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RESUMO

O mercurio € um metal pesado responsavel por episodios de intoxicacdo em todo 0 mundo. Sua forma
mais toxica € o metilmerctrio que possui afinidade pelo Sistema Nervoso Central, apresentando
reconhecida neurotoxicidade. Algumas regides da Amazénia sdo bem caracterizadas por exposicado
mercurial em humanos, como a regido do Tapajos, devido a atividade garimpeira local, por exemplo.
Contudo, outras, como Tucurui, permanecem praticamente ndo estudadas, com apenas um estudo em
humanos até o momento. Na Amazonia, existe um grande nimero de estudos sobre exposi¢do, porém,
0s estudos sobre a intoxicacdo e suscetibilidade sd8o bem menos numerosos nas populacdes
amazonicas, e até hoje ndo existe nenhum estudo gue analise simultaneamente os trés fatores. Assim, o
objetivo deste trabalho foi determinar a exposicdo (contetdo do agente toxico no corpo através do
nivel de mercirio em amostras de cabelo), a suscetibilidade individual (predisposicdo que cada
individuo tem a sofrer um maior ou menor dano com a mesma quantidade de exposi¢do, através da
genotipagem da apolipoproteina E) e a intoxica¢do (quantificacdo da extensdo do dano ja provocado
usando como biomarcadores a S100B e a NSE) em populacdes ribeirinhas amazonicas. Foram
estudados 388 individuos, selecionados ap0s critérios de inclusdo e exclusdo. Os genétipos da
apolipoproteina E mais frequentes foi €3/e3, seguido pelo €3/e4. As frequéncias alélicas foram de
0,043:0,784:0,173 para €2:e3:e4, respectivamente. A mediana do nivel de mercurio total no cabelo foi
4,2 pg/g (1,9- 10,2). Uma percentagem significativa de participantes (24,8%) apresentaram niveis de
mercurio total acima de 10 ug/g, limite preconizado pela OMS, e 12,8% dos participantes mostraram
um conteudo total em mercurio maior ou igual a 20 pg/g. Os niveis de Tucurui foram muito maiores
do que os niveis no Tapajos (area reconhecida pela presenca de garimpos). Foram identificados 29%
de individuos portadores de ApoE4 (considerados de risco) e 8 individuos em risco maximo
(portadores de ApoE4 e com mercurio acima do limite de 10 pg/g). Ainda, houve diferenca
significativa nos niveis de RNAm da proteina S100B entre 0s grupos expostos a niveis altos e baixos
de mercurio. Pela primeira vez, foram estudados simultaneamente marcadores das trés esferas de
influéncia em toxicologia humana (exposic¢do, suscetibilidade e intoxica¢do). Nossos dados apoiam ja
0 Uso em conjunto desses marcadores para um monitoramento adequado das popula¢bes amazénicas,
que assistira o desenvolvimento de estratégias de prevengdo e tomada de decisbes governamentais
frente ao problema do impacto causado pelo mercdrio na Amazonia.

Palavras Chave: Mercurio, Metilmercurio, Tapajos, Tucurui, ApoE, S100B, NSE, Amazénia



SUMMARY

Mercury is a heavy metal responsible for intoxications worldwide. Most toxic form is methylmercury
that has affinity for the central nervous system, with recognized neurotoxicity. Some regions of the
Amazon are well characterized by mercury exposure in humans, as the region of the Tapajos, due to
local mining activity, for example. However, others, such as Tucurui, remain virtually unstudied, with
only one study in humans to date. In the Amazon, there is a large number of studies showing mercury
exposure, however, intoxication and susceptibility studies are far less numerous in the Amazonian
populations, and even today, there is no study analyzing simultaneously the three factors. The
objective of this study was to determine the exposure (mercury content in the body by using mercury
levels in hair samples), the individual susceptibility (genetic predisposition of each individual to suffer
a damage because the exposure, using the genotyping of apolipoprotein E) and the intoxication
(quantifying the extent of the damage already caused by using biomarkers such as S100B and NSE) in
Amazonian riverside populations. Three hundred eighty-eight individuals, selected after inclusion and
exclusion criteria were studied. The genotype of apolipoprotein E more frequent was £3/¢3, followed
by e3/e4. Allelic frequencies were 0.043: 0.784: 0.173 to €2: €3: €4, respectively. The median level of
total mercury in hair was 4.2 pg/g (1.9- 10.2). A significant proportion of participants (24.8%) had
mercury levels above 10 pg/g, as recommended by the WHO limit, and 12.8% of participants showed
a total content of mercury greater or equal to 20 pg/g. Interestingly, Tucurui levels were much higher
than levels in the Tapajos (area recognized by the presence of mining gold activity). We identified
29% of patients with ApoE4 (considered at risk) and 8 maximum risk individuals (carriers of ApoE4
and mercury content above the limit of 10 pg/g). Moreover, there was a significant difference in
MRNA levels of S100B protein between groups exposed to high and low levels of mercury. For the
first time, markers of the three spheres of influence in human toxicology (exposure, susceptibility and
poisoning) were studied. Our data already support the use of these markers to monitoring the
Amazonian populations. This knowledge will assist the development of prevention strategies and
making government decisions facing the problem of the impact of the mercury in the Amazon.

Keywords: Mercury, methylmercury, Tapajos, Tucurui, ApoE, S100B, NSE, Amazon.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mercurio

O mercurio € um dos elementos quimicos mais perigosos e de mais antiga utilizacéo
pelo homem. E empregado na industria, em lampadas e termdmetros; na odontologia, como
constituinte da amélgama dentéria; na agricultura, onde faz parte da composicdo quimica de
alguns agrotoxicos, em atividades de mineracdo primaria de ouro, entre outros (CRESPO-
LOPEZ et al., 2009; BERZAS-NEVADO et al., 2010). A intensificacio de seu uso resultou
no aumento significativo da contaminacdo ambiental (especialmente da agua e dos alimentos)
e em episodios de intoxicacdo humana (NATIONAL RESEARCH COUNCIL (NRC), 2001;
CRESPO-LOPEZ et al., 2005; HACON et al., 2008; CRESPO-LOPEZ et al., 2009;
BERZAS-NEVADO et al., 2010).

Em seu estado elementar, o mercurio apresenta-se como um liquido branco-prateado,
0 mercurio metalico (Hg®). Além disso, pode se apresentar em duas formas oxidadas, o ion
mercuroso (Hg") e o fon merclrico (Hg*?), e sob diferentes espécies organicas: os
alcoximercuriais, fenilmercuriais e os alquilmercuriais (metilmercurio - MeHg) (CH3Hg) e
dimetilmercdrio ((CH3)2Hg) (NRC, 2001).

No ambiente, o mercurio pode ser encontrado naturalmente na sua forma inorganica
nos solos (Figura 1). Por erosdo/lixiviacdo ou desmatamento dos solos, esse mercurio pode
passar diretamente ao ambiente aquatico (rios, oceanos e lagos) na sua forma inorgénica ou ao
ar na forma elementar (que posteriormente, se transforma de novo em mercurio inorgénico e
cai no ambiente aquatico por acdo das chuvas) (WASSERMAN, 2001; CLARKSON;
MAGQOS, 2006; BERZAS-NEVADO et al., 2010).

Uma vez no ambiente aquéatico, o mercurio inorganico é convertido em metilmercario
pela biota aquética (arqueias metanogénicas), em um processo chamado de biotransformacéo
(BAIRD; CANN, 2004; HACON et al., 2008). Apos este processo, 0 MeHg € incorporado na
cadeia alimentar onde ocorre 0 processo de biomagnificacdo, que é a tendéncia do metal de se
acumular nos seres vivos a medida que se avangam 0s niveis troficos da cadeia alimentar.
Dessa forma, a biota aquatica é a principal via de transferéncia do mercdrio de um ambiente

contaminado para 0s seres humanos, especialmente quando o peixe faz parte da dieta



alimentar das populacdes expostas (CRESPO-LOPEZ et al., 2005; PINHEIRO et al., 2007;
BERZAS-NEVADO et al., 2010).

Ny |

DMHg MeHg

N7

Bactérias €— Hg?* —> Hg°

Sedimentos

Figura 1: O ciclo biogeoquimico do merctrio. MeHg (metilmercrio); DMHg (dimetilmerctrio); Hg°
(mercrio metalico); Hg®* (mercdrio idnico). Fonte: Modificado de Wasserman et al.(2001).

Embora todas as formas mercuriais sejam toxicas, os alquilmercuriais (especialmente o
metilmercario) sd@o os de maior interesse toxicologico e de maior preocupacédo, em razédo de
sua facil penetragdo através das membranas bioldgicas, eficiente bioacumulacdo, alta
volatilidade e longo periodo de eliminagdo dos tecidos (CRESPO-LOPEZ et al., 2005;
CLARKSON; MAGOS, 2006; BERZAS-NEVADO et al., 2010).

O mimetismo molecular € um dos mecanismos responsaveis pela alta capacidade do
MeHg de atravessar barreiras bioldgicas, o que o torna especialmente toéxico. O MeHg se liga
a cisteina formando o complexo metilmercudrio-cisteina, que mimetiza o aminoacido
metionina e é entdo transportado atraves dos transportadores de aminoacidos neutros (LAT),
através da barreira hematoencefalica e da barreira placentéria, por exemplo (BALLATORI,
2002; HOFFMEYER et al., 2006).



Assim, para uma populacdo que consome frequentemente peixe contaminado, como é
0 caso das populacGes amazbnicas, o metilmercurio é a forma predominante encontrada em
amostras de cabelo, variando entre 80% a 98% do mercurio total (HACON et al., 2008;
BERZAS-NEVADO et al., 2010).

1.1.1 Metilmercurio e intoxicacdo humana

Desde o primeiro surto de intoxicacdo mercurial em Minamata (Japdo) em 1956, a
toxicidade mercurial tem sido estudada por pesquisadores do mundo inteiro (LI et al., 2010).
Apos a ingestdo de peixes contaminados com metilmercario, aproximadamente 95% do
MeHg é absorvido no trato gastrintestinal, ja tendo sido demonstrado que a principal via para
a entrada do metilmercuario é por difusdo passiva transcelular. No entanto, quando ele esta
ligado a cisteina a participacdo da difusdo passiva ndo é grande (VAZQUEZ et al., 2014).
Ainda, Mori e colaboradores (2012) sugerem a participacdo dos transportadores neutros de
aminoacidos (LAT) na absor¢do do complexo MeHg-Cys por células epiteliais no intestino
(MORI et al., 2012). Apds a distribuicdo a partir do sangue para todos os tecidos (um
processo que dura cerca de 30-40h), uma média de 5% da dose total absorvida permanece no
sangue e 10% no encéfalo (GUZZY; LA PORTA, 2008; FARINA et al., 2011).

Posteriormente, o MeHg é lentamente metabolizado a mercario inorganico
principalmente pela flora intestinal, a uma taxa de aproximadamente 1% da carga corpérea
por dia (WHO, 1990; NRC, 2000; GUZZY; LA PORTA, 2008). Em seres humanos, cerca de
90% da dose de MeHg absorvida é desmetilada e excretada nas fezes como Hg®* (GUZZY;
LA PORTA, 2008; LI et al., 2010). Ainda, uma pequena parte do metilmercurio pode ser
transportada como um complexo com a glutationa para fora das células hepaticas, na bilis,
utilizando transportadores de glutationa (GUZZY; LA PORTA, 2008; LI et al., 2010). Estas

vias de transporte desempenham um papel fundamental na eliminacdo do MeHg do corpo.

No organismo, 0 MeHg esta presente como complexos hidrossoliveis principalmente,
sendo exclusivamente, ligados ao atomo de enxofre dos ligantes tidis (GUZZY; LA PORTA,
2008). Em razdo desta afinidade pelos grupamentos sulfidrilas, o mercdrio interfere no
metabolismo e funcdo celular, e pode deprimir os mecanismos enzimaticos fundamentais da

oxidacgdo celular (AZEVEDO, 2003). Além disso, o0 MeHg forma um complexo com a L-



cisteina (MeHgCys) que é um substrato para o Transportador 1 de Aminoacidos Neutros
Grandes (LAT1), o qual ativamente transporta o mercurio do sangue através da barreira
hematoencefalica, contribuindo para os altos niveis de mercurio encontrados no cérebro apés
a exposicdo (KERPER et al., 1992; revisado por FARINA et al., 2011).

Dessa forma, o Sistema Nervoso Central (SNC), o principal alvo da intoxicagdo por
MeHg, sofre os danos mais importantes observados em humanos. O MeHg afeta,
principalmente, areas especificas do cérebro, como cerebelo, lobos temporais e cortex visual
(BAIRD; CANN, 2004; CRESPO-LOPEZ et al., 2005; ANTUNES DOS SANTOS et al.,
2016).

No SNC o mercdrio induz estresse oxidativo, tanto por aumentar a producdo de
radicais livres quanto por depletar os niveis de enzimas antioxidantes; altera a homeostase do
calcio, induz apoptose, causa desagregacdo dos microtibulos, provoca neuroinflamg¢éo, induz
a hiporfosforilacdo da proteina tau e favorece o acimulo de proteina beta-amiléide (HUANG
et al., 2008; FARINA et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2014; KIM et al., 2014).
Adicionalmente, altera a sinalizacdo gabaergica e glutamatérgica, pela interagdo com o
receptor GABA-A potenciando a neurotransmissao gabaérgica; e pela inibicdo da receptacdo
do glutamato levando a toxicidade glutamatérgica (FONFRIA et al., 2001, 2005).

A exposicdo ao metilmercurio no cérebro adulto causa danos no cortex visual e perda
neuronal na camada granulosa no cerebelo. Entretanto, no SNC em desenvolvimento,
extremamente sensivel & neurotoxicidade mercurial, ocorre desorganizacdo difusa e
generalizada da citoarquitetura do cortex cerebral. Os sintomas da exposicdo pré-natal
incluem retardo mental, diminuicdo na funcdo intelectual (QI), ataxia, cegueira e
espasticidade (CECCATELLI et al., 2010; ANTUNES DOS SANTOS et al., 2016).

Ainda, ja foi demonstrado que mulheres gravidas expostas ao metilmercurio estdo sob
risco aumentado de aborto e do nascimento de bebés com deformidades ou doencas severas
do sistema nervoso, mesmo quando a méde ndo apresenta nenhum sintoma de intoxicacéo
(LLOP et al., 2012).

Em adultos com intoxicacdo aguda, os primeiros sintomas geralmente aparecem

alguns dias ap0ds a exposicao e sdo evidenciados pelos tremores das méaos sem controle pelo



individuo e queda dos cabelos e dos dentes (AZEVEDO, 2003). Uma contaminagdo severa

pode causar cegueira, coma e morte (CARDOSO et al., 2001).

Por sua vez, a intoxicacgdo cronica por metilmercuario se caracteriza principalmente por
ataxia (perda da coordenacdo dos movimentos voluntarios), disartria (problemas na
articulacdo de palavras), parestesia (perda da sensibilidade nas extremidades das maos e dos
pés e em torno da boca), constricdo do campo visual, perda de audi¢do e, como ja vimos,
alteragdes no desenvolvimento nervoso em criangas (TCHOUNWON et al., 2003). Devido a
todas essas consequéncias deletérias da intoxicacdo cronica por metilmercdrio, é de extrema

importancia realizar um monitoramento adequado das populacgdes expostas.

A avaliacdo da exposicdo mercurial é realizada por meio de indicadores biologicos,
como é o caso da analise da concentracdo de mercurio no cabelo e no sangue, embora cada
um ofereca diferentes tipos de informacgdes sobre essa exposicdo (MAGOS; CLARKSON,
2008).

Através da andlise do sangue, pode ser obtida uma estimativa de exposicdo em curto
prazo, mais recente; ao passo que o cabelo reflete a exposi¢cdo média ao longo do periodo de
crescimento do segmento de cabelo analisado (LI et al., 2010). O cabelo humano acumula
metilmercurio (CERNICHIARI et al., 2007) e aproximadamente 7% do metilmercario no
corpo sdo excretados por esta via (MAGOS; CLARKSON,2008). Assim, esta rota € um
excelente monitor biolégico largamente utilizado para quantificar a exposicdo humana ao
metilmercurio (MAGOS; CLARKSON, 2008). De fato, varios estudos ja demonstraram que
niveis de mercurio no cabelo se correlacionam estreitamente com os niveis desse metal no
sangue (AKAGI et al., 1995; MERGLER et al., 2007). Além disso, em um estudo com mées
expostas ao mercurio através da alimentacdo (via pescado), foi demonstrando que o contetdo
de mercurio no cabelo das mées é altamente correlacionado com o contetdo de mercdrio em

seis regides do cérebro de seus filhos (ap6s necropsia) (CERNICHIARI et al., 1995).

