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RESUMO

O mercurio (Hg) é considerado um dos metais toXicos mais perigosos para 0 ambiente e para
a salde humana. Altos niveis de Hg podem induzir diferentes tipos de efeitos toxicos sobre a
salde humana e o principal alvo é o sistema nervoso central (SNC). Um dos principais
mecanismos envolvidos na neurotoxicidade causada por Hg é o estresse oxidativo e 0 seu
efeito sobre os sistemas antioxidantes. Na Amazonia, a exposicdo ao Hg é principalmente
devido a ingestdo de peixe contaminado com metilmercurio (MeHg), e esta exposi¢do pode
ser avaliada pela quantificacdo do nivel de concentracdo de Hg no sangue. Atualmente sabe-
se que o desmatamento é uma das principais razdes para os altos niveis de Hg nos
ecossistemas aquaticos na Amazonia, porém ndo ha pesquisas recentes que avaliem a
exposicdo ao Hg em uma populagdo humana da regido do Baixo Amazonas. Assim, este
estudo teve como objetivo caracterizar o perfil epidemioldgico de 144 individuos residentes
no municipio de Santarém e investigar o efeito de polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e
GSTP1 (rs1695A> G e rs1138272 C> T) sobre o0s niveis de concentracdo de Hg no sangue de
individuos desta populacdo. Dentre os individuos estudados, 77,8% consomem peixe
frequentemente e foram os que apresentaram maiores niveis de Hg (média = 25 + 23,9 ug/L;
mediana = 20,5 pg/L; minimo = 3,7 pg/L; maximo = 181,3 ng/L), dos quais 68,8%
apresentam niveis de Hg entre 10-50ug/L. Além disso, foi possivel observar que os niveis de
Hg aumentam com a idade (rs = 0,40;p = 0,0000) e que homens apresentam niveis de Hg mais
alto que as mulheres (x* = 17,45; p = 0,0001). A analise de dados por regressdo linear sugere
que o consumo de peixe (B = 14,69; p = <0,001), sexo (B = 11,55; p = 0,001), delecdo do gene
GSTM1 (B = 6,42; p = 0,06) e idade (B = 0,26; p = 0,04) sdo mais relevantes para a previséo
do nivel de Hg no sangue do que os polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTP1. Neste
contexto, concluiu-se que a populacdo de Santarém esta exposta ao Hg através do consumo
frequente de peixe e que fatores como sexo, idade e polimorfismo do gene GSTM1 estéo
contribuindo para a manutencdo dos niveis elevados deste metal no sangue dos individuos

avaliados.

Palavras-chave. Interacdo gene-ambiente. Saide ambiental. GSTM1. GSTT1. GSTP1.
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ABSTRACT

Mercury (Hg) is considered one of the most dangerous toxic metals to the
environment and to humans. High Hg levels may induce different types of toxic effects on
human health, and the main target is the central nervous system (CNS). One of the main
mechanisms involved in neurotoxicity caused by Hg is the oxidative stress and its effect on
antioxidant systems. In the Amazon, Hg exposure is primarily due to the intake of fish
contaminated with methylmercury (MeHg), and this exposure can be evaluated by the Hg
level quantification in blood. It is currently known that deforestation is one of the main
reasons for the high levels of Hg in the aquatic ecosystems in the Amazon. However, to the
best of our knowledge, there are no recent investigations that evaluate the Hg exposure in a
human population of the Lower Amazon region. Therefore, this study aimed to characterize
the epidemiological profile of 144 residents of the Santaréem municipality, and to investigate
the interaction between GSTM1 GSTT1 and GSTP1 (rs1695A>G and rs1138272 C>T)
polymorphisms and blood Hg in this population. Higher Hg level was found in individuals
with frequently fish intake habits (mean = 25 £ 23.9 pg/L; median = 20.5 pg/L; minimum =
3.7 pg/L; maximum = 181.3 ug/L), of which 68.8% reached Hg levels varying between 10-
50ug/L. In addition was also observed that Hg levels increase with age (rs = 0.40; p = 0.0000)
and that men had Hg levels higher than women (y2 = 17.45; p = 0.0001). The linear
regression analysis of our data suggests that fish intake (B = 14.69; p = <0.001), sex (B =
11.55; p = 0.001), GSTM1 deletion (B = 6.42; p = 0.06) and age (p = 0.26; p = 0.04) are more
relevant for prediction of Hg level in blood than the polymorphisms of GSTT1 and GSTP1
genes. In this context, it was concluded that the Santarém population is exposed to Hg
through to frequently fish intake habit and factors like sex, age and GSTM1 polymorphism are

contributing with the high Hg levels found in the blood of analyzed individuals.

Keywords: Gene-environment interaction. Environmental health. GSTM1. GSTT1. GSTP1.
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

1.1 - SAUDE E AMBIENTE

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), a salude é um estado de
completo bem-estar fisico, mental e social, e ndo consiste apenas na auséncia de doenca ou de
qualquer outro tipo de agravo. A Lei Organica da Saude (8.080/90) que regulamenta o
Sistema Unico de Salde do Brasil (SUS) define que o processo satde-doenca esté relacionado
a determinantes sociais, tais como a alimentacdo, a moradia, 0 saneamento béasico, 0 meio
ambiente, o trabalho, a renda, a educacéo, o transporte, o lazer e 0 acesso aos bens e servicos
essenciais.

O ambiente € um dos principais responsaveis pela saide e bem-estar humanos. Apesar
da relagdo entre o ambiente e a salide ser conhecida desde a Antiguidade, somente apés a 1°
Conferéncia Mundial sobre o Meio Ambiente (Suécia -1972) se intensificou a discussao a
respeito da necessidade de identificar e controlar as atividades e 0s agentes responsaveis pela
poluicdo ambiental e seus efeitos toxicos a salde humana e ambiental (WRIGHT &
WELBOURN, 2002), e a &rea de conhecimento que trata da relacdo entre salde e ambiente
foi denominada de Saude Ambiental. Segundo defini¢do estabelecida pela OMS: “Saude
ambiental sdo todos aqueles aspectos da saude humana, incluindo a qualidade de vida, que
estdo determinados por fatores fisicos, quimicos, bioldgicos, sociais e psicolégicos no meio
ambiente. Também se refere a teoria e pratica de valorar, corrigir, controlar e evitar aqueles
fatores do meio ambiente que, potencialmente, possam prejudicar a satde de geracgdes atuais e
futuras” (OMS, 1993).

Nos ultimos anos, tem se observado uma crescente degradagdo dos recursos naturais,
em consequéncia das atividades humanas, principalmente na regido Amazonica
(FEARNSIDE, 2005) e esta degradacdo tem resultado em diversos tipos de problemas para a
salde humana (PIGNATI, 2003). Visando garantir as geraces futuras um ambiente mais
saudavel, uma das principais acdes do governo brasileiro na area da saude foi a implantacao
da Vigilancia Ambiental em Sadde (Portaria n.°. 410/MS de 10.10.2000) e neste contexto, a
Epidemiologia oferece os instrumentos metodoldgicos para orientar o processo da vigilancia
ambiental em saude, que ¢ definida como “um conjunto de ag¢des que proporciona o
conhecimento e a deteccdo ou prevencdo de qualquer mudancga nos fatores determinantes e

condicionantes do meio ambiente que interferem na saude humana, com a finalidade de



recomendar e adotar medidas de promocdo da salde ambiental, prevencdo e controle dos
fatores de riscos relacionados as doengas e outros agravos a satide”, tais como contaminantes
ambientais e substancias quimicas, nos quais se inclui o mercario (Hg), elemento chave nesta
pesquisa (WRIGHT & WELBOURN, 2002).

1.2 - CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA DE TESE

O Hg é considerado um dos metais toxicos mais perigosos para 0 ambiente e
para a salde humana devido a sua alta toxicidade e sua mobilidade em diferentes
ecossistemas (NRC, 2000). O metal é liberado no ambiente através de fontes naturais e/ou de
acOes antropogénicas, sofre transformacgdes complexas e circula entre a atmosfera, oceanos e
terra (WRIGHT & WELBOURN, 2002). Existem trés formas quimicas de mercdrio: (1)
mercurio elementar ou metalico (Hg®); (2) merctrio inorganico (Hg,>* e Hg*"); e (3) mercurio
organico, sendo o metilmercdrio (MeHg) a forma mais comum de Hg orgéanico encontrado na
cadeia alimentar (NORDBERG et al., 2015).

Todas as formas de Hg podem induzir efeitos tdxicos em mamiferos, incluindo os
seres humanos (ATSDR, 1999). A extensdo destes efeitos depende da forma quimica de Hg
presente no momento da exposicdo, da duracdo da exposicdo, e da via de exposicdo. Para 0s
seres humanos, 0 MeHg é o mais tdxico visto que seu alvo principal é o sistema nervoso
central, embora o figado, rins, e os sistemas cardiovascular, gastrointestinal e imune também
possam ser afetados (AKAGI et al., 1995; MALM, 1998; HARADA et al., 2001;
GRANDJEAN et al., 2010). A exposi¢cdo humana ao Hg pode ser ocupacional, em funcéo do
ambiente de trabalho, ou ambiental, através da ingestdo de peixes contaminados com MeHg
(NRC, 2000).

A politica de ocupacdo da Amaz6nia no inicio dos anos 1970 facilitou a instalacéo de
atividades de garimpagem do ouro, responsaveis por liberar Hg no ambiente neste periodo
(SANTOS et al., 2003). Desde entdo, muitos dos dados obtidos sobre os niveis de Hg
acumulado em peixes e populagfes humanas na regido Amazonica focaram na atividade
garimpeira como a principal responsavel pela contaminacdo do meio ambiente por mercurio
(NEVADO et al., 2010). No entanto, além da garimpagem, atividades relacionadas & mudanca
no uso do solo, como desmatamento e queimadas, e a construgdo de barragens hidroelétricas
estdo contribuindo com a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos e terrestres na regido
(FEARNSIDE, 2003).



Atualmente, o desmatamento relacionado a conversdo de floresta em pastagens para a
criacdo de gado e para agricultura de corte-e-queima encontra-se dentre os principais
responséaveis pela manutencdo dos niveis de Hg™ no ambiente amazénico (FEARNSIDE,
2005). A conversdo do solo de floresta em solo de pastagem através das queimadas aumenta a
remobilizagdo do Hg acumulado no solo (LACERDA et al., 2004) e intensifica o processo de
erosdo que acelera o transporte do Hg para os ambientes aquaticos (FOSTIER et al, 2000),
onde pode ser transformado em MeHg, que tem a capacidade de se bioacumular nos
organismos e se biomagnificar ao longo da cadeia tréfica contaminando assim a biota aquética
e 0 Homem.

O municipio de Santarém (PA) pertence a mesorregido do Baixo Amazonas e esta
localizado na confluéncia dos rios Tapajos e Amazonas. Apesar de sofrer atualmente com 0s
impactos da degradacdo ambiental, a questdo da contaminacdo ambiental por Hg acabou
sendo negligenciada na regiéo, por esta ser considerada de baixo risco devido ao fato de estar
afastada das areas de garimpo (MALM, 1995). No entanto, em funcdo do histérico de
contaminacdo mercurial dos peixes do rio Tapajds, a exposicdo ao Hg e seus efeitos para a
salde humana da populacéo local torna-se uma questdo de salde ambiental e por este motivo
deve ser investigada.

1.3 - JUSTIFICATIVA

Existem diferentes trabalhos na literatura cientifica sobre exposicdo mercurial, no
entanto, na maioria deles o enfoque é apenas ambiental, avaliando os niveis de Hg (peixes e
seres humanos) a fim de determinar se uma determinada regido ou populacdo estd ou ndo
exposta a0 Hg (NEVADO et al., 2010). Por outro lado, existem poucos trabalhos sobre as
consequéncias desta exposicdo para a saude humana, principalmente na regido do Baixo
Amazonas (PINHEIRO et al., 2011). Além disso, poucos trabalhos relatam sobre as
consequéncias celulares e moleculares da exposi¢do por Hg mesmo sabendo-se que 0 MeHg é
um agente teratogénico e neurotdxico (GROTTO et al., 2010).

Embora a ASTDR (Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Doencas) estabeleca
que o nivel limiar para os sintomas de toxicidade no sangue seja de 50ug/L, ja foi
demonstrado que niveis baixos de Hg (menores que 50ug/L) podem causar efeitos toxicos
adversos a salde humana, entre 0s quais se destaca o estresse oxidativo e seu efeito sobre as

enzimas antioxidantes (GROTTO et al., 2010). Estudos sugerem que o0 Hg reduz a capacidade



antioxidante e aumenta a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, Reactive
Oxygen Species), desencadeando assim o estresse oxidativo, que seria um evento central na
neurotoxicidade causada pelo MeHg, do qual se destaca o sistema antioxidante da glutationa
(GSH) (FRANCO et al., 2006; ASCHNER et al., 2007; SHANKER et al., 2005; FARINA et
al., 2011).

Neste sentido, faz-se necessario um estudo para avaliar as consequencias da exposi¢do
mercurial ndo apenas do ponto de vista ambiental mas também considerando os aspectos
econdmicos, sociais e bioldgicos da popul¢cdo que esta sendo acometida pelos efeitos desta
exposicdo. Desta forma, considerando-se que esta tese foi desenvolvida em um Programa de
Pés Graduacdo em Sociedade, Natureza e Desenvolvimento, foi proposto um estudo
interdisciplinar e integrativo da salde ambiental e humana que visa estabelecer grupos mais
vulneraveis ou sucetiveis aos efeitos da exposicdo mercurial (SOCIEDADE), avaliar a
exposicdo mercurial (NATUREZA) e identificar possiveis fatores responsaveis pela
exposicdo mercurial e as consequencias desta exposi¢cdo para a populacdo estudada
(DESENVOLVIMENTO).

1.4 - PROBLEMA DE TESE

Em suma, o problema central foi explicar o papel de genes envolvidos na
toxicocinética do Hg e os possiveis efeitos adversos da exposi¢cdo mercurial para sadude
humana. A presenca ou auséncia de genes relacionados com 0 estresse oxidativo podem
influenciar na susceptibilidade dos individuos a exposicdo mercurial, de modo que é de
grande importancia a compreensdo da influencia destes fatores genéticos na toxicocinética do
Hg a fim de se determinar se o estresse oxidativo € ou ndo um efeito toxico da exposicdo

mercurial na populacédo estudada (BASU et al., 2014).

1.5- HIPOTESE

A Glutationa (GSH) ¢é um tripeptideo que desempenha um papel central na
toxicocinética do Hg, sendo a principal responsavel pela alta mobilidade do MeHg dentro do
meio intracelular, através do complexo MeHg-GSH. Além disso, a GSH também participa da
toxicodinamica do Hg ao fazer parte de um dos principais sistemas antioxidantes responsaveis

por combater 0 estresse oxidativo. Genes que codificam enzimas que participam direta ou



indiretamente da via metabdlica da GSH e do sistema de defesa antioxidante sdo possiveis
candidatos a estarem envolvidos no aumento dos niveis de Hg no sangue e nos efeitos toxicos
adversos para a saude humana decorrentes desta exposicdo (BASU et al., 2014).

Genes da familia GST (Glutationa S-Transferase) tém papel importante na
detoxificacdo do Hg: catalisam a reagdo de conjugacdo do complexo MeHg-GSH e
promovem a eliminacdo do MeHg via sistema biliar (BALLATORI & CLARKSON, 1985).
Assim, polimorfismos em genes da familia GST (GSTM1 e GSTT1 e GSTP) podem resultar
em perda de atividade enzimatica e por isso tém sido relacionados a um aumento nos niveis
de Hg (BASU et al., 2014).

Além disso, ndo é possivel afirmar que existe um nivel exato de Hg que seja
responsavel pelo aparecimento de sintomas ou problemas de salde. Essa perda de
homogeneidade entre os individuos em relacéo ao nivel minimo de Hg no sangue e/ou cabelo
necessario para desencadear efeitos toxicos pode ser explicado por fatores externos e/ou
bioldgicos que afetem tanto a toxicocinética quanto a toxicodindmica do Hg (LLOP et al.,
2015), de modo que € importante avaliar diferentes tipos de varidveis que possam explicar as
diferencas de susceptibilidade de alguns subgrupos.

Sendo assim, considerando que a exposicdo mercurial € um evento multifatorial, a
principal hipbtese deste estudo é que existem diferentes fatores (ambientais, epidemiol6gicos
e/ou genéticos) afetando a toxicocinética do Hg e provocando efeitos toxicos adversos a saude

de individuos residentes na regido urbana e de varzea de Santarém.
1.6- OBJETIVOS
1.6.1 - Objetivo geral
Investigar a exposicdo ao Hg sob os aspectos da saude ambiental e humana, buscando
compreender o perfil epidemiolégico-molecular da populagdo do municipio de Santarém, a

fim de se determinar os efeitos toxicos da exposi¢do ao Hg para a saude da populacgéo local,

de modo a minimizar os danos.



1.6.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar os niveis de concentracdo de Hg no sangue de individuos residentes na area
urbana e de varzea do municipio de Santarém.

e Caracterizar o perfil epidemiologico de individuos residentes na area urbana e de
varzea do municipio de Santarém.

e Verificar se existe associacdo entre os dados do perfil epidemioldgico e os niveis de
Hg;

o Verificar se existe associacdo entre polimorfismos existentes em genes que regulam o
sistema de defesa antioxidante (GSTM1, GSTT1 e GSTP1) e os niveis de Hg.

o Verificar se existe associacdo entre a ocorréncia de polimorfismos nos genes GSTM1,

GSTT1 e GSTP1, idade, sexo e os niveis de Hg (analise multivariada).

1.7 - ORIGINALIDADE

A originalidade deste trabalho esta principalmente na mudanca de enfoque de um tema
que tem sido bastante discutido que é a questdo da exposi¢cdo mercurial. Enquanto a maioria
dos trabalhos tem como objetivo avaliar se uma determinada populacdo esta ou ndo exposta
ao Hg, o presente trabalho se preocupou em identificar quais os principais fatores associados a
exposicao mercurial, com destaque para o papel dos fatores genéticos, e qual o efeito de cada
um deles sobre os niveis de Hg nos individuos estudados. Outra vertente que contribui para a
originalidade diz respeito ao tipo de populacdo estudada, visto que enquanto a maioria dos
trabalhos avalia populacbes ribeirinhas do rio Tapajdés, o presente estudo avaliou uma
comunidade da area de varzea de Santarém, localizada as margens do rio Amazonas, que até o
presente momento n&o tinha sido estudada.

Alem disto, este trabalho também inova na metodologia utilizada para avaliar o papel
dos efeitos genéticos na toxicocinética do Hg em seres humanos. Para a genotipagem dos
polimorfismos do gene GSTP1 foi utilizada a técnica de HRM (do inglés, High Resolution
Melting). Esta técnica € muito utilizada por pesquisadores internacionais e pela primeira vez
estd sendo aplicada em uma pesquisa realizada na UFOPA e em estudos com populacdes da

regido do Baixo Amazonas.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisdo dos principais assuntos
relacionados ao problema central deste trabalho. Por se tratar de um problema complexo foi
necessaria a integracao de diferentes areas de conhecimento.

Segundo Klein (1990), interdisciplinaridade ¢ a ‘“comunicagdo de ideias para a
integracdo mdtua para organizar conceitos, metodologia, procedimentos, epistemologia,
terminologia, informac@es, assim como organizacdo de pesquisa e educacdo em um vasto
campo”. Em outras palavras, a Interdisciplinaridade promove a producao de conhecimento
novo a partir de duas ou mais areas do conhecimento (disciplinas), com o objetivo de resolver
um problema complexo. Para o presente estudo, o conhecimento produzido por trés
disciplinas foram necessarias para explicar o problema principal desta tese: Toxicologia,

Epidemiologia e Genética.
2.1 - TOXICOLOGIA DO MERCURIO
2.1.1 — Caracteristicas quimicas do Mercurio

O mercurio (Hg) € considerado um dos metais pesados mais perigosos para 0 ambiente
e para a saude humana devido a sua alta toxicidade e sua mobilidade em diferentes
ecossistemas. O Hg é liberado no ambiente através de fontes naturais e/ou de acOes
antropogeénicas, sofre transformacfes complexas e circula entre a atmosfera, oceanos e terra
(WRIGHT & WELBOURN, 2002). Existem trés formas quimicas de mercurio: (1) mercuario
elementar ou metélico (Hg®); (2) mercrio inorganico (Hg,?* e Hg*"); e (3) mercdrio organico,
sendo o metilmercurio (MeHg) a forma mais comum de mercurio organico encontrado na
cadeia alimentar (NORDBERG et al., 2015).

Em condig¢Bes normais de temperatura e pressao, o0 Hg em sua forma elementar € um
metal liquido denso e prateado que oferece pouco risco a saude. A temperatura ambiente,
parte do Hg metalico evapora e forma um vapor de Hg que é um gas inodoro e incolor. Na
forma de vapor, o Hg rapidamente é absorvido pelos pulmdes e devido sua caracteristica
soltvel pode atravessar membranas celulares e assim atingir orgdos alvos. Uma vez na
corrente sanguinea, o Hg sofre oxidacio e se transforma em Hg inorganico (Hg* e Hg*?) que

tem uma capacidade reduzida ao atravessar as membranas celulares (NORDBERG et al.,



2015). Quando o Hg inorganico se liga covalentemente a um atomo de carbono origina o
MeHg, a forma mais comum de Hg organico e também a mais perigosa para seres humanos e
animais.

Todas as formas de Hg podem induzir efeitos toxicos adversos nos seres humanos. A
extensdo destes efeitos depende da forma de Hg presente no momento da exposicdo, da
duracdo da exposicdo, e da via de exposicdo. Para os seres humanos, 0 MeHg é o mais toxico
visto que seu alvo principal é o sistema nervoso central, embora o figado, rins, e 0s sistemas
cardiovascular, gastrointestinal e imune também possam ser afetados (NRC, 2000). O MeHg
atravessa a placenta e a barreira hematoencefalica, podendo resultar em diferentes tipos de
anormalidades fetais (neuroldgicas e motoras), inclusive em criangas cujas maes
apresentavam minimos sintomas. Além disso, baixos niveis de MeHg sdo suficientes para

causar efeitos toxicos adversos em adultos e criangas (KARAGAS et al., 2012).
2.1.2 — Ciclo do Mercurio no ambiente amazbénico

A Bacia do Rio Tapajos foi responsavel por grande parte do ouro produzido no Brasil
nos anos 1980 e por este motivo os elevados niveis de Hg nos ecossistemas amazonicos foram
atribuidos as atividades garimpeiras da regido (MALM et al., 1997 ; HARADA et al., 2001).
No entanto, o garimpo ndo € o unico responsavel pelo aporte de Hg no ambiente amazénico.
Na atmosfera, o vapor de Hg (Hg®) liberado por diferentes tipos de atividades antrépicas
(mineracdo de ouro, atividades industriais, queimadas e desmatamento) sofre oxidacdo (Hg*?)
e retorna junto com a agua da chuva para o solo. Além disso, ROULET & LUCOTTE (1995,
1998) demonstraram que 0s solos amazonicos sdo naturalmente ricos em Hg, o0 que 0s torna
fontes naturais de Hg para o ambiente.

