pesguisador 046412 455-T6 5213490 S5P-GO Brasileira
6 | Julio Cesar Rocha Pesquisador T44 372.828-72 79522324 S5P-5P Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
S Municipio UF  [Descricao do local Tipo
1 AM rio Negro Fora de UC Federal
2 RO Tio Madeira Fora ge UC Federal
3 PA rio Tapajos Fora de UC Federal
4 MT Teles Pires Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
# Afividade Taxons
1 | Coletafransporte de amostras biologicas in situ Cichla
2 | Coletafransporte de especimes da fauna silvesire in situ Cichla (*Ctde: 20)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacio, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amostras bicldgicas (Peixes)

Fragmento de tecido/orgio

2 | Método de captura/coleta (Peixes)

manual

Anzol e linha (op.manual)linha de méo de corso,carretilha, molinete, corrico,vara & isca viva, Captura

Destino do material bioldgico coletado

# Home local destino

Tipo Destino

1 | FUNDACAD UNIVERSIDADE DE BRASILIA

2 | UNESP-Faculdade de Ciencias e Letras

Este documento {Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo

de autenticacdo abaixo, gualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 19331968
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 40791-2 Data da Emissédo: 07/08/2014 16:44 Data para Revalidagdo*: 06/09/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss3o.

Dados do titular

Mome: Wilyane Silva Figueiredo CPF: 023.632.711-80

Titulo do Projeto: Identificacdo de biomarcadores de toxicidade do merclrio em tucunarés na bacia do rio Negro, Tapajos, Madeira e Teles Pires

MNome da Instituigdo - FUNDA[};“‘O UNIVERSIDADE DE BRASILIA | CNPJ: 00.038.174/0001-43

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrucdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de maternial biologico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon® Qtde. Tipe de amosfra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do cddigo
de autenticag#o abaixo, qualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet {www.icmbio.gov_brisisbia).

Cdédigo de autenticagido: 19331968 HI HI”H" Hl‘l ‘
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