Dessa forma, o nivel de mercurio no cabelo € considerado o principal indicador de
exposicdo em populagdes cronicamente expostas ao metilmercdrio e é utilizado por definigdo
por diretrizes internacionais (WHO, 1990; USEPA, 1997; ATSDR, 1999). O fato de o
contetdo de mercdrio no cabelo refletir a exposicdo média ao longo do periodo de

crescimento do segmento de cabelo (a taxa de crescimento € de cerca de 1 cm/més) faz com



que este marcador se torne essencial no biomonitoramento, especialmente durante a gravidez
(NRC, 2000; CLARKSON; MAGOS, 2006; MAGOS; CLARKSON, 2008; DIEZ, 2009).

Geralmente, o conteudo de mercurio no cabelo é cerca de 250 a 300 vezes mais
concentrado do que no sangue total (NRC, 2000; MAGOS; CLARKSON, 2008), levando a
uma taxa de 250:1 e taxa correspondente para o nivel de mercirio no plasma de cerca de
2.500:1. A taxa proposta de concentracdo de mercurio no cérebro para o sangue total situa-se
entre 5:1 e 10:1 (CERNICHIARI et al., 2007); no entanto esta taxa foi medida em apenas

alguns individuos voluntarios dosados com metilmercurio radioativo.
1.1.2 Mercurio e Amazénia

O mercurio é uma importante fonte de poluicdo ambiental em diversas partes do
mundo e especialmente na Amaz6nia, onde este fato esta intimamente relacionado ao seu
intenso uso pela atividade garimpeira (CAMARA et al., 1997; CRESPO-LOPEZ et al., 2005;
SA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007; HACON et al., 2008; BERZAS-NEVADO et al.,
2010; DOREA; MARQUES, 2016). Ainda, um contetido expressivo de mercurio no solo,
inclusive em locais onde ndo existe histdrico extrativista, estaria demonstrando que o solo
amazonico € naturalmente rico neste metal (ROULET et al., 1998; revisado por
WASSERMAN et al., 2001; BELIVEAU et al., 2009; revisado por BERZAS-NEVADO et
al., 2010).

A Amazonia e, sobretudo a regido do rio Tapajés (Figura 2), vive em um cenario de
exposicdo mercurial desde a década de setenta, quando houve a corrida pelo ouro (SANTOS
et al. 2003; DOREA; MARQUES, 2016). Desde entdo, varias técnicas de extracdo de ouro
tém sido desenvolvidas utilizando amalgamacdo com mercurio (em virtude da capacidade
deste metal de se ligar a outros metais, principalmente aqueles de interesse econdmico)
(AZEVEDO, 2003; SANTOS et al. 2003; BAIRD; CANN, 2004).

Adicionalmente, a Amazonia vem sendo foco de ampla discussdo por conta das
construcdes das grandes barragens que geram enormes impactos locais (FEARNSIDE et al.,
2015; FEARNSIDE, 2016). A construcdo da hidrelétrica de Tucurui é, até hoje, uma fonte de
controvérsia, pois foram inundados 2.430 km? de 4rea apés o bloqueio do rio Tocantins em

1974, gerando inumeros impactos ambientais e sociais, como deslocamento da populacédo



local, aumento na incidéncia doengas como maléria e aumento da intoxicagdo mercurial, por
exemplo (FEARNSIDE et al., 2015).
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' Figura 2: Mapa do Estado do Pard com a
localizacdo das areas estudadas no presente
estudo (Tapajos e Tucurui), bem como a
localizacdo aproximada da area de garimpo na
Bacia do Rio Tapajos (grande circulo cinza).
Fonte: Imagem cedida por Maria Elena Crespo
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Desta forma, as atividades mineradoras, a lixiviacdo dos solos apds o desmatamento, a
natureza quimica da agua e os grandes impactos ambientais como, por exemplo, a construcao
de hidrelétricas, seriam considerados os principais fatores modificadores do contetdo de
mercurio no ecossistema aquatico amazoénico resultando na exacerbada contaminagdo deste
ecossistema (CARDOSO et al., 2001; BERZAS-NEVADO et al., 2010).

Por conseguinte, estudos vém sendo realizados nestas regifes, para analisar a
exposicdo humana ao mercurio (HACON et al.,, 2008; PASSOS; MERGLER, 2008;
BERZAS-NEVADO et al., 2010), com excecdo de Tucurui que apresenta apenas um trabalho,
até o presente momento (LEINO; LODENIUS, 1995).

Na regido do rio Tapajos, a exposicdo ao mercurio vem sendo estudada pela analise de
amostras de cabelo das populagdes de diferentes comunidades ribeirinhas (PINHEIRO et al.,
2003; PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007; PINHEIRO et al., 2008; BERZAS-
NEVADO et al., 2010; DOREA; MARQUES, 2016). Estes estudos encontraram niveis acima
do limite de 10 pg/g estabelecido pela Organizacdo Mundial da salde para os niveis de
mercurio em amostras de cabelo de popula¢Ges com alta ingestdo de pescado (WHO, 1990).
Nas comunidades situadas ao longo do rio Tapajos, como a exemplo de Barreiras e Sdo Luiz
do Tapajos, 0s habitantes apresentaram niveis médios de 15 ug/g, aproximadamente
(PINHEIRO et al., 2006). Posteriormente, 0 mesmo grupo mostrou que esta contaminacao

existe inclusive nos grupos mais suscetiveis, como as criangas, com uma média de 13,39 +



9,08 pg/g de mercurio no cabelo encontrado na comunidade de S&o Luiz do Tapajds
(PINHEIRO et al., 2007).

Considerando as pesquisas realizadas nas comunidades da regido do Tapajés onde ja
foram encontrados valores de 0,1 pg/g até mais de 150 pg/g em conteudo de mercurio no
cabelo ao longo dos ultimos anos (revisado por BERZAS-NEVADO et al., 2010), parece
existir uma tendéncia a diminuicdo dos niveis de mercurio encontrados nas amostras de
cabelo (Figura 3). No entanto, é preciso ressaltar que a grande parte destas populacfes
permanece exposta apresentando ainda niveis médios de mercurio acima de 10 pg/g (limite
preconizado pela OMS) (BERZAS-NEVADO et al., 2010).

Total mercury level in hair (ppm)
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Figura 3: Niveis de mercurio total detectados durante o periodo de 1995 a 2010 em amostras de cabelo de
populacBes ribeirinhas da Bacia do Rio Tapajos: Jacareacanga (J), Brasilia Legal (BL), Sdo Luiz do Tapajos
(SL), Sai-Cinza (SC), Cameta (C), Barreiras (B), Rainha (R), Tabatinga (T) e outras localidades (S). Fonte:
Cedido gentilmente pelos autores de Berzas-Nevado et al. (2010).



Uma vez que a dieta das maiorias das populacdes indigenas e ribeirinhas, como no
Tapajos, é constituida de peixe, esta via torna-se o principal meio de exposicdo destas
populacbes ao mercurio, especialmente, ao metilmercario (PINHEIRO et al., 2008; BERZAS-
NEVADO et al., 2010; DOREA; MARQUES, 2016). O risco de intoxicagdo mercurial
através da ingestdo de peixes contaminados é considerado alto quando levamos em conta
fatores como a quantidade ingerida e a frequéncia dessa ingestdo, pois sao determinantes para
0 acumulo de mercario no organismo humano (MORGANO, et al., 2005). Os habitos
alimentares das populac@es ribeirinhas do Tapajés incluem aproximadamente sete refeicOes
por semana com cerca de 141g de peixe por refeicdo (PASSOS et al., 2008). A taxa de
ingestdo de mercurio nessas comunidades varia em um intervalo de zero a 11,8 pg/kg/dia,
com média de 0,92 + 0,89 ug/kg/dia, sendo que o limite estabelecido pela OMS para o
consumo maximo de mercurio é de 0,23 pg/kg/dia (WHO, 1990; PASSOS et al., 2008).
Dependendo do nivel de contaminacdo do peixe, uma pessoa teria que comer, h0O maximo,
uma refeicdo de peixe por semana para permanecer dentro do limite de ingestdo

recomendado.

Recentemente nosso grupo realizou a especiacdo mercurial em peixes destinados ao
consumo humano obtidos em Itaituba (regido do Tapajds) e em Belém (&rea sem histérico de
exposicdo ao mercurio) (Figura 4). Nenhuma das espécies de peixes nao-piscivoras
(Mylossoma sp., 0 Pacu, Leporinus sp., 0 Aracu, Satanoperca sp., a Caratinga e Colossoma
macropomum, 0 Jaraqui) apresentou concentracdes de metilmercurio consideradas toxicas
(RODRIGUEZ MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014). Em contraste, aproximadamente 17%
dos peixes piscivoros de Itaituba (Brachyplatystoma filamentosum, o Filhote,
Brachyplatystoma flavicans, a Dourada, e Pellona sp., a Sarda) apresentaram niveis de
mercdrio acima do limite de 0,5 ug/g, preconizado pela OMS, sendo que o aumento do
conteido em MeHg foi geralmente acompanhado pelo aumento do nivel de mercurio
inorganico (RODRIGUEZ MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014). Neste trabalho,
demonstramos que os niveis de MeHg nas espécies piscivoras do Tapajés sdo maiores do que

0s niveis encontrados nos peixes da area ndo exposta (com excecdo do Tucunaré, Cichla sp.).

Um dado curioso deste trabalho foi que os exemplares de Tucunaré (Cichla sp.),
adquiridos no Mercado do Ver-O-Peso em Belém (mas que foram pescados no Lago de
Tucurui), apresentaram niveis de metilmercirio acima do limite (1,75 = 1,27 ug/g),

comparaveis aqueles apresentados pelos peixes da mesma espécie da regido do rio Tapajos
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(RODRIGUEZ MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014) (Figura 4). Cabe destacar que o0
Tucunaré é um peixe predatorio que compde mais da metade da captura comercial em
Tucurui (FEARNSIDE et al., 2015). Este fato voltou nossa atencao para a regido de Tucurui,
e encontramos um trabalho publicado anteriormente j& demonstrando que os Tucunarés
pescados no lago da Hidrelétrica de Tucurui, no ano de 2000, apresentavam altos niveis de
mercudrio (KEHRIG et al., 2008).
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Figura  4: Concentragbes  de
; metilmercdrio (media * desvio padréo)
- T nas espécies de peixes piscivoras
0.200 i compradas em lItaituba (verde) e Belém
i (azul). O Tucunaré comprado em
Belém foi originario do Lago de

- Tucurui Fonte: RODRIGUEZ
= i - MARTIN-DOIMEADIOS et al., 2014.
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Segundo Leino e Lodenius (1995), haveria duas possiveis causas responsaveis pelo
aumento dos niveis de mercurio na biota aquatica e no ambiente na Reserva de Tucurui: areas
de garimpo, com a carga trazida pelo rio Tocantins (Serra Pelada, area de grande atividade
mineradora) (LEINO; LODENIUS, 1995) e a propria inundacdo dos solos (material organico
em decomposicdo) (LEINO; LODENIUS, 1995; MALM et al., 2004; KEHRIG et al., 2008).

Até o presente, apenas um estudo realizado ha mais de 20 anos, avaliou a
contaminacdo mercurial nas populacdes residentes na reserva de Tucurui (LEINO;
LODENIUS, 1995). Naquele momento, as amostras de cabelo de pescadores e suas familias
revelaram niveis de mercurio entre 0,9 e 240 pg/g (com uma média de 65 pg/g, acima do
limite preconizado pela OMS de 10 pg/g), suficientes para causar intoxicagdo fetal com
alteracdes no desenvolvimento neuroldgico e danos a salde destas populacdes (LEINO;

LODENIUS, 1995).
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Apesar dos resultados alarmantes desse ultimo trabalho, até agora, nunca foi realizado

nenhum outro monitoramento nas popula¢des daquela regido.

1.1.3 Metilmercurio e Apolipoproteina E

E importante ressaltar que a toxicidade do metilmercurio, varia de acordo com a via de
entrada, quantidade de exposicdo e suscetibilidade individual (HONG et al., 2012). Assim, de
forma adicional aos estudos sobre exposi¢cdo mercurial medindo os niveis de mercurio, 0s
esforgos nos Ultimos anos foram focados na procura por biomarcadores de intoxicagdo (isto &,
do dano provocado), e de suscetibilidade. Esta Gltima caracteristica é especialmente
importante para o desenvolvimento de estratégias de prevencdo e para a identificacdo dos
individuos de alto risco que precisam de um acompanhamento adequado. Especialmente na
Gltima década tem sido destacado o importante papel da apolipoproteina E (ApoE para a
proteina; APOE para o gene) como um fator de suscetibilidade genética frente a intoxicacéo
mercurial (GODFREY et al., 2003; MUTTER et al., 2004; WOJCIK et al., 2006; NG et al.,
2013; 2015; WOODS et al., 2014).

A ApoE é uma glicoproteina contendo 299 aminoacidos e 34 KDa de peso molecular
(SEET et al., 2004; REBECK et al., 2006). Como proteina constituinte das lipoproteinas do
plasma e do cérebro, ela medeia a captacdo celular do colesterol, triglicerideos, fosfolipideos
e ésteres de colesterol, por interagir com os receptores de LDL, receptor de LDL relacionado
a proteina 1 (LRP1) e receptor de VLDL. Os niveis plasmaticos de ApoE de ~40-70 mg/ml,
sdo principalmente originarios do figado (75%). Nos humanos, o cérebro é o segundo sitio de
maior sintese de ApoE, sendo produzida principalmente por astrécitos (o nivel de ApoE no
liquido cefalorraquidiano (LCR) € em torno de 3-5 mg/ml), os neurénios sintetizam ApoE
sob situacOes de estresse (MAHLEY et al., 2009).

O cérebro é o sitio mais rico em colesterol de todo o corpo, contendo
aproximadamente 25% de todo o colesterol corporeo e a ApoE € a principal apolipoproteina
encontrada neste tecido (DIETSCHY; TURLEY, 2001). O colesterol é essencial para o
desenvolvimento normal do cérebro. E componente fundamental para a produgéo da mielina e
da membrana celular dos neur6nios e células gliais, sendo utilizado constantemente nos
processos de reparo para manter a integridade destas estruturas. O colesterol é necessario para

a sinapse e formacdo dos dendritos, e para a orientacdo axonal (revisado por ORTH;
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BELLOSTA, 2012). Aproximadamente todo o colesterol presente no SNC é sintetizado in
situ, através da sintese de novo. Virtualmente o colesterol da periferia ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (BHE) (HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2009; revisado por ORTH;
BELLOSTA, 2012). Portanto, € extremamente necessdria a manutencdo da sintese e da
homeostase do colesterol no SNC (HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2009; ONG; WONG,
2013).

Dentro do SNC, os lipidios sdo transportados em lipoproteinas que se assemelham as
particulas HDL que circulam no LCR, sendo a ApoE a principal constituinte deste HDL
(HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2009; RIEDEL et al., 2016). A ApoE secretada pelas células
gliais une-se a moléculas de colesterol e de fosfolipidios, formando assim uma particula de
HDL (VENCE; HAYASHI, 2010). Por sua vez, esta particula de HDL pode ligar-se aos
receptores nas membranas de neurbnios. Assim, acredita-se que estas particulas facam a
entrega de colesterol para os neurdnios para ser usado nos processos de crescimento celular,
reparo e sinaptogénese (VENCE; HAYASHI, 2010).

A ApoE ¢ codificada por um gene polimorfico (Figura 5) que esta localizado no brago
longo do cromossomo 19, na posic¢ao 13.2, possuindo 3.7 kilobases com 4 éxons e 3 introns
(RICHARD et al., 1994; SEET et al., 2004). Apresenta-se em trés principais isoformas
(ApoE2, ApoE3 e ApoE4), codificadas pelos alelos €2, €3 e €4, respectivamente (HARRIS et
al., 2006).