O ciclo do Hg no ambiente amazonico envolve: (1) a remobilizacdo do Hg através dos
incéndios florestais que lancam o Hg presente no solo e na biomassa vegetal para a atmosfera,
tornando-o disponivel para contaminar o ambiente (2) uma vez na atmosfera, o vento se
encarrega de transportar esse Hg, podendo atingir areas afastadas (3) o desmatamento e a
exploracdo do uso da terra para fins agricolas intensificam os processos de erosao e lixiviagéo,
facilitando a contaminacdo dos ecossistemas aquéaticos e terrestres; e (4) no ecossistema
aquatico, o Hg sofre metilacdo, se transforma em MeHg, que tem capacidade de

bioacumulacéo e biomagnificacdo, podendo entéo atingir os peixes e o homem (Figura 2.1).
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Figura 2.1 — Ciclo do Hg no ambiente amazonico (WASSERMAN et al., 2001)

2.1.3 — Fontes de xxposi¢do humana ao Mercurio

As fontes potenciais de exposi¢cdo humana ao Hg incluem a inalagdo de vapores de
Hg, a ingestdo de agua potavel e alimentos contaminados com Hg e a exposi¢do ao Hg através
de tratamentos médicos e odontolégicos. De um modo geral, existem duas maneiras de
exposi¢do ao Hg no homem: ocupacional e ambiental. A primeira esta ligada ao ambiente de
trabalho, geralmente associada aos garimpos de ouro. Trata-se de uma exposigdo pela
inalacdo de vapores de Hg, que atinge o pulmé&o e o trato-respiratorio. A exposi¢do ambiental,
por sua vez, ocorre pela ingestao de peixes contaminados com MeHg (UNEP, 2008).

No peixe, 0 Hg acumulado se encontra principalmente na forma de MeHg e alguns dos
fatores que determinam a sua concentracdo sdo: o teor de Hg na agua e nos sedimentos de
fundo, o pH da agua, idade e tamanho do peixe. Como dito anteriormente, 0 MeHg tem a

capacidade de se bioacumular nos organismos e se biomagnificar ao longo da cadeia trofica
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de modo que peixes predadores tendem a apresentar niveis mais elevados de Hg em
comparacéo aos peixes nao predadores (SAMPAIO DA SILVA et al., 2006).

2.1.4 — Biomarcadores de exposi¢do ao Mercurio

A avaliacdo precoce da exposicdo ambiental ao Hg através da quantificacdo de
biomarcadores de exposicdo permite prever possiveis efeitos adversos para a saude humana
em fungdo dos niveis de Hg encontrados (UNEP, 2008). Uma das formas mais comuns de se
avaliar esta exposicdo em humanos é através da quantificagdo dos niveis de Hg
(biomarcadores de exposicao) no cabelo, sangue e urina. Existe uma relacdo bem estabelecida
entre diferentes biomarcadores de exposicdo ao Hg e efeitos adversos a saide (NRC, 2000).

A presenca de Hg no sangue indica uma exposicao recente ou atual ao Hg, que esta
diretamente relacionada com o consumo de peixe contaminado com MeHg. Porém em casos
de exposicdo cronica, a taxa de eliminacdo do Hg pelo sangue é semelhante a taxa de
absorcéo, de modo que o nivel de Hg medido pode ser utilizado para indicar uma exposi¢édo
de longa duracdo. Como o MeHg é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e
distribuido para o corpo através da corrente sanguinea, em geral, 0 que se observa em
populacdes com alto consumo de peixe, é que 95% do Hg total medido no sangue
corresponde a MeHg. A OMS considera como aceitavel uma concentracdo de 5 a 10 pg/L de
Hg total no sangue para individuos que ndo consomem peixe contaminado (UNEP, 2008).

Outro biomarcador de exposicdo ao Hg bastante utilizado é o nivel de Hg total no
cabelo. O Hg ¢é incorporado ao couro cabeludo durante a sua formacéo, e depois disso ndo
retorna para o sangue, sendo por isso um bom marcador de exposi¢do de longa duracéo. Cerca
de 80% da quantidade de Hg total medida no cabelo corresponde a MeHg (US EPA, 2001) e
fatores como idade, etnia e coloracdo do cabelo parecem influenciar na incorporagéo do Hg ao
cabelo, de modo que os mesmos devem ser considerados quando se optar por usar este
biomarcador de exposicdo (YAMAGUCHI et al., 1975). Existe uma proporgcédo de
aproximadamente 250:1 entre a quantidade de Hg incorporada no couro cabeludo e a
quantidade de Hg no sangue, que significa que a quantidade de Hg total no cabelo é cerca de
250 vezes mais alta que a quantidade de Hg no sangue no momento em que o cabelo é
formado (US EPA 2001). Considera-se aceitavel um nivel de 1-2 ppm (ou 1-2 ng/g) de Hg
total no cabelo (OMS, 1990).
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2.1.5 — Toxicocinética do Mercurio

Cerca de 95% do MeHg ingerido através do peixe é absorvido pelo trato
gastrointestinal (CLARKSON et al., 2007). Apds a ingestdo, o MeHg é acumulado no figado
até ser distribuido para os demais tecidos em um processo que leva aproximadamente de 30 a
40 horas (Figura 2.2). No sangue, 90% do MeHg se encontra nas hemécias, com uma
concentracdo vinte vezes maior em relacdo ao plasma sanguineo. A concentracdo de Hg no
cérebro € cerca de cinco vezes a concentracdo encontrada no sangue. MeHg tem capacidade
de atravessar a placenta e a barreira hematoencefalica. Os niveis de MeHg no sangue do
corddo umbilical sdo proporcionais aos niveis do sangue materno. No entanto, 0s niveis em
um cérebro em desenvolvimento (fetal) sdo aproximadamente cinco a sete vezes mais altos do
que os niveis encontrados no sangue materno (CERNICHIARI et al., 1995).

A alta mobilidade do Hg no corpo é favorecida pela sua afinidade com grupos tiol (-
SH) presentes em moléculas de pequeno peso molecular que atuam como transportadoras do
Hg para dentro das células (CLARKSON et al., 2007). Uma das principais moléculas
responsaveis por esse transporte é a Glutationa (GSH), que forma um complexo com o MeHg
(MeHg-GSH) e o transporta para todos os érgdos do corpo, inclusive para o sistema nervoso
central (FARINA et al., 2011).

A meia-vida do MeHg no corpo é cerca de 50 dias, podendo variar entre 20 e 70 dias.
No cabelo, essa meia-vida é de aproximadamente 65 dias variando de 35 a 100 dias, 0 que
significa que o MeHg é eliminado lentamente (CLARKSON et al., 2003). O MeHg ¢
eliminado do corpo via demetilacdo e excre¢do da forma inorganica através das fezes ou pela
bile através do complexo MeHg-GSH e apenas 10% ou menos ¢ eliminado via urina. Os fetos
ndo excretam MeHg devido sua incapacidade de realizar estes dois processos metabdlicos
(BALLATORI & CLARKSON, 1985).
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Figura 2.2 — Esquema da toxicocinética do MeHg em uma mulher gravida (Adaptado de
CLARKSON et al., 2007).

2.1.6 — Efeitos adversos a sallde humana

O Hg causa uma variedade de efeitos toxicos adversos para a salde humana,
principalmente para o sistema nervoso em desenvolvimento. No entanto, a exposi¢édo ao Hg
ndo resulta obrigatoriamente em efeitos adversos para a saide humana. Os efeitos surgem em
funcdo do tempo de exposicdo: aguda (14 dias ou menos), intermediaria (15-364 dias) e
crbnica (365 dias ou mais), do estado quimico do Hg (metélico, inorganico ou organico) e da
via de exposicdo (inalagéo ou oral) (NORDBERG et al., 2015). Como dito anteriormente, o
MeHg é a forma mais toxica de Hg e pode causar danos neurol0gicos severos aos seres
humanos (GRANDJEAN et al., 2010). Os principais sintomas neurolégicos relacionados a
exposicdo crénica ao MeHg incluem: tremores, insonia, perda de memdria, alteracdes
neuromusculares, dores de cabecga, e déficits de desempenho em testes de funcdo cognitiva
(FILLION et al., 2011).

Em adultos, os primeiros efeitos sdo sintomas ndo especificos, tais como parestesia
(formigamento), mal-estar e visdo turva. Com o0 aumento da exposi¢do, sinais mais

especificos aparecem, tais como: constricdo concéntrica do campo visual, surdez, disartria,
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ataxia, e, finalmente, coma e morte (HARADA, 1995). Além disso, este composto atravessa
facilmente a barreira placentaria e a barreira hematoencefalica, de modo que exposi¢des
durante a gravidez sdo de grande preocupacao.

O sistema nervoso central em desenvolvimento é mais sensivel ao MeHg que o adulto.
Niveis elevados de MeHg em recém nascidos podem resultar numa perda de neurdnios em
cada um dos I6bulos do cérebro, e os efeitos sobre o desenvolvimento pode incluir reflexos
hiperativos, surdez, cegueira, paralisia cerebral e paralisia geral. Em niveis baixos de
exposicdo, os efeitos no desenvolvimento neuroldgico podem ser sutis e incluem déficits de
linguagem, de aprendizado e de atencéo, retardo mental, reducdo do desenvolvimento motor
fino e deficiéncias organizacionais visual-espaciais (COUNTER AND BUCHANAN, 2004;
TRASANDE et al., 2006). Estudos sugerem também uma associacdo do MeHg com o
aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares (SALONEN et al., 1995, RISSANEN et
al., 2000).

Nos ultimos anos, varios estudos defendem a ideia de que a exposicdo crbnica a
concentracdes relativamente baixas de MeHg pode desencadear processos genotdxicos em
seres humanos (AMORIM et al., 2000;. CRESPO-LOPEZ et al., 2005, 2007 e 2009). A
genotoxicidade provocada pelo MeHg é causada por quatro mecanismos moleculares
principais: (i) acdo direta no DNA, (ii) producdo de radicais livres e estresse oxidativo, (iii)
inibicdo do fuso mitotico e (iv) influéncia sobre os mecanismos de reparo do DNA, gque pode
causar alteracbes no material genético, resultando no desenvolvimento de processos

cancerigenos, teratogénicos e/ou mutagénicos (CRESPO-LOPEZ et al., 2009).

2.2 — EXPOSICAO MERCURIAL NA AMAZONIA

A politica de ocupacéo da Amaz6nia no inicio dos anos 1970, facilitou a instalagdo de
atividades de garimpagem do ouro, responsaveis por liberar Hg no ambiente. A presenca de
Hg em peixes e seres humanos foi observada pela primeira vez no inicio dos anos 1990
(AKAGI et al., 1995), e desde entdo, muitos dos dados obtidos sobre os niveis de Hg
acumulado em peixes e populagfes humanas na regido amazodnica focaram a atividade
garimpeira como a principal responsavel pela contaminacdo mercurial do meio ambiente
(MALM, 1998).

A Bacia do Rio Tapajos foi responsavel por grande parte do ouro produzido no Brasil

nos anos 1980 e por este motivo os elevados niveis de Hg nos ecossistemas amazénicos foram
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atribuidos as atividades garimpeiras da regido (NIAGRU, 1992; AKAGI et al., 1995;
VILLAS BOAS, 1997). Embora o garimpo tenha contribuido com um aporte excessivo de Hg
para 0 ambiente amazonico naqueles anos (PFEIFFER & LACERDA, 1988) estima-se que
menos de 3% do Hg depositado nos solos amazonicos sdo provenientes da atividade
garimpeira (ROULET et al., 1999).

Outras atividades humanas como expansao da pecudria e da agricultura e construcao
de usinas hidrelétricas tém provocado diferentes tipos de degradacdo ambiental, como por
exemplo desmatamento, incéndios florestais e inundagdes, que também tém contribuido com
a contaminacdo mercurial dos ecossistemas amazonicos (GUIMARAES et al., 2000;
FEARNSIDE, 2003). O desmatamento na AmazoOnia esta relacionado principalmente a
conversdo de floresta em pastagens para a criacdo de gado, mas também a queima da floresta
para cultivos anuais pela agricultura familiar, e a implantacdo de cultivos de grdos pela
agroindustria (MARGULIS, 2003), contribuindo assim com a remobilizacdo do Hg
naturalmente acumulado nos solos e sua reemissao para a atmosfera (ROULET et al., 1999).
Além disso, a instalacdo de usinas hidrelétricas provoca a inundacdo dos solos dos
reservatorios que se tornam ambientes adequados para a metilagdo do Hg (FEARNSIDE,
2003).

Na regido Amazbnica, até o presente momento, na maioria dos estudos
epidemioldgicos realizados, as populacdes ribeirinhas das bacias do Rio Tapajos (NEVADO
et al., 2010), Rio Madeira (BOISCHIO & HENSEL, 2000) e do Rio Negro (BARBOSA et al.,
2001) sempre sdo as mais estudadas por serem consideradas areas de risco devido a
proximidade com o garimpo, e 0s niveis de Hg total no cabelo constitui o principal
bioindicador de exposicdo ao Hg utilizado (MALM et al, 1997; LEBEL et al, 1997,
HARADA et al., 2001; PINHEIRO et al., 2006; PASSOS et al., 2008).

Na Bacia do Rio Tapajos, as popula¢bes mais estudadas foram as de Sao Luis do
Tapajos, Brasilia Legal e Jacareacanga, localizadas no estado do Para, e em todas elas foi
confirmada uma exposi¢do cronica ao Hg através do consumo de peixe, cujos niveis médios
de concentracdo no cabelo chegaram a 20 pg/g, o que significa que individuos destas
populacdes podem vir a apresentar um ou mais dos efeitos toxicos previstos para este nivel de
exposicdo (NEVADO et al., 2010). Por outro lado, popula¢Ges de municipios pertencentes a
mesorregido do Baixo Amazonas, localizada na regido noroeste do estado do Para e

entrecortada pelos Rios Tapajos e Amazonas, foram pouco estudadas por estarem localizadas
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em uma &rea considerada afastada das areas de garimpo (PASSOS et al., 2008; NEVADO et
al., 2010).

Estudos com peixes da Bacia do Rio Tapajos demonstraram que espécies consideradas
de hébito carnivoro, como Plagisocion squamosissimus (pescada branca), Cichla ocellaris
(tucunaré), Brachyplatystoma filamentosum (filhote), Brachyplatystoma fravicans (dourada) e
Pseudoplatystoma corruscans (surubim), possuem niveis de Hgacima do limite recomendavel
para consumo humano pela Organizacdo Mundial da Sadde, isto €, superiores a 0,5ug/g
(OMS, 1990). Organizacdes internacionais em diferentes paises, como por exemplo: FAO
(Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura), US EPA (Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA), WHO (Organizacdo Mundial de Saude) e ASTDR (Agéncia
de Registro de Substancias Toxicas e Doencas, sdo responsaveis por desenvolver
regulamentos que protegem a salde humana dos efeitos de substancias toxicas. Em relagdo a
ingestdo de Hg através do consumo de peixe, a FAO/OMS recomenda uma ingestdo diaria de
até 0,5 mg de Hg total por pessoa (adulto) por semana, dos quais a ingestdo de MeHg seja de
no maximo 0,2 mg (UNEP, 2008).

Considerando que populagdes ribeirinhas da regido amazonica consomem em media 8-
9 refeicdes de peixes por semana (NEVADO et al., 2010) e que 0s peixes carnivoros sao 0s
mais consumidos estima-se que nestas populaces, o consumo médio diario de peixe por
pessoa € de 340g/dia, podendo chegar a 600g/dia nos periodos de cheia (LEBEL, 1997,
SAMPAIO DA SILVA et al, 2005; PASSOS et al., 2008). Neste contexto, 0 que se observa é
que a populacdo Amazodnica esta sofrendo uma exposicao cronica a niveis elevados de MeHg
devido a sua dieta rica em peixe (de SA et al., 2006; PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et
al., 2008). Quando comparada com populacdes de outras regides, as populagdes ribeirinhas da
Amazo6nia sempre apresentam 0s maiores niveis de Hg, mesmo aquelas afastadas das areas de
mineracdo de ouro (SANTOS et al., 2003). Estes resultados indicam que a exposicéo
ocupacional e ambiental ao Hg continua sendo um grave problema de salde coletiva para as

populacdes na regido Amazonica (KHOURY et al., 2013).
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2.3 — EFEITOS DA EXPOSICAO MERCURIAL PARA A SAUDE HUMANA: ESTRESSE
OXIDATIVO

2.3.1- Estresse Oxidativo

Um dos primeiros mecanismos moleculares descritos a explicar possiveis
consequéncias genotoxicas causadas pelo MeHg foi o estresse oxidativo, um distdrbio no
equilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres) e as defesas
antioxidantes. Os radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativas que podem causar
danos ao DNA e nas células (HALLIWEL, 2007). Espécies reativas de oxigénio (EROs),
constituem o principal tipo de radicais livres implicados em mecanismos patogénicos e o
MeHg tem a capacidade de induzir dano celular através de um aumento dos niveis de EROs
(ERCAL et al., 2001) sendo, portanto, um mecanismo molecular envolvido na genotoxicidade
provocada pelo Hg.

Os radicais livres podem causar mutacdes ao DNA e induzir alteracbes
conformacionais nas proteinas envolvidas no processo de producdo e manutencdo do DNA,
tais como as enzimas de reparo e DNA polimerase. Para evitar esses efeitos deletérios, as
células desenvolveram mecanismos antioxidantes que atuam para evitar e corrigir uma
producdo excessiva de radicais livres, transformando os radicais livres em compostos estaveis.
Sistemas de defesas antioxidantes incluem superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX), catalase (CAT), glutationa (GSH), beta-caroteno, vitamina A, &cido
ascorbico (vitamina C) e alfa-tocoferol (vitamina E). Existe um equilibrio entre as atividades
e 0s niveis intracelulares destes antioxidantes que sdo essenciais para a saude e sobrevivéncia
dos organismos (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

2.3.2 - Sistema de defesa antioxidante

Sao conhecidos trés sistemas antioxidantes:

- O primeiro sistema enzimatico antioxidante é composto por dois tipos de enzimas
Superoxido dismutase (SOD), a SOD-1 (superdxido dismutase cobre-zinco dependente —
CuZnSOD), que contém Cu?* e Zn** como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua
atividade ndo é afetada pelo estresse oxidativo; e a SOD-2 (superdxido dismutase manganés

dependente — MnSOD), que contém Mn?* como centro redox, ocorre na mitocondria e sua
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atividade aumenta com o estresse oxidativo. A Superoxido Dismutase é uma das principais
enzimas utilizadas no combate ao dano oxidativo das espécies reativas de oxigénio. O
substrato da superoxido dismutase € o radical superoxido gerado normalmente nos
organismos aeroébicos, durante o processo de oxidagdo. O mecanismo de rea¢do se inicia com
a reducdo da enzima pelo superdxido, resultando na formagdo de oxigénio. A enzima reduzida
reage novamente com outro ion superoxido formando como produto, o peroxido de
hidrogénio, que na sequencia, sofre dismutacao pela catalase ou outra peroxidase, originando
agua e oxigénio molecular (DAVIES, 2000; BIRBEN et al., 2012).

- O segundo sistema de defesa € muito mais simples, sendo formado pela enzima catalase
(CAT) que é produzida nos peroxissomos e tem funcdo antioxidante, sendo responsavel pela
dismutacdo do peroxido de hidrogénio (H,O;) em oxigénio e agua (H,O + O,). Reacbes de
degradacdo de compostos organicos, ocasionadas pelo estresse oxidativo, produzem radicais
livres e peroxidos de hidrogénio, que podem danificar a maquinaria celular (DAVIES, 2000;
BIRBEN et al., 2012).

- O terceiro sistema € composto pela GSH (glutationa reduzida) em conjunto com duas outras
enzimas: Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase (GR). Esse sistema também
catalisa a dismutacdo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo que a glutationa
opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua forma reduzida. A GSH reduz o H,0, a H,0O
em presenca de GPx, formando uma ponte dissulfeto e, em seguida, a GSH é regenerada
(DAVIES, 2000; BIRBEN et al., 2012).

Alguns estudos tém sido realizados nos ultimos anos a fim de explicar os principais
eventos moleculares que norteiam a neurotoxicidade induzida pelo MeHg. Estes eventos sdo
dependentes das propriedades eletrofilicas do MeHg, que permitem sua interacdo com grupos
nucleofilicos (principalmente tiols e selenols) de outras moléculas de alto e/ou baixo peso
molecular. Esta interacdo € responsavel, em parte, pela reducdo da capacidade antioxidante e
aumento da producdo de EROs, desencadeando assim o estresse oxidativo, que seria um
evento central na neurotoxicidade induzida pelo MeHg (FARINA et al., 2011).

Diferentes trabalhos indicam que o sistema antioxidante da GSH esta diretamente
relacionado com a neurotoxicidade causada pelo MeHg (FARINA et al., 2009; FRANCO et
al., 2006; ASCHNER et al., 2007; SHANKER et al., 2005). O que se observa tanto in vitro
como in vivo € que o nivel de GSH é reduzido ap6s uma intoxicagdo por MeHg e como foi
mencionado anteriormente, 0 MeHg pode alterar as propriedades tiol (-SH) e selenol (-SeH)

de algumas moléculas de baixo e/ou alto peso molecular. Considerando que estes grupos sao
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criticos para a atividade catalitica de varias enzimas, entre elas as GSH-relacionadas
envolvidas nos processos antioxidantes, € possivel afirmar que o MeHg é capaz de afetar a
atividade destas enzimas. A exposicdo ao MeHg provoca também um aumento na producéo
de H,0,, levando a um aumento nos niveis de EROs (FRANCO et al., 2006) e isto pode ser
devido ao fato do MeHg reduzir os niveis de GSH e consequentemente alterar o processo de
detoxicacao pela GPx (FARINA et al., 2011).

Neste contexto, Pinheiro et al. (2008) realizaram um estudo no qual analisaram os
niveis de GSH e CAT no sangue de mulheres que moram em &reas consideradas de risco
quanto aos niveis de Hg na regido amazoOnica. Seus resultados sugerem que a exposicao
humana ao Hg pode diminuir a atividade do sistema de defesa antioxidante e que estas
enzimas podem ser utilizadas como biomarcadores. Outro estudo foi realizado para avaliar
possiveis associacBes entre biomarcadores de estresse oxidativo e exposicdo ao Hg em
populacdes ribeirinhas da Bacia do Rio Tapajés que se alimentam de peixes. Os altos niveis
de Hg encontrados apresentaram uma relacdo inversa estatisticamente significativa com os
niveis de GSH, confirmando assim a associa¢do positiva entre exposicdo ao Hg e estresse
oxidativo (GROTTO et al., 2010).

2.4 — INTERACAO GENE-AMBIENTE

A variabilidade genética que ocorre entre populacdes pode explicar as discrepancias
observadas em relacdo aos niveis de Hg em individuos de diferentes populacfes (LLOP et al.,
2015). Uma determinada combinacdo de genOtipos pode, por exemplo, oferecer uma
eliminacdo mais rapida do MeHg e/ou diferencas na capacidade de eliminar os EROs
induzidos pela presengca do MeHg. Individuos que possuirem essa combina¢do genotipica
serdo capazes de tolerar niveis mais elevados de Hg, podendo ndo apresentar sintomas ou
problemas de salde decorrentes desta exposicao.

Um comité formado por pesquisadores do Conselho Nacional de Pesquisa dos EUA
concluiu que até 25% dos efeitos neurotoxicos provocados pelo Hg é resultado de uma
interacdo gene-ambiente (NRC, 2000). Isso acontece porque existem diferentes fatores
influenciando a absorgéo, biotransformacéo, distribuigéo e a eliminacdo do Hg (Figura 2.3).
Em relacdo aos fatores genéticos, matematicamente existem varias combinagcfes genotipicas
possiveis entre esses genes, das quais algumas combina¢Ges podem influenciar mais que

outras na susceptibilidade dos individuos aos efeitos toxicos do Hg. Neste contexto, estudos
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de interagdo gene-ambiente em diferentes populacfes sdo de fundamental importancia para
avaliar quais combinacdes genotipicas sdo mais frequentemente associadas aos efeitos toxicos

decorrentes da exposicao.

TOXICOCINETICA

Fatores genéticos Fatores genéticos,
Exposicdo Ambiental ambientais, nutricionais
Consumo de peixe l e/ou epidemiacldgicos
J, Absorcdo l
Biotransformacao Niveisde Hg , | Efeitostéxicos adversos para
MeHg Distribuicao no sangue asalde humana
Eliminagado
TOXICODINAMICA

Figura 2.3 — Esquema de como os fatores genéticos podem modificar a toxicocinética e a
toxicodinamica do Hg (Adaptado de LLOP et al., 2015).

O sistema de defesa antioxidante é regulado por uma complexa rede que envolve
diferentes genes. Variantes genéticas (polimorfismos) presentes nestes genes podem diminuir
a atividade enzimatica do produto génico correspondente e isso pode ser em parte explicado
pela ampla variabilidade observada na suscetibilidade individual ao estresse oxidativo
induzido por um fator de exposi¢cdo ambiental. Em funcdo do impacto do estresse oxidativo
para a saude humana e da variedade de fatores capazes de induzi-lo, é de fundamental
importancia entender o que determina a suscetibilidade individual ao estresse oxidativo. Neste
contexto, os estudos de interacdo gene-ambiente tém sido utilizados nos Gltimos anos para
avaliar o efeito do fator genético sobre o sistema de defesa antioxidante em casos de
exposicdo ambiental. Os estudos de interacdo gene-ambiente ajudam a detectar efeitos
genéticos que nao seriam detectados apenas com uma analise genética (BASU et al., 2014).

Do ponto de vista biolégico, interacdo é definida como uma situacdo em que o efeito
de um fator € modificado na presenca de outro e o interesse principal é entender o0 modo de
acao de um dos fatores. No caso de uma interacdo gene-ambiente, o interesse principal pode
ser o fator ambiental ou o fator genético. Quando o interesse ¢é avaliar o fator ambiental deve-

se investigar 0 mecanismo patogénico pelo qual a exposicdo ambiental pode causar dano
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celular através do estudo de sua interagdo com um gene de uma via metabolica especifica e/ou
determinar se o efeito do fator ambiental esta relacionado a um subgrupo de individuos com
um genotipo especifico. Por outro lado, se o interesse é avaliar o fator genético deve-se
explicar a heterogeneidade observada entre as populagdes, demonstrando como este efeito é
modificado pela presenga de um fator ambiental especifico ou detectar efeitos genéticos que
s6 se manifestam na presenca de um determinado fator ambiental (MINELLI & GOGELE,
2011).

Sendo assim, se por um lado o interesse principal é a exposicdo ambiental ao Hg e as
consequéncias do estresse oxidativo resultantes desta exposicdo, o estudo de interagdo gene-
ambiente pode ser utilizado para explicar como polimorfismos presentes em genes que
regulam o sistema de defesa antioxidante podem influenciar a toxicocinética do Hg. Além
disso, o estudo de interacdo gene-ambiente pode avaliar se algum gen6tipo em especifico esta
influenciando as variacGes observadas entre os individuos de populagfes expostas ao Hg no
que diz respeito aos niveis de Hg e aos efeitos tdxicos a salde humana resultantes desta
exposicao.

A andlise de polimorfismos é uma das principais metodologias empregadas em
estudos de interacdo gene-ambiente. Diferentes versdes de uma mesma sequencia de DNA em
um determinado local cromossémico (locus génico) sdo chamadas de alelos. Quando os alelos
sdo tdo comuns que sdo encontrados em mais de 1% dos cromossomos na populacdo em
geral, eles sdo chamados de polimdrficos. Sendo assim, um polimorfismo genético ¢é definido
como uma sequencia de DNA que varia com uma frequencia de pelo menos 1% entre 0s
individuos de uma populacdo. Algum destes polimorfismos ocorrem em sequéncias de DNA
situadas entre 0s genes ou dentro dos introns e ndo alteram a expressdo do gene. Por outro
lado, aqueles polimorfismos que ocorrem dentro da sequencia codificante do gene (éxons)
podem resultar em variantes proteicas diferentes que podem levar a fen6tipos nitidamente
distintos.

O tipo mais comum de variacdo no genoma humano é a substituicdo de uma base por
outra em uma posicdo especifica do gene (Figura 2.4). Esta variagdo é chamada de
Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) e ocorre
em todo genoma (regido promotora, exons e introns) com uma frequéncia de
aproximadamente 1 em cada 1000 pares de base (BROOKES, 1999). Os SNPs variam em tipo
e em numero entre regibes de um mesmo cromossomo e entre cromossomos diferentes,

resultando assim em uma enorme variabilidade genética dentro de uma mesma espeécie.
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Figura 2.4 — Exemplo de SNP: Substitiuicdo de um C por um G (C>G) em uma posicéo

especifica da sequencia de DNA.

2.4.1 — Papel central da Glutationa (GSH) na toxicocinética e na toxicodindmica do

mercdrio

Como mencionando anteriormente nesta revisdo bibliografica, a GSH é um tripeptideo
(y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) que desempenha um papel central no metabolismo do Hg e é
a principal responséavel pela alta mobilidade do MeHg dentro do meio intracelular. Com o
auxilio da GSH, o MeHg pode facilmente atravessar as membranas celulares sendo
transportado para diferentes tecidos através do complexo MeHg-GSH, desempenhando assim
um papel fundamental na toxicocinética do Hg. Além disso, a GSH também participa da
toxicodindmica do Hg ao fazer parte de um dos principais sistemas antioxidantes responsaveis
por combater o estresse oxidativo, um dos efeitos genotoxicos da exposicdo por Hg
(GROTTO et al., 2010) .

Um dos primeiros efeitos celulares apds a absorcdo do MeHg no figado € a deplecéo
dos niveis de GSH como consequéncia da conjugacdo do complexo MeHg-GSH. A formacéo
do complexo MeHg-GSH ira entdo depender da disponibilidade de GSH no meio intracelular.
Fatores genéticos e/ou nutricionais que estejam envolvidos com o metabolismo da GSH
podem regular essa disponibilidade que serd ou ndo suficiente para distribuir todo o MeHg
absorvido. Somado a isso, sabe-se que a meia-vida do MeHg no corpo é cerca de 50 dias,
podendo variar entre 20 e 70 dias (CLARKSON et al., 2003) e que as consequéncias da
exposicdo para a saude humana dependem, entre outros fatores, do tempo de duracdo desta
exposicao.

No caso de uma exposicdo ambiental crénica através do consumo de peixe, como a

que acontece na regido amazonica, a quantidade de MeHg ingerida e absorvida diariamente
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supera a quantidade eliminada o que provoca um aumento nos niveis de MeHg no corpo
humano (no inglés, body burden). Em geral, 90% do MeHg ingerido através do peixe é
encontrado nas hemacias e é demetilado lentamente antes de ser excretado pelo sistema biliar
e/ou fezes, sendo um excelente biomarcador de exposi¢do recente e uma das formas mais
confidveis de avaliar a exposi¢do mercurial em humanos (CLARKSON et al., 2007).

Neste contexto, uma possivel explicacdo para os altos niveis de Hg encontrados no
sangue de individuos expostos cronicamente ao MeHg seria que a quantidade de moléculas de
GSH disponiveis intracelularmente seja inferior a quantidade de Hg absorvido de modo que
este Hg vai “sobrar” e vai ficar se acumulando no sangue. Vérios sdo os fatores que regulam o
metabolismo da GSH dentre os fatores genéticos, destacam-se 0s genes que participam da
sintese da GSH, entre eles a Cistationina Gama Liase (CGL), a Glutamato Cisteina Ligase
(GCL), e a glutationa sintetase (GS). A GSH ¢ sintetizada em duas etapas consecutivas e
qualquer alteracdo na atividade enzimatica codificada por um ou mais destes genes pode
refletir na quantidade de GSH sintetizada e pode contribuir com uma maior carga corporal de
Hg entre os individuos.

Para a sintese de GSH, a enzima GCL usa os aminoacidos glutamato e cisteina como
substratos formando o dipepitideo Glu-Cis, que se combina com a glicina numa reacao
catalisada pela GS para produzir a GSH. A sintese da GSH ocorre no interior das células e é
controlada principalmente pela biodisponibilidade da cisteina e embora sejam estudados
separadamente, os ciclos metabdlicos do &cido félico e da metionina estdo relacionados com a
sintese da GSH, visto que a cisteina utilizada na sintese da GSH ¢ derivada da reagdo de
transulfuracdo da homocisteina (Figura 2.5).

A concentracdo plasmatica da homocisteina € influenciada tanto por fatores
nutricionais (deficiéncia de &cido félico, vitamina B6 e B12) quanto por genes envolvidos no
seu metabolismo. A homocisteina € formada exclusivamente a partir da desmetilacdo da
metionina, principal fonte de &atomos enxofre para proteinas e pode seguir duas vias
metabdlicas possiveis: a via de remetilacdo da metionina, um processo que utiliza folato e
vitamina B12 como cofator, e a via da transulfuracdo em cistationa, usando a vitamina B6
como um cofator. Duas enzimas principais estdo envolvidas na remetilacdo da metionina: a
metionina sintetase (MS) e a 5-metil-tetrahidrofolato redutase (MTHFR), enquanto a enzima
cistationina b-sintase (CBS) estd envolvida na via de transulfuragdo. Essas enzimas,
juntamente com as vitaminas B6, B12 e o acido folico, mantém baixa a concentracao

intracelular de homocisteina, mesmo que os niveis plasmaticos variem consideravelmente.
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Figura 2.5 — Visao geral dos principais genes envolvidos nas vias metabolicas do acido folico,
da metionina e da sintese de GSH.

E importante ressaltar que alteracdes nos genes da via metabélica do &cido félico e
metionina e/ou uma deficiéncia alimentar de vitaminas B6, B12 e &cido fdlico podem
interferir indiretamente na sintese da GSH e acabar afetando a susceptibilidade de alguns
individuos aos niveis de Hg. Em outras palavras, as variacdes observadas em relagdo aos
niveis de Hg entre diferentes individuos podem ndo estar diretamente relacionadas a via
metabolica da GSH. Por exemplo, um estudo recente demonstrou que o MeHg afeta a ciclo de
metilacdo da metionina inbindo a expressao de enzimas fundamentais para o ciclo, incluindo a
MS e a MTHFD1 (Metilieno-THF Desidrogenase) (CABEZAS-SANCHEZ et al., 2015).
Essa situacdo € apenas mais uma entre varias possiveis explicacbes para a diferenga de
suscetibilidade aos niveis de Hg observada entre individuos de diferentes populacgdes, haja
visto a complexidade da via metabdlica da GSH e do importante papel que esse tripeptideo
desempenha nas células, o que corrobora a ideia que pouco se sabe ainda a respeito do efeito
destes genes na toxicidade causada pelo Hg.

Além de sua participacdo na toxicocinética do Hg, a GSH é um dos principais

antioxidantes encontrados no meio intracelular. A glutationa pode ser encontrada na forma
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reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). (Figura 2.6). A enzima Glutationa Peroxidase (GPx) é
uma das enzimas antioxidantes que catalisam a remocdo do peroxido de hidrogénio (H,0,)
combinando-o com a glutationa para formar glutationa oxidada. A enzima Glutationa
Redutase (GR) é a principal responsavel pela regeneracao da glutationa a sua forma reduzida
(GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como

objetivo impedir a paralisacéo do ciclo metabdlico da glutationa (Figura 2.63).

Reducdo
NADP*

K __GPx >
GSSG &

Oxidacdo

J
<
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7

NADPH

Figura 2.6 - Principais enzimas envolvidas com a regeneracdo da glutationa a sua forma
reduzida (GSH)

Assim como o que acontece na via metabolica da sintese de GSH, os fatores genéticos
e/ou nutricionais que estejam envolvidos no sistema antioxidante da GSH também poderdo
influenciar o aumento dos niveis de Hg no sangue de individuos expostos. Polimorfismos nos
genes GPx ou GR podem reduzir os niveis da GSH visto que o ciclo de oxireducdo
responsavel por manter os niveis de GSH estara comprometido em funcdo de uma deficiéncia
e/ou auséncia de atividade das enzima GPx e GR. Além disso, alguns estudos tém
demonstrado que o0 Hg ao reduzir a capacidade de defesa antioxidante (em funcéo da deplecao
nos niveis de GSH causada pelo aumento dos niveis de MeHg no sangue) provoca um
aumenta na producdo de EROs, podendo induzir o estresse oxidativo, que seria um evento
central na neurotoxicidade causada pelo MeHg (FRANCO et al., 2006; ASCHNER et al.,
2007; SHANKER et al., 2005; FARINA et al., 2011).

Uma possivel explicacdo seria que na auséncia e/ou niveis reduzidos da GSH, a
enzima GPx ndo catalisa a dismutagdo do peroxido de hidrogénio (H,O,), provocando assim
um aumento nos niveis deste ERO no meio intracelular. Além disso, a enzima GPx apresenta
selenocisteina no seu sitio ativo e portanto a ingestdo de selénio (Se) pode influenciar tanto a
sintese quanto a atividade das selenoproteinas, incluindo a GPx. Em relacdo ao Hg, alguns

trabalhos tém demonstrado o efeito protetivo do selénio nos efeitos neurotdxicos do MeHg, de



25

modo que alteracfes nos genes que codificam as selenoproteinas e/ou uma dieta deficiente em
selénio pode ter efeito tanto sobre os niveis de Hg quanto sobre a fungédo antioxidante da GPx.

Na intersecdo de tudo que foi discutido até o0 momento, existe uma familia de genes
que estd envolvida tanto na toxicocinética do Hg quanto na detoxificacdo de radicais livres
responsaveis pela peroxidacdo lipidica das membranas celulares e por este motivo o efeito
destes genes sobre os niveis de Hg tem sido estudado. Alguns trabalhos encontraram uma
relacdo entre os genes da familia Glutationa S-Transferase (GST) e um aumento nos niveis de
MeHg. As enzimas GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sdo as principais responsaveis pela conjugacdo
e eliminacdo do complexo MeHg-GSH. Alteracdes nestes genes podem resultar em perda ou
reducdo da atividade enzimética o que vai impedir a eliminacdo do MeHg através do
complexo MeHg-GSH e consequentemente vai manter os niveis de MeHg elevados no
sangue. Ou seja, mesmo que a GSH esteja sendo sintetizada em quantidades suficientes para
se ligar a todo o MeHg absorvido, se as GSTs néo estiverem funcionando corretamente, o

MeHg néo sera eliminado e se mantera em niveis elevados no sangue.

2.4.2 - Glutationa S-Transferase (GST)

No contexto da exposicdo mercurial e do ponto de vista da interacdo gene-ambiente,
todos 0s genes que codificam enzimas que participam direta ou indiretamente da via
metabdlica da GSH e do sistema de defesa antioxidante sdo possiveis candidatas a estarem
envolvidas no aumento dos niveis de Hg no sangue e nos efeitos toxicos adversos para a
salde humana decorrentes desta exposicdo. No entanto, apenas alguns deles tém sido
estudados devido seu potencial papel em modificar a resposta individual a diferentes fatores
ambientais e assim causar o estresse oxidativo.

Polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo da GSH (Figura 2.7) tém sido
associados com niveis elevados de MeHg (BASU et al., 2014) dos quais se destacam 0s genes
Cistationina Gama Liase (CGL), a Glutamato Cisteina Ligase (GCL), Glutationa Sintetase
(GS), Glutationa Redutase (GSR), Glutationa S-Transferase (GST) e Glutationa Peroxidase
(GPX).
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Figura 2.7 - Principais genes envolvidos no metabolismo da GSH e associados com aumento
dos niveis de MeHg (BASU et al., 2014).

A Glutationa S-Transferase (GST) é uma familia multigénica altamente polimdrfica
envolvida no metabolismo de diferentes tipos de xenobioticos e substancias carcinogénicas.
Existem sete classes (designadas pelas letras do alfabeto grego) descritas de glutationa
transferases (GSTs) citossolicas em humanos: Alpha (cromossomo 6p; GSTAL-GSTA4), Mu
(cromossomo 1p; GSTM1-GSTMb), Pi (cromossomo 11q; GSTP1), Sigma (cromossomo 4q;
GSTS1), Theta (cromossomo 22q; GSTT1 e GSTT2), Omega (cromossomo 10qg; GSTO1) e
Zeta (cromossomo 14q; GSTZ1) (STRANGE et al., 2001). Polimorfismos tem sido descritos
em Vvarios destes genes, mas 0s mais estudados sdo os genes da familia Mu,Theta e Pi.

O gene GSTM1 possui 8 éxons, esta localizado no cromossomo 1 (1pl13.3) e é
conhecido por ser altamente polimérfico. O gene GSTM1 possui quatro alelos diferentes: os
alelos GSTM1*A e GSTM1*B, que codificam a enzima GSTML1 funcional com atividade
normal; o alelo GSTM1*0, onde ocorre a delecdo do gene, e, portanto a enzima ndo €
expressa; e 0 alelo GSTM1*1x2, onde se observa uma superexpressédo da enzima GSTM1
devida a duplicacdo do gene (HAYES et al., 2005).

O gene GSTT1 possui 6 éxons e esta localizado no cromossomo 22q11.23. Para 0 gene
GSTT1 foram descritos trés alelos: o0 GSTT1*A, e o GSTT1*B, nos quais a enzima tem
atividade normal e um alelo nulo denominado GSTT1*0, que representa a delecdo do gene e
consequentemente a auséncia de producdo da enzima GSTT1 (HAYES et al., 2005).

Em ambos os genes o gendétipo nulo é polimoérfico, e ocorre com frequéncia entre
individuos saudaveis, apesar desta frequéncia variar conforme a etnia. De um modo geral, o
gendtipo GSTM1 nulo ocorre em 49-55% dos individuos de origem europeia e em 27-35%
dos de origem afroamericana. Ja para o genétipo GSTT1 nulo, a frequéncia é de 15-19% entre
0s descendentes europeus e 24% em afroamericanos (HAYES et al., 2005). Em populacGes de

todo o mundo delecbes nos genes GSTM1 e GSTT1 tém sido associadas a diferentes tipos de
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problemas de salde relacionados ao estresse oxidativo (HAYES & STRANGE, 2000), como
por exemplo, cancer de mama de pulmao e de figado.

O gene GSTP1 esta localizado no cromossomo 11 (11g13) e possui 7 éxons. Dois
polimorfismos foram identificados neste gene: uma substituicdo de uma base adenina por uma
base guanina na posicdo 313 do éxon 5 (rs1695; ¢.313A>G), que resulta na substituicdo de
uma lIsoleucina por uma Valina no codon 105 (p.lle105Val) e uma substituicdo de uma base
citosina por uma base timina na posicdo 341 do éxon 6 (rs1138272; ¢.341C>T), que resulta
na substituicdo de uma Alanina por uma Valina no cddon 114 (p.Alall4Val). O cddon 105
compreende parte do sitio ativo da enzima GSTP1, de modo que a substituicdo de um
aminoacido nesta posicdo pode alterar a atividade enzimatica. J& a presenca da Valina na
posicdo 114 parece ter pouco impacto sobre a atividade da enzima GSTP1 (ALI-OSMAN et
al, 1997).

As enzimas GSTs tém papel importante na detoxificacdo do Hg: catalisam a reacao de
conjugacdo do complexo MeHg-GSH e promovem a eliminacdo do MeHg via sistema biliar
(BALLATORI & CLARKSON, 1985). Polimorfismos nos genes GSTM1 e GSTT1 e GSTP1
descritos anteriormente podem resultar em perda de atividade enzimética e por isso tém sido
relacionados a um aumento nos niveis de Hg, o que significa que individuos que possuem
gendtipo nulo para os genes GSTM1 e/lou GSTT1 e/ou o genltipo mutante para 0S
polimorfismos rs1695 e rs1138272 do gene GSTP1 podem ser mais suscetiveis aos efeitos

toxicos da exposic¢ao por Hg.
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CAPITULO 3- METODOLOGIA

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e quantitativo que foi realizado no
periodo de 2013 a 2016 no Laboratério de Genética e Biodiversidade (LGBio), da
Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA). O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Para (UEPA) (Parecer 1.127.108
— Anexo 1) e todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(Anexo I1).

3.1 — CASUISTICA

Participaram do estudo 144 individuos de ambos os sexos, com idades entre 18 e 81
anos residentes na area urbana e de varzea em Santarém (PA).

O Municipio de Santarém situa-se ao norte do Brasil, na Mesorregido do Baixo
Amazonas, microrregido de Santarém, € o centro polarizador da Regido Oeste do Pard — area
que abrange 722.358 km?2 e abrange 27 Municipios. E considerado um centro polarizador
visto que oferece a melhor infraestrutura econémica e social da regido, além de possuir um
setor de servicos mais desenvolvido. O Censo IBGE 2010, divulgado em abril de 2011,
estimou a populacdo de Santarém em 294.580 habitantes (Prefeitura Municipal de Santarém,
2013).

As coletas foram realizadas na UFOPA, no INCRA e na comunidade do Tapara
Grande durante o periodo de Maio a Agosto de 2015. As coletas realizadas na area urbana
incluiram universitarios, servidores e funcionarios terceirizados residentes em diferentes
bairros de Santarém enquanto as coletas realizadas na area de varzea incluiram familias
ribeirinhas. As coletas foram previamente divulgadas de modo que os individuos
compareceram no dia e local agendados para as coletas e se disponibilizaram voluntariamente

para participar do estudo.
3.2 - QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE MERCURIO
Foi coletado sangue periférico de todos os individuos e os niveis de Hg total (em

inglés, Ery-Hg) foram medidos, a fim de se determinar a dose efetiva da exposicdo na

populacédo estudada. 95% do Hg total medido no sangue corresponde a MeHg (UNEP, 2008).
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Cada amostra foi medida em duplicata. As medidas foram feitas no equipamento DMA-80
Direct Mercury Analyzer (Milestone).