Estas trés isoformas diferem entre si no contetdo de dois amino&cidos nos residuos
112 e 158 da proteina (GODFREY et al., 2003; SEET et al., 2004). Nos humanos, existem
seis possiveis combinagdes de genotipo (€2/€2, €2/€3, €2/e4, €3/e3, €3/e4, e4/e4). A ApoE3 ¢ a
isoforma mais abundante na maioria das popula¢ées humanas (SEET et al., 2004) e possui
uma arginina e uma cisteina nas posi¢des 112 e 158, respectivamente. A ApoE2 possui

somente cisteina (Cys) nessas posi¢oes e a ApoE4 possui somente arginina (Arg) (Figura 5).
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Figura 5: Localizacdo do gene da apolipoproteina E e as trés isoformas da proteina com indicacdo do
contetido em cisteina (Cys) ou arginina (Arg) nas posi¢des 112 e 158. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

Na populacdo mundial, o alelo mais comum é o €3 (79%), seguido pelo &4 (13,5%),
sendo alelo €2 (7,3%) o mais raro (Singh et al., 2006) (Figura 6). Na América do Sul, o alelo
mais comum continua sendo o €3 (76,7%), porém hd um aumento da frequéncia do €4 que
passa de 13,5%, para 18,7%; e uma reducédo no alelo €2 que passa de 7,3% para 4,6% (Singh
et al., 2006) (Figura 7).
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Mundo

Distribuicdo alélica e
genotipica da ApoE

Dados: Singh et al., 2006

Figura 6: Distribuicdo dos gen6tipos e alelos da apolipoproteina E na populagdo mundial. Fonte: Imagem
elaborada pela autora.

América do Sul

Distribuicdo alélica e
genotipica da ApoE

Dados: Singh et al., 2006

Figura 7: Distribuicdo dos gen6tipos e alelos da apolipoproteina E na América do Sul. Fonte: Imagem
elaborada pela autora.
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O polimorfismo da ApoE influencia tanto na estrutura quanto na fungdo da proteina,
alterando, por exemplo, a afinidade dela por receptores (SCHWANKE et al., 2002; ZHONG,;
WEISGRABER, 2009). A presenca das cisteinas nas ApoE3 e ApoE?2 resulta na formacao de
pontes de dissulfeto com outras moléculas da ApoE formando dimeros, o que ndo acontece na
ApoE4 devido a falta de grupos dissulfeto nas argininas dessas posi¢fes (ZHONG;
WEISGRABER, 2009). Esta pequena diferenca na composicdo de aminoécidos influéncia de
forma definitiva na conformacédo espacial que adquire a molécula da ApoE (Figura 8): na
ApoE4, a Arg na posicdo 61 interage com o glutamato na posicdo 255 fazendo que os
dominios N-terminal e C-terminal se aproximem, em virtude da reorientacdo provocada na
molécula (ZHONG; WEISGRABER, 2009). Isso ndo acontece com os dominios da ApoE2 e
da ApoE3, onde a posicdo 112 é ocupada por uma Cys que se liga a Arg na posicdo 61
evitando a interacdo com o glutamato da posicéo 255 (ZHONG; WEISGRABER, 2009).

Figura 8: Influéncia dos dominios de interacdo na estrutura da apoE. Fonte: Imagem cedida por
Ricardo Paraense Sousa de Oliveira.

Assim, essas modificagdes podem ser as responsaveis pela relacdo das isoformas da
ApoE com certas patologias. Por exemplo, a substituicdo da cisteina na posi¢cdo 158 na
ApoE?2 resulta em aumento dos niveis de triglicerideos e colesterol causado pelo clearance
tardio de lipoproteinas hepaticas e intestinais (b-VLDL), levando a hiperlipoproteinemia do
tipo 111 (MAHLEY et al., 2009). Ainda essa reorientacdo da molécula ApoE4 poderia explicar
porque esta isoforma desempenha um papel chave na neuropatologia de muitas desordens, por
afetar dramaticamente o dominio de interacdo e a estabilidade desta proteina (levando a

formacédo do glébulo fundido, que séo reativos intermediarios, que possuem muitos efeitos,
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dentre eles, aumento da suscetibilidade a protedlise, quebra da membrana e translocacéo

através da membrana, por exemplo) (MAHLEY et al., 2006).

A presenca da APOE4 ¢ o principal fator de risco genético para a doenga de Alzheimer
(DA) com 60-80% dos portadores da doenca tendo pelo menos um alelo €4, enquanto que a
APOE2 ¢ relacionada com uma probabilidade reduzida e um retardo no inicio da DA
(revisado em REBECK et al., 2006; XU et al., 2014). Entretanto, o0 mecanismo molecular
através do qual a ApoE4 resulta no principal fator de risco para o desenvolvimento de DA
ainda ndo é bem conhecido (REBECK et al., 2006). Existem diversas hipdteses acerca da
relacéo entre a presenca da ApoE4 e a neurodegeneragdo encontrada na DA, dentre elas a
ApoE4 favoreceria: a deposic¢do e a producdo da proteina B-amiloide, principal componente
das placas senis; a inibicdo do crescimento dos neuritos; quebras no citoesqueleto neuronal,
maior hiperfosforilacdo da proteina tau, levando a formacao de emaranhados neurofibrilares e
declinio cognitivo (MAHLEY; HUANG, 2006; Yu et al., 2014).

A ApoE parece contribuir definitivamente no reparo e/ou protecdo dos neurdnios, por
meio de mecanismos ainda ndo conhecidos (HAYASHI et al., 2007), pois a deficiéncia da
ApoE é relacionada ao aumento da neurodegeneracdo durante o envelhecimento e apds danos
produzidos tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico (SNP), hd aumento dramatico
da sintese de ApoE (MAHLEY et al., 2006; HAYASHI et al., 2007). Em certas condi¢es, 0s
neurdnios humanos podem sintetizar ApoE em quantidades significantes, possivelmente como
uma parte de um programa compensatorio para conter a neurodegeneracdo (ROSES et
al.,1998; XU et al., 1999; Boschert et al., 1999).

A presenca da ApoE4 também aumenta a extensdo do dano produzido no corpo
humano pela intoxicagdo com metais pesados, especialmente no caso de metais que podem
afetar o sistema nervoso central, como o mercirio (PENDERGRASS; HALEY, 1995;
GODFREY et al., 2003, WOJCIK et al., 2006; NG et al., 2013; 2015; WOODS et al., 2014).

Pendergrass e Haley (1995) propuseram uma explicacdo bioquimica baseada nas
diferencas de aminoacidos das trés isoformas da ApoE e a afinidade do mercurio por
grupamentos sulfidrila (-SH), determinando a relevancia das isoformas na eliminacdo
mercurial. Assim, individuos ApoE2 (com duas cisteinas, portanto dois grupamentos -SH) e

em menor extensdo ApoE3 (uma cisteina, portanto, um grupamento -SH), estariam aptas a
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ligar e remover o mercurio do cérebro e LCR (PENDERGRASS; HALEY, 1995). Em
contraste, individuos com ApoE4 intoxicados com mercUrio apresentariam uma capacidade
naturalmente diminuida para ligar ou “quelar” o metal, quando comparados aqueles
apresentando as isoformas ApoE2 e ApoE3 (PENDERGRASS; HALEY, 1995; GODFREY et
al., 2003, WOJCIK et al., 2006). Este fenbmeno favoreceria a presenca do metal na forma

livre, exercendo assim seu efeito toxico.

Uma maior frequéncia do alelo €4 (34%) foi encontrada em grupos com individuos
apresentando sintomas classicos da intoxicagdo mercurial (provenientes possivelmente da
grande quantidade de amalgama dentérias em seus dentes) em comparagdo com 0 grupo que
ndo apresentava os sintomas (26%) (GODFREY et al., 2003). Também foi encontrada uma
forte correlagéo entre individuos ApoE4 e os sintomas caracteristicos da toxicidade mercurial
crbnica, doenca de Alzheimer, transtorno bipolar e depressédo, em um estudo com populagdes
da Nova Zelandia expostas ao mercurio via restauraces com amalgama presentes em seus
dentes (WOJCIK et al.,2006).

Assim, qualquer exposicdo ao mercario poderia colocar em risco potencialmente
maior aos efeitos neuropsiquiatricos individuos ApoE4, enquanto que para os individuos
ApoE2 este risco ndo seria tdo grande (WOJCIK et al.,, 2006). A correlacdo entre a
inabilidade de elimina¢ao do mercurio por individuos ApoE4 (€3/e4 e €4/¢4) e um aumento na
incidéncia e sintomatologia da toxicidade mercurial cronica daria suporte para a teoria da
afinidade pelos grupamentos sulfidrilas (WOJCIK et al., 2006).

A alta afinidade do mercurio pelo cérebro humano e sua habilidade de atravessar
membranas lipidicas (incluindo a barreira placentaria) requer especial atencdo para os efeitos
deste metal no neurodesenvolvimento de fetos e criangas. Um interessante estudo de coorte
com 168 criancas tailandesas, que foram acompanhadas desde o nascimento até dois anos de
idade, demonstrou que a exposi¢cdo pré-natal ao mercurio foi associada com efeitos adversos
significativos na cognicdo, comportamento social e neurodesenvolvimento entre os individuos
que continham pelo menos uma copia do alelo €4 (NG et al., 2013). Ainda, a continuagéo
deste mesmo estudo, demonstrou que altos niveis de mercurio no corddo umbilical, sdo
relacionados com os maiores scores (pior performance) no teste aplicado para avaliar
distdrbios comportamentais, como reatividade emocional e ansiedade/depressdo, nas criancas
ApoE4 (NG et al., 2015)
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Outro estudo coorte com 300 criangas de Lisboa, Portugal, com idade entre 8 e 12
anos expostas ao mercurio através de amalgama dentaria, demonstrou que o mercdrio pode
afetar especialmente funcdes de aprendizado e memdria, atencdo e coordenacdo motora em
criancas ApoE4 (WOODS et al., 2014).

Apesar dos trabalhos ja existentes demonstrando que a identificacdo dos
polimorfismos da ApoE funciona como um marcador de suscetibilidade & neurotoxicidade
mercurial, até o presente momento, nunca foi aplicado um teste de suscetibilidade individual
nas populacbes amazoOnicas para este gene. Assim, torna-se necessario saber qual é a
distribuicdo dos gendtipos da apolipoproteina E presentes nas populages amazonicas e se
eles indicam uma correlacdo entre a presenca da ApoE4 e um maior dano nas populacdes

amazonicas que apresentam exposi¢ao mercurial.

1.1.4 Mercuario e marcadores de intoxicacdo: S100B e Enolase Especifica dos
Neurdnios (NSE)

E de extrema importancia para um biomonitoramento adequado de populacBes
humanas realizar a analise de trés fatores: da exposi¢do, que analisa o contetudo do téxico no
corpo; da suscetibilidade individual, que estuda a predisposicdo que cada individuo tem a
sofrer um maior ou menor dano com a mesma quantidade de exposi¢éo; e da intoxicagdo, que

quantifica a extensdo do dano ja provocado.

Dentre os estudos com mercurio e populacdes humanas na Amazoénia, existe um
grande numero de estudos sobre exposicdo, publicados tanto por pesquisadores brasileiros
quanto estrangeiros (revisado por BERZAS-NEVADO et al., 2010). Entretanto, os estudos
sobre a intoxicacao (isto é, o dano produzido por uma exposicao) ou suscetibilidade (isto é,
predisposicdo genética a sofrer esse dano) sdo bem menos numerosos nas populacdes

amazonicas.

O numero escasso de trabalhos sobre intoxicagdo mercurial nestas populagdes pode
residir na dificuldade de uma deteccdo acurada de dano neuroldgico/neurodegenerativo nessas
populacbes através dos métodos tradicionais neurocomportamentais propostos, devido a

presenca de varios fatores de confusdo, como o isolamento geografico, as caracteristicas
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socioecondmicas e as doencas endémicas da regido. Estes possiveis fatores de confusdo dos
testes neurologicos ficam evidentes quando olhamos para o resultado de um trabalho que
demonstrou, apds a avaliacdo neurologica das manifestacBes subjetivas, que em uma
comunidade ribeirinha amazbnica ndo exposta ao mercudrio, a frequéncia de relatos de
sintomas comuns na intoxicagdo por mercdrio (como cefaleia, fadiga, tontura,
nduseas/vomitos, adormecimento nas maos, parestesias, alteracdo de memoria, insénia,
tristeza, ansiedade, medo e agressividade) foi maior do que nas areas expostas, sugerindo

outras causas que ndo o mercurio (KHOURY et al., 2013).

Assim, a procura por marcadores bioquimicos tem sido realizada e recentemente, um
interessante estudo (YILMAZ et al., 2014) demonstrou que marcadores como as proteinas
S100B e a enolase especifica de neurénio (NSE) podem ser medidos no soro das populacGes
intoxicadas com mercurio e revelar efeitos deletérios neurodegenerativos antes mesmo do

aparecimento de sintomatologia.

As proteinas S100B e enolase especifica dos neurénios (NSE) tém sido extensamente
utilizadas como biomarcadores de dano no sistema nervoso, estando seus niveis elevados em
inimeras desordens crénicas e agudas no sistema nervoso, como por exemplo, traumatismo
cranio encefalico (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2016), hemorragia intracraniana
(ALATAS et al., 2015) e Doenca de Alzheimer (CHAVES et al., 2010) (Figura 9).

A proteina S100B é uma proteina ligante de célcio produzida fisiologicamente e
liberada principalmente por astrocitos no SNC, com efeitos neurotroficos e neuroprotetores
em concentracdes fisioldgicas da ordem de nanomolar. Contudo, concentracGes mais altas
(micromolar) s@o neurotoxicas levando a morte astrocitica (VAN ELDIK; WAINWRIGHT,
2003). Em situacBes de dano, a S100B é liberada ou vaza através das celulas do SNC e entra
na circulacdo periférica, no entanto, o mecanismo através do qual ocorre este aumento da
concentracdo de S100B na periferia ainda nao foi elucidado. Como as proteinas ndo cruzam
tdo facilmente a BHE acredita-se que este aumento periférico na concentracdo de S100B pode
estar baseado em transportes ativos ou passivos, na alteracdo da permeabilidade da barreira,

ou uma combinacao destes dois fatores (SCHULTE et al., 2014).
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Figura 9: Expressdo das proteinas S100B e enolase especifica do neurdnio (NSE), por neurdnio e astrécito,
respectivamente, no cérebro normal e no cérebro apdés injlria. BHE: Barreira hemato-encefalica. Fonte: Imagem
elaborada pela autora.

A NSE ¢é uma enzima glicolitica citoplasmatica, que constitui entre 0,4 % e 2,2 % do
conteldo total de proteinas no cérebro. Em alguns neurénios chega a 3-4% do conteldo de
proteinas sollveis. Esta quantidade de enzima parece ser muito além do que o suficiente para
atividade catalitica, mas até o presente, ndo se sabe se existem outras fungdes por ela
realizadas (ISGRO et al., 2015). Uma vez que a NSE é uma proteina citoplasmatica e ndo é
secretada, ela é considerada um marcador altamente especifico neuronal, pois 0 aumento dos
seus niveis no LCR ou sangue indica danos estruturais as células neuronais, provendo uma
ferramenta de diagndstico util sobre desordens devido a metabolismo alterado ou morte
neuronal (STREITBURGER et al., 2012; ISGRO et al., 2015).

Assim, estudos in vitro com linhagens de células de glioma e neuroblastoma (HUANG
et al., 1993) e in vivo com ratos Wistar (FARINA et al., 2005) e com humanos (YILMAZ et

al., 2014) demonstraram que estes biomarcadores de dano neuronal e glial sdo Uteis para
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identificar a neurotoxicidade mercurial. Huang e colaboradores (1993) encontraram aumento
na secrecdo de NSE e S100B em cultivo de células C6 e N18TG-2 tratadas com mercurio
(HUANG et al., 1993). Farina e colaboradores (2005) encontraram um aumento de trés vezes
na concentracdo de S100B no LCR de ratos tratados com MeHg (concentragdo média no
sangue de 1 pg/ml) em relagdo aos controles (FARINA et al., 2005). Mais recentemente,
Yilmaz e colaboradores (2014) demonstraram em um grupo de criangas com exposi¢ao aguda
a mercurio, aumentos significativos nos niveis plasmaticos de NSE e S100B em comparacao

com o grupo nédo exposto (YILMAZ et al., 2014).

As proteinas S100B e NSE podem ser quantificadas através de inumeros métodos,
como por exemplo, ensaio imunoradiométrico, ensaios imunoluminomeétricos, espectroscopia
de massa, Western Blotting e PCR em tempo real, entre outros (YARDAN et al., 2011;
ISGRO et al., 2015). Estes métodos diferem com relacdo a especificidade, sensibilidade,
aplicacdo da amostra e custos (YARDAN et al., 2011).

Com relacéo a especificidade e sensibilidade, a técnica de PCR em tempo real vem
ganhando cada vez mais espaco sendo considerada extremamente sensivel e confiavel,
detectando diferengas com poucas copias de DNA (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001).