Embora o Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos da América (NRC, do
inglés National Research Council) recomende um limite de exposigdo de 5,8 ug/L de Hg total
no sangue (NRC, 2000), para o presente trabalho foram considerados os limites estabelecidos
pela OMS que preconiza como normal (sem efeito toxico) uma concentracao de 5 a 10ug/L de
Hg total no sangue para individuos que ndo consomem peixe contaminado (OMS, 1990).
Sendo assim, foram considerados expostos os individuos que apresentaram o0s niveis de Hg
total no sangue acima de 10ug/L.

De acordo com a Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Doencgas (ASTDR, do
inglés Agency for Toxic Substances and Disease Registry), possiveis efeitos toxicos podem
ocorrer em individuos com niveis entre 50 e 200ug/L de Hg total no sangue, sendo que em
individuos com niveis acima de 200ug/L aumenta a probabilidade de ocorréncia destes efeitos

assim como sua severidade (UNEP, 2008).

3.3 — PERFIL EPIDEMIOLOGICO

Foi aplicado um questionario (Anexo Ill) a todos os participantes do estudo. O
questionario foi elaborado baseado nos Protocolos para avaliacdo ambiental e de salde, de
acordo com as orientagdes da OMS (UNEP, 2008). Para este estudo foram consideradas
informacdes referentes a idade (em anos), sexo, raga/etnia (autodeclarada), escolaridade
(educacdo béasica: até 12 anos de estudo e ensino superior: mais de 12 anos de estudo),
tabagismo, etilismo, frequéncia de consumo de peixe, niveis de Hg no sangue e presenca de

sintomas relacionados a exposicao por mercurio (autodeclarada).

3.4 — ANALISES MOLECULARES

As amostras de sangue periférico (5mL) foram coletadas e armazenadas em tubo
Vacutainer® com EDTA. Apos a coleta de material, foi realizada extragdo de DNA de todos
os 144 individuos que participaram do presente trabalho utilizando o QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen), de acordo com especificacdes técnicas do fabricante. Apds a extracéo, o

material foi armazenado a -20°C para analises posteriores.
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3.4.1 — Genotipagem GSTM1, GSTT1

A genotipagem de polimorfismo nos genes GSTM1 e GSTT1 foi realizada através de
PCR multiplex. Para a reacdo de PCR foi utilizado 3uL de DNA (20-50ng), 1uL de cada
primer (10mM), 10 uL de PCR Master Mix 2X (Promega) (50 unidades/mL de Taq DNA
Polimerase, buffer (pH 8,5), 400uM de cada dNTP, 3 uM de MgCl,) e 1uL agua livre de
nuclease, em um volume final de 20uL.

Os primers usados foram: GSTM1 Forward 5 -GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3"e
Reverso 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’ e GSTT1 Forward 5-
TCACCGGATCATGGCCAGCA-3" e Reverso 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3". O
gene constitutivo da S-globin foi utilizado como controle interno da reagdo de PCR multiplex
e amplificado com os primers: Forward 5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3" (GH20) e
Reverso 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ (PC04). A reacdo foi incubada a 94°C por 5
minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo de 1 minuto a 94°C, anelamento de 1 minuto a
65°C e extensdo de 1 minuto a 72°C, com uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 3%, com fragmentos de tamanho:
268pb (gene p-globin), 215pb (GSTML1 gendtipo normal) e 459pb (GSTT1 gen6tipo normal)
(Figura 3.1).

5 GSTT1

. B-globin

—— GSTM1

Figura 3.1 — Visualiza¢do de PCR multiplex em gel de agarose 3%

3.4.2 — Genotipagem GSTP1

(A) High Resolution Melting (HRM)

Para a genotipagem dos SNPs foi utilizado a técnica High Resolution Melting (HRM).
A Anélise de Melting de alta resolucdo é uma técnica p6s-PCR moderna baseada em anéalises
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de dissociacdo do DNA (melting) utilizada para caracterizar amostras de DNA em funcdo dos
seus comportamentos de dissociacdo (Wittwer et al., 2003).

Em uma analise por HRM, a regido de interesse é amplificada por PCR na presenca de
um fluoréforo que se liga ao DNA de dupla fita. Inicialmente, a fluorescéncia é alta e
conforme a temperatura aumenta, 0 DNA de dupla fita se dissocia. A fluorescéncia diminui
ate que todo o DNA de fita dupla esteja dissociado e entdo ndo seja mais emitida
fluorescéncia. Esta mudanca na fluorescéncia é especifica para cada sequencia de DNA e
pode ser monitorada por PCR em tempo real. Durante a PCR, quando ocorre a dissocia¢do do
DNA fita dupla para DNA fita simples, a fluorescéncia desaparece originando a curva de
melting. Diferencas na composi¢cdo de bases do SNPs podem ser detectadas e comparadas
através da curva e da temperatura de melting. Heterozigotos comecam a se separar em
temperaturas mais baixas e por isso apresentam um perfil de curva caracteristico ja 0s
homozigotos sdo mais dificeis de diferenciar porque suas curvas de melting sdo muito
similares com pequenas diferencas nas suas temperaturas de melting (Wittwer et al., 2003).
Por este motivo, para cada reacdo de PCR-HRM devem ser incluidas amostras cujos

gendtipos foram anteriormente confirmados por sequenciamento.
(B) Genotipagem de SNPs
Para o presente trabalho foram selecionados dois SNPs no gene GSTP1: rs1695 A>G e

rs1138272 C>T. Para o desenho dos primers foram utilizados os programas: Primer3 Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) e Primer BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Figura 3.2).

1D Gene Tamanho (pb) Sequencia Foward Sequencia Reverso
rs1138272 | GSTP1 107 5" TCTCAGGGGCTGGGAGGGATGAGAGTA 37 | 5 AAAAGGCTTCAGTTIGCCCGGGCAGT 3
rs1695 GSTP1 120 5 GACATGGTGAATGACGGCGTGG 3 5" GAAGCCCCTITCTITGTTCAGCCC 3°

Figura 3.2 — Sequéncia de primers utilizados no HRM.

A reacdo de PCR foi realizada em um volume total de 10puL de reagédo: 5,0uL de Fast
Plus EvaGreen gPCR Master Mix (Biotium - Uniscience), 1,0uL de DNA genomico (30ng),
0,5uL de cada primer (10mM cada) e 3,0uL de agua. Foi utilizado um controle negativo para
avaliar uma possivel contaminacdo da reacdo de PCR. A anélise de HRM foi realizada em um

RealTime PCR System (Illumina — Uniscience).


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Os SNPs rs1695 e rs1138272 foram amplificados nas seguintes condigdes: 1 ciclo de
95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 61°C por 45 segundos e72°C por 1
minuto; A reacdo de melting variou de 65°C a 95°C em intervalos (rampas) de 0,1°C/segundo.
A andlise de resultados foi realizada utilizando o EcoStudy Software (Illumina).

Para verificar a eficiéncia da técnica de HRM, assim como confirmar os gendtipos
referentes aos padrdes de curva obtidos pela curva de melting, foi realizado o sequenciamento
direto de algumas amostras para cada um dos SNPs analisados (Figura 3.3). Os produtos de
PCR foram purificados com ExoSAP-IT For PCR Product Cleanup (Affimetrix). Para a
reacdo de sequenciamento foi utilizado o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). As amostras foram purificadas com o BigDye Xterminator Purification
Kit (Applied Biosystems) e sequenciadas em um 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As analises foram realizadas com o auxilio dos programas Sequencher (Versdo
5.3 — Gene Codes Corporation) e Chromas (versédo 2.6 — Technelysium).

Genotipo AA (Reverso)

Normalized Melting Curve

rs1695 A>G l
GG

AA
AG

Gendtipo AG (Reverso)

Normalized Fluorescence

Genotipo GG (Reverso)

Figura 3.3 — Padrdo de curvas do HRM confirmado por sequenciamento.
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3.5 - ANALISES ESTATISTICAS

Para tracar o perfil epidemiolégico da populacdo de Santarém, foi calculada a
frequéncia relativa para cada uma das variaveis categoricas obtidas com o questionario. Além
disso, foi realizada uma analise descritiva dos niveis de Hg em funcdo das varidveis
epidemioldgicas estudadas. Por se tratar de uma variavel quantitativa continua, a distribuicéo
dos niveis de Hg entre as variaveis epidemioldgicas foram descritas atraves das medidas:
meédia, mediana, desvio padrdo e dos valores maximo e minimo. Considerando que nesta
populacdo, a principal fonte de exposicdo ao Hg é a ingestdo de peixe contaminado com
MeHg, o perfil epidemioldgico também foi avaliado em funcao da frequéncia do consumo de
peixe. Para isso a amostra foi estratificada em dois subgrupos: o de alta frequéncia, com um
consumo de peixe diario ou semanal; e o de baixa frequéncia, com um consumo quinzenal,
mensal ou ausente. Foi calculada a frequéncia relativa das variaveis epidemioldgicas em cada
um dos subgrupos e foi verificada se estas variaveis estavam homogeneamente distribuidas
entre os subgrupos. Ainda dentro do perfil epidemiolégico, foi verificada a frequéncia de
ocorréncia (sempre ou raramente/nunca) de 20 sintomas e/ou problemas de saude
relacionados a exposicdo mercurial. A informacdo a respeito destes sintomas e/ou problemas
de salde foram relatados pelos proprios voluntarios através do questionario. Ainda em relacéo
aos sintomas foi verificada a distribuicdo dos mesmos em funcdo dos niveis de Hg. Para
verificar a distribuicdo das variaveis categoricas entre os subgrupos de consumo de peixe (alta
e baixa frequéncia) ou dos niveis de Hg (até 10ug/L e acima de 10ug/L) foi aplicado o teste
de qui-quadrado de Pearson.

Além do perfil epidemioldgico desta populacdo, foram analisadas quatro possiveis
relacfes: (1) niveis de Hg e frequéncia de consumo de peixe, (2) niveis de Hg e sexo, (3)
niveis de Hg e idade, sendo que para as relacbes 2 e 3 foram considerados apenas 0s
individuos do subgrupo de alta frequéncia e (4) niveis de Hg e os genes GSTM1, GSST1 e
GSTP1 (interacdo gene-ambiente).

Para as andlises referentes as relacGes 1 e 2 foi aplicado o teste Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade dos dados. Uma vez que as variancias dentro dos subgrupos néo
foram aproximadamente iguais, a analise de variancia (ANOVA) ndo foi utilizada, de modo
que foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para verificar as relagdes (1) e (2). Para a relagdo

(3) foi realizada uma analise de correlacdo de Sperman.
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Para avaliar a relacdo (4) foi realizada uma analise de regressao linear (univariada e
multivariada). Foi avaliado o efeito das varidveis idade, consumo de peixe, sexo e
polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sobre os niveis de Hg. Para esta anélise,
as variaveis categoricas foram dicotomizadas em O e 1, conforme apresentado na tabela 3.1.
Somente a varidvel idade ndo foi dicotomizada por se tratar de uma varidvel quantitativa. Os
testes estatisticos foram realizados no software STATA 7.0, com um nivel de significancia de

5%. Os graficos foram construidos utilizando-se o software ORIGIN 8.0.

Tabela 3.1: Atribuicdo de valores 0 e 1 para as variaveis categoricas utilizadas na anéalise de
regressao linear

Variavel Categoria (0) Categoria (1)
Consumo de peixe Baixa frequéncia Alta frequéncia
Sexo Feminino Masculino
GSTM1 Gendtipo Normal Gendtipo Delecéo
GSTT1 Gendtipo Normal Gendtipo Delecéo
*GSTP1 rs1695 A>G Gendtipos AA ou AG Gendtipo GG
*GSTP1rs1138272 C>T Gendtipos CC ou CT Gendtipo TT

*Modelo genético recessivo
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CAPITULO 4 - RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos no presente trabalho. No item
4.1 serd apresentada uma anélise descritiva dos resultados da quantificacdo dos niveis de Hg
no sangue; o item 4.2 refere-se a uma anélise descritiva dos niveis de Hg em funcdo das
variaveis epidemiologicas estudadas e a aplicacdo do teste de Qui-quadrado de Person para
verificar a homogeneidade na distribuicdo das variaveis epidemioldgicas entre os subgrupos
de alta frequéncia e o de baixa frequéncia (consumo de peixe). Neste item também foi
verificado a frequéncia de ocorréncia de 20 sintomas relacionados & exposi¢do mercurial e a
distribuicdo destes sintomas em funcdo dos niveis de Hg. No item 4.3 estdo apresentados 0s
resultados referentes a distribuicdo dos genoétipos de cada polimorfismo estudado em funcéo
dos subgrupos de alta frequéncia e o de baixa frequéncia. No item 4.4 estdo os resultados
referentes as anélises de Kruskal-Wallis e Correlagdo para avaliar as possiveis relacoes: (1)
niveis de Hg e frequéncia de consumo de peixe, (2) niveis de Hg e sexo, (3) niveis de Hg e
idade entre os individuos do subgrupo de alta frequéncia, conforme explicado no item 3.5 do
capitulo Metodologia. No item 4.5 estdo os resultados de interacdo gene-ambiente. Para cada
polimorfismo estudado foi realizada uma anélise descritiva dos niveis de Hg em funcéo dos
gendtipos e foi verificada a distribuicdo dos gendtipos em funcéo dos niveis de Hg através do
teste de Qui-quadrado de Person. Neste item estdo apresentados também os resultados
referentes ao efeito dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sobre os niveis de Hg obtidos através

de uma andlise de regressao linear univariada e multivariada.

4.1 - QUANTIFICACAO DOS NiVEIS DE MERCURIO

O nivel de Hg total foi medido a partir de amostras de sangue para todos os individuos
estudados (n = 144). A maioria dos individuos (63,2%) apresentou niveis de Hg acima de
10ug/L, que é o limite recomendado pela OMS e o nivel médio de Hg entre estes individuos
foi de 29,4pg/L. Nos demais individuos (36,8%) os niveis de Hg foram abaixo de 10ug/L e 0
nivel meédio de Hg entre eles foi de 6,6ug/L. Na populacdo estudada, os niveis de Hg variaram

de 2,9ug/L a 181,3pg/L. Dos 91 individuos com nivel de Hg acima de 10 pg/L, 83 individuos
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(91,2%) apresentaram niveis de Hg entre 10-50pg/L, 5 individuos (5,5%) entre 50-100ug/L ¢
3 individuos (3,3%) acima de 100 ug/Ll.

Tabela 4.1: Andlise descritiva dos niveis de Hg em amostra da populacdo de Santarém.

n % Niveis de Hg total no sangue (pg/L)

Média Desvio Mediana Minimo Maximo

Padrao
Até 10ug/L 53 36,8 6,6 2,0 6,7 2,9 10,0
Acima de 10ug/L 91 63,2 29,4 24,5 25,4 10,2 181,3

4.2 — PERFIL EPIDEMIOLOGICO

Participaram do estudo 144 individuos residentes na area urbana (n=72) e de varzea
(n=72) de Santarém (PA), com idade média de 37,3 anos. A tabela 4.2 apresenta a
distribuicdo dos individuos estudados e a descri¢do dos niveis de Hg em funcao das varidveis
utilizadas na elaboracgdo do perfil epidemioldgico. A maioria dos individuos apresentou idade
entre 21 e 40 anos (53,8%) com nivel médio de Hg de 18,5ug/L. Em relacdo a idade foi
possivel observar que os niveis médios de Hg aumentaram com a idade. Embora a maioria
dos individuos (63,2%) seja do sexo feminino, foram os homens que apresentaram o nivel
médio de Hg mais alto (30,4ug/L nos homens e 15,6pg/L nas mulheres). A maioria dos
individuos se declarou pardo (65,3%), com nivel de escolaridade inferior a 12 anos de estudo
(53,2%), ndo fumante (93%) e que ndo consome bebida alcodlica (58,4%) e o nivel médio de
Hg entre eles foi de 24,2ug/L, 31,5ug/L, 21,0ug/L e 22,4ug/L, respectivamente. Em relacéo
aos habitos alimentares, 77,8% dos individuos relataram o héabito de consumir peixe
diariamente ou pelo menos trés vezes por semana e o0 nivel médio de Hg entre eles foi de
25,0ug/L. Em funcdo das diferencas observadas nos niveis médios de Hg, o efeito das
variaveis idade, sexo e consumo de peixe sobre os niveis de Hg foram avaliadas

separadamente (ver item 4.4 deste capitulo).

! Os niveis encontrados foram: 121,84ug/L (40 anos), 181,29ug/L (31 anos) e 113,20pg/L (43 anos). Todos 0s
individuos sdo do sexo masculino, residentes da area de varzea de Santarém e relataram um consumo frequente
de peixe.



37

Tabela 4.2: Perfil Sécio-Demografico e niveis de Hg em amostra da populacdo de Santarem.

Variaveis n % Niveis de Hg total no sangue (ng/L)
Sécio-Demogréficas

Média Desvio Padrdo Mediana Minimo Maximo
Idade (n=143)
18-20 anos 11 77 10,2 8,2 6,9 3,2 27,6
21 a 40 anos 77 53,8 18,5 24,9 10,5 29 181,3
41 a 60 anos 48 33,6 27,0 20,0 23,3 41 113,2
Mais de 60 anos 07 49 24,6 14,9 23,2 7,3 452
Sexo (n=144)
Feminino 91 63,2 15,6 10,9 10,9 3,7 54,5
Masculino 53 36,8 30,4 32,2 22,9 29 181,3
Raca (n=144)
Pardo 94 65,3 24,2 25,9 15,9 29 181,3
Negro 04 28 12,2 8,6 11,1 3.2 23,3
Branco 46 31,9 15,2 11,9 11,2 3,7 59,4
Escolaridade (n=143)
Até 12 anos de estudo 76 53,1 31,5 26,5 27,6 4,1 181,3
(educacéo bésica)
Acima de 12 anos de estudo 67 46,9 9,2 4,7 8,3 2,9 25,8
(ensino superior)
Tabagismo (n=142)
Sim 10 7,0 19,6 15,2 12,6 3.9 44,2
Nao 132 93,0 21,0 22,9 13,7 29 181,3
Etilismo (n=142)
Sim 59 41,6 18,8 22,0 11,2 29 121,8
Nao 83 584 22,4 22,8 17,4 3.2 181,3
Consumo de peixe (n=144)
Alta frequéncia 112 77,8 25,0 23,9 20,5 3,7 181,3
Baixa frequéncia 32 222 7,16 3,2 6,3 2,9 14,9
Residéncia (n=144)
Area urbana 72 50,0 8,7 43 8,1 2,9 25,8
Vérzea 72 50,0 33,3 26,2 28,5 7,7 181,3

A Tabela 4.3 apresenta a distribuicdo dos individuos estudados em funcdo dos
subgrupos de consumo de peixe: no subgrupo de alta frequéncia, a maioria dos individuos
possui de 21 a 40 anos (50,4%), é do sexo feminino (63,4%) e possui até 12 anos de estudo
(64,9%); no subgrupo de baixa frequéncia, a maioria possui entre 21 e 40 anos (65,5%) e 0
sexo feminino também é o mais frequente (62,5%). No entanto, ao contrario do subgrupo de
alta frequéncia, a maioria dos individuos deste subgrupo possui mais de 12 anos de estudo
(87,5%). Os niveis de Hg total estdo acima do recomendado pela OMS em 75% dos
individuos do subgrupo de alta frequéncia e em 21,9% do subgrupo de baixa frequéncia. Em
relacdo a residéncia: 63,4% dos individuos do subgrupo de alta frequéncia vivem na area de
varzea e 36,6% vivem na area urbana, enquanto que todos do subgrupo de baixa frequéncia
vivem na &rea urbana.

Foi aplicado o teste de Qui-quadrado de Pearson para verificar se a distribuicdo das

varidveis era homogeénea entre os subgrupos de alta e baixa frequéncia. Apenas trés variaveis
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ndo apresentaram uma distribuicdo homogénea: nivel de escolaridade, que apresentou uma
maior ocorréncia de individuos com educacéo bésica no subgrupo de alta frequéncia (y° =
27,35; p <0,001); niveis de Hg, com um maior numero de individuos com niveis de Hg total
acima de 10pug/L no subgrupo de alta frequéncia (y* = 30,20; p <0,001): e residéncia, no qual
a maioria dos individuos do subgrupo de alta frequéncia reside na area de varzea enguanto
todos os individuos do subgrupo de baixa frequéncia residem na &rea urbana de Santarém (>
= 40,02; p <0,001).

Tabela 4.3: Perfil Socio-Demografico em funcdo do consumo de peixe em amostra da
populacdo de Santarém.

Consumo de Peixe

Alta Frequéncia  Baixa Frequéncia

Variaveis Socio-Demograficas

n % n % Ve P
Idade 3,16 0,37
18- 20 anos 08 72 03 9,4
21 a 40 anos 56 50,5 21 65,6
41 a 60 anos 41 36,9 07 21,9
Mais de 60 anos 06 54 01 3,1
Total 111 32
Sexo 0,0085 0,93
Feminino 71 634 20 62,5
Masculino 41 36,6 12 37,5
Total 112 32
Raca 5,05 0,08
Pardo 78 69,6 16 50,0
Negro 02 1,8 02 6,3
Branco 32 28,6 14 43,7
Total 112 32
Escolaridade 27,35 <0,001
Até 12 anos de estudo (educacgdo bésica) 72 64,9 04 12,5
Acima de 12 anos de estudo (ensino superior) 39 351 28 87,5
Total 111 32
Tabagismo
Sim 08 73 02 6,2 0,03 0,84
Nao 102 92,7 30 93,8
Total 110 32
Etilismo 3,67 0,06
Sim 41 37,3 18 56,2
Né&o 69 62,7 14 43,8
Total 110 32
Niveis de Mercurio (n=144) 30,20 <0,001
Até 10ug/L 28 250 25 78,1
Acima de 10ug/L 84 75,0 07 21,9
Residéncia 40,02 <0,001
Area urbana 41 36,6 32 100,0
Varzea 71 63,4 00 0,0
Total 112 32

A tabela 4.4 apresenta a frequéncia de ocorréncia de 20 sintomas relacionados a

exposicdo por Hg, segundo informagéo declarada pelos proprios voluntarios ao responder 0s



39

questionarios. Em relacdo a ocorréncia frequente, os cinco sintomas mais citados (em negrito
na tabela) foram dor de cabeca (54,2%), dores musculares e articulares (53,5%), caimbras

musculares (31%), desconforto gastrointestinal (31%) e distarbio do sono (30,3%).

Tabela 4.4: Frequéncia de ocorréncia dos sintomas relacionados a exposicdo por Hg em
amostra da populacdo de Santarém.

Frequéncia de ocorréncia dos sintomas

Sintomas Sempre Raramente/Nunca
n % n %
Distlrbios do sono 43 30,3 99 69,7
Dor de cabeca 77 54,2 65 45,8
Fadiga 42 29,6 100 70,4
Dificuldade de concentragdo 39 27,5 103 72,5
Depressdo 09 6,3 133 93,7
Perda de memodria 22 15,5 120 84,5
Diminuicéo da coordenagdo motora fina 12 8,5 130 91,5
Dores musculares e articulares 76 53,5 66 46,5
Caimbras musculares 44 31 98 69
Desconforto gastrointestinal 44 31 98 69
Frequéncia cardiaca alterada 14 9,9 128 90,1
Hipertensao 12 8,5 130 915
Tremor 07 4,9 135 95,1
Dorméncia ou formigamento em torno da boca 04 2,8 138 97,2
Dorméncia ou formigamento nas maos e pés 27 19 115 81
Dificuldade para caminhar 09 6,3 133 93,7
Dificuldade na fala 03 2,1 139 97,9
Diminuicéo da acuidade visual 36 25,4 106 74,6
Movimento anormal dos olhos 21 14,8 121 85,2
Diminuico da audigéo 07 4,9 135 951

Foi realizada também uma avaliacdo da distribuicdo destes sintomas em funcdo dos
niveis de Hg (Tabela 4.5). Entre os individuos com niveis de Hg acima de 10ug/L, os 05
sintomas mais citados foram: dores musculares e articulares (n=52), dor de cabeca (n=52),
caimbras musculares (n=33), diminuicdo da acuidade visual (n=29) e desconforto
gastrointestinal (n=27). N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa para a
maioria dos sintomas, em relacéo aos niveis de Hg. Os Unicos sintomas que ndo apresentaram
uma distribuicdo homogénea foram perda de meméria (y2 = 15,33; p <0,001) e diminuico da
acuidade visual (3 = 1,25; p = 0,02).
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Tabela 4.5: Frequéncia de ocorréncia dos sintomas relacionados a exposi¢do por Hg em
funcdo dos niveis de Hg em amostra da populacdo de Santarém.

Niveis de Hg

Até 10ug/L Acima de 10ug/L
Sintomas Sempre Raramente/ Sempre Raramente/
Nunca Nunca
n n n n P P
Distlrbios do sono 17 34 26 65 0,35 0,55
Dor de cabeca 25 26 52 39 0,87 0,35
Fadiga 17 34 25 66 0,54 0,46
Dificuldade de concentracdo 18 33 21 70 2,45 0,12
Depressao 03 48 06 85 0,03 0,87
Perda de memoria 16 35 06 85 15,33 <0,001
Diminuicéo da coordenacdo motora fina 07 44 05 86 2,86 0,09
Dores musculares e articulares 22 29 54 37 3,45 0,06
Céaimbras musculares 11 40 33 58 3,30 0,07
Desconforto gastrointestinal 17 34 27 64 0,20 0,65
Frequéncia cardiaca alterada 03 48 11 80 1,42 0,23
Hipertensao 02 49 10 81 2,11 0,15
Tremor 02 49 05 86 0,17 0,68
Dorméncia ou formigamento em torno da 02 49 02 89 0,36 0,55
boca
Dorméncia ou formigamento nas médos e 08 43 19 72 0,57 0,45
pés
Dificuldade para caminhar 03 48 06 85 0,03 0,87
Dificuldade na fala 02 49 01 90 1,25 0,27
Diminuicéo da acuidade visual 07 43 29 63 525 0,02
Movimento anormal dos olhos 04 47 17 74 3,04 0,08
Diminuicio da audigéo 03 48 02 87 0,15 0,70

4.3 — ANALISES MOLECULARES

4.3.1 — Frequéncia Genotipica

Foram genotipados os polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 para os 144

individuos analisados neste trabalho (Tabela 4.6). Em relacdo ao gene GSTM1, foram

genotipados 139 individuos e o genotipo normal foi mais frequente (61,2%) do que o

gendtipo delecdo (38,8%). O mesmo ocorreu para 0o gene GSTT1, dos 139 individuos

genotipados, 84,9% apresentaram genoOtipo normal e 15,1% gendtipo delecdo. Apenas 5,7%

apresentaram dupla delecdo. Para o SNP rs1695A>G do gene GSTP1, o gen6tipo mais
frequente foi 0 AG (44,5%) e para 0 SNP rs1138272 C>T o gen6tipo CC foi o mais frequente

(70,2%). Todos os polimorfismos analisados apresentaram distribuicdo homogénea entre 0s

subgrupos de alta e baixa frequéncia, exceto 0 SNP rs1138272 (XZ =7,13; p=0,03).
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Tabela 4.6: Distribuicdo dos genotipos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em funcdo dos
subgrupos de alta e baixa frequéncia de consumo de peixe em amostra da populacdo de
Santarém.

Frequéncia Genotipica

Gendtipo Alta frequencia Baixa 7 P

frequencia

GSTML Normal (n=85) 64 (59,8%) 21(65,6%) 035 0,56
(n=139) Delecdo (n=54) 43 (40,2%) 11 (34,4%)

GSTT1 Normal (n=118) 90 (84,1%) 28 (87,5%) 022 0,64
(n=139) Delegéo (n=21) 17 (15,9%) 04 (12,5%)

AA (n=52) 43 (38,4%) 09 (28,1%) 1,14 0,56
ES:LF&) rs1695 A>G AG (n=64) 48 (42,9%) 16 (50.0%)
GG (n=28) 21 (18,7%) 07 (21,9%)

CC (n=101) 84 (75,0%) 17 (532%) 7,13 0,03
gszﬁj)ml%ﬂz c>T CT (n=27) 16 (14,3%) 11 (34,3%)
TT (n=16) 12 (10,7%) 4 (12,5%)

4.4 — EFEITOS DAS VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS SOBRE OS NIVEIS DE
MERCURIO

4.4.1- Niveis de Hg x consumo de peixe

Para aplicar o teste Analise de Variancia (ANOVA), dois requisitos foram
previamente comprovados: os dados devem apresentar distribuicdo normal e a variancia entre
0s subgrupos deve ser aproximadamente igual. Para testar a normalidade foi aplicado o teste
Shapiro-Wilk e o resultado do teste mostrou que 0s niveis de Hg ndo apresentavam uma
distribuicdo normal nos subgrupos de alta (W = 0,92, p = 0,02) e baixa (W = 0,67, p = 0,00)
frequéncia. Além disso, a variancia entre os niveis de Hg nos dois subgrupos nédo foi igual
(F= 17,54, p =0,000). Com estes resultados ndo foi possivel aplicar o teste ANOVA.

Sendo assim, para verificar se a populacdo de Santarém esta ambientalmente exposta
ao Hg através do consumo de peixe, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para comparar 0s
niveis de Hg total entre os subgrupos de alta frequéncia (n=112) e de baixa frequéncia (n=32).

Os resultados demonstraram que os individuos que consomem peixe frequentemente
possuem niveis de Hg total mais elevados em comparacdo aos do subgrupo de baixa
frequéncia (XZ = 41,68; p = 0,0001). Para fins de visualizagdo, os box plots relativos a estes

subgrupos podem ser observados na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Box plot referente a relacdo niveis de Hg total no sangue e consumo de peixe.

4.4.2- Niveis de Hg x sexo

Para a esta relagdo também néo foi possivel aplicar o teste ANOVA visto que 0s niveis
de Hg ndo apresentavam uma distribuicdo normal entre os individuos do sexo feminino (W =
0,91, p = 0,0001) e do sexo masculino (W = 0,72, p = 0,0000). A variancia entre os niveis de
Hg nos individuos do sexo feminino e masculino nédo foi igual (F = 19,49, p = 0,000).

Portanto o teste de Kruskal-Wallis foi novamente aplicado, desta vez para verificar a
relacdo entre niveis de Hg total e sexo no subgrupo de alta frequéncia. Os resultados indicam
gue os homens possuem niveis mais elevados de Hg quando comparado com as mulheres (y?
= 17,45; p = 0,0001). Para fins de visualizacdo, os box plots relativos ao sexo masculino e

feminino no subgrupos de alta frequéncia podem ser observados na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Box plot referente a relacdo: niveis de Hg total no sangue e sexo.

4.4.3- Niveis de Hg x idade

Para verificar uma possivel relagdo entre a idade e os niveis de Hg total para os
individuos do subgrupo de alta frequéncia foi realizada uma anélise de correlagdo. Como o0s
niveis de Hg ndo apresentaram uma distribuicdo normal foi utilizado a Correlacdo de
Sperman. Os resultados demonstraram uma correlacdo positiva entre idade e niveis de Hg
neste grupo (rs = 0,40; p = 0,0000) (Figura 4.3). Ao se estratificar a amostra por sexo foi
encontrado uma correlagdo positiva para o sexo feminino (rs = 0,42; p = 0,0003) (Figura 4.4) e
para o sexo masculino (rs = 0,30; p = 0,067) (Figura 4.5).
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Figura 4.3: Niveis de Hg total no sangue e idade, no subgrupo de alta frequéncia.
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Figura 4.4: Niveis de Hg total no sangue e idade, no subgrupo de alta frequéncia, para o sexo
feminino.
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Figura 4.5: Niveis de Hg total no sangue e idade, no subgrupo de alta frequéncia, para o sexo

masculino.

4.5- EFEITOS DOS GENES GSTM1, GSTT1 e GSTP1 SOBRE 0OS NiVEIS DE MERCURIO
(INTERACAO GENE-AMBIENTE)

Em relacdo ao gene GSTM1, a maioria dos individuos em ambos os subgrupos de alta

e baixa frequéncia de consumo de peixe apresentaram gendtipo normal, com niveis médios de

Hg de 20,9u0/L e 7,3ug/L, respectivamente (Tabela 4.7). A distribuicdo dos gen6tipos em

funcéo dos niveis de Hg foi homogénea nos subgrupos de alta frequéncia (n = 107; »* = 0,005,
p = 0,95) e baixa frequéncia (n = 32; »* = 0,13, p = 0,71).

Tabela 4.7: Niveis de Hg e gene GSTM1

GSTM1 n P A
Gen6tipos Niveis de Hg — Alta frequéncia
Média Desvio Mediana Méaximo Minimo Até Acima x? p
(Mg/L) Padrdao  (ug/L) (ng/L) (ug/L) 10pg/L 10pg/L
Normal 64 20,9 12,9 18,8 63,4 4,5 16 48 0,005 0,95
Delegdo 43 30,7 34,4 22,8 181,3 3,7 11 32
Total 107 27 80
GSTM1 n - . A
Gen6tipos Niveis de Hg — Baixa frequéncia
Média Desvio Mediana Méaximo Minimo Até Acima ¥’ p
(Mg/L) Padrdao  (ug/L) (ng/L) (ug/L) 10pg/L 10pg/L
Normal 21 7,3 35 59 14,9 3,2 16 05 0,13 0,71
Delegdo 11 6,9 2,8 6,7 12,3 2,9 09 02
Total 32 25 07
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No gene GSTT1, a maioria dos individuos em ambos os subgrupos de alta e baixa

frequéncia de consumo de peixe apresentaram genotipo normal, com niveis medios de Hg de

25,0ug/L e 7,2ug/L, respectivamente (Tabela 4.8). Novamente, a distribuicdo dos genotipos

em funcédo dos niveis de Hg foi homogénea nos subgrupos de alta frequéncia (n = 107, y2 =
0,19, p = 0,66) e baixa frequéncia (n = 32; y2 = 0,03, p = 0,87).

Tabela 4.8: Niveis de Hg e gene GSTT1

GSTT1 n - A
Gen6tipos Niveis de Hg — Alta frequéncia
Média Desvio Mediana Maximo Minimo Até Acima  y? P
(ng/L) Padrédo  (pg/L) (pg/L) (pg/L) 10pg/L 10pg/L
Normal 90 25,0 238 20,8 181,3 37 22 68 0,19 0,66
Delecéo 17 16,8 9,2 14,0 32,8 54 05 12
Total 107 27 80
GSTT1 n Lo . A
Genétipos Niveis de Hg — Baixa frequéncia
Média Desvio Mediana Maximo Minimo Até Acima  y? P
(ug/L)  Padréo (ug/L) (ug/L) (ug/L) 10pg/L 10pg/L
Normal 28 7,2 32 6,3 14,9 2,9 22 06 0,03 0,87
Delecdo 04 6,7 39 6,1 12,3 3,2 03 01
Total 32 25 07

Para o SNP rs1695 A>G do gene GSTP1, o gendtipo AG foi o mais frequente em

ambos 0s subgrupos de alta e baixa frequéncia de consumo de peixe (Tabela 4.9). No

subgrupo de alta frequéncia, a maioria dos individuos (75,9%) apresentou niveis de Hg acima

de 10ug/L mas a distribuicdo dos gendtipos em funcéo dos niveis de Hg foi homogénea (n =

112, y* = 0,47 p = 0,79). Para o subgrupo de baixa frequéncia a maioria dos individuos

(78,1%) apresentou niveis de Hg abaixo de 10ug/L e a distribuicdo dos gendtipos em funcéo

dos niveis de Hg ndo foi homogénea (n = 32, 5* = 14,8, p = 0,001).
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gg;—épt%pos n Niveis de Hg — Alta frequéncia
Média Desvio Mediana Maximo Minimo Até Acima ¥’ p
(ug/L) Padrdao  (pg/L) (Hg/L) (ng/L) 10pg/L 10pg/L
AA 43 231 18,6 17,8 113,2 4,1 09 34 0,47 0,79
AG 48 22,9 19,6 20,4 121,8 3,7 13 35
GG 21 33,5 38,2 21,0 181,3 4,5 05 16
Total 112 27 85
GSr?t;l:cliDplos n Niveis de Hg — Baixa frequéncia
Média Desvio Mediana Maximo Minimo Até Acima ¥ p
(ug/L) Padrao  (ug/L) (Hg/L) (ng/L) 10pg/L 10pg/L
AA 09 10,4 3,7 11,2 14,9 4,1 03 06 14,8 0,001
AG 16 5,8 2,2 5,6 10,5 3,2 15 01
GG 07 6,0 0,9 6,1 7,3 4,3 07 00
Total 32

O gendtipo CC do SNP rs1138272C>T do gene GSTP1 foi o mais frequente nos

subgrupos de alta e baixa frequéncia, com niveis médios de Hg de 25,9ug/L e 6,4ug/L,

respectivamente (Tabela 4.10). A distribuicdo dos genotipos em funcao dos niveis de Hg foi

homogénea nos subgrupos de alta frequéncia (n = 112; y*= 2,03, p = 0,36) e baixa frequéncia
(n=32; * = 3,06, p = 0,22).

Tabela 4.10: Niveis de Hg e gene GSTP1 (rs1138272C>T)

gir-:épt%pos n Niveis de Hg — Alta frequéncia
Média Desvio Mediana Maximo Minimo Até Acima  y? p
(ug/L)  Padréo (ug/L) (ug/L) (ug/L) 10pg/L 10pg/L
cC 84 25,9 24,1 23,1 181,3 3,7 19 65 2,03 0,36
CT 16 17,0 12,8 11,0 54,6 5,6 06 10
T 12 29,2 32,5 16,7 121,8 6,6 02 10
Total 112 27 85
GSr?(;I:cliDplos n Niveis de Hg — Baixa frequéncia
Média  Desvio Mediana Maximo Minimo Até Acima  y? p
(ug/L)  Padréao (ug/L) (ug/L) (ua/L) 10pg/L 10pg/L
cC 17 6,4 3,2 5,5 14,9 2,9 15 02 3,06 0,22
CT 11 8,0 31 6,7 13,1 3,9 08 03
TT 04 8,3 3,7 8,3 12,3 4,3 02 02
Total 32 25 07
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Para avaliar os efeitos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 nos niveis de Hg foi
realizada uma analise de regressao linear univariada e multivariada. Para a analise de
regressdo linear multivariada, cada polimorfismo foi analisado em conjunto com as variaveis
consumo de peixe, idade e sexo (Tabela 4.11). Para os SNPs do gene GSTPL1 foi considerado
0 modelo recessivo: AA ou AG x GG para 0 SNP rs1695A>G e CC ou CT x TT para o SNP
rs1138272C>T, conforme explicado no item 3.5 do capitulo de Metodologia.

Tabela 4.11 — Efeito dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sobre os niveis de Hg

Anélise Univariada Analise Multivariada (R” = 0,2579)

Variavel

B p R’ Bi p
Consumo de Peixe 1782 <0,001 0,109 14.69 <0,001
Idade 039 0,004 0,0560 0,26 0,040
Sexo 1483 <0,001 0,1024 1155 0,001
GSTM1 831 0,034 0,0323 6,42 0,060
GSTT1 580 0,240 0,0101 -6,47 0,150
GSTP1 151695 A>G 698 0,140 0,0153 5,68 0,170
GSTP1rs1138272C>T 332 0560 0,0022 7,78 0,160

Os genes GSTT1 (B = -5,80; R? = 0,101; p = 0,24) e GSTP1(rs1695 p = 6,98; R* =
0,0153; p = 0,14 e rs1138272 B = 3,32; R? = 0,0022; p = 0,56) ndo apresentaram efeito sobre
o0s niveis de Hg quando analisados separadamente. Por outro lado, em relagdo ao gene GSTM1
os resultados mostraram que individuos com genétipo delecdo apresentam niveis de Hg mais
altos quando comparados com os que possuem genétipo normal (f = 8,31; R? = 0,0323; p =
0,034). Os resultados de regressao obtidos para consumo de peixe, idade e sexo corroboram
os resultados apresentados anteriormente.

Na andlise multivariada, os fatores que mais tiveram efeito nos niveis de Hg foram o
consumo de peixe (B = 14,69; p = <0,001), sexo (B = 11,55; p = 0,001), delecdo do gene
GSTM1 (B = 6,42; p = 0,06) e idade (B = 0,26; p = 0,04). No entanto, o resultado para o gene
GSTM1 néo foi estatisticamente significativo. Com estes resultados foi possivel observar que
apesar do gene GSTML ter efeito sobre os niveis de Hg existem outros fatores (consumo de
peixe e sexo) que estdo influenciando mais que a presenca do genoétipo delecdo. Além disso,
com esse conjunto de dados nédo foi possivel demonstrar o efeito dos genes GSTT1 e GSTP1
sobre os niveis de Hg, de modo que mais estudos sdo necessarios para determinar se estes

genes estdo de fato influenciando os niveis de Hg nesta populagé&o.
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CAPITULO 5 - DISCUSSAO

Para melhor organizacdo textual a discussdo sera dividida em duas se¢des visando-se
contemplar os resultados obtidos no presente estudo.

Os resultados que serdo discutidos na primeira se¢do (5.1) fazem parte do artigo
submetido a Revista Brasileira de Epidemiologia (RBEPID-2016-0048, resumo no anexo 1V)
e se referem a analise do perfil epidemiolégico da populacdo de Santarém exposta
ambientalmente ao Hg através do consumo frequente de peixe. Serdo discutidas questfes
referentes a fatores que contribuem para a contaminacdo mercurial do ambiente amazonico,
aos niveis de Hg observados em individuos participantes do presente trabalho em comparacao
com outros trabalhos, aos grupos mais susceptiveis aos efeitos da exposi¢cdo mercurial nesta
populacdo em fungdo de suas caracteristicas epidemioldgicas e como os resultados obtidos
podem auxiliar na tomada de decisGes em questdes referentes a salde ambiental desta regido.

Parte dos resultados que serdo discutidos na secdo 5.2 foram apresentados no 9th
Congress of Toxicology in Developing Countries / X1X Congresso Brasileiro de Toxicologia
(resumo no anexo V) e publicados recentemente no SM Journal of Public Health and
Epidemiology — ISSN 2473-0661 (resumo no anexo VI). Nesta se¢do serdo discutidos os
efeitos de polimorfismos em genes da familia GST sobre os niveis de Hg na populacdo de
Santarém. Os resultados obtidos com o presente trabalho serdo comparados com os resultados
apresentados por outros autores a fim de se destacar as semelhangas e diferengas entre eles.
Por fim sera discutido a relevancia dos resultados encontrados no contexto da exposicdo

mercurial e seus efeitos toxicos para a salde humana, em relacdo ao estresse oxidativo.

5.1 — SOBRE O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DA POPULACAO DE SANTAREM
AMBIENTALMENTE EXPOSTA AO MERCURIO ATRAVES DO CONSUMO DE PEIXE

A atividade de garimpo no rio Tapajos foi responsavel por grande parte do ouro
produzido no Brasil na década de 1980-1990 e por este motivo elevados niveis de Hg
encontrados em ecossistemas amazonicos foram atribuidos as atividades garimpeiras da
regidao (NIAGRU, 1992; MALM, 1998). No entanto, o garimpo ndo é o Unico responsavel
pelo aporte de Hg no ambiente amazo6nico. Apesar de uma boa parte do Hg presente na
atmosfera ser proveniente de atividades antropicas, que inclui a mineracdo de ouro, atividades

industriais, queimadas e desmatamento (GUIMARAES et al., 2000), os solos amazdnicos s3o
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naturalmente ricos em Hg, o que os torna fontes naturais de Hg para o ambiente (ROULET et
al., 2001).

O ciclo do Hg no ambiente amazdnico envolve: (1) a remobiliza¢do do Hg através dos
incéndios florestais que lancam o Hg presente no solo e na biomassa vegetal para a atmosfera,
tornando-o disponivel para contaminar o ambiente (VEIGA et al., 1994; LACERDA, 1995);
(2) uma vez na atmosfera, 0 vento se encarrega de transportar Hg, podendo atingir areas
afastadas do ponto focal de emissdo; (3) o desmatamento e a exploracdo do uso da terra para
fins agricolas intensificam os processos de erosdo e lixiviagao, facilitando a contaminacéo dos
ecossistemas aquaticos e terrestres (ROULET et al., 1998); e (4) no ecossistema aquatico, 0
Hg sofre metilacdo, se transforma em MeHg, forma organica que tem capacidade de
bioacumulacéo e biomagnificacdo, podendo entéo atingir os peixes e 0 homem.

Atualmente, um dos impactos ambientais de maior gravidade na regido amazoénica
refere-se ao desmatamento ilegal causado pela expanséo da fronteira agricola. De acordo com
o Ultimo boletim do desmatamento da Amazénia Legal, o desmatamento somou 24km? no
estado do Para (FONSECA et al., 2015). No entanto, ao todo nos 40 ultimos anos (1970-
2010), o desmatamento destruiu 632.433km2 do territério amazénico (RAISG, 2015). Neste
contexto, a regido Amazonica, e consequentemente o estado do Pard, continua sendo uma area
sob risco de contaminagdo ambiental ao Hg, em funcéo das praticas de desmatamento.

Apesar de estar localizado as margens do rio Tapajds, 0 municipio de Santarém nao é
considerado uma éarea de risco, por estar distante 800 km das areas de garimpo (MALM,
1995). Neste contexto, a maioria dos trabalhos que avaliaram a contaminacdo ambiental por
Hg na regido Amazonica foi realizado em areas como Jacareacanga, Brasilia Legal, S&o Luis
do Tapajos e/ou ltaituba, por serem consideradas de risco devido a presenca de atividade
garimpeira nestas regioes (NEVADO et al., 2010). As populacgdes ribeirinhas da Amazonia
sempre sdo as mais estudadas e os niveis de Hg total no cabelo é utilizado como principal
bioindicador de exposicdo ao Hg (LEBEL, 1997; MALM et al., 1997; SANTOS et al., 2000;
HARADA et al., 2001; PINHEIRO et al., 2006; PASSOS et al., 2008).