No que concerne a amostras, considerando as situacdes adversas encontradas durante
as expedicBes em coleta de campo, a conservacdo adequada de proteinas apés a coleta torna-
se por muitas vezes impossivel, uma vez que geralmente o sangue precisa ser centrifugado em
no maximo uma hora ap6s a coleta, porque a hemdlise afeta significativamente a anélise
(ISGRO et al., 2015), o que seria um fator que poderia inviabilizar a analise correta do nivel
de proteinas no soro. Apos o desenvolvimento de reagentes estabilizantes de RNA, como o
RNAlater®, que estabiliza o0 RNA presente nos tecidos coletados por até uma semana a
temperatura ambiente, determinar o nivel do RNAmM mensageiro das proteinas, parece ser uma

excelente escolha quando a conservacgdo da proteina ndo é possivel.

Uma vez que a deteccdo do RNAm da S100B, intra- ou extracelular e os niveis da
proteina, tém sido utilizados como pardmetro para acessar o dano/reacgao astrocitica em muitas
situacdes de dano a0 SNC (GONGCALVES et al.,, 2008) e um aumento na expressdo do
RNAmM da NSE ja foi demonstrado apds a exposicdo a cddmio e arsénio (SOH et al., 2012) e

devido as condigdes em que deve ser realizada a coleta de amostras nestas populacfes
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(fazendo com que marcadores proteicos ndo sejam confiaveis), acreditamos que a anélise do

RNAmM no soro destes individuos pode ser uma alternativa de marcador para estas populacées.

Até o presente momento, nenhum destes marcadores de dano foi aplicado nas
comunidades ribeirinhas do Tapajés e de Tucurui. Estas proteinas podem ser excelentes
pardmetros de intoxicacdo, uma vez que muitos dos testes neuroldgicos aplicados nessas

populacdes apresentam muitos fatores de confusao.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar a suscetibilidade genética, exposicao e intoxicacdo mercuriais nas populacdes

ribeirinhas de Itaituba (regido do Tapajo6s) e Tucurui (reserva de Tucurui).

2.1 Objetivos Especificos

a) Estudar a suscetibilidade genética através da analise da distribuicdo genotipica e
alélica da apolipoproteina E em comunidades ribeirinhas da Amazonia;

b) Determinar a exposicdo atual das populagdes incluidas no presente estudo
realizando a especiacdo mercurial nas amostras de cabelo dos individuos;

c) Identificar a possivel existéncia de individuos de risco baseando-se na genotipagem
da ApoE e nos niveis de mercurio;

d) Estudar a intoxicacdo mercurial através da analise da expressdo de proteina S100B
e da enolase especifica de neurdnio, quantificadas no soro, com o intuito de determinar se
podem servir como parametro de intoxicacdo em individuos expostos das comunidades

ribeirinhas da Amazonia.



3 METODOLOGIA
3.1 Populaces de estudo:

3.1.1 Comunidades ribeirinhas do Rio Tapajos:

24

No presente estudo, foram estudadas seis comunidades ribeirinhas situadas as margens

do Rio Tapajos (Figura 10, Quadro 1).
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Figura 10: Mapa do Para (A), com destaque para a regido do Tapajés (B), demonstrando a localizagdo das
comunidades ribeirinhas incluidas no estudo, situadas ao longo do rio Tapajés. A area demarcada pelo circulo
é a area de garimpo na regido do Tapaj6s. Dados: IBGE, 2016. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

Quadro 1: Localizacdo das comunidades ribeirinhas do Tapajds incluidas no estudo.

Comunidade Localizacéo (latitude e longitude)
Barreiras -4°05°29.6 € -55°41°19.3
Boa Vista do Tapajos -4°21°13.8 € -56°10°35.7
Pimental -4°34°10.2 € -56°15°43 .4
Fordlandia -3°49°45.0 ¢ -55°29°48.5
Brasilia Legal -3°56°48.6 € -55°34°55.6

Pedra Branca

-4°07°26.6 € -55°47°34.8

As comunidades do Tapajds sdo formadas por varias casas, umas proximas das outras,

sem saneamento béasico, agua encanada e coleta de lixo. Todas as comunidades apresentam

posto de salde, mas apenas duas delas contavam com a presenca de um médico (Brasilia

Legal e Fordlandia).
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Estas populacdes estdo situadas na margem do rio Tapajés, que foi cenéario para a
atividade garimpeira na extracdo do ouro, desde os anos 70, sendo, portanto, expostas a
contaminacdo mercurial (BERZAS-NEVADO et al., 2010).

3.1.2 Comunidades ribeirinhas de Tucurui:

Foram incluidos neste estudo residentes nas ilhas do Lago de Tucurui (onde funciona a
Usina Hidrelétrica Tucurui) da regido chamada Caraipé (3°47°41”’S e 49°48°3”0) (Figura 11).
Os ribeirinhos residentes no lago de Tucurui sdo distribuidos aleatoriamente entre as varias
ilhas situadas no local, geralmente com uma ou duas familias por ilha. Ndo ha energia
elétrica, saneamento bésico, dgua encanada e coleta de lixo. O acesso aos servicos de salde é
precario, uma vez que ndo ha posto de salde préximo a eles, sendo necessario o deslocamento

até a cidade (1-2h em barco).
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Figura 11. Mapas de Brasil (A), Estado de Paré (B) e regido de Tucurui (C). No mapa C, sdo mostradas
as localizagdes aproximadas da Usina Hidroelétrica (linha vermelha) e os dois compartimentos
comunicados da reserva (Caraipé e o lago). Os participantes do trabalho foram de Caraipé (circulo
cinza). Fonte: Imagem cedida por Maria Elena Crespo Lopez.

3.2 Critérios de inclusao e excluséo:

Foram incluidos no estudo individuos adultos (> 18 e < 65 anos de idade), de ambos
0S sexos, ribeirinhos moradores no municipio ha mais de dois anos, que consumiam
semanalmente peixe em cinco refei¢cbes ou mais. Os critérios de exclusao incluiram fumantes

de mais de quatro cigarros ao dia, portadores de doencas agudas e crénicas graves ou que em
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tratamento a base de medicamentos nos ultimos dois meses, usuarios farmacos-dependentes,
individuos que bebiam quantidades significativas de alcool (mais de 200 ml) ao dia, ou

aqueles que sofreram exposic¢ao ocupacional ao mercario.
3.3  Aspectos éticos

Todos os participantes da pesquisa foram informados sobre o objetivo do estudo e foi
solicitado seu consentimento por escrito para participar da pesquisa através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos, Brasil; CAAE n° 43927115.4.0000.0018

3.4 Coleta de dados e amostras

Foram realizadas quatro expedicdes, duas para cada regido, no periodo de 2014 e
2015.

3.4.1 Dados antropométricos

O peso e a altura de cada individuo foram registrados utilizando estadibmetro e

balanca digital, posteriormente foi realizado o calculo do indice de Massa Corporal (IMC)

utilizando a formula: IMC = %.

3.4.2 Amostras de cabelo

De cada individuo participante do estudo foi realizada a coleta de amostras de cabelo,
utilizando uma tesoura de a¢o inox, limpa com etanol (Merck, Elmsford, Estados Unidos)
antes de cada coleta de amostra. Cerca de 300 mg de cabelo foram retirados, quando possivel,
da area occipital proximo ao escalpo. As amostras de cabelo foram acondicionadas em

envelopes de papel devidamente identificados (Figura 12).
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Figura 12: Coleta de amostra de cabelo no posto de Salde de Boa Vista do Tapajos (A) e no barracdo
comunitario no lago de Tucurui (B). Fonte: Imagem do arquivo pessoal da autora.

3.4.3 Amostras de sangue

De cada individuo foram extraidos cerca de 4 ml de sangue venoso com material estéril
e de uso Unico aberto pela primeira vez diante do participante (Figura 13). As amostras foram
armazenadas em tubos vacutainer contendo o anticoagulante EDTA e/ou o estabilizante de
RNA RNAlater® (Thermo Fisher Scientific) e armazenadas a 4°C, para posterior anélise no
laboratdrio.

Figura 13: Representacdo das diferentes condicdes enfrentadas em campo para a realizacdo da coleta de
amostras de sangue em um posto de salde (A) e em barracdo comunitério (B). Fonte: Imagem do arquivo
pessoal da autora.



28

3.5  Genotipagem da Apolipoproteina E
3.5.1 Extracdo de DNA:

O DNA gendmico foi extraido a partir de 2 ml de sangue total com o PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. A qualidade
e quantidade do DNA foi verificada por espectrofotometria com a leitura da absorbancia a
230, 260 e 280 nm, utilizando o equipamento Picodrop Microliter UV/Vis

Spectrophotometer® (Thermo Fisher Scientific).

3.5.2 Genotipagem por PCR em tempo real:

A sequéncia do gene da apolipoproteina E (APOE) foi amplificada mediante PCR em
tempo real, no equipamento StepOne Plus Real Time PCR (96-well) da Applied Biosystems,
pelo método TagMan Genotyping Assay, com 0s SNPs rs429358 (posicdo 112) e rs7412
(posicédo 158) (ALHARBI et al.; 2014).

O TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA) é uma
técnica altamente especifica, relativamente simples e rapida que permite analisar dois alelos
variantes de um SNP em um segmento de DNA. Cada alelo é marcado com um fluoréforo
diferente; no caso deste ensaio, o alelo C é marcado pelo fluor6foro VIC e o T € marcado pelo
fluor6foro FAM. Cada reacdo consiste de 1x TagMan Universal PCR Master Mix, 1 X
TagMan SNP Genotyping Assay, 50 ng de DNA e agua em quantidade suficiente para
completar 10 pL de volume final. Para cada paciente foram realizadas duas reacgdes, uma para
identificar o alelo presente na posicdo 112 (rs429358) e uma para a posi¢do 158 (rs7412), em
duplicata. De todas as reacdes foram realizados controles negativos. As condi¢fes da reacao
foram 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 45

segundos.

A identificacdo dos gendtipos foi baseada na fluorescéncia de cada fluoréforo

detectada pelo equipamento (Figura 14).
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Figura 14: ldentificacdo do gen6tipo de cada individuo apés o Q-PCR pelo método do TagMan SNP
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Genotyping Assay. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

3.6

Quantificacdo de mercurio nas amostras de cabelo

As determinagdes de metilmercario (MeHg) e mercurio inorganico (IHg) foram feitas

em colaboracdo com o Departamento de Quimica Analitica y Tecnologia de los Alimentos da

Facultad de Ciencias Ambientales da Universidad de Castilla-La Mancha (UCLM, Espanha),

por espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de vapor frio (CV AAS — FIMS 100 —
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Flow Injection Mercury System, Perkin Elmer) (RODRIGUEZ MARTIN-DOIMEADIOS et
al., 2014).

As amostras de cabelo foram inicialmente cortadas em pedacos pequenos (1-2 cm), as
ferramentas metalicas (tesouras, pincas, etc.) utilizadas foram lavadas com etanol antes e
depois de cada utilizagdo. Uma quantidade de 200 mg foi pesada em funcdo da

disponibilidade de amostras.

As espécies de mercurio foram simultaneamente extraidas das amostras com
tetrametilamoniohidroxido (TMAH) em micro-ondas em um frasco fechado e foram
determinadas por derivatizacdo com tetraetilborato de sddio e injetadas em um sistema GC-
pyro-AFSsystem. A concentracdo de mercurio total (Total Hg) foi calculada como a soma de
MeHg e IHg.

Os limites de detecgédo (LOD) foram 0,0028 pg/g para MeHg e 0,002 pg/g para IHg. O
controle de qualidade analitico e a validacdo da metodologia, quanto a precisdo e a exatidao
foram feitos por meio da analise de material de referéncia com valor certificado: cabelo
humano com concentra¢Ges conhecidas de mercario ERM-DB001 (Sigma-Aldrich, Brasil) e
os valores dos padrdoes foram 454 + 0.32 e 0.17 = 0.04 pg/g, para MeHg e IHg,
respectivamente, estando de acordo com as concentracdes certificadas com 95% de nivel de

confianca (Teste t de Student)

3.7  Quantificacdo relativa da expressdo de S100B e NSE por PCR em tempo
real
3.7.1 Extracdo de RNA

Amostras de sangue total conservadas na solucdo estabilizadora RNAlater foram
utilizadas para extrair o RNA total com o Kit RiboPure Blood Kit (Applied Biosystems) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A qualidade do RNA extraido das amostras foi
imediatamente verificada por espectrofotometria com a leitura da absorbancia a 230, 260 e
280 nm, utilizando o equipamento Picodrop Microliter UV/Vis Spectrophotometer® (Thermo
Fisher Scientific). Foram consideradas amostras com razdo Agsozgo €ntre 1.7- 2.1 e Axsore0
1.8-2.0.
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3.7.2 Transcricao para o cDNA

Apos a extracdo e quantificacdo, as amostras foram imediatamente transcritas para o
DNA completar utilizando o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
BioSystems) de acordo com as instrugfes do fabricante. A reacdo de transcricdo reversa
consistiu de 10 X RT Buffer, 25X dNTP Mix (100 mM), 10X RT Random Primers,
MultiScribe™ Reverse Transcriptase e agua Nuclease-free na quantidade suficiente para
completar 10 pL de volume final. A cada 10 pL deste mix foram adicionados 10 pL de
amostra completando um volume final de 20 pL por reagéo. As condic¢des da reacdo foram:
25°C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85°C por 5 min.

3.7.3 PCR em tempo real dos genes S100B e NSE

As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos no equipamento StepOne Plus
(Applied Biosystems), utilizando o sistema TagMan® Gene Expression Assay (TagMan®
MGB probes, FAM™ dye-labeled) (Applied Biosystems). Estas sondas MGB (minor groove
binder) contem em sua extremidade 5’0 flioroforo FAM e um supressor (quencher) ligado a

extremidade 3’, que absorve a energia do fluoréforo.

Durante a PCR, a sonda hibridiza de forma altamente especifica a sua sequéncia
complementar. Em seguida a elongagéo da cadeia de interesse pela enzima DNA polimerase
chega a regido das sondas, liberando o quencher e resultando em emissdo da fluorescéncia
pelo fluoréforo, proporcional a quantidade de DNA-alvo existente na amostra. Foi utilizado o
gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) como gene de referéncia para
comparacdo relativa. As sondas e primers utilizados para os genes foram: GAPDH (Hs
99999905 m1, controle endégeno), S100B (Hs 00389217 m1) e NSE y (Hs 00157360 m1).
As reacdes foram realizadas em triplicatas em um volume final de 10 pL e consistiram de 5
puL do TagMan® Universal PCR Master Mix; 0,5 uL do TagMan® Gene Expression Assay;
3,5 uL de agua Milli-Q autoclavada e 1uL de DNA. As condic¢des da reacdo foram 50°C por
2 minutos, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

O célculo da quantificagdo relativa das amostras foi feito pelo método 2-AACq
descrito por Livak e Schimittgen (2001) (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001). O GAPDH e o

calibrador (grupo com menores niveis de mercurio) foram usados com normalizadores.



32

3.8 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 6.0. Utilizamos o
teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a distribuicdo dos dados e o teste de Bartllet para
testar a homocedasticidade dos grupos. Para comparagdo de dois grupos foi usado o teste
Mann-Whitney ou o teste t de Student, de acordo a se os dados foram ndo-paramétricos ou
paramétricos, respectivamente. Para comparacdo de 3 ou mais grupos foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis A Correlacdo de Spearman foi utilizada para testar a associagcdo entre as
variaveis estudadas. A frequéncia alélica foi determinada por contagem direta dos diferentes
alelos sendo calculada as suas proporcdes. Foi aplicado o teste do Qui-quadrado para verificar
se as frequéncias alélicas observadas estavam de acordo com as esperadas, de acordo com o
Equilibrio de Hardy-Weinberg. O teste exato de Fisher foi utilizado para testar as proporcdes

entre as variaveis. As analises com valor de p< 0,05 foram consideradas significativas.
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4 RESULTADOS

4.1  Dados antropométricos

Participou deste estudo um total de 459 individuos, apds a aplicacdo dos critérios de
inclusdo e exclusdo, foram selecionados 388 individuos que compbem a populacdo estudada
(Tabela 1), onde foram encontradas diferencas significativas entre a idade, peso e altura de

ambos 0s sexos.

Tabela 1: Caracteristicas antropométricas da populacgdo total incluida no estudo.