Para se avaliar se uma determinada populagdo esta ou ndo exposta ambientalmente ao
Hg e quais 0s riscos desta exposi¢do para a saude humana é recomendado a realizacdo de um
estudo epidemiolégico a fim de se determinar dentro da populagéo geral quais 0s grupos mais
vulneraveis a essa exposi¢do (FUNASA, 2002; UNEP, 2008).

No presente trabalho foi avaliado o perfil epidemioldgico da populacdo de Santarém,

municipio localizado no Baixo Amazonas, na confluéncia dos rios Tapajés e Amazonas e que,
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embora tenha sido pouco estudada até o0 momento, esta sujeita as consequéncias da exposicao
mercurial provocada por diferentes tipos de a¢fes antropicas que ocorrem na regido (VEIGA,
1994; LACERDA, 1995; FEARNSIDE, 2015).

Dos 144 individuos estudados, 77,8% (n=112) possuem o héabito de consumir peixe
diariamente ou pelo menos trés vezes por semana. Este resultado corrobora um padrdo
alimentar previamente evidenciado, visto que o peixe é a principal fonte de proteina para as
populacdes da regido amazoénica (SANTOS & SANTOS, 2005). Para confirmar a possivel
relacdo entre os niveis de Hg e o consumo de peixe na populacdo de Santarém, os niveis de
Hg total foram comparados entre os dois subgrupos de consumo de peixe e os resultados
mostraram claramente que os individuos do subgrupo de alta frequéncia possuem niveis de
Hg mais elevados em comparacdo aos do subgrupo de baixa frequéncia (x> = 41,68; p =
0,0001).

Até a elaboracdo deste artigo quatro trabalhos foram realizados com a populacdo de
Santarem: (1) Em 1995, foram avaliadas amostras de cabelo de 10 individuos e os autores
encontraram um nivel médio de Hg de 2,7ug/g (MALM, 1995); (2) Em 2000, foi avaliada a
urina de 50 trabalhadores urbanos e o nivel médio de Hg encontrado foi de 57,5ug/L (JESUS
et al., 2001); (3) em 2003, foi avaliado em amostras capilares de 44 individuos e o nivel
médio de Hg encontrado foi de 3,1pug/g entre os moradores do bairro do Mapiri e de 0,8ug/g
entre os universitarios (PASSOS et al., 2003); e (4) em 2010, foram avaliadas amostras de
cabelo de 70 individuos e encontraram um nivel médio de Hg de 1,5ug/g em mulheres e de
2,52pug/g em homens (BOURDINEAUD et al., 2010). Ndo obstante, o presente trabalho é o
primeiro a incluir residentes da area de varzea de Santarém, localizada as margens do rio
Amazonas.

Os resultados encontrados no presente trabalho permitem concluir que a populagédo de
Santarém estd ambientalmente exposta ao Hg, através do consumo frequente de peixe. Foi
possivel observar de acordo com o que foi informado no questionario, que as espécies de
peixes mais consumidas pelos participantes da pesquisa foram, nesta mesma ordem: Cichla
sp. (Tucunaré), Colossoma macropomum (Tambaqui), Arapaima gigas (Pirarucu), Mylossoma
sp. (Pacu), Pterygoplichthys sp. (Acari), Plagisocion squamosissimus (Pescada Branca) e
Pseudoplatystoma sp. (Surubim).

De Souza Lima et al (2000) avaliaram os niveis de Hg de diferentes espécies de peixe
coletados no municipio de Santarém, e encontraram um nivel médio de Hg de 0,22nug/g em

peixes carnivoros, dos quais o Tucunaré apresentou niveis acima de 0,5ug/g, que é o limite
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maximo estabelecido pela OMS (WHO, 1972). Dos peixes avaliados por Passos et al (2003)
0s maiores niveis de Hg encontrados foram em tucunarés, no entanto, estes niveis de Hg
estavam abaixo do limite de 0,5ug/g. Outros peixes carnivoros também apresentaram niveis
de Hg acima do limite de 0,5ug/g em Santarém: pescada branca (1,44 pg/g) e apapa (1,66
ug/g) (BOURDINEAUD et al., 2015).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA, do inglés Environmental Protection
Agency), sabendo-se os niveis de Hg € possivel estimar a quantidade maxima diaria de MeHg
que estd sendo ingerido (EPA, 1997). Sendo assim, para um nivel médio de Hg total no
sangue de 21,00pg/L, estima-se uma ingestdo de 0,44 ng/g/dia de MeHg que estd mais de 4
vezes acima da dose de referencia (RfD) adotada pela EPA em 2001, que ¢ de 0,1 pg/g/dia.
Tendo em vista que a populacdo estudada apresenta uma estimativa de ingestdo diaria de
MeHg acima da RfD de 0,1 pg/g/dia e que os trabalhos ja realizados na regido indicam que
peixes do rio Tapajos estdo contaminados com MeHg (SAMPAIO DA SILVA et al., 2006;
NEVADO et al., 2010), os resultados obtidos no presente estudo sdo importantes por fornecer
dados epidemiologicos recentes a respeito de uma populacdo pouco estudada e considerada
livre de risco de exposicdo ao Hg devido estar situada distante das areas garimpeiras do rio
Tapajos. A constatacdo de elevados niveis de Hg em residentes de Santarém, assim como em
diversas espécies de peixes utilizados como alimento por esta populacdo sdo indicadores
suficientes para caracterizar a populacdo de Santarém como ambientalmente exposta ao Hg
via ingestéo de peixe contaminado.

A fim de se determinar possiveis subpopulacdes mais susceptiveis a essa exposicao foi
realizada uma analise descritiva da amostra, através da observacdo de indicadores
socioeconémicos e de saude, obtidos através dos questionarios. Considerando que 0 consumo
de peixe € a principal fonte de exposicdo ao Hg nesta populacdo, a amostra foi estratificada
em dois subgrupos (alta e baixa frequéncia): primeiramente, verificou-se a distribuicdo dos
individuos em funcéo dos indicadores socioecondmicos e de salde em cada subgrupo. Entre
os indicadores socioecondmicos, ndo foi observada uma distribuicdo homogénea em relacéo
ao nivel de escolaridade: maior ocorréncia de individuos com educacao basica no subgrupo de
alta frequéncia e maior ocorréncia de individuos com nivel superior no subgrupo de baixa
frequéncia (y? = 27,35; p <0,001). Este resultado pode ser explicado pelo fato que 63,4% dos
individuos do subgrupo de alta frequéncia vivem na area de varzea, onde 0 acesso ao primeiro
ciclo da educacéo fundamental é garantido pela prefeitura na maioria das comunidades, mas

para as séries seguintes é necessario o deslocamento da crianga, ou até mesmo de toda a
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familia, para areas mais distantes, o que nem sempre é possivel. Foi observado também uma
maior ocorréncia de individuos com niveis de Hg total acima de 10ug/L no subgrupo de alta
frequéncia (x> = 30,20; p <0,001). O indicador residéncia também apresentou um
desequilibrio na sua distribuicdo, visto que todos os individuos do subgrupo de baixa
frequéncia residem na area urbana de Santarém (x> = 40,02; p <0,001), com uma dieta
alimentar mais diversificada, que inclui outras fontes proteicas além do peixe. Estes dois
ultimos resultados corroboram a ideia que esta populagdo estd ambientalmente exposta ao Hg
através do consumo frequente de peixe e que tanto individuos que residem na éarea urbana
guanto na area de varzea de Santarém estardo sob risco de exposi¢do ao Hg desde que tenham
um consumo frequente de peixe. Em outras palavras, individuos residentes na regido da
varzea acabam sendo considerados mais expostos ao Hg devido a sua dieta quase que
exclusivamente baseada em peixe, mas na realidade eles ndo sdo os Unicos, de modo que
qualquer individuo residente em Santarém com habito de consumir peixe semanalmente estara
sob risco de exposi¢do ao Hg.

Uma possivel explicacdo para os altos niveis de Hg encontrados na populagdo do
Baixo Amazonas seria que o aumento do desmatamento que tem ocorrido nesta regido nos
ultimos anos devido a expansdo da pecuaria estaria contribuindo com o aumento do aporte de
Hg*™ para 0 ambiente aquatico. Além disso, por se tratar de uma planicie de inundacdo, a
varzea € alagada sazonalmente tornando-se assim um ambiente propicio para a metilacdo do
Hg, principalmente no periodo das chuvas (GUIMARAES et al., 2000; SAMPAIO DA
SILVA et al., 2008), o que estaria favorecendo a contaminacdo dos peixes também no Rio
Amazonas.

A OMS considera exposto aquele individuo que apresenta niveis de Hg no sangue
acima de 10upg/L. No presente trabalho, foi avaliada a frequéncia de ocorréncia de 20
sintomas relacionados a exposi¢do por Hg, dos quais 0os 5 mais citados na literatura sao:
tremor, perda de memdria, distdrbios do sono, diminui¢cdo da audicdo e dor de cabeca
(HARADA, 1995; GRANDJEAN et al., 2010). Entre os individuos com niveis de Hg acima
de 10pg/L, os 5 sintomas que ocorreram como maior frequéncia foram: dores musculares e
articulares, dor de cabeca, cadimbras musculares, diminuigdo da acuidade visual e desconforto
gastrointestinal. No entanto, os dados obtidos a partir dos questionarios acabaram ndo sendo
tdo informativos como era o esperado, de modo que se faz necessario uma abordagem mais
eficiente para se avaliar quais sdo os sintomas e/ou problemas de saude relacionados a

exposicao por Hg que de fato estdo acometendo estes individuos. Para isso, para 0s proximos
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estudos, alem dos questionérios serdo aplicados testes especificos para averiguar a ocorréncia
de sintomas (UNEP, 2008).

Embora a Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Doencas (ASTDR, do inglés
Agency for Toxic Substances and Disease Registry) estabelece que o nivel limiar de Hg no
sangue necessario para a manifestacdo de sintomas de toxicidade seja de 50ug/L (ATSDR,
1999), ja foi demonstrado que niveis baixos de Hg (menores que 50ug/L) podem causar
efeitos toxicos adversos a saude humana (KARAGAS et al., 2012). Apesar de 68% dos
individuos estudados neste trabalho estarem apresentando niveis de Hg entre 10-50ug/L, ndo
foi possivel estabelecer uma associagdo positiva entre a ocorréncia de sintomas e 0s niveis de
Hg com os dados aqui apresentados. Ja, 0 Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos
da América (NRC, do inglés National Research Council) recomenda um limite de exposi¢édo
de 5,8 ug/L de Hg total no sangue (NRC, 2000), um limite ainda menor do que o
recomendado pela OMS e adotado no presente trabalho, o que corrobora a ideia de que mais
estudos sdo necessarios para determinar as reais condi¢fes de saude desta populacdo. Sendo
assim, € possivel que parte da populacdo estudada neste trabalho esteja sofrendo com os danos
celulares e moleculares provocados pelo Hg, dos quais se destaca o estresse oxidativo e seu
efeito sobre as enzimas antioxidantes (GROTTO et al., 2010).

Ndo se conhece claramente um nivel exato de Hg que seja responsavel pelo
aparecimento de sintomas ou problemas de satde decorrentes deste tipo de exposi¢do. Essa
perda de homogeneidade entre os individuos em relacdo ao nivel minimo de Hg no sangue
elou cabelo necessario para desencadear efeitos toxicos pode ser explicado por fatores
externos e/ou bioldgicos que afetem tanto a toxicocinética (a movimentacao do agente toxico
no organismo, desde a sua entrada até a sua eliminacdo) quanto a toxicodinamica (alteracdes
bioguimicas, morfolégicas e funcionais que caracterizam o processo de intoxicacdo) do Hg
(LLOP et al., 2015).

Nesta perspectiva, € importante avaliar diferentes tipos de variaveis (ambientais,
epidemioldgicas e/ou genéticas) que possam explicar as diferencas de susceptibilidade de
alguns subgrupos. No presente trabalho, por exemplo, foi possivel observar que os homens
apresentam niveis meédios de Hg mais alto que as mulheres (30,4pg/L e 15,6pg/L,
respectivamente) e que os niveis de Hg aumentam com a idade (r=0,35; p = 0,0002). Outros
autores também relataram gque os homens apresentam niveis de Hg mais altos que as mulheres
(GROTTO et al., 2010; BOURDINEAUD et al., 2015) e que os niveis de Hg aumentam com

a idade. Esses resultados corroboram a ideia de que 0 sexo e a idade s@o variaveis que de
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alguma forma estdo influenciando a excrecédo e/ou retencéo do Hg. Ja foi relatado na literatura
que ratos tratados com Hg (organico e inorganico) apresentam diferencas na toxicocinética do
Hg. Ratos machos excretam Hg através das fezes mais lentamente que as fémeas (THOMAS
et al., 1987). Em relacdo a idade, a correlacdo positiva encontrada entre o aumento dos niveis
de Hg e 0 aumento da idade pode ser explicada pela capacidade bioacumuladora do Hg.

A variabilidade genética que ocorre entre populacdes pode explicar as discrepancias
observadas em relacdo aos niveis de Hg em individuos de diferentes populagcdes. Uma
determinada combinacdo de genotipos pode, por exemplo, oferecer uma eliminagdo mais
rpida do MeHg e/ou diferencas na capacidade de eliminar os EROs induzidos pela presenca
do MeHg. Individuos que possuirem essa combinacdo genotipica serdo capazes de tolerar
niveis mais elevados de Hg, podendo ndo apresentar sintomas ou problemas de salde
decorrentes desta exposicdo. Por este motivo, ndo é possivel afirmar que mesmo com a
auséncia de sintomas os individuos expostos ndo estejam sofrendo com danos celulares e/ou
moleculares causados pelo Hg.

Sendo assim, além de avaliar os niveis de Hg e o perfil epidemioldgico de populacbes
residentes em areas sob risco de contaminacdo ambiental e/ou ocupacional ao Hg, é
importante também analisar possiveis fatores genéticos e/ou nutricionais que possam estar
interagindo com o ambiente e influenciando na suscetibilidade destes individuos ao Hg
(PASSOS et al., 2003; GROTTO et al., 2010; BARCELLOS et al., 2013).

Desta forma, podemos concluir que os resultados discutidos nesta secdo fornecem
informacgdes epidemioldgicas atualizadas a respeito de uma populagdo ambientalmente
exposta ao Hg, podendo auxiliar a Secretaria Municipal de Saude a planejar acdes de salde
voltadas para a promocdo e prevencdo da salde desta populacdo, no que diz respeito a
ocorréncia de possiveis efeitos toxicos decorrentes da exposi¢cdo ao Hg. Diante do que foi
exposto, fica claro também a necessidade da continuidade deste estudo a fim de contribuir néo
s6 com a producdo de conhecimento, mas também com informacdes para acGes de vigilancia

em salde ambiental.
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5.2 — SOBRE OS EFEITOS DE POLIMORFISMOS NOS GENES GSTM1, GSTT1 e
GSTP1 EM RELACAO AOS NIVEIS DE MERCURIO NA POPULACAO DE
SANTAREM

Entre os varios genes envolvidos com o metabolismo da GSH e com o sistema de
defesa antioxidante, foram escolhidos para o presente estudo 0s genes envolvidos na
conjugacdo do complexo MeHg-GSH e na eliminacdo do Hg. Polimorfismos presentes nos
genes GSTM1 (delegdo), GSTT1 (delecdo) e GSTP1 (SNPs rs1695A>G e rs1138272C>T)
foram avaliados a fim de se determinar o efeito desses genes nos niveis do Hg.

A partir dos resultados obtidos com a genotipagem dos polimorfismos (Tabela 4.6,
capitulo Resultados) é possivel observar que entre os individuos estudados o genétipo normal
foi mais frequente que o gendtipo delecdo para os genes GSTM1 e GSTT1 e que a distribuicdo
dos genétipos nos subgrupos de alta e baixa frequéncia foi homogénea (n = 139; 32 = 0,35; p
= 0,56 e n = 139 GSTM1; %* = 0,22; p = 0,64 GSTT1). Em relacéo ao gene GSTM1, quando 0s
genotipos foram estratificados em funcéo dos niveis de Hg (tabela 4.7, capitulo Resultados), a
distribuicdo foi homogénea entre os dois subgrupos (n = 107; 2= 0,005; p = 0,95 subgrupo
de alta frequéncia; n = 32; %* = 0,13; p=0,71 subgrupo de baixa frequéncia). Para o gene
GSTT1, 12 dos individuos com delecéo no subgrupo de alta frequéncia apresentaram niveis de
Hg acima de 10ug/L enquanto apenas 01 individuo com delecdo teve niveis de Hg acima de
10upg/L no subgrupo de baixa frequéncia (tabela 4.8, capitulo Resultados). Ainda assim a
distribuicdo dos gendtipos foi homogénea entre os individuos que apresentaram niveis de Hg
acima de 10pg/L e até 10ug/L (n = 107; x2= 0,19; p = 0,66 subgrupo de alta frequéncia; n =
32; x? = 0,03; p=0,87 subgrupo de baixa frequéncia).

Em relacdo ao SNP rs1695A>G do gene GSTP1, o genotipo AG foi o mais frequente
(44,5%) na populagdo de Santarém e os trés geno6tipos apresentaram distribuicdo homogénea
entre os subgrupos de alta e baixa frequéncia (n = 144; Xz = 1,14; p=0,56). A distribuigéo dos
gendtipos entre os niveis de Hg foi homogénea (n = 112; Xz = 0,47; p=0,79). No subgrupo de
baixa frequéncia, os genotipos apresentaram uma distribuicdo homogénea visto que apenas
sete individuos apresentaram niveis acima de 10ug/L, dos quais 06 tinham gendtipo AA, 01
gendtipo AG e nenhum apresentou genotipo GG (tabela 4.10, capitulo Resultados). Para o
SNP rs1138272C>T do gene GSTP1 o gendtipo CC foi o mais frequente mas a distribuicéo
dos gendtipos entre os subgrupos de alta e baixa frequéncia néo foi homogénea (n = 144; XZ =

7,13; p=0,03). No entanto, a distribuicdo dos genotipos do SNP rs1138272C>T entre 0s niveis
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de Hg foi homogénea nos subgrupos de alta (n = 112; y* = 2,03, p = 0,36) e baixa frequéncia
(n = 32; y* = 3,06, p = 0,22). Dos 85 individuos com nivel de Hg acima de 10pg/L no
subgrupo de alta frequéncia, 65 (75,9%) apresentavam genétipo CC. No subgrupo de baixa
frequéncia a maioria dos individuos com até 10ug/L apresentaram genotipo CC (60%).

Estes resultados mostram que as frequéncias dos gendtipos estdo homogeneamente
distribuidas entre os subgrupos de alta e de baixa frequéncia, exceto para o SNP
rs1138272C>T, provavelmente devido a baixa frequéncia do alelo T observada em diferentes
populacbes (NCBI - dbSNP). Desse modo, os resultados de associagdo obtidos com a analise
de regressao linear (univariada e multivariada) ndo s&o devido ao fato dos genotipos delecéo
(GSTM1 e GSTT1), GG (rs1695) ou CC (rs1138272) serem mais frequentes no subgrupo de
alta frequéncia que é o subgrupo que apresenta os niveis mais altos de Hg e sim devido ao
efeito destes genotipos sobre a toxicocinética do Hg.

Os coeficientes obtidos com a analise de regressao linear univariada indicaram que 0s
niveis de Hg sdo maiores em individuos portadores do gendtipo delecdo no gene GSTM1 (B =
8,31; R* = 0,0323; p = 0,034) enquanto no gene GSTT1 este mesmo tipo de efeito ndo foi
observado (B = -5,80; R? = 0,101; p = 0,24). Uma possivel explicacdo para o0 mesmo nio ter
sido observado com o gene GSTT1 é que como a frequéncia do gendtipo delecdo nesta
populacdo é baixa (15,1%) talvez o nimero de individuos estudados ndo tenha sido suficiente
para demonstrar o efeito deste gene sobre os niveis de Hg. Isso foi observado anteriormente
com o gene GSTM1: com numero menor de individuos (n=98) ndo possivel observar efeito do
gendtipo delecdo sobre os niveis de Hg (MENESES et al., 2016). Isso acontece porque
existem varios fatores afetando a toxicocinética do Hg de modo que para alguns destes fatores
a sua influencia so fica evidente em amostras maiores e/ou quando analisada em conjunto
com outros fatores.

Em relacdo ao SNP rs1695A>G do gene GSTP1, o coeficiente de regressao linear
univariada obtido indicou que o gendtipo GG (modelo genético recessivo) ndo tem efeito
sobre os niveis de Hg na populacdo estudada (B = 6,98; R? = 0,0153; p = 0,14). Para 0 SNP
rs1138272C>T deste mesmo gene, a avaliacdo do efeito dos gendtipo GG (modelo genético
recessivo) sobre os niveis de Hg mostrou que este polimorfismo também nao esté relacionado
com um aumento dos niveis de Hg na populagéo estudada (B = 3,32; R* = 0,0022; p = 0,56).

Com os resultados obtidos através da andlise de regressdo linear univariada foi
possivel observar que nenhuma das variaveis genéticas apresentou um coeficiente de

determinacgéo (R?) maior que 11% (Tabela 4.11, Capitulo Resultados). A variavel delecdo do
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gene GSTM1 mesmo sendo estatisticamente significativa apresentou um R? de apenas 3%,
menor que o R das variaveis consumo de peixe (11%), sexo (10%) e idade (5,6%) que foram
as que apresentaram os maiores valores de R?. Além disso, quando comparado com o R? de
25,8% obtido na andlise de regressdo linear multivariada, o efeito isolado de cada uma dessas
variaveis sobre os niveis de Hg é baixo.

Ao avaliar o efeito dos polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sobre os
niveis de Hg através de analise de regressdo multivariada, os resultados mostraram que as
variaveis consumo de peixe ( = 14,69; p = <0,001), sexo (B = 11,55; p = 0,001), delecéo do
gene GSTM1 (B = 6,42; p = 0,06) e idade (B = 0,26; p = 0,04) foram as que tiveram mais
efeito sobre os niveis de Hg entre os individuos estudados. No entanto, nesta analise o
resultado para o gene GSTM1 né&o foi estatisticamente significativo, o que corrobora a ideia da
interacdo gene-ambiente, na qual um mesmo fator genético pode influenciar mais ou menos
0s niveis de Hg dependendo a que outra variavel ele esta associado. No caso da populacédo de
Santarém a influencia do gene GSTM1 sobre os niveis de Hg esté relacionada principalmente
com o consumo frequente de peixe, sexo e idade.

Outros autores ja publicaram resultados semelhantes no que diz respeito a encontrar
uma associacgdo positiva entre o genétipo delecdo do gene GSTML1 e o0 aumento dos niveis de
Hg. No entanto, a comparacdo é dificil visto que existem diferencas entre o tipo de
biomarcador de exposic¢do utilizado e analise estatistica realizada. A Tabela 5.1 apresenta uma
comparacdo dos resultados obtidos nesta tese para os genes GSTM1 e GSTT1 com os
resultados de cinco trabalhos encontrados na literatura, incluindo os resultados de MENESES
et al (2016), que também avaliaram o0s niveis de Hg em sangue e realizaram uma analise de
regressdo linear multivariada como o que foi utilizado no presente trabalho.