Sexo Diferenca
Total entre os
Masculino Feminino
Sexos
N (%) 388 (100) 131 (33,8) 257 (66,2) *
Idade (anos) 44 (32-52) 48 (36 — 54) 42 (30-50) falaied
Peso (Kg) 65,0 (56,9-75,1)  71,3(62,5-79,9) 62,0 (53,7-71,5) Fkkk
Altura (cm) 156 (151-164) 166 (161 —171) 153 (149-157) ke
IMC 25,8 (23,4-30,0) 25,7 (23,5-29,0) 26,1 (23,2-30,4) p> 0,05

Dados apresentados como mediana e intervalos interquartis. IMC = Indice de Massa Corpdrea. Teste Exato de
Fisher, *p<0,05; Teste de Mann-Whitney, *** p< 0,001 e **** p< 0,0001.

Na regido do Tapajos, o numero de participantes atingiu a marca de 224, com uma

elevada proporcdo de mulheres (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas antropométricas da populacdo do Tapajos incluida no estudo.

Sexo Diferenca
Total Masculino Feminino entre 0s

Sexos

N (%) 224 (100) 65 (29,0) 159 (71,0) *x8
Idade (anos) 39 (29-49) 45 (30 —53) 37 (29-48) *

Peso (Kg) 64,4 (56,2-74,9) 68,0(59,8-77,2) 62,8 (55,0-73,2) **

Altura (cm) 156 (151-163) 165 (161 —171) 154 (150-158) Fkkk
IMC 25,9 (23,2-30,0) 25,4 (22,8- 27,6) 26,7 (23,4- 30,4) **

Dados apresentados como mediana e intervalos interquartis. IMC = Indice de Massa Corpérea. ® Teste Exato de
Fisher **p<0,01; Teste de Mann-Whitney, * p< 0,05, ** p< 0,01 e **** p< 0,0001,.
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J& na regido de Tucurui, o numero de participantes foi de 64 com uma participacao

mais equilibrada de homens e mulheres (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas antropométricas da populagdo de Tucurui incluida no estudo.

Sexo Diferenca
Total entre os
Masculino Feminino
Sexos
N (%) 164 (100) 66 (40,2) 98 (59,8) p > 0,05
Idade (anos) 49 (40-54) 49 (41 -55) 47 (37-54) p > 0,05°
Peso (Kg) 65,7 (57,2-77,3) 74,2 (64,8 — 85,8) 61,2 (52,2-69,1) Fokkk
Altura (cm) 156 (149-165) 166 (160 — 171) 152 (148-156) ke
IMC 25,8 (23,5-30,6) 26,2 (24,1- 30,7) 25,7 (22,7- 30,6) p > 0,05

Dados apresentados como mediana e intervalos interquartis. IMC = indice de Massa Corpdrea. ®Teste Exato de
Fisher; bTeste de Mann-Whitney, **** p< 0,0001.

4.2  Distribuicdo genotipica da Apolipoproteina E em comunidades da

Amazobnia.

No presente trabalho foram genotipados 388 individuos (224 ribeirinhos da regido do
Tapajos e 164 ribeirinhos de Tucurui) (Tabela 4). A distribuicdo dos genotipos esta de acordo
com o equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05). Dentre os seis genétipos da apoE, apenas o

homozigoto €2/ €2 nédo foi detectado em nenhum participante.

Considerando cada regido separadamente, a distribuicdo genotipica foi bastante
semelhante tanto no Tapajos quanto em Tucurui. Os gen6tipos mais frequentes foram o €3/e3
e 0 €3/e4. Dentre os alelos, o €3 foi 0 mais frequente em ambas as regides, seguido pelo 4. A
frequéncia do alelo €2 foi a mais baixa, sendo encontrado unicamente em individuos

heterozigotos (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicao genotipica e alélica da APOE na populacao do estudo.

Total Tapajos Tucurui
Genotipos n (%) N (%) N (%)
e2/ €2 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
e2/ €3 25 (6,4) 14 (6,5) 11 (6,7)
e2/ 4 6 (1,6) 5 (2,23) 1 (0,61)
€3/ €3 244 (62,9) 140 (62,5) 104 (63,4)
e3/ ¢4 97 (25,0) 59 (26,34) 38 (23,2)
e4/ ¢4 16 4,1) 6 (2,68) 10 (6,1)
Total 388 (100,0) 224 (100,0) 164 (100,0)
aFIré‘iiqC‘;é”Cia f (%) F (%) F (%)
€2 0,040 4,0 0,042 4,2 0,037 3,7
€3 0,786 78,6 0,788 78,8 0,784 78,4
€4 0,174 17,4 0,170 17,0 0,180 18,0

4.3  Exposi¢cdo mercurial em comunidades da Amazénia

As analises de mercurio se encontram atualmente em andamento na Universidad de
Castilla-La Mancha (Toledo, Espanha) e até agora foram analisadas amostras de 109
individuos, 74 participantes do Tapajos (24 de Boa Vista do Tapajos, 28 de Barreiras e 22 de
Pimental) e 35 participantes de Tucurui.

Né&o foram encontradas correlagdes significativas entre os niveis de mercdrio total e a
idade (r= 0,03976 e p>0,05; r =0,1984 e p>0,05, Tapajdés e Tucurui, respectivamente), bem
como entre os niveis de mercurio total e 0 sexo (r=-0,2719 e p>0,05, no Tapajés e r = 0,1936
e p>0,05, em Tucurui).

As medianas e intervalos interquartis do conteldo em mercurio total e metilmercdrio
no cabelo dos participantes do nosso estudo foram de 4,2 pg/g (1,9- 10,2) e 3,8 pg/g (1,6-8,9),
respectivamente. Ainda, 24,8% dos participantes apresentaram niveis de mercurio total acima
de 10 pg/g, limite preconizado pela OMS. Ainda, 12,8% dos participantes mostraram um

conteddo total em mercdrio maior ou igual a 20 pg/g (Figura 15).
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Proporgao de individuos apresentando niveis de
mercurio total acima do limite (n=109)

220 ug/g
13%

Figura 15: Proporcao de individuos na populagdo total do estudo (n=109) com niveis de
mercurio total no cabelo iguais ou acima do limite de 10 pg/g e de 20 ug/g.

Os valores de mediana e intervalos interquartis do conteddo em mercurio total e
metilmercurio dos individuos agrupados por regido de origem sdo apresentados na figura 16.
Pode ser observado que os dados sdo semelhantes dentro de cada regido indicando que a

maior parte do mercurio se encontra na forma de metilmercdrio (constituindo entre 85-90%

em média, aproximadamente) (Figura 16).
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Figura 16: Niveis de mercurio total (Total Hg) e metilmercdrio (MeHg) nas amostras de cabelo de ribeirinhos
nas regides do Tapajos (n= 74) e Tucurui (n= 35). Dados apresentados em pig/g como mediana e interquartis.

Dentre as trés comunidades do Tapajos, Barreiras apresentou os niveis de metilmercdrio

e mercurio total mais altos que os niveis de Boa Vista do Tapajos (P< 0,05). Ndo houve
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diferenca significativa entre os niveis de Barreiras versus Pimental, bem como Pimental

versus Boa Vista do Tapajos (Figura 17).
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Figura 17: Niveis de metilmercirio e mercurio total determinados nas amostras de cabelo de ribeirinhos das
comunidades de Boa Vista do Tapajos (BVT, n=24), Barreiras (BRR, n= 28) e Pimental (PMT, n= 22). Dados
apresentados em pg/g como mediana e intervalos interquatis. Teste de Kruskal-Wallis, * p<0,05 vs BVT.

Comparando os niveis de mercdrio total entre as duas regides estudadas, observamos
que os niveis de Tucurui sdo muito maiores que 0s niveis encontrados no Tapajés, 12,02 ug/g,
(7,81 -24,28) e 2,97 ug/g (1,51- 5,13), respectivamente (p<0,0001) (Figura 18, a). Além disso,
a percentagem de metilmercurio dentro do conteudo total de mercurio foi significativamente

mais elevada (p= 0,0001) na regido de Tucurui em comparacdo com o Tapajds (Figura 18,b).
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Figura 18: Niveis de mercurio total em pg/g encontrados na populacdes do Tapajos (n=74) e
Tucurui (n=35) (a) e porcentagem de metilmercirio em relacdo ao mercurio total em ambas as
regides (b). Dados apresentados como mediana e intervalos interquartis (Mann-Whitney,
****p< 0,0001 e *** p=0,0001).
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Esses dados alarmantes ficam ainda mais evidentes quando as populagfes foram
divididas em dois grupos: um grupo que incluiu individuos com niveis de mercurio total no
cabelo abaixo do limite de 10 pg/g, e outro grupo onde foram incluidos aqueles participantes
com niveis maiores ou iguais a 10 pg/g. Dessa forma, encontramos que, na regidao do Tapajos,
9% da populacdo estd exposta a niveis de mercdrio total iguais ou maiores que 10 pg/g,
enquanto que em Tucurui encontramos 57% dos individuos com niveis acima do limite
(Figura 19).

Tapajos Tucurui

Figura 19: Porcentagem de individuos do Tapajos e Tucurui com niveis de mercurio total no cabelo abaixo de
10 pg/g e maior ou igual a essa quantidade.

Uma analise mais de perto dos dados de Tucurui indicou que esse 57% de individuos
com mercurio estava composto por 27% de individuos com mercurio menor de 20 pg/g e 30%
com mercdrio maior ou igual a 20 pg/g. Esse ultimo grupo de individuos (30% do total de
participantes) apresentaram niveis médios de 43.53 pg/g + 17.90 de mercurio total no cabelo
(Figura 20).
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Figura 20: Distribuicdo dos participantes de acordo com niveis de mercuirio total no cabelo (A) e mediana e
intervalos interquatis dos participantes com niveis acima e abaixo de 10 pg/g (B) e 20 pg/g (C). Teste de Mann-
Whitney, ***p<0.001.
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4.4  ldentificacdo de individuos de risco

Para realizar a identificacdo de individuos de risco, foram cruzados os dados de nivel
de mercurio e genotipagem da APOE. Dos 109 participantes que tiveram analisados os niveis
de mercurio no cabelo e o genotipo da ApoE, dois individuos com o genotipo €2/e4 (¢ menos
de 10 pg/g de mercurio no cabelo) foram desconsiderados por apresentarem os dois alelos
responsaveis, respectivamente, por uma maior protecdo e suscetibilidade genética frente aos
danos da intoxicagdo mercurial. Apds a exclusdo desses dois individuos o numero total de

participantes foi de 107 (Tabela 5) e os resultados podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5: Distribuicdo dos fenotipos da ApoE de acordo com o conte(do de mercurio nas

amostras de cabelo.
Total Tapajoés Tucurui

Total Hg n 107 72 35
80 Portadores de €2 8 6 2

<10ppm (65 individuos do Tapajos + €3/€3 49 41 8
15 individuos de Tucurui) Portadores de €4 23 18 5

27 Portadores de €2 1 1 0

> 10 ppm (7 individuos do Tapajos + €3/ €3 18 5 13
20 individuos de Tucurui) Portadores de €4 8 1 7

Foram identificados oito individuos em risco maximo: portadores da ApoE4 com

niveis de mercurio acima do limite preconizado pela OMS (Tabelas 5 (em laranja) e 6).

Um dado interessante do presente trabalho é que a maior exposi¢cdo dentre todos os
participantes foi identificada em individuos portadores do alelo €4. Embora na regido de
Tapajos ndo tenham sido detectados niveis de mercurio acima de 20 pg/g, todos os individuos
da regido de Tucurui com conteudo em mercurio maior de 50 pg/g (e até 76 pg/g) foram

portadores do alelo 4.
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Tabela 6: Individuos ApoE4 com niveis de metilmercurio e mercurio total acima do limite de
10 pg/g nas amostras de cabelo.

Sexo Regiéo Idade Genotipo MeHg Total Hg
(Mg/g) (Lg/9)
Individuo M Tucurui 58 E4/E3 47,72 51,73
1
Individuo M Tucurui 58 E4/E3 51,04 53,39
2
Individuo M Tucurui 50 E4/E3 60,40 67,38
3
Individuo M Tucurui 40 E4/E4 69,15 75,80
4
Individuo F Tucurui 65 E4/E3 10,92 12,02
5
Individuo F Tapajos 47 E4/E3 10,85 12,62
6 (Barreiras)
Individuo F Tucurui 28 E4/E3 15,64 17,90
7
Individuo M Tucurui 25 E4/E3 17,89 18,55
8

A tabela 7 mostra os niveis de mercurio para os diferentes gendtipos da APOE.
Observamos que a mediana dos niveis de mercurio total e metilmercirio nos individuos
APOE4 em comparagdo com individuos APOE2 foi ligeiramente maior, apesar de ndo serem

significativamente diferentes (p> 0,05).

Tabela 7: Niveis de mercdrio total e metilmercurio para cada gendtipo.

Mercdario total (ug/g) p Metilmercurio (ug/g) p
Portadores de €2 2,99 (1,86-9,04) 05178 2,46 (1,64- 7,99) 05299
e3/e3 4,19 (1,71-11,40) 3,69 (1,44-9,95)
Portadores de €4 5,11 (3,26- 12,02) 4,57 (2,92- 10,85)

Dados apresentados como mediana e intervalos interquartis. Diferenga entre os portadores, teste de Kruskal-
Wallis.

As frequéncias relativas das distribui¢Ges alélicas dentro do grupo com menos de 10
ug/g e do grupo com >10 pg/g sdo apresentadas na figura 21. Pode-se observar que a unica
frequéncia diferente entre os dois grupos foi aquela dos portadores do alelo €2, com uma

maior prevaléncia entre os individuos com menos de 10 pg/g.
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Distribuicao alélica da APOE em
individuos com 2 10 ug/g

e2 carriers e2 carriers

me3/e3 Me3/e3

W ed carriers W ed carriers

Figura 21: Distribuicao alélica da APOE em individuos com niveis de mercurio no cabelo abaixo de 10 pg/g e
igual ou maior que essa quantidade.

Essa prevaléncia diferente do alelo €2 foi ainda mais evidente entre os individuos da
regido de Tucurui (regido onde foram registrados os niveis maiores de exposicdo). Nessa
regido, nenhum individuo com niveis iguais ou acima de 10 pg/g apresentou este alelo (Figura
22).

Distribuigao alélica da APOE em individuos da
regiao de Tucurui com menos de 10 jg/g

Distribuicao alélica da APOE em individuos da
regiao de Tucurui com 210 Jglg

e2 carriers e2 carriers

We3/e3 me3/e3

W ed carriers M e4 carriers

Figura 22: Distribuicdo alélica da APOE em individuos da populagdo de Tucurui com niveis de mercurio no
cabelo abaixo de 10 pg/g e igual ou maior que essa quantidade.

45  Expressdo de S100B e NSE

Considerando que os participantes de Tucurui apresentaram 0s maiores niveis de
exposicdo, com mercurio nas amostras de cabelo de 1,1 a 75,8 pg/g, e que os individuos

expostos dessa regido ndo apresentaram o possivel fator protetor do alelo €2 da ApoE, foram
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selecionados individuos daquela regido para testar a hipdtese de que as medi¢des da expressao
do RNAm das proteinas S100B e NSE poderia funcionar como marcadores de intoxicacdo nas
populacbes amazonicas. Para isso, foram aplicados critérios de exclusdo adicionais
selecionando unicamente aqueles individuos que ndo fumavam, ndo faziam uso abusivo de
bebidas alcoolicas, ndo apresentavam doencas cronicas e ndo haviam feito uso de medicagdes
nos ultimos meses. Assim, estes individuos (n=6) foram divididos em dois grupos: 1) Grupo
com niveis de mercurio abaixo de 7 pug/g (n=3) e 2) Grupo com niveis de mercurio acima de
18 pg/g (n=3) (Figura 23). N&o houve diferenca na idade e IMC entre os dois grupos (Teste
de Mann-Whitney, p > 0,05).

60‘ *
[ <7 pg/g TotalHg

[ =18 pgig TotalHg

40 -

20 - ———

Mercurio Total no cabelo (ug/g)

<7 uglg TotalHg > 18 pglg TotalHg

Figura 23: Niveis de mercdrio total no cabelo nos grupos com niveis de merclrio abaixo de
7 1g/g e acima de 18 pg/g (Teste de Mann-Whitney, *p<0,05).