Para o gene GSTM1, os resultados aqui apresentados estdo de acordo com o que foi
encontrado por Barcelos et al. (2013 e 2015). Os resultados destes dois trabalhos sdo
provenientes da mesma amostra: 355 ribeirinhos da Bacia do Tapajés. Embora a frequéncia
genotipica do gene GSTM1 encontrada por estes autores seja semelhante ao que foi
encontrado entre os individuos analisados nesta tese, Barcelos et al. (2013 e 2015)
encontraram uma relagdo entre o genotipo delecdo e um aumento dos niveis de Hg
estatisticamente significativa ao realizar uma analise de regressdao multivariada enquanto que
no presente trabalho o efeito deste mesmo genotipo foi estatisticamente significativo apenas
na analise univariada. Oliveira et al. (2014) estudaram 88 dos individuos da amostra estudada

por Barcelos et al. (2013 e 2015) e com uma amostra reduzida ndo conseguiram demonstrar
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efeito do gene GSTML1 sobre os niveis de Hg. Algo parecido aconteceu com a populacéo
estudada no presente trabalho. Com uma amostra de 98 individuos ndo foi possivel
demonstrar o efeito do gene GSTML1 sobre os niveis de Hg (MENESES et al. 2016). No
entanto, ao analisar a amostra completa (n=144) o efeito aumentou o suficiente para se tornar
estatisticamente significativo nesta populagdo. Lee et al. (2010) também encontraram um
efeito do gene GSTM1 sobre os niveis de Hg. No entanto, estes autores estudaram o efeito dos
genes GSTM1/GSTTL1 sobre os niveis de Hg em recém nascidos com baixo peso ao nascer e

em suas maes.

Tabela 5.1 — Comparacdo de resultados obtidos para os genes GSTM1 e GSTT1 através de
analise multivariada

GSTM1 GSTT1 Referencia
N % Resultado % Resultado
delecao delecao

144 38,8 B =642 15,1 B =-6,47 Presente trabalho
p = 0,06 p=0,15

98 30,5 B =338 15,3 B =258 MENESES et al., 2016
p=0,12 p=0,35

355 36,0 B=0,17 40,0 B = 0,004 BARCELOS et al., 2015
p =0,028 p=0,96

88 34,0 B=0,21 40,0 B=0,14 OLIVEIRA et al., 2014
p=0,13 p=0,31

355 36,0 B=0,20 40,0 B =0,06 BARCELOS et al., 2013
p=0,017 p=0,47

417 59,5 B =243,8 53,2 B =-154,9 LEE etal., 2010
p =0,06 p=0,27

Em relacdo ao gene GSTT1, a populacdo de Santarém foi a que apresentou a menor
frequéncia do genotipo delecdo em comparacdo com os demais trabalhos e o efeito do gene
GSTT1 sobre os niveis de Hg ndo foi encontrado em nenhum destes trabalhos (Tabela 5.1).
Como a frequéncia do gendtipo delecdo é muito baixa entre os individuos estudados talvez
ndo seja possivel demonstrar um efeito deste genotipo sobre os niveis de Hg nesta populacéo.
Mas considerando que os demais trabalhos também n&o encontraram uma relagéo entre o gene
GSTT1 e os niveis de Hg, é possivel que outros fatores genéticos tenham mais influencia
sobre os niveis de Hg do que o gene GSTT1.

Em relacdo ao gene GSTP1, as variantes GG (SNP rs1695A>G) e TT (SNP rs1138272
C>T) tém sido associadas a um aumento nos niveis de Hg (ENGSTROM et al., 2008;

GOODRICH et al., 2012). No entanto, estes resultados ainda sdo contraditorios e necessitam
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de mais investigacOes visto que alguns autores encontram associacdo entre essas mesmas
variantes e uma reducdo nos niveis de Hg (CUSTODIO et al., 2004). Essas discrepancias
podem ser devido ao tipo de biomarcador avaliado, ao tipo de metodologia estatistica
aplicada, a fonte de exposi¢cdo ao Hg e a frequéncia do polimorfismo na populagéo estudada.
De qualquer modo, independente do resultado obtido ja estd bem documentado que da familia
GST a enzima GSTP1 € a que mais se expressa, sendo encontrada nas hemacias, na placenta,
no cérebro, no pulmao, no figado e em varios outros tecidos, e que o0s dois SNPs rs1695A>G
e rs1138272 C>T influenciam diretamente a atividade enziméatica (STRANGE et al., 2000).

Em termos comparativos foram selecionados 04 trabalhos cujos autores utilizaram o
mesmo tipo de biomarcador (sangue) e aplicaram 0 mesmo tipo de analise estatistica usada no
presente trabalho (regressdo linear multivariada) (Tabela 5.2) A maioria dos trabalhos estudou
0 SNP rs1695A>G, provavelmente porque o SNP rs1138272C>T é pouco polimorfico e
portanto menos informativo. Segundo o banco de dados dbSNP do NCBI a MAF (do inglés,
Minor Allele Frequency) da variante T é igual a 0,0335 (1000 Genomes Project). No entanto,
como a frequéncia dos polimorfismos pode variar entre as populacdes e como néo se tinha
dados anteriores sobre a frequéncia destes polimorfismos para a populagdo de Santarém, o
SNP rs1138272C>T foi incluida no estudo.

Em relacdo ao SNP rs1695A>G, assim como no presente trabalho, apenas Barcelos et
al. (2013; 2015) e Engstrom et al. (2008) avaliaram o modelo recessivo, porém, em nenhum
deles foi encontrada um efeito do genétipo GG sobre os niveis de Hg. O SNP rs1138272C>T
foi avaliado por Engstrom et al. (2008) que considerou 0 modelo dominante (CC x CT + TT)
em funcdo da baixa frequéncia do genétipo TT, mas o resultado também ndo foi

estatisticamente significativo.
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Tabela 5.2 — Comparacao de resultados obtidos para 0s SNPs rs1695 e rs1138272

GSTP1 rs1695 A>G GSTP1rs1138272 Referencia
C>T
n % Resultado % Resultado
GG TT
144 19,4 B =5,68 111 B=-7,78 Presente trabalho
p=0,17 p=0,16
355 19,0 B =-0,10 BARCELOS et al., 2015, 2013
p=0,39
88 *63 *B =-0,10 OLIVEIRA et al., 2014
p=0,49
292 9,0 =18 1,0 *$=13 ENGSTROM et al., 2008
p=0,077 p =0,061

*QOs resultados se referem ao modelo dominante e ndo ao recessivo como utilizado no

presente trabalho

Gundacker et al. (2009) encontraram evidéncias de que algumas combinacbes entre
alelos de diferentes genes podem estar associadas com o metabolismo do Hg, de modo que
ndo se pode descartar a hipdtese de que combinacdes alélicas especificas entre 0s genes
GSTM1, GSTT1 e GSTP1 ou entre eles e outros genes que ndo foram analisados no presente
trabalho possam também ter efeito sobre os niveis de Hg nesta populacdo. No entanto, a
analise destas combinacdes genéticas ndo foi avaliada visto que é necessaria uma metodologia
analitica diferente do que foi proposto para o presente trabalho.

Sendo assim, em funcdo de tudo que foi discutido nesta secdo, fica claro que ao se
avaliar a exposicdo por Hg mais importante do que o efeito individual de cada variavel é o
efeito conjunto delas. No caso da populacdo de Santarém, é possivel afirmar com base nos
144 individuos analisados neste estudo, que o consumo frequente de peixe é o principal
responsavel pelos altos niveis de Hg encontrados nesta populacdo e que esse efeito sobre o0s
niveis de Hg é ainda maior quando as variaveis sexo, idade e delecdo do gene GSTML1 sédo

consideradas simultaneamente.

53 — SOBRE OS FATORES DETERMINANTES RESPONSAVEIS PELOS ALTOS
NIVEIS DE MERCURIO ENCONTRADOS NA POPULACAO DE SANTAREM

Como discutido nas sessdes anteriores, diferentes fatores ambientais, epidemiologicos
e geneéticos foram avaliados. O que se pode destacar € que entre os individuos da area urbana

e de varzea de Santarém estudados no presente trabalho, os fatores determinantes para os altos
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niveis de Hg foram: habito frequente de consumo de peixe, nivel de escolaridade, sexo e a
delecdo do gene GSTML. A identificacdo destes fatores € importante para planejar acGes de
prevencdo de doencas e promocao de saude, no que se refere as consequéncias da exposicao
mercurial para a saide humana.

O presente trabalho é o primeiro a incluir residentes de uma area de véarzea de
Santarem localizada as margens do rio Amazonas (comunidade de Tapara Grande). Este
resultado é importante visto que por muito tempo a populacdo de Santarem deixou de ser
estudada por ndo ser considerada uma &rea sob risco da exposicao mercurial. No entanto, com
o que foi encontrado no presente trabalho é possivel afirmar que a populagdo do municipio de
Santarém esta sim sob risco dos efeitos toxicos da exposicdo mercurial incluindo as
comunidades de varzea do rio Amazonas, que até entdo ndo era considerada uma area de risco
ambiental.

Embora ndo tenha sido objetivo do trabalho avaliar os fatores responsaveis pela
contaminacdo dos rios e consequentemente dos peixes, uma possivel explicacdo para os altos
niveis de Hg encontrados na populacdo urbana e de varzea de Santarém seria 0 aumento do
desmatamento que tem ocorrido nesta regido nos ultimos anos devido & expansao da pecuéria.
N&o se pode negar que o garimpo contribuiu com um grande aporte de Hg para os ambientes
aquaticos amazénicos nos anos 70, no entanto esta pratica foi amplamente reduzida nas
ltimas décadas. Atualmente, o Hg disponivel para o processo de metilacdo no ambiente
aquatico se deve a remobilizacdo do Hg acumulado nos solos devido a erosao provocada pelo
desmatamento e pelas queimadas.

Considerando que a préatica do desmatamento continua crescendo no estado do Para é
I6gico supor que este processo de remobilizacdo do Hg tende a se intensificar ainda mais nos
préximos anos, de modo que a identificacdo precoce de fatores determinantes relacionados
aos efeitos toxicos da exposicdo mercurial para a saide humana é de extrema importancia.
Neste contexto, os resultados aqui apresentados fornecem informacdes atualizadas sobre o
perfil dos individuos expostos ao Hg nesta populag&o.

O habito frequente de consumo de peixe ja era um fator determinante esperado nesta
populacdo. O que chamou a atencgéo foi o fato que individuos da area urbana tambeém estao
apresentando niveis altos de Hg em funcdo deste habito alimentar. A maioria dos trabalhos
encontrados na literatura foca na populacdo ribeirinha, que historicamente tem um habito
alimentar quase que exclusivamente baseado em consumo de peixe. Neste sentido, o resultado

deste trabalho destaca a importancia de avaliar diferentes subgrupos populacionais, visto que
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ndo é necessario ter um consumo diério de peixe para estar exposto. A maioria dos individuos
da populacdo urbana de Santarém que apresentou niveis altos de Hg relatou um consumo de
peixe de 1 a 3 vezes por semana.

Outro fator determinante identificado no presente trabalho foi o nivel de escolaridade.
Individuos com menor nivel de escolaridade apresentaram niveis mais altos de Hg. Esse
resultado, observado principalmente entre os residentes na area de varzea, sugere uma
vulnerabilidade social relacionada a exposi¢do mercurial: individuos com menor escolaridade
possuem menos acesso ao conhecimento, e consequentemente possuem menor renda. Neste
contexto, possuem pouca informagao sobre os riscos para a saide relacionados ao consumo
frequente de peixe contaminado com MeHg, sobre a importancia da alimentacao diversificada
e balanceada e principalmente ndo possuem condi¢Ges econdmicas para consumir outro tipo
de alimento que ndo seja o peixe.

Este € um tipo de determinante social que uma vez identificado precisa ser
cuidadosamente tratado, visto suas implicac@es principalmente em termos de saide. A longo
prazo este tipo de vulnerabilidade ira refletir no estado de saude dos individuos. A perspectiva
de mudanca é baixa, o que significa dizer que esses individuos tendem a continuar
consumindo peixe, estando cada vez mais sob risco de desenvolver sintomas e/ou problemas
de saude relacionados a exposicdo mercurial. Uma vez que estes sintomas aparecem podem
reduzir sua capacidade de trabalho, comprometendo ainda mais a sua situacdo financeira, por
exemplo. Além disso, em geral estes individuos sdo usuérios do Sistema Unico de Sadde
(SUS), através das Unidades Basicas de Saude Fluvial (UBSF), de modo que as Equipes de
Saude da Familia (ESF) destinadas a trabalhar nestas UBSFs devem estar capacitadas para
identificar os sintomas e/ou problemas de saude relacionados a exposicdo mercurial.

O sexo e o fator genético sdo caracteristicas biol6gicas relacionadas com a
suscetibilidade dos individuos portadores de tais caracteristicas a apresentarem niveis mais
altos ou mais baixos de Hg em relacdo aos que ndo possuem. No caso da populacdo de
Santarém, foi identificado na amostra estudada que ser do sexo masculino e portador do
genotipo nulo para 0 gene GSTM1 aumenta a suscetibilidade dos individuos a apresentar
niveis altos de Hg. Como visto anteriormente nesta discussdo, os dados referentes as
diferengas de género e a ocorréncia da delecdo do gene GSTML1 ainda sdo conflitantes. Em
relacdo ao sexo, ainda ndo ha um consenso se 0s homens sdo de fato mais suscetivel aos
niveis altos de Hg do que as mulheres e no que diz respeito & delecdo do gene GSTM1,

embora este polimorfismo tenha papel central reconhecido na toxicocinética do Hg, a
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frequéncia deste gene varia entre os diferentes grupos étnicos, o que resulta em associaces
ora positivas ora negativas entre este gene e 0 aumento dos niveis de Hg.

Sendo assim, uma vez identificados os principais fatores determinantes responsaveis
pelos altos niveis de Hg nesta populagdo, a proxima etapa esperada planejamento de
estratégias voltadas para a promocao da salde destes individuos. Neste sentido, através desta
tese foi produzido conhecimento que pode ser utilizado, por exemplo, no planejamento de
acOes por parte das ESF que atuam nas UBSFs. Uma vez que os profissionais atuantes nas
ESFs saibam identificar os fatores determinantes e/ou os sintomas e problemas de salde
relacionados com a exposicdo mercurial aumenta a possibilidade de oferecerem aos
individuos uma assisténcia integral, minimizando assim as consequéncias da vulnerabilidade

social a qual estdo expostos.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO

Foi avaliado o perfil epidemiol6gico-molecular de uma amostra da populacdo do

municipio de Santarém e foram identificados fatores ambientais, epidemioldgicos e genéticos

relacionados a toxicocinética do Hg e ao estresse oxidativo que podem estar afetando a

susceptibilidade de alguns individuos aos efeitos toxicos da exposi¢cdo ao Hg nesta populagéo.

Em relacdo aos objetivos especificos apresentados no Capitulo 1 (item 1.3), os resultados

obtidos foram:

Os niveis de Hg foram medidos em 144 individuos residentes na area urbana e de
varzea de Santarém. A maioria dos individuos (63,2%) apresentou niveis de Hg acima
de 10ug/L, limite recomendado pela OMS, cujo nivel mediano de Hg neste subgrupo
foi de 25,4ug/L.

Participaram do estudo 72 individuos residentes na area urbana e 72 residentes na area
de varzea de Santarém, com idade média de 37,3 anos, dos quais 63,2% eram do sexo
feminino e 36,8% do sexo masculino. Em relacdo ao consumo de peixe, a maioria dos
individuos (77,8%) consome peixe frequentemente (diariamente ou até 3x por semana)
enquanto os demais (22,2%) consomem peixe uma vez por més ou ndo consomem
peixe. Dos sintomas relacionados a exposicdo mercurial, 0s 5 sintomas mais citados
entre os individuos com niveis de Hg acima de 10ug/L foram: dores musculares e
articulares (n=52), dor de cabec¢a (n=52), cdimbras musculares (n=33), diminui¢do da
acuidade visual (n=29) e desconforto gastrointestinal (n=27).

Individuos que consomem peixe frequentemente possuem niveis de Hg total mais
elevados em comparacdo aos do subgrupo de baixa frequéncia (x> = 41,68; p =
0,0001); Homens possuem niveis mais elevados de Hg quando comparado com as
mulheres (X2 = 17,45; p = 0,0001); Foi observada uma correlacdo positiva entre idade
e niveis de Hg entre individuos que consomem peixe frequentemente (r = 0,35; p =
0,0002)

Os genes GSTT1 (B = -5,80; R? = 0,101; p = 0,24) e GSTP1 (rs1695 B = 6,98; R* =
0,0153; p = 0,14 e rs1138272 B = 3,32; R? = 0,0022; p = 0,56) ndo apresentaram efeito
sobre os niveis de Hg quando analisados separadamente. Por outro lado, em relacédo ao

gene GSTM1 os resultados mostraram que individuos com gendétipo delecéo
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apresentam niveis de Hg mais altos quando comparados com 0s que possuem gendtipo
normal (B = 8,31; R* = 0,0323; p = 0,034).

e Na analise multivariada, os fatores que mais tiveram efeito nos niveis de Hg foram o
consumo de peixe (B = 14,69; p = <0,001), sexo (B = 11,55; p = 0,001), delecdo do
gene GSTM1 (B = 6,42; p = 0,06) e idade (B = 0,26; p = 0,04). No entanto, com esse
conjunto de dados ndo foi possivel demonstrar o efeito dos genes GSTT1 e GSTP1
sobre os niveis de Hg, de modo que mais estudos sdo necessarios para determinar se

estes genes estdo de fato influenciando os niveis de Hg nesta populacao.

O ambiente é um dos principais responsaveis pela saide e bem-estar humanos. Nos
ultimos anos, tem se observado uma crescente degradacdo do ambiente, comprometendo a
biodiversidade e a sustentabilidade dos recursos naturais. Na Amazonia o desmatamento é um
dos principais responsaveis pela degradacdo ambiental, com destaque para contaminagédo
mercurial dos ambientes aquéaticos e consequentemente dos peixes e seres humanos. Neste
contexto, as principais contribuicdes cientificas desta tese considerando que a mesma foi
desenvolvida no Programa de Pos Graduacdo Sociedade, Natureza e Desenvolvimento sao:

- Existem grupos mais susceptiveis e vulneraveis a exposicdo mercurial e portanto sob risco
de apresentarem problemas de salde decorrentes desta exposi¢cdo (SOCIEDADE).

- A populacdo de Santarém estd ambientalmente exposta ao Hg através do consumo de peixe
contaminado (NATUREZA).

- Desmatamento resultante da mudanca do uso da terra (agricultura e pecudria) esta
contribuindo para a degradacdo do ambiente amazénico, provocando sérios problemas de
salde para a populacdo local (DESENVOLVIMENTO).

Vale a pena ressaltar também que com os resultados obtidos através desta tese varios
outros novos questionamentos surgiram, como por exemplo:

- Que outros fatores genéticos, além do gene GSTML1, estdo associados como 0 aumento do
nivel de Hg nesta populagdo?

- As diferencas de niveis de Hg observadas entre os individuos sdo devidos a que outros
fatores?

- Qual o nivel de Hg necessario para desencadear sintomas ou problemas de saude nos
individuos desta populagado?

Uma importante questao que surgiu ap6s a analise dos resultados diz respeito ao limite

de exposigéo recomendado pela OMS: O limite de exposi¢éo de 10ug/L no sangue se aplica
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na populacdo estudada? Os critérios utilizados para estabelecer este limite atende as
particularidades da populacdo amazonica, principalmente das populacbes ribeirinhas que
possuem habitos alimentares quase que exclusivamente baseado no consumo de peixe? As
condicGes econbmicas, sociais, ambientais, climaticas e de satde das populagdes que serviram
de base para o estabelecimento deste limite sdo as mesmas da populagédo amazonica?

Neste sentido, em relacéo a trabalhos futuros, é de extrema importancia estabelecer um
limite de exposicdo que esteja de fato relacionado com as condi¢bes s6cio-ambientais e de
salde da populacdo amazbnica. Para isso se faz necessario uma avaliacdo clinica mais
especifica a fim de se determinar os sintomas e/ou problemas de salde que estdo acometendo
os individuos desta populacéo e qual o nivel de Hg necessario para desencadear tais sintomas.
Além disso, € importante avaliar outros genes envolvidos no estresse oxidativo e outras
variaveis, tais como habitos alimentares (consumo de frutas e alimentos antioxidantes) e
niveis enzimaticos que possam estar contribuindo para a diferenca de suscetibilidade aos
niveis de Hg encontrados nesta populacéo.

Em suma, com o presente trabalho foi possivel demonstrar que a populacdo de
Santarém estad ambientalmente exposta ao Hg através do consumo frequente de peixe e que
fatores como sexo, idade e a delegédo do gene GSTML1 estéo contribuindo para a manutengéo
dos niveis elevados deste metal no sangue dos individuos avaliados. Considerando que a
regido do Baixo Amazonas ndo é uma area de garimpo (onde em geral espera-se que a
populacgéo local esteja exposta), os resultados obtidos com esta tese destacam que a exposi¢éo
mercurial nesta regido € uma questdo de salde coletiva visto que existem Varios possiveis
efeitos toxicos para a salde humana decorrentes desta exposicao.

No entanto mais estudos sdo necessarios para determinar quais 0s sintomas e/ou
problemas de salde estdo acometendo a populacdo de Santarém em decorréncia desta
exposicao mercurial e para determinar se existem outros genes e/ou combinacdes genéticas
gue possam estar influenciando a toxicocinética do Hg desta populacdo na regido do Baixo

Amazonas.
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Ma regide amazdnica muitos estudos ja comprovaram a presenga de merclrio metilico e formas organicas
deste metal no meio fisico & em diversos comparfimentos dos ecossistemas aquaticos. A bicdisponibilidade
do mercdno no meic ambiente predispde as populagies humanas dessa regiac ao risco de contaminagao.
Drentre os principais mecanismos envolvidos na intoxicagao causada pelo merclno esta o estresse oxidativo
& seu efeito sobre enzimas antioxidantes. Se o dano for severs demais a5 enzimas responsaveis pelo
sisterna de defesa antionidants deixardo de funcionar ou irdo funcionar de forma inadequada. Diante disso,
toma-se necessario um estudo sobre os efeitos deste metal, ac nivel de DNA, & suas consequéncias para 3
salde humana.