Dessa forma, o nivel do RNA mensageiro dos marcadores S100B e NSE foi
determinado no sangue destes individuos. Houve diferenca estatisticamente significativa (p<
0,05) na deteccdo do RNAmM da S100B entre os grupos, existindo cerca de trés vezes maior
quantidade de RNAm no grupo com maior nivel de mercurio no cabelo do que no grupo com
baixos niveis. Ainda, apesar de ndo termos encontrado diferenca estatistica na NSE,
observamos um aumento na quantidade de RNAm de 0,6 vezes em relagdo ao grupo com

menor teor de mercdrio (Figura 24).
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Figura 24: Quantificacdo relativa do RNAm das proteinas S100B e NSE no sangue de individuos
da regido de Tucurui expostos a baixos e altos niveis de mercirio. Dados apresentados como vezes
de diferenca em relacdo ao grupo com baixo teor de mercirio. Teste de Mann-Whitney, * p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A exposicdo humana ao mercurio na Amazénia vem sendo estudada desde muitos
anos e é bem caracterizada em algumas areas, como na regido do Rio Tapajds, por exemplo
(BERZAS-NEVADO et al., 2010). Contudo, em algumas areas, como a regido do Lago
Tucurui, até o presente momento ha apenas um trabalho que demonstra exposi¢do mercurial
nos ribeirinhos locais (LEINO; LODENIUS, 1995). Ainda, dentre os trabalhos publicados
sobre estas duas regiGes, Tapajos e Tucurui, a grande maioria € sobre a exposicdo ao
mercurio, alguns poucos caracterizam o dano produzido pela exposicdo e até o presente, ainda

menos estudos analisaram suscetibilidade genética frente a intoxicacdo mercurial.

Assim, esta é a primeira vez que é realizado um estudo epidemioldgico incluindo a
analise de exposicdo, suscetibilidade genética e intoxicacdo mercurial nas populacdes

ribeirinhas da Amazonia.

Este trabalho incluiu 388 individuos no total. Apesar da dificuldade de obter dados
exatos atualizados sobre o nimero de habitantes de cada comunidade incluida no estudo, apos
comunicacdo pessoal com os representantes das comunidades, o tamanho amostral incluido
no presente estudo representa de 10 a 30% da populacdo local. Além disso, o tamanho da
populacdo incluida neste trabalho esta de acordo com os tamanhos amostrais usados em
outros trabalhos publicados com populacdes das mesmas regides (LEINO; LODENIUS,
1995; PINHEIRO et al., 2007, 2008; PASSOS et al., 2008; PASSOS; MERGLER, 2008;
CRESPO-LOPEZ et al., 2010; FAIAL et al., 2015).

E importante ressaltar que apds a chegada da equipe nas comunidades, era realizado
um convite para uma reunido informativa do intuito do projeto através da divulgacdo nas
rédios locais e da comunicacao de porta em porta, convidando toda a comunidade a participar
(Figura 25). Assim, todos os individuos adultos que demonstraram interesse em participar do
projeto foram atendidos (livre demanda), o que é uma forma de garantir uma maior
participacdo das comunidades e a veracidade das informacdes reveladas por cada individuo,
sobre a presenca dos possiveis fatores de exclusdo. A posteriori foram aplicados os critérios
de inclusdo/exclusdo sobre os resultados e a populagdo final incluida no presente estudo foi

constituida de individuos adultos sadios voluntarios, com idade entre 18 e 65 anos.
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Figura 25: Fotos demonstrativas do processo realizado para convidar os individuos a participarem do projeto.
(A) Equipe na sede de uma radio local realizando o convite e (B) reunido informativa sobre o projeto com a

comunidade. Fonte: Imagem do arquivo pessoal da autora.

Em relacdo a composicdo da nossa amostra, € possivel que as diferencas encontradas
na propor¢do de homens e mulheres participantes da regido do Tapajds (aproximadamente de
duas mulheres por cada homem), possam estar relacionadas ao fator cultural brasileiro de os
homens serem menos cuidadosos com a salde (GOMES et al., 2007), fazendo com que a
maior procura para participar do estudo seja das mulheres. Por outro lado, a auséncia dessa

diferenca na proporcdo de homens e mulheres na populacdo de Tucurui (aproximadamente
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uma mulher por cada homem), poderia ser pelo fato de que as coletas foram realizadas em
pontos distantes das ilhas onde morava cada familia, fazendo com que toda a familia (pai, mée
e filhos) se deslocasse até o local da coleta. Assim, uma vez que os homens ja estavam ali, as

mulheres os encorajavam a participar.

Considerando essa diferente propor¢do de homens e mulheres participantes de cada
regido, todas as variaveis que pudessem interferir nos resultados, como sexo, idade e IMC,

foram testadas para todos os parametros analisados no presente estudo.

As populag6es ribeirinhas da Amazonia vém sendo estudadas por causa da exposi¢ao
mercurial desde 1995, aproximadamente (BERZAS-NEVADO et al., 2010). Devido a seu
estilo de vida peculiar, associado a seus habitos alimentares, que tem como elemento central o
pescado, estas populacdes representam um modelo Unico no mundo para avaliar os efeitos da
exposicdo ao metilmercdrio. Nestas populacGes ja foram descritos niveis de mercurio muito
acima do limite preconizado pela OMS, inclusive com alguns individuos apresentando
sintomas caracteristicos da intoxicagdo mercurial com niveis de 20 pg/g (abaixo do nivel de
50 ug/g, preconizado como limite para o estabelecimento da Sindrome de Minamata)
(HARADA et al., 2001, PASSOS; MERGLER, 2008).

Os danos neuroldgicos causados pela intoxica¢do mercurial séo irreversiveis (HUANG
et al., 2008) e do ponto de vista social, podem ter consequéncias drasticas ndo sO para o
individuo intoxicado, como também para seus familiares. Além disso, a relagdo entre
mercurio e doencas neurogenerativas tem sido cada vez mais discutida (FARINA et al., 2011,
XU et al., 2014). As doencas neurodegenerativas tem se traduzido em um grande motivo de
preocupacdo das politicas de salde publicas, contabilizando um grande numero de
hospitalizacbes e pessoas com incapacidade, gerando enormes custos para O governo
(FARINA et al., 2011; MIDORIKAWA et al., 2016).

Dessa forma, em um ambiente onde a exposicédo diaria ao mercdrio € realidade, além
do biomonitoramento das populacdes expostas, identificar fatores que possam ajudar a
prevenir futuras situacdes de intoxicagdo mercurial é imperativo. Assim, este € 0 primeiro
trabalho realizado com populacdes ribeirinhas da Amazonia expostas ao mercdrio, utilizando

a apolipoproteina E como marcador de suscetibilidade genética frente a intoxicacdo mercurial.
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5.1 Suscetibilidade genética na Amazénia: distribuicdo alélica e genotipica do

gene da Apolipoproteina E

A distribuicdo dos gendtipos na populacéo estudada esta de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg. Os dois gendtipos mais comuns foram o €3/e3 e o €3/e4 e,
interessantemente, o gendtipo €2/e2 ndo foi detectado em nenhum dos 388 participantes
(Tabela 4). A distribuicdo alélica da APOE nas populacdes amazbnicas foi de
0,043:0,784:0,173 para €2:¢3:¢4, respectivamente. Esse padrao de distribuicdo foi semelhante
ao padrdo ja descrito para populacdes da América do Sul (0,046:0.767:0.187 para £2:¢3:¢4,
respectivamente) (SINGH et al., 2006). No entanto, comparando com a distribuicéo alélica da
APOE na Europa (0,077:0,790:0,127 para €2:e3:¢e4, respectivamente) observamos em nossas

populagdes o aumento da frequéncia do alelo €4 e a diminuicao da frequéncia do alelo €2.

A APOE evoluiu a partir do ancestral hominideo comum de humanos e grandes
simios, uma vez que enquanto existem estas trés principais isoformas da APOE nos seres
humanos (€2, €3 e €4), todos os grandes macacos sao portadores apenas do alelo ¢4 (RIEDEL
et al., 2016). Porém o motivo das diferencas na distribuicdo dos gendétipos da APOE entre as

diferentes popula¢des do mundo, ndo é bem conhecido (MAHLEY et al., 2009).

Ha evidéncias que sugerem que o alelo €4 ancestral seja uma vantagem evolutiva
contra doengas infecciosas, pois na Africa, por exemplo, a sua frequéncia é muito alta (e4:
0,209) possivelmente oferecendo protecdo contra alguma doenca endémica especifica
(doencas infecciosas e parasitarias) (SINGH et al., 2006; MAHLEY et al., 2009).

Ainda, acredita-se que o alelo €4 permanega elevado em regides onde ainda exista uma
economia de forrageamento ou onde a alimentacdo € (ou foi até recentemente) escassa ou
qualitativamente pobre (com pouca variedade de alimentos) e sob estas condi¢fes ambientais,
ser portador do alelo €4 seria uma vantagem adaptativa, pois este alelo poderia ajudar no
reequilibrio dos niveis de colesterol (que por causa da dura condi¢cdo alimentar local, seria
demasiado baixo) (CORBO; SCACCHI, 1999).

Adicionalmente, foi sugerido que a APOE4 tem um papel protetor no desenvolvimento

cognitivo e peso-altura de criancas com episodios recorrentes de diarreia na primeira infancia
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(o ciclo entre diarreia, ma nutricio e parasitoses intestinais é bem conhecido) (ORIA et al.,
2007; 2010).

Tanto a exposi¢cdo a doencas infecciosas quanto a dieta qualitativamente pobre, sdo
realidades das populagdes incluidas no presente estudo, cabendo ainda destacar, que a Regido
Norte do Brasil é a segunda com a mais alta taxa de doengas diarreicas em criangas menores
de cinco anos (FONSECA et al., 2016). Esse fato poderia explicar, pelo menos em parte, a

alta frequéncia do alelo €4 encontrada.

Independentemente da origem dessa alta frequéncia, este € um dado preocupante, pois
este alelo é um fator de risco para muitas doencas, como Doenca de Alzheimer, declinio
cognitivo, sintomas depressivos, hipertensdo, acidente vascular encefalico, doencas

coronarianas, doengas cardiovasculares e diabetes (MIDORIKAWA et al., 2016).

Ainda, no presente trabalho encontramos uma reducao significativa na frequéncia do
€2 em comparacdo com a distribuicdo da ApoE no mundo (7,3%) (SINGH et al., 2006).
Acredita-se que a baixa frequéncia do alelo €2 em algumas populagdes como América do Sul
e Siberianos, seja um reflexo da histéria de colonizacdo destas regibes, pois este alelo
possivelmente ndo estaria presente nos povos que colonizaram as regifes das Américas e
Avrticas, cerca de 10.000- 35.000 anos atras (SINGH et al., 2006).

No Tapajos a frequéncia deste alelo foi 4,2% e em Tucurui foi 3,7% (Tabela 4). Uma
vez que a presenca de ApoE2 é relacionada com protecdo frente a intoxicacdo mercurial, a
reduzida prevaléncia do alelo protetor nessas populacBes (em comparacdo com outras
populacbes do mundo), faz que seja ainda mais alarmante a existéncia de casos de exposicao e

ratifica ainda mais a necessidade de monitoramento e acompanhamento destes individuos.

5.2 Exposicdo mercurial na Amazoénia: Niveis de mercario nas Regides do

Tapajos e Tucurui

O monitoramento da exposi¢do mercurial pode ser realizado através da determinacéo
dos niveis de mercurio no cabelo humano, que é considerada uma excelente ferramenta para
acessar a exposicdo (MAGOS; CLARKSON, 2008). Além da quantidade de mercurio total, é

importante conhecer a proporcdo de mercurio que se encontra na forma organica
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(metilmercdrio), pois é uma das espécies mais toxicas. Dessa forma, o presente estudo
realizou a determinacdo de metilmercurio e mercdrio total em amostras de cabelo de 109

individuos das populagdes ribeirinhas do Tapajos (n=74) e Tucurui (n=35).

Destaca-se que os participantes destas analises foram altamente selecionados com
rigorosos critérios de exclusdo/inclusdo (que nem sempre estdo presentes em estudos de
exposicdo humana), garantindo que os niveis de mercdrio ndo foram significativamente
influenciados por alteracdes hepaticas e/ou renais. Ainda, ndo houve correlacdo do sexo ou
idade com os niveis de mercdrio (testes de Mann-Whitney e Spearman, p> 0,05), revelando o

padrédo homogéneo de exposi¢do em nossa amostra.

Os valores das medianas de mercurio total e metilmercurio estiveram abaixo do limite
de 10 pg/g de mercario no cabelo preconizado pela OMS (Figura 16). Contudo,
aproximadamente 25% dos participantes apresentaram niveis acima do limite e 13%
apresentaram niveis maiores ou iguais a 20 pg/g (Figura 15). Demonstrando que apesar da
diminuicdo nos niveis, hd ainda uma alta propor¢do de individuos expostos a altas

concentracOes de mercurio.

Cada vez mais trabalhos tem explorado o impacto dos baixos niveis de mercurio, com
efeitos adversos no crescimento fetal, fun¢Ges neuroldgicas e, sistemas cardiovascular e
imunoldgico (KARAGAS et al., 2012). Sabendo que o sistema nervoso em desenvolvimento
é especialmente toxico ao mercdrio, é de especial importancia a deteccdo precoce da
exposi¢do em mulheres em idade fértil. No nosso estudo, mais da metade das mulheres em
que o conteddo em mercdrio foi determinado estava em idade fértil (até 40 anos de idade). De
forma alarmante, 16,2% das mulheres analisadas apresentou niveis de mercurio acima do
limite preconizado. J& foi demonstrado que niveis de mercurio no cabelo materno maiores ou
iguais a 10 pg/g sdo relacionados com alteragdes clinicamente Obvias, tais como inicio da
locomocdo retardado (MAHAFFEY, 2005; ANTUNES DOS SANTOS et al., 2016). Os
efeitos adversos da exposicdo pré-natal ao mercirio podem ser identificados na crianca
mesmo quando a exposi¢cdo materna € de cerca de 5 pg/g, levando a alteragbes sutis no
desenvolvimento (MAHAFFEY, 2005). Neste trabalho, 32,4% das mulheres testadas e em
idade fértil apresentaram niveis maiores ou iguais a 5 pg/g (Figura 26). Esses dados séo
especialmente preocupantes, uma vez gque a exposicdo pré-natal ao mercdrio, mesmo quando

as méaes apresentam sintomas minimos, resulta em anormalidades fetais extremas, como
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microcefalia, cegueira, retardo mental e anormalidades fisicas (HARADA, 1995; KARAGAS
etal., 2012; ANTUNES DOS SANTOS et al., 2016).

Proporcao de mulheres em idade fértil com
niveisacimade 10 e 5 ug/g

Figura 26: Proporcdo de mulheres em idade fértil na populagéo total do estudo (n=37) com
niveis de mercurio total no cabelo igual ou acima de 10 pg/g e de 5 pg/g.

Analisando os niveis de mercurio total em cada regido por separado, um aspecto
positivo dos nossos dados é que esta € a primeira vez que sdo registrados niveis de mercurio
no Tapajos tdo baixos. Se compararmos os dados do presente estudo com os dados de estudos
publicados anteriormente, podemos realizar um monitoramento temporal aproximado ao
longo destes 20 anos (Figura 27). Para isso, foi usado o valor da média e erro padrdo da media
dos nossos resultados (4,21 ug/g + 0,46), uma vez que a grande maioria dos trabalhos
anteriormente publicados apresentam seus dados desta forma. A figura 27 mostra que houve
uma reducdo nos niveis de mercurio total no cabelo nos ultimos 20 anos, estando a média

atual abaixo do limite (Figura 27).

E possivel que os baixos niveis de mercurio encontrados em nosso trabalho sejam
relacionados a diminuicdo das atividades antropogénicas em garimpos, bem como, aos
trabalhos de conscientizacdo que os diversos grupos que trabalham com estas populactes
ribeirinhas vém realizando ao longo dos anos, como ja foi sugerido na literatura (BERZAS-
NEVADO et al., 2010).
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Figura 27: Médias de mercdrio total no cabelo de populagdes ribeirinhas da Bacia do Rio Tapajos, detectadas
durante o periodo de 1995 a 2015. Dados coletados da literatura em cinza (AKAGI et al., 1995; MALM et al.,
1995; KEHRIG et al., 1997; LEBEL et al., 1997; MALM et al., 1997; LEBET et al., 1998; GRADJEAN et al.,
1999; AMORIM et al., 2000; DOLBEC et al., 2000; SANTOS et al., 2000; DOLBEC et al., 2001; HARADA
et al., 2001; CROMPTON et al., 2002; BOISCHIO et al., 2002; PASSOS et al., 2003; BAHIA et al., 2004;
SILVA et al., 2004; PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO et al., 2006; FILLION et al., 2006; LEMIRE et al.,
2006; PINHEIRO et al., 2007; PASSOS et al., 2007a; PASSOS et al., 2007b; PINHEIRO et al., 2008;
PASSOS et al., 2008; GROTTO et al., 2010) e do presente trabalho em vermelho. A linha vermelha horizontal
indica o limite de 10 pg/g de mercurio no cabelo, preconizado pela OMS.

Entretanto, um trabalho recém-publicado realizado na comunidade ribeirinha de
Barreiras demonstrou niveis médios de mercurio total de 13,99 ug/g (2,07- 27,02 ug/g)
(média e valores min e max) (FAIAL et al., 2015), acima tanto do limite quanto dos niveis
encontrados em nosso trabalho para essa mesma comunidade (5,73 ug/g e 0,89- 18,79 ug/g,
média e valores min e max). Infelizmente ndo é possivel efetuar comparacdes entre ambos 0s
trabalhos uma vez que o periodo da coleta ndo foi descrito no referido trabalho. Cabe destacar
gue nossos dados corroboram os dados de outros estudos realizados na comunidade de
Barreiras que indicam que aparentemente o0s niveis de mercurio vém diminuindo, em
comparagdo com 0s anos anteriores: em 1994 foi 20,5 pg/g (n=26) (PINHEIRO et al., 2000);
em 1995 foi 17,7 pg/g (n=52) (PINHEIRO et al., 2000); entre 1994-1998 foi 16,4 ug/g
(n=132) (HARADA et al., 2001) e em 2003 foi 12,12 pg/g (n=87) (PINHEIRO et al., 2008)
(Figura 28).
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Figura 28: Nivel de mercurio total determinado em amostras de cabelo de ribeirinhos da comunidade de
Barreiras de 1994 a 2015: 1994 (PINHEIRO et al., 2000); 1995 (PINHEIRO et al., 2000); 1996 (HARADA
et al., 2001); 2003 (PINHEIRO et al., 2008) e 2015 (nossos dados). A linha vermelha horizontal indica o
limite de 10 pg/g de mercurio no cabelo, preconizado pela OMS.

Além da comunidade de Barreiras, este trabalho incluiu outras comunidades dentre as
quais existem trés que foram estudadas pela primeira vez: Boa Vista do Tapajos, Pimental e
Pedra Branca. Embora os niveis de metilmercirio e mercdrio total das amostras da
comunidade de Pedra Branca ainda estejam em fase de determinagéo, conseguimos analisar as

comunidades de Boa Vista do Tapajés e Pimental.

Os niveis mais baixos encontrados neste estudo foram provenientes da comunidade de
Boa Vista do Tapajos (1,91 pg/g, p< 0,05 vs Barreiras), proximo do limite de 2 pg/g aceitavel
para populac6es adultas com consumo esporadico de pescado preconizado pela OMS (WHO,
1990). Tendo em vista que, assim como Barreiras e Pimental, esta comunidade esta localizada
as margens do rio Tapaj0s, varios fatores podem estar relacionados a esta diferenca, como por
exemplo, o tipo e a oferta do peixe disponivel na comunidade que pode ser diferente do que é
encontrado nas outras comunidades. Em entrevista informal com os participantes, eles nos
informaram que tem sido cada vez mais dificil conseguir peixes na area préxima a
comunidade e que geralmente 0s peixes mais consumidos Sa0 0S peixes pequenos, cOMo 0
Piau (que além do tamanho reduzido, sdo herbivoros e, portanto, apresentariam menores
niveis de mercurio). Uma vez que os peixes de habitos carnivoros apresentam maiores niveis
de mercurio que os peixes herbivoros (RODRIGUES MARTINS-DOIMEADIOS et al. 2014),
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no intuito de tentar diminuir os niveis de mercurio encontrados nas populagdes, os ribeirinhos

sdo orientados a dar preferéncia para os peixes de habitos herbivoros.

Contudo, apesar dos niveis médios de mercurio estarem abaixo do limite, 4,17% da
populacdo de Boa Vista do Tapajds, 14,29% de Barreiras e 5% de Pimental estdo expostos a

niveis maiores ou iguais a 10 pg/g de mercurio total.

Diferente de outras regides da Amazo6nia (como a bacia do rio Tapajés), a area de
Tucurui apresenta uma reduzida influéncia de garimpos que utilizam mercurio. Ainda assim,
alguns poucos trabalhos no passado indicaram uma possivel contaminacdo por mercurio do
meio ambiente (AULA et al., 1995; PORVARI, 1995; KEHRIG et al., 2008; 2009).
Infelizmente, até agora um unico trabalho epidemiologico daquela regido realizado 20 anos
atras foi publicado até o0 momento (LEINO; LODENIUS, 1995). Esse trabalho revelou que 45
moradores do reservatorio principal do Lago de Tucurui apresentaram niveis de mercurio de

até 51 pg/g no cabelo, bem acima do limite de seguranca estabelecida pela OMS.

Apesar Leino e Lodenius (1995) terem incluido variados pontos de coleta no Lago de
Tucurui e suas imediacdes, nos decidimos nos focar na regido de Caraipé, uma das duas
regides em que é dividido Tucurui desde o ponto de vista limnolégico (Figura 11). A escolha
da regido de Caraipé baseou-se no tempo de retencdo da agua no reservatdrio (cerca de 130
dias) mais elevado quando comparado com a do lago (30 dias) (BONETTO, 1994), o que

poderia contribuir para o acimulo de mercurio.

Em contraste com os dados acima apresentados da regido do Tapajds, nosso grupo
demonstrou niveis alarmantes de mercdrio em Tucurui (média de 20,15 pg/g), sobretudo
porque 57% dos individuos desta area estdo expostos a niveis acima do limite de 10 pg/g,
30% estdo expostos a mais de 20 pg/g e 11% a niveis acima de 50 pg/g. Esses dois ultimos
valores de mercurio, 50 pg/g e 20 ug/g, correspondem respectivamente ao limite estabelecido
a partir de intoxicacdes agudas para diagnostico de Doenca de Minamata (WHO, 1990) e ao
limite proposto para detectar os sintomas de neurotoxicidade e casos suspeitos de Doenca de

Minamata em popula¢des da Amazonia (HARADA et al., 2001).

Comparando nossos dados com os dados apresentados por Leino e Lodenius (1995)

para a regido do Caraipé, ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa
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nos niveis de mercario total (p> 0,05; figura 29), demonstrando que aquela regido continua
exposta a niveis semelhantes aqueles de 20 anos atras, necessitando com urgéncia de
monitoramento, acesso constante aos servicos de salde com acompanhamento clinico e

laboratorial, e politicas de conscientizacdo sobre a exposi¢do e intoxicacdo mercurial.
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Figura 29: Niveis de mercurio total em pg/g encontrados na regido de Tucurui
em 1995 (publicado por Leino e Lodenius, 1995; n=11) e em 2015 (presente
trabalho; n=35). Dados apresentados como média e erro padrdo da média. (Teste
t-student, p > 0,05)

Interessantemente, comparando 0s niveis de mercario total entre as duas regides
estudadas, observamos que os altos niveis de mercurio encontrados na regido de Tucurui sdo
muito mais elevados do que aqueles encontrados no Tapajos (regido altamente influenciada
por areas de garimpos) (p < 0,0001) e comparaveis aos niveis encontrados no Tapajos de
cerca de 20 anos atras (BERZAS-NEVADO et al., 2010) (figura 30). Isso fica mais evidente
quando observamos que apenas 9% da populacdo do Tapajos apresentam niveis de mercurio

acima de 10 pg/g contra 57% da populacéo Tucurui.
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Figura 30: Médias de mercurio total no cabelo de populagdes ribeirinhas da Bacia do Rio Tapajos e Tucurui,
detectadas durante o periodo de 1995 a 2015. Dados coletados da literatura (Tapajos: AKAGI et al., 1995;
MALM et al., 1995; KEHRIG et al., 1997; LEBEL et al., 1997; MALM et al., 1997; LEBET et al., 1998;
GRADJEAN et al., 1999; AMORIM et al., 2000; DOLBEC et al., 2000; SANTOS et al., 2000; DOLBEC et
al., 2001; HARADA et al., 2001; CROMPTON et al., 2002; BOISCHIO et al., 2002; PASSOS et al., 2003;
BAHIA et al., 2004; SILVA et al., 2004; PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO et al., 2006; FILLION et al.,
2006; LEMIRE et al., 2006; PINHEIRO et al., 2007; PASSOS et al., 2007a; PASSOS et al., 2007b;
PINHEIRO et al., 2008; PASSOS et al., 2008; GROTTO et al., 2010 e; Tucurui: LEINO; LODENIUS, 1995)
e do presente trabalho em 2015. A linha vermelha horizontal indica o limite de 10 pg/g de mercurio no cabelo,
preconizado pela OMS.

Curiosamente, elevados niveis de mercUrio em rios amazonicos com influéncia
reduzida de garimpos ja foram demonstrados anteriormente (WASSERMAN et al., 2003). Os
solos amazbnicos podem apresentar um teor elevado de mercurio com mais de 97% do
mercdrio acumulado na superficie do solo sendo pré-antropogénico (ROULET et al., 1998).
Embora esta origem geoldgica de niveis naturalmente elevados de mercdrio no solo
amazonico seja controversa, é reconhecido que o ambiente amazonico tem o potencial de
liberar e acumular quantidades significativas deste metal em resposta a a¢cdes antropogénicas,
como a presenca de barragens e da mineracdo de ouro (WASSERMAN et al., 2003;
BERZAS-NEVADO et al., 2010).

Infelizmente, existem poucos trabalhos que determinam a possivel exposicdo humana
de populacdes amazdnicas vizinhas a projetos arquitetdnicos de grande escala com o potencial
para acumular drasticamente mercirio no ambiente. Além disso, as areas a jusante das
barragens demonstraram por vezes niveis ainda mais elevados de MeHg do que os detectados
a montante (KASPER et al., 2014), provavelmente porque as condi¢gdes anoxicas podem

favorecer a proliferacdo bacteriana (principal responsavel pela biotransformacdo do mercuario
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inorganico a mercurio organico). Assim, nossos dados suportam a necessidade de analisar
com urgéncia a exposicdo das populac@es que vivem em regides a jusante da barragem de

Tucurui.

Embora estudos adicionais sejam necessarios para confirmar a possivel amplificacéo
da presenca de mercurio pelas barragens na Amazonia (a exemplo da usina hidrelétrica de
Tucurui), nossos dados ja suportam a importancia de realizar estudos de impacto adequados e
do acompanhamento continuo, especialmente no caso das barragens que estdo sendo previstas
ou construidas em éareas altamente influenciadas por garimpos: como por exemplo, as
barragens de Jatoba e de Sdo Luiz do Tapajos, que estdo previstas na bacia do rio Tapajds, a

jusante das areas de garimpo.

5.3 Identificacdo de individuos de risco de acordo a suscetibilidade e a exposi¢do

A distribuicdo dos gendtipos da APOE nos 109 individuos em que foram determinados
0s niveis de mercurio estd de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.889) e
apresenta distribuicdo semelhante aquela da populagdo total incluida no estudo, demonstrando
que apesar de ser uma amostra mais reduzida, ela ainda mantém as caracteristicas encontradas

para o total dos individuos.

Ndo encontramos diferengas significativas entre os niveis de mercdrio total e
metilmercurio e os fen6tipos da ApoE (apesar das medianas, tanto de mercurio total quanto de
metilmercurio terem sido maiores nos portadores do alelo €4) (Tabela 7). De forma
semelhante, Ng e colaboradores (2013 e 2015) também ndo encontraram diferencas
significativas entre os niveis de mercudrio e os diferentes gendtipos. Contudo, esses autores
relatam um padrdo de distribuicdo semelhante ao que noés encontramos (com individuos
portadores da ApoE2 apresentando menores niveis de mercurio, portadores da ApoE3 com
niveis intermediarios e portadores da ApoE4 com os niveis mais elevados) no grupo que
apresentava niveis de mercurio no corddo umbilical duas vezes maior que o limite
estabelecido (NG et al., 2013; 2015). Interessantemente, nestes mesmos trabalhos, este padrao
de distribuicdo desaparece no grupo com niveis de mercurio abaixo do limite. 1sso nos leva a
pensar que como a distribuicdo dos niveis de mercario na nossa amostra € muito variada, este

fato poderia mascarar as diferencas nos niveis de mercurio entre os genotipos. Infelizmente, a
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analise desta distribuicdo apenas entre os individuos com niveis de mercurio acima do limite
ndo pbde ser realizada no presente trabalho, pois neste grupo s6 ha um individuo com o
gendtipo APOE2.

Embora ndo tenha havido diferenga significativa entre os niveis de mercario no cabelo
e 0s genotipos da ApoE, as frequéncias relativas da distribuicdo dos portadores de €2 (e2/€3) e
dos portadores de €4 (€3/e4 e €4/e4) nos grupos com niveis de mercurio acima e abaixo do
limite, mostrou uma variagéo significativa na frequéncia do €2 entre os dois grupos (Figuras
21 e 22), sendo a frequéncia do alelo €2 maior no grupo com niveis de mercurio abaixo do
limite. Esta é a primeira vez que um trabalho apresenta este resultado. Até o presente, 0s
estudos realizados encontraram diferencas significativas apenas na frequéncia da APOE4
(GODFREY et al., 2003; WOJCIK et al., 2006) ou ndo encontraram variacdo (NG et al.,
2013, 2015).

O aparente acimulo de mercuario e metilmercario nos individuos ApoE4, bem como o
aumento da frequéncia de individuos ApoE2 no grupo exposto a niveis de mercdrio abaixo do
limite, apontam para a mesma direcdo das hipoteses levantadas por Wojcik e colaboradores
(2006), e por Pendergrass e Haley (1995). A primeira das hipoteses afirma que os individuos
apresentariam uma inabilidade genética para eliminar o mercurio com eficiéncia (WOJCIK et
al., 2006). Na segunda hipdtese, é defendido que os individuos ApoE2, devido a presenca de
dois grupamentos sulfidrilas, estariam aptos a ligar e remover o mercurio do cérebro e do
LCR, ajudando assim na sua eliminacdo (PENDERGRASS; HALEY, 1995).

Embora o mecanismo exato pelo qual a ApoE4 poderia exercer sua influéncia ndo seja
totalmente conhecido, ja foi demonstrada a relacdo entre a presenca desta isoforma e uma
suscetibilidade individual aumentada a processos neurodegenerativos como 0S gque acontecem
na intoxicacdo mercurial (MAHLEY; HUANG, 2012).

As alteracBes neuropatoldgicas encontradas naturalmente em individuos ApoE4, como
o0 retardo de crescimento dos neuritos, desarranjos do citoesqueleto, disfungcdo mitocondrial
(incluindo alteragdo do potencial membrana e diminui¢do dos niveis e atividades de enzimas
respiratérias mitocondriais), apoptose neuronal, disfuncdo da proteina tau, deposicdo da
proteina beta-amildide e a neuroinflamacdo (Figura 31) (MAHLEY; HUANG, 2012;
RODRIGUEZ et al., 2014), também sdo observadas em casos de intoxicagdo mercurial
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(desequilibrio oxidativo, mitocondrial, inducdo da apoptose, desarranjo dos microtibulos,
neuroinflamacdo, inducdo da hiperfosforilacdo da proteina tau, acumulo da proteina beta-
amildide (Figura 31) (ERCAL et al., 2001; MARTY; ATCHISON, 1998; STOIBER et al.,
2004; JOHANSSON et al., 2007; FUJIMURA et al., 2009; KEMPURAJ et al., 2010;
FARINA et al., 2011; FRETHAM et al., 2012; KIM et al., 2014).
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Figura 31: AlteragGes causadas pelo mercurio e/ou a presenca da ApoE4. Setas vermelhas pontilhadas indicam
0s mecanismos compartilhados pelos dois fatores; setas cinzas e pretas mostram os mecanismos exclusivos da
ApoE4 ou mercurio, respectivamente. Fonte: Imagem elaborada pela autora.

Considerando os numerosos efeitos provocados em individuos ApoE4 intoxicados
pelo mercdrio, apenas a existéncia de um unico mecanismo molecular (como o proposto pela
teoria da quelacdo por grupos sulfidrila de ApoE) poderia ndo ser suficiente para explicar
completamente a correlagdo entre os dois fatores. Curiosamente, os individuos que
transportam a ApoE4 demonstram muitas alteracBes neuropatoldgicas com mecanismos
moleculares semelhantes aos de neurotoxicidade induzida por mercario. Assim, existe a

possibilidade de que a presenca da ApoE4 seja responsavel por uma facilitacdo da leséo
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induzida por mercurio no cérebro desses individuos. Com base nas evidéncias atuais, a
hipdtese de um possivel efeito sinérgico entre as duas condi¢des (portadores de ApoE4 e
intoxicacao por mercurio) pode ser sugerida, de forma adicional aquelas que sugerem efeitos

causados por uma eliminacg&o ineficiente de mercurio nos individuos 4 (Figura 31).

Uma vez que a presenca da ApoE4 aumenta a extensdo do dano produzido no corpo
humano pela intoxicagdo mercurial (PENDERGRASS; HALEY, 1995; GODFREY et al.,
2003, WOJCIK et al., 2006, NG et al., 2013; 2015; WOODS et al., 2014), os individuos
portadores dos genoétipos €3/e4 e e4/e4 sdo considerados individuos de risco. No presente
trabalho identificamos que 29% dos individuos da populacdo do estudo sdo ApoE4 (Figura
32) e oito deles estdo expostos a niveis de mercurio acima do limite (12,02-75,80 pg/g), sendo
considerados individuos de risco maximo (Tabela 6). Atraves desta analise, estes individuos
poderdo ser monitorados mais de perto e, os individuos que ainda ndo apresentarem 0s
sintomas da intoxicagdo mercurial, serdo orientados sobre como preveni-la. Ainda, estudos
futuros podem ser conduzidos com estes individuos na tentativa de elucidar os mecanismos

através dos quais a ApoE4 exerce esse efeito.

Distribuicao de individuos de risco de acordo a presenca de
APOE4 e niveis elevados de mercurio

-~ Individuos
Nio de risco (€4)
portadores  Portadores 27%
do €4 do €4
71% 29%

Individuos

de maximo

risco (Ed4 e

>10 pg/g)
2%

Figura 32: Distribuicdo de individuos APOE4 na populacdo de estudo destacando os individuos de
risco e risco maximo.
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5.4 Marcadores Moleculares de intoxicagdo mercurial nas comunidades

ribeirinhas da Amazdnia

Além de monitorar a exposicdo e rastrear suscetibilidade genética em populacGes
expostas ao mercurio, é importante quantificar o dano produzido pela intoxicacdo mercurial.
Infelizmente, na realidade das populag@es ribeirinhas da Amazonia € muito dificil o acesso a
consultas médicas, que possam levar a identificacdo dos sintomas e, por conseguinte, dos
danos produzidos pelo mercurio. Este pode ser um dos motivos pelos quais, apesar do longo
histérico comprovado de exposi¢cdo mercurial nas comunidades ribeirinhas da Amaz6nia,

nunca foi relatado um unico caso diagnosticado de Doenca de Minamata.

Dessa forma, encontrar um marcador periférico, de dano ao sistema nervoso central,
seria de grande valia no acompanhamento dos individuos expostos, principalmente, os
individuos de alto risco. Neste intuito, recentemente, Yilmaz e colaboradores (2014)
demonstraram que os biomarcadores periféricos, NSE e S100B, apresentavam niveis elevados

no soro de individuos com intoxicacdo aguda por mercurio (YILMAZ et al., 2014).

Até o presente momento, os trabalhos publicados relacionando a S100B e a NSE com
o0s danos causados pelo mercurio, foram realizados detectando os niveis das proteinas no soro
ou no LCR (FARINA et al., 2005; YILMAZ et al.,, 2014). At¢é o maximo de nosso
conhecimento, esta € a primeira vez que um trabalho é realizado detectando os niveis de

RNAmM destas proteinas no soro de individuos expostos ao mercurio.

Mas, por que medir a quantidade de RNAmM no soro e ndo as proteinas? Primeiro, a
escolha desta metodologia foi baseada, sobretudo, em dois fatores: 1) a técnica do PCR em
tempo real é extremamente sensivel e confiavel, detectando diferengas com poucas copias de
DNA, aumentando a possibilidade de deteccdo precoce de dano e; 2) é possivel manter a
estabilidade do RNA da amostra através do uso de reagentes estabilizadores, como o
RNAlIater, garantindo a qualidade e confiabilidade das analises. Levando em consideracdo as
situacOes adversas enfrentadas em campo e baseados na nossa experiéncia com estas
comunidades isoladas, a conservacdo adequada de proteinas apos a coleta torna-se por muitas
vezes impossivel e ndo ha eletricidade e nem freezers para o congelamento imediato e
conservacao das amostras (Figura 33). Ainda, existindo um intervalo de tempo significativo

entre a coleta e a realizacdo das analises, devido a distancia.
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Figura 33: Casa de um lider comunitario onde foram realizadas coletas de amostras. Notar o isopor onde as
amostras eram armazenadas. Fonte: Imagem do arquivo pessoal da autora.

Devido as condicbes em que deve ser realizada a coleta de amostras nestas
populacbes, marcadores proteicos ndo sdo confiaveis. Entretanto, devido a possibilidade de
estabilizacdo imediata e conservacao (até em temperatura ambiente) do RNAm, estudamos ele

como uma alternativa de marcador para estas populagdes.

Assim, este trabalho determinou pela primeira vez a quantidade do RNAm de S100B e
NSE no soro de um subgrupo de individuos da populacdo de Tucurui expostos a diferentes
niveis de mercurio no intuito de comprovar se serviriam como marcadores de intoxicacao.
N&o houve diferenca na idade e o IMC, o que elimina possiveis interferéncias desses fatores

nas analises destes marcadores (p>0,05).

Interessantemente, encontramos diferenca significativa na deteccdo do RNAmM da
proteina S100B entre o grupo com até 7 pg/g de mercurio total e o grupo com mais de 18
ug/g. O fato de haver diferenca nos niveis de S100B entre os grupos, corrobora os dados da
literatura (HUANG et al., 1993; FARINA et al., 2005; YILMAZ et al., 2014) e, mais, nos

permite sugerir que este marcador podera ser utilizado para detectar danos nestas populacées.
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Por outro lado, apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos para a NSE
(houve um aumento de 0,6 vezes em relacdo aos niveis do grupo com baixos niveis de
mercUrio), se torna necessaria uma analise mais acurada com um maior nimero de individuos
para poder afirmar categoricamente a auséncia de diferengas ou de utilidade como marcador
de dano nestas populacGes. Ainda, € possivel que esta auséncia de diferenca seja atribuida ao
fato de que neste trabalho foi determinado o RNAm da isoforma y-NSE expressada
especificamente pela grande maioria dos neurdnios (yy-NSE), enquanto que geralmente os
testes comerciais utilizados para a determinagao da proteina no soro detectam as isoformas a-
NSE (que é ubiqua) e a y-NSE, detectando ndo sé a isoforma expressa pelos neurbnios, como
a isoforma expressa por células neuroenddcrinas (ay-NSE), a exemplo do Kit comercial
utilizado por Yilmaz e colaboradores (2014) (YILMAZ et al., 2014).

Estudos futuros sdo necessarios para estabelecer como parametros clinicos de
diagndstico a deteccdo do RNAmM de S100B e NSE. Para isso este trabalho j& deu o primeiro
passo e os dados aqui apresentados, demonstram que ha aumento na deteccdo do RNAm da
S100B entre os grupos com niveis mais altos e mais baixos de exposicdo (0 que poderia

caracterizar maior dano).

Uma vez que ha muitos fatores de confusdo que podem interferir no correto
diagnostico dos sintomas da intoxicacdo mercurial nestas populacBes ribeirinhas, como
doencgas endémicas e/ou o nivel de instrucdo de cada individuo (interferindo diretamente nos
testes comportamentais aplicados), hd uma necessidade imperativa no desenvolvimento de
novas ferramentas de diagndstico que possam prevenir e detectar possiveis danos. Nesse
cenario, o presente trabalho apoia o uso de um conjunto de marcadores que analisem a
suscetibilidade genética (através da genotipagem da apolipoproteina E), a exposicao (atraves
do nivel de mercurio no cabelo) e a intoxicacao (através da quantidade relativa de RNAm de
S100B).
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6. CONCLUSOES

I.  Pela primeira vez foi realizada a genotipagem da apolipoproteina E de populacdes

ribeirinhas da Amazonia, demonstrando a distribui¢do genotipica e alélica da APOE.

Il. A andlise dos niveis de mercurio nas amostras de cabelo dos individuos do Tapajos
mostrou que os niveis vém diminuindo com o passar dos anos. No entanto, em Tucuruli,
os individuos residentes da regido do Lago, estdo expostos a niveis elevados de

mercurio, similares aos niveis ja descritos ha 20 anos.

1. Foram identificados 8 individuos de maximo risco (genétipo APOE4 e niveis de

mercurio acima do limite da OMS) com até 75,80 pg/g de mercurio total no cabelo.

IV.  Encontrou-se aumento significativo do RNAmM da S100B no soro de individuos

expostos a altos niveis de mercurio total no cabelo, apoiando seu uso como marcador.
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Abstract Mercury is responsible for serious episodes of en-vironmental pollution throughout the world, especially in
the Amazon. This toxicity has led regulatory agencies to focus on fish as the target organism for protecting the health
of humans and other sensitive organisms. Unfortunately, in the Amazon area, different sampling strategies and the
wide variety of sampling areas and fish species make it extremely difficult to determine relationships across
geographic regions or over time to ascertain historical trends. Thus, the aim of this work was to achieve three main
objectives: a comparative study of mercury contamination in fish of Itaituba (Tapajos, located downstream of the
largest gold-mining region in Amazon) and Belém (an area non-exposed to mercury pollution of anthro-pogenic
origin), perform an analysis of inorganic mercury (IHg) versus monomethylmercury (MeHg) contents, and, fi-nally,
compare mercury contamination in Tapajos over time. Five piscivorous species were obtained in Itaituba and Belém.
Also, four non-piscivorous species were collected in Itaituba. For the first time, mercury speciation showed that (1)
current MeHg levels in piscivorous species in Tapajos are higher than those of the non-exposed area, (2) piscivorous
species from Itaituba (dourada, filhote, and sarda) contained mercury levels above the World Health Organization
safety limit (~17 %) and/or above the US Environmental Protection Agency tissue residue criterion (40 %), (3)
increased MeHg is usually ac-companied by increased IHg, and (4) the mean total mercury concentrations for
piscivorous species in Itaituba were within the same range and, associated uncertainties as those previ-ously reported,
although a remarkable decreasing trend over time was observed for mean total Hg concentrations in non-piscivorous
species from Itaituba. The present study supports the importance of continuous monitoring of both populations in the
Amazon Rivers. Our results will better assist the devel-opment of preventive strategies and governmental actions to
confront the problem of mercury contamination in the Amazon.
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Abstract

Tucurui dam is one of the largest dams ever built in the Amazon. The area showed
reduced influence of gold mining areas as a source of mercury contamination. Still, we
recently indicated that one of the most consumed fishes (Cichla sp.) is possibly contaminated
with methylmercury. So, this work evaluated the mercury content in human population living
at Tucurui dam. Strict exclusion/inclusion criteria were applied for the selection of
participants avoiding those with altered hepatic and/or renal functions. Methylmercury
(MeHg) and total mercury contents were analyzed in hair samples. Median level of mercury
in hair was above the safe limit recommended by World Health Organization, with values up
to 75 pg/g (about 90% as MeHg). Major percentages of participants (57% and 30%) showed
high levels of mercury (>10 pg/g and >20 pg/g, respectively), with median value of 42.90
Hg/g. Interestingly, these levels are relatively higher than those currently showed in human
populations highly influenced by gold mining areas. Although additional studies are necessary
to confirm the possible magnification of the presence of mercury by the dams in Amazon, our
data already support the importance of adequate impact studies and continuous monitoring.
More than 400 hydropower dams are operational or under construction in the Amazon and
additional 334 dams are presently planned/proposed. The continuous monitoring of the
populations will better assist in the development of prevention strategies and government

actions to face the problem of the impact caused by the dams.

Keywords: Amazon, mercury, dam, Tucurui, human, exposure
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Abstract

Mercury intoxication is a serious problem of public health and a worldwide concern.
Presently, Minamata Convention on Mercury has been already signed by 128 countries and
endorsed by WHO with the recommendation of promoting the management of
epidemiological information. CNS is the main target organ for mercury. Intoxication
symptoms include altered motor coordination, visual and tactile dysfunction and paralysis,
caused by neurodegeneration with a key role for oxidative damage. Recently, some works
demonstrated a correlation between mercury intoxication and the isoforms of apolipoprotein E
(ApoE). ApoE has a protective role against oxidative stress and its gene is one of the only two
genes consistently associated to longevity. In this review, epidemiological data are revised
and hypotheses about the possible molecular mechanisms underlying the association between
ApoE and mercury intoxication are aroused. Based on the evidences and the several
neuropathological changes that the presence of ApoE4 and the mercury neurotoxicity have in
common, we propose a convergent action of both factors. The presence of ApoE4 seems to set
the stage to potentiate the damage caused by mercury. The better knowledge of this
interaction using epidemiological and pre-clinical studies becomes essential to improve

prevention strategies and the adequate manage of intoxicated patients.

Keywords: apolipoprotein e; ApoE; mercury; neurodegenerative disease; apoE4;

methylmercury
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Abstract

Human exposure to relatively low levels of methylmercury is worrying, especially in terms of its
genotoxicity. It is currently unknown as to whether exposure to low levels of mercury (below
established limits) is safe. Genotoxicity was already shown in lymphocytes, but studies with cells of
the CNS (as the main target organ) are scarce. Moreover, disturbances in the cell cycle and cellular
proliferation have previously been observed in neuronal cells, but no data are presently available for
glial cells. Interestingly, cells of glial origin accumulate higher con-centrations of methylmercury than
those of neuronal origin. Thus, the aim of this work was to analyze the possible genotoxicity and
alterations in the cell cycle and cell proliferation of a gli-oma cell line (C6) exposed to a low, non-
lethal and non-apoptotic methylmercury concentra-tion. Biochemical (mitochondrial activity) and
morphological (integrity of the membrane) assessments confirmed the absence of cell death after
exposure to 3 yM methylmercury for 24 hours. Even without promoting cell death, this treatment
significantly increased genotoxicity markers (DNA fragmentation, micronuclei, nucleoplasmic
bridges and nuclear buds). Changes in the cell cycle profile (increased mitotic index and cell
populations in the S and G2/ M phases) were observed, suggesting arrest of the cycle. This delay in
the cycle was followed, 24 hours after methylmercury withdrawal, by a decrease number of viable
cells, reduced cellu-lar confluence and increased doubling time of the culture. Our work
demonstrates that expo-sure to a low sublethal concentration of MeHg considered relatively safe
according to current limits promotes genotoxicity and disturbances in the proliferation of cells of glial
origin with sus-tained consequences after methylmercury withdrawal. This fact becomes especially
impor-tant, since this cellular type accumulates more methylmercury than neurons and displays a
vital role protecting the CNS, especially in chronic intoxication with this heavy metal.
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Abstract

Background: Seizures affect more than 50 million people and about 30% is refractory to the
present pharmacological arsenal. Recently the anticonvulsant properties of clarified acai
(Euterpe oleracea, EO) juice were shown with results similar to diazepam in an in vivo model
with pentylenetetrazol, a blocker of the GABAA receptor. Purpose: This work carried out a
mechanistic study with the main gabaergic targets for anticonvulsant drugs, analyzing the
effect on the benzodiazepine and picrotoxinin biding sites of the GABA receptor, and the
GABA uptake in cultured neurons and astrocytes. Study Design: Primary cultures of cortical
neurons and astrocytes were treated with EO (0-25%) for up to 90 min. Methods:
[*H]flunitrazepam and [°*H]TBOB bindings, [?H]JGABA uptake, cell viability and morphology
were assayed. Results: Non-lethal concentrations of EO increased the agonist binding and
decreased the antagonist binding in cortical neurons. Low concentrations significantly
inhibited the GABA uptake, especially in astrocytes, suggesting a possible accumulation of
endogenous GABA in the synaptic cleft. Conclusions: Our results demonstrated, for the first
time, that EO can improve the gabaergic neurotransmission through interaction with GABAA
receptor and modulation of the GABA uptake. Knowing these molecular mechanisms will
help in the treatment of this disease, especially considering that nearly 80% of all epileptic
patients live in developing countries and with approximately 75% of them with inadequate
treatment. Because geographical isolation and low purchasing power are main reasons making
it difficult the access to treatment, the study of this fruit juice (easily available for these
populations) may create an important impact.

Keywords: seizure; GABA; anticonvulsant; binding; Amazon; acai.

Abbreviations: EO, clarified acai (Euterpe oleracea) juice; GABA, gamma-amino butyric
acid; PTZ, pentylenetetrazol; TBOB, t-butylbicycloorthobenzoate; GAT, GABA transporter.
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