Sendo assim, este projeto tem como objetive principal investigar os efeitos danosos de exposigao ao
merclrio sob os aspectos da salde humana buscando compreender o perfil epidemiologico-maolecular de
populagdes afetadas com vistas 3 agdes mitigatdrias para a diminuigdo dos riscos potenciais a salide

coletiva humana. A populag3o de estudo consiste em 100 a 200 individuos, residentes no municipio de
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Santarém-Para. Sera realizada extragdo de DMA & RMA de todos os individuos (casos e controles) e em
cada grupo sera realizada genotipagem de SMPs (HRM) e quantificagdo de mRMA (RT-gPCR). Os dados de
genotipagem e expressio génica serio comelacionados, afravés de analise de Covaridncia (AMCOVA), a
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fim de se determinar se existe associagio entre gendtipo e fendtipo. Ou sefa, verificar s alteragles nos
niveis de expressdo génica das enzimas antioxidantes (aumento ou redugdo dos niveis de mRMNA) estio
associadas a SNPs presentes nos genes que codificam estas mesmas enzimas. Sera elaborado amda um
guestionaric a fim de se obter dados que permitam tragar um perfil sdcio-econdmico dos individuos
participantes da pesguisa, além de dados

referentes a sua salde com a finalidade de tragar um perfil epidemiol&pico. Assim poderdo ser obtidos
informagies & subsidios que possam promover a salde & o bem-estar desses individuos. Desse modo, as
informagdes levantadas a partir deste projeto permiticdo o avango do conhecimento sobre os mecanismos
genético-moleculares envolvidos nas respostas fisiologicas de combate ao estresse oxidativo provocado
pelo mercdrio.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primiaric:

Investigar os efeitos danoses de exposigac ao mercinio sob os aspectos da salde humana por meio de
abordagem interdisciplinar buscando compreender o perfil epidemioldgico-molecular de populagdes afetadas
COM Vistas @ proposigac de estratégias para a diminuigdo dos riscos potenciais a salde coletiva humana.
Objetivo Secundario:

« Caracterizar o perfl epidemiclogico e identificar possiveis efeitos da exposicao a0 mercirio em trés
populagdes da bacia do rio Tapajos;- Verficar se existe associagao enre SMP's em genes que codificam as
enzimas do sistema antioxidants & a contaminagao merncurial;= Verificar se existe associag3o entre atvidads
das enzimas do sistema antioxidante {guantificacie do mRMA) e contaminagdo mercurial;- Verificar s
existe & como se da a commelagdo entre os niveis de mRMNA (express3o génica) & SNPs;» Verificar s= existe =
como s2 da.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: na pungdo venosa, ha a possibiidade de dor ou edema local. Tais riscos serdo minimizades pela
coleta realizada por profissionais especializades. Beneficios: informar se houver alguma atividade
enzimatica ou expressao génica anormal, ou nivel do mercirnio fora dos padries estipulados pela OMS, para
fazer investigagao medica a eritério do participante.

Emdamgo:  Av. Pldcdo de Casiro, 1355

Balrro:  Aparecids CEP: §8.040-090
UF: PA Munloiplo:  SANTAREM
Telefone:  [33)3512-2013 Fax: (3132788052 E-mall: mgotysfiggrmail.com
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CENTRO DE CIENCIAS

BIOLOGICAS E DA SAUDE - W
CAMPUS XII-TAPAJOS/UEPA

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

pesquisa de grande relevancia social e cientifica necessitando anda de aprimoramento na apresentacio da
proposta.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos obrigatorios foram apresentados.

Recomendagoes:

Todas as pendéncias apontadas pelo relator foram atendidas.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N3o ha pendencias.

Continuacio de Parecer: 1.127 108

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A pesquisadora deve anexar na Plataforma Brasd os relatorios parcial e final do projeto.

SANTAREM, 26 de Junho de 2015

Assinado por:
Maria Goreth Silva Ferreira
{Coordenador)
Enderego: Av. Piacido de Casyro, 1338
Balrro: Aparecida CEP: 58.040-030
UF: PA Muniolplo: SANTAREM
Telefone: (32)3512-8013 Fax: (31)3276-8052 E-mall: mgotystigmail.com
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com os critérios da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude)

Caro(a) senhor(a), vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa:

Estudo de marcadores moleculares do estresse oxidativo para avaliar a contaminacdo por

mercirio na regido do Baixo Amazonas.

JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E PARTICIPACAO DO VOLUNTARIO

Na regido amazonica muitos estudos ja& comprovaram a presenca de mercurio metalico
e formas orgénicas deste metal no meio fisico e em diversos compartimentos dos ecossistemas
aquaticos. A biodisponibilidade do mercurio no meio ambiente predispde as populacbes
humanas dessa regido ao risco de contaminagdo. Dentre os principais mecanismos envolvidos
na intoxicacdo causada pelo mercdrio estd o estresse oxidativo e seu efeito sobre enzimas
antioxidantes. Se o dano for severo demais as enzimas responsaveis pelo sistema de defesa
antioxidante deixardo de funcionar ou irdo funcionar de forma inadequada. Diante disso,
torna-se necessario um estudo sobre os efeitos deste metal, ao nivel de DNA, e suas
consequéncias para a saude humana. Sendo assim, este projeto tem como objetivo principal
investigar os efeitos danosos de exposicdo ao mercurio sob os aspectos da saude humana
buscando compreender o perfil epidemiolégico-molecular de populagdes afetadas com vistas
a acOes mitigatdrias para a diminuicdo dos riscos potenciais a saude coletiva humana. A
populacdo de estudo consiste em até 700 individuos, residentes no municipio de Santarém-
Pard. A participacdo do voluntario consiste em responder ao questionario e fornecer amostra
de sangue para as andlises de atividade enzimaética, expressdo génica e quantificacdo de

mercurio.

RISCOS E BENEFICIOS

Riscos: na pungdo venosa, ha a possibilidade de dor ou edema local. Tais riscos seréo
minimizados pela coleta realizada por profissionais especializados. Beneficios: informar se
houver alguma atividade enzimatica ou expressdo génica anormal, ou nivel do mercurio fora

dos padrdes estipulados pela OMS, para fazer investigagdo médica a critério do participante.
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GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. VVocé € livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento. A sua participacdo € voluntéaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Seu home ou o
material que indique a sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permisséo. Vocé ndo sera
identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. O TCLE sera
aplicado em duas vias e se tiver mais de uma pagina todas deverdo ser rubricadas. Uma copia

deste consentimento informado sera fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS

A participacdo no estudo ndo acarretard custos para o(a) senhor(a). Todos 0s exames serdo
realizados pelo Laboratorio de Genética e Biodiversidade da Universidade Federal do Oeste
do Pard (UFOPA) e o(a) senhor(a) podera receber ressarcimento ou indenizacdo, segundo as

normas legais, para qualquer situacdo que se sinta lesado(a).

DECLARAQAO DA PARTICIPANTE
Eu, fui

informada (0) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci

minhas duvidas. Sendo assim, autorizo a coleta, depésito, armazenamento e utilizacdo do
material bioldgico coletado que estd atrelado ao projeto de pesquisa a que se refere este
TCLE, segundo Resolucdo CNS 441/11 e Portaria MS 2.201/11. Estou ciente que em
qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e motivar minha decisdo se assim o
desejar.

Em caso de duvidas poderei contatar a doutoranda Heloisa do Nascimento de Moura Meneses
no telefone (93) 9140-9627 ou no Laboratério de Genética e Biodiversidade — UFOPA -
Campus Tapajos - Av. Vera Paz, s/n° - Santarém — Para - CEP: 68.040-060 - Fone: (93) 2101-
4943 ou podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UEPA/STM.
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Universidade do Estado do Para - UEPA, Av. Placido de Castro, 1399 - Bairro de Aparecida,
CEP: 68040-090, fone: (93) 3512- 8000 e 3512-8013.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

davidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data
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ANEXO I11
QUESTIONARIO
* ldentificacao

Nome: Amostra n°

Coleta de material: Sangue ( ) Saliva( )
Data de Nascimento: /  /

Sexo: Masculino ( ) Feminino ( )

Cor: Branco ( ) Pardo ( ) Negro ( ) indio ()
Local de nascimento:

Estado civil: Solteiro ( ) Casado ( ) Viavo ( ) Divorciado ( ) Unido Estavel ()
Grau de escolaridade: Ensino Fundamental Incompleto ( )

Ensino Fundamental Completo ( )

Ensino Médio Incompleto ( )

Ensino Médio Completo ( )
Superior Completo ( )
Superior Incompleto ()

Pds-graduacdo ( )

N&o estudou ( )

Endereco Atual:
Bairro: Municipio:
Tempo de permanéncia no local atual:
Morava antes em outro lugar: Ndo ( ) Sim ()

Onde?

Quantas pessoas moram na casa: Adultos Criancas
Dessas quantas exercem trabalho remunerado:
Quantos filhos:

» Apenas para Mulheres com filhos

Tipo do Parto: Normal ( ) Cesarea ( )
Fez pré-natal? Nao ( ) Sim ( ) Onde?
Teve algum aborto esponténeo: Nao ( ) Sim ( ) Quantas vezes?
Tipo de gravidez: ( ) gravidez pré-termo (menos de 37 semanas de gestacao)
( ) gravidez a termo (37 a 41 semanas de gestacao)
() gravidez pds termo (com 42 ou mais semanas de gestacéo)
Fumou durante a gravidez? N&o ( ) Sim ( ) Frequéncia:
Consumiu bebida alcodlica durante a gravidez? N&o ( ) Sim ( ) Frequéncia:
Consumiu drogas durante a gravidez? N&o ( ) Sim ( ) Frequéncia:
Teve algum problema de satide durante a gravidez? Nao ( ) Sim ()
Qual?
A crianca nasceu com alguma doenca congénita? Nao ( ) Sim ()
Qual?
Peso da crianga ao nascer: () baixo peso (>25009)
() peso adequado
() excesso de peso (<40009)
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« Historico Ocupacional

Profisséo:

Trabalhou com Mercurio? Nao ( ) Sim ()

Quando?

Trabalhou com queima de ouro (garimpo)? Nao ( ) Sim( )
Por quanto tempo? Quando?

Onde?

Outras atividades Anteriores:

» Habitos Alimentares
Consome peixe habitualmente? N&o ( ) Sim ( )
Consome: ( ) Todo dia( ) 3x por semana ( ) 1x por semana () acada 15 dias
() uma vez por més ( ) raramente

Vocé sabe a procedéncia do peixe? N&o ( ) Sim ()

Qual?

Da lista a seguir quais peixes vocé consome com mais frequéncia?

( ) Pescada ( ) Aracu () Tucunaré
( ) Branquinha ( ) Piranha () Surubim
() Caratinga ( ) Charuto ( ) Matrincha

() Pacu ( ) Tambagqui () Traira

() Curimaté () Sardinha () Acari

( ) Mapara ( ) Dourada () Pirapitinga
( ) Piaba () Tilapia ( ) Pirarucu
() Atum () Sardinha () Salméo
Outros

Da lista a seguir quais alimentos vocé consome frequentemente (pelo menos uma vez por

semana)?

( ) Abdbora ( ) Beterraba ( ) Brdcolis

() Cenoura () Couve () Ervilha

( ) Espinafre () Tomate ( ) Gérmen de trigo
() Nozes ( ) Berinjela () Aveia

() Lentilha ( ) Améndoa ( ) Castanha do para
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Qual outro alimento consome além de peixe e em que frequéncia?

Todo dia

3 x por
semana

2 X por
semana

1 x por
semana

15 dias

Raramente

Nunca

Farinha

Feijéo

Arroz

Ovos

Carne

Frango

Café

Leite

Legumes

Vegetais

Cereais

Que frutas e/ou suco de frutas consome e em que frequéncia?

Todo dia

3 X por
semana

2 X por
semana

1 x por
semana

15 dias

Raramente

Nunca

Laranja

Maca

Fruta do conde
(Ata)

Banana

Tangerina

Carambola

Muruci

Goiaba

Cupuacu

Acerola

Tapereba

Caju

Jambo

Ameixa

Acai

Roma

Limao

Morango

Meldo

Manga

Uva roxa

Cacau

Mamao papaia




« Saude

E fumante? Nao ( ) Sim ()

Quantos cigarros por dia?

Ha quanto tempo?

90

Consome bebidas alcodlicas? N&o () Sim ()

Que bebidas alcodlicas consome, em que frequéncia e quantidade?

Quantidade

Todo | 3 xpor 1 x por Ix por | (Dose, Tulipa, Lata, Copo, Taca,
dia semana | semana | 15 dias més Garrafa ou Lata)
Cerveja
Cachaca
Vinho
QOutros

Ja fez tratamento dentario com amalgama? N&o ( ) Sim ( ) Quando?
Por quanto tempo utilizou e/ou usa amalgama?

A familia recebe visita de agente comunitario de satde? Nao ( ) Sim ()

Com que frequéncia?
Quando um adulto ou crianga fica doente onde procuram assisténcia?

Vocé faltou no trabalho por problemas de satde este ano? Néo ( ) Sim( )

Qual?

Das doencas abaixo, quais vocé ja teve e/ou tem?

() AIDS
() Catapora
() Coqueluche

( ) Doenga de Chagas

() Esquistossomose
( ) Filariose

() Hantaviroses
() Hepatite C

() Leshimaniose Visceral

() Leptospirose
() Raiva
() Tétano

( ) Amebiase
() Caxumba

( ) Dengue

( ) Encefalite

( ) Febre amarela

( ) Giardiase
() Hepatite A
( ) Hepatite D

() Ascaridiase
() Célera
( ) Difteria

( ) Enterite

() Febre tifoide
( ) Hanseniase

( ) Hepatite B
( ) Herpes

() Leshimaniose Tegumentar
( ) Maléria
( ) Rubéola
( ) Toxoplasmose

Vocé ja teve algum tipo de doenca crénica?

( ) AVC (trombose)
( ) Céancer

() Asma
() Cirrose

() Doencas do coracéo

(') Insuficiéncia RenalOutros:

( ) Meningite
() Sarampo
() Tuberculose

( ) Bronquite
( ) Diabetes

( ) Esclerose Mdltipla ( ) Hipertensé&o arterial

Vocé j& teve algum tipo de doenca do sistema nervoso e/ou motor?

( ) Esclerose Lateral Amiotroéfica

( ) Distrofia
Outros:

( ) Alzheimer
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Possui algum destes sintomas e em que frequéncia?

Todo | 3 xpor 1 x por 15 dias

. Raramente | Nunca
dia semana semana

DistUrbios do sono

Dor de cabeca

Fadiga

Dificuldade de concentracdo

Depressdo

Perda de memoria

Diminuicdo da coordenacgdo
motora fina

Dores musculares e
articulares

Caimbras musculares

Desconforto gastrointestinal

Frequéncia cardiaca alterada

Hipertensdo

Tremor

Dorméncia ou formigamento
em torno da boca

Dorméncia ou formigamento
nas maos e pés

Dificuldade para caminhar

Dificuldade na fala

Diminuicéo da acuidade
visual

Movimento anormal dos olhos

Diminuicdo da audicgéo
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ANEXO IV

Resumo do artigo submetido a Revista Brasileira de Epidemiologia (RBEPID-2016-0048)

PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE UMA POPULACAO AMBIENTALMENTE EXPOSTA
AO MERCURIO NA REGIAO DO BAIXO AMAZONAS

EPIDEMIOLOGIC ASSESSMENT OF A POPULATION ENVIRONMENTALLY
EXPOSED TO MERCURY IN THE LOW AMAZON REGION

Heloisa do Nascimento de Moura Meneses*?
Amanda Chianca Neves*?

Roseane Batista Costa®*

Ricardo Bezerra de Oliveira®®

Anderson Alvarenga de Moura Meneses™"®
Delaine Sampaio da Silva®*°

Luis Reginaldo Ribeiro Rodrigues"*®®

1. Programa de P6s Graduacdo em Sociedade Natureza e Desenvolvimento (PPGSND) —
Universidade Federal do Oeste do Pard (UFOPA)

. Laboratério de Genética e Biodiversidade (LGBio/UFOPA)

. Bacharelado em Biotecnologia - Instituto de Biodiversidade e Florestas (IBEF/UFOPA)

. Bacharelado em Farmécia, Instituto de Saude Coletiva (ISCO/UFOPA)

2
3
4
5. Laboratdrio de Bioprospeccao e Biologia Experimental (LaBex/UFOPA)
6. Programa de Pds Graduacdo em Biociéncias (PPGBIO — UFOPA)

7. Laboratdrio de Inteligéncia Computacional (LabIC/UFOPA)

8. Programa de Pos Graduagdo em Recursos Naturais da Amazonia (PPGRNA - UFOPA)

9. Centro de Formacéo Interdisciplinar (CFI/UFOPA)

10. Programa de Pos-graduacdo em Sociedade, Ambiente e Qualidade de Vida (PPGSAQ -

UFOPA)
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RESUMO

Introducdo: O mercurio (Hg) é considerado um dos metais pesados mais tdxicos para o
ambiente e para a saude humana. Na Amazonia a exposic¢do ao Hg é diretamente relacionada
ao consumo de peixe e uma das formas de se avaliar os efeitos desta exposi¢do € através da
quantificacdo dos niveis de Hg no sangue. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar o perfil epidemiolégico de uma populacdo da mesorregido do Baixo
Amazonas (PA) e determinar se a mesma estd ambientalmente exposta ao Hg. Metodologia:
Participaram do estudo 144 individuos residentes na area urbana e de varzea de Santarém
(PA). Foi realizada uma anélise descritiva de informagdes socioecondmicas e de salde obtidas
através de questionario e uma avaliacdo da relagdo entre os niveis de Hg e frequéncia de
consumo de peixe. Resultados: Os individuos que consomem peixe frequentemente
apresentaram maiores niveis de Hg em relagdo aos que ndo consomem frequentemente (y2 =
41,68; p = 0,0001) e esses niveis aumentam com a idade (r = 0,35; p = 0,0002). Também foi
possivel observar que os homens possuem niveis mais elevados de Hg quando comparado
com as mulheres (2 = 17,45; p = 0,0001). Discussdo: Poucos estudos anteriores foram
realizados na regido do Baixo Amazonas e nossos resultados demonstraram que nao é preciso
morar em uma area proxima ao garimpo para estar exposto ao Hg. Conclusao: A populacédo
de Santarém esta exposta ao Hg através do consumo frequente de peixe e 0s niveis de Hg
encontrados sao suficientes para desencadear efeitos toxicos adversos a saude humana.

Palavras-chave: Mercurio, Exposicdo ambiental, Saide ambiental, Baixo Amazonas
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ANEXO V

Resumo submetido ao 9th Congress of Toxicology in Developing Countries / XI1X Congresso

Brasileiro de Toxicologia

OXIDATIVE STRESS MOLECULAR MARKERS EVALUATION AND
EPIDEMIOLOGIC ASSESSMENT OF SUBJECTS ENVIRONMENTALLY
EXPOSED TO MERCURY IN THE EASTERN AMAZON

Meneses H.N.M."?, Neves A.C.2, da Costa F.A.A.2, Silva C.D.L.23, Oliveira R.B.%* Meneses
A.A.M.'® Sampaio da Silva D.°, Rodrigues L.R.R.}?3

postgraduate Program in Society, Nature and Development, Federal University of Western
Para (UFOPA); 2Laboratory of Genetics and Biodiversity (UFOPA); *Postgraduate Program
in Biosciences (UFOPA); “Laboratory of Bioprospection and Experimental Biology
(UFOPA); *Laboratory of Computational Intelligence (UFOPA); *Center of Interdisciplinary
Formation (UFOPA)

Introduction: In the present study we report mercury (Hg) levels, evaluate polymorphisms
related to the oxidative stress genes and perform an epidemiologic assessment in a population
sample from Santarém municipality, located in the lower Amazonas river region. The subjects
are environmentally exposed to Hg contamination by the intake of fish.

Objective: Evaluation of the total Hg levels, in sample populations from urban and riverside
(Santa Maria do Tapard) communities, in association to factors such as age, sex, and the
frequency of fish intake, as well as the occurrence of deletions in oxidative stress-related
genes (GSTM1 e GSTT1).

Materials and Methods: Volunteer subjects were recruited (n = 98; 30 male and 68 female),
18 — 81 years old, living in the urban area (64.3%) and at a riverside community (35.7%). The
study was approved by the Ethics Committee of Para State University and all the participants
gave written consent. The study subjects filled out a health/lifestyle questionnaire. Blood
samples were collected and total Hg blood concentration was determined in the DMA-80
Direct Mercury Analyzer (Milestone). GSTM1 and GSTT1 deletions were genotyped using
multiplex PCR. Two subgroups were determined by the frequency of fish intake (high and
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low frequency) and three possible relationships were investigated: (a) Hg levels and
frequency of fish intake; (b) Hg levels and genotypes; and (c) Hg level and age only for
subjects with higher frequencies of fish intake. Respectively, for each assessment: (a) since
the variances within the subgroups were not approximately equal, the ANOVA could not be
used, then a Kruskal-Wallis test was performed; (b) the ANOVA was performed; and (c) an
analysis of correlation was performed.

Results and Discussion: (a) In relation to the fish intake, a significant statistical difference
between the Hg level was observed (x* = 30.167; p = 0.0001); (b) in relation to GSTM1 and
GSTT1 deletions, no statistical difference between Hg level was observed (respectively: F =
2.00, p =0.1624 and F = 1.14, p = 0,2896) within the high fish intake frequency subgroup; (c)
for the 66 individuals within the high frequency subgroup, a positive correlation between age
and Hg level was calculated (r = 0.39; p = 0.0014), and the correlation coefficients were also
positive for stratified groups of 46 females (r = 0.36; p = 0.0141) and 19 males (r = 0.54; p =
0.0180).

Conclusion: Our results demonstrate that individuals at the eastern Amazon are
environmentally exposed to Hg due to high fish intake frequency, reaching high levels of Hg
in blood (above 10ug/L). Within the high level frequency group, the GSTM1 and GSTT1
deletions were not related to the Hg levels however a positive correlation between age and Hg

levels was found.

Acknowledgment: The present research is funded by FAPESPA (Project no. 170/2014),
CAPES (Project CSF-PVE's no. 88881.030472/2013-01 and Project CSF-PVE's no.
88881.030.467/2013-01), and PPGSND-UFOPA.
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ANEXO VI

Resumo do artigo aceito na SM Journal of Public Health and Epidemiology - Special Article:

Heavy Metals and Health

MERCURY LEVELS AND GLUTATHIONE S-TRANSFERASE POLYMORPHISMS
EVALUATION IN A POPULATION OF THE LOW AMAZON, BRAZIL
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Felipe Afonso dos Anjos da Costa®*
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4 — Postgraduate Program in Natural Resources of the Amazon (PPGRNA - UFOPA)

5 - Laboratory of Bioprospection and Experimental Biology (LaBex - UFOPA);

6 - Postgraduate Program in Biosciences (PPGBIO — UFOPA)

7 - Laboratory of Computational Intelligence (LablC - UFOPA);

8 - Center of Interdisciplinary Formation (CFI - UFOPA)

9 - Postgraduate Program in Society, Environment and Quality of Life (PPGSAQ - UFOPA)

ABSTRACT
Mercury (Hg) is considered one of the most dangerous toxic metals to the

environment and to human. High Hg level may induce different types of toxic effects on

human health and the main target is the central nervous system (CNS). One of the main
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mechanisms involved in neurotoxicity caused by Hg is the oxidative stress and its effect on
antioxidant systems. Currently it is known that deforestation is one of the main reasons for the
high levels of Hg in the aquatic ecosystems in Amazon. However, to the best of our
knowledge, there are no recent investigations that evaluate the Hg exposure in a human
population of the Low Amazon region. The present work aims to fill the gap of the lack of
information related to how the urban and floodplain populations of Santarém city (Para state,
Brazilian Amazon) is affected by Hg exposure, also investigating the GSTM1 and GSTT1
polymorphisms for the population studied. Our results show that the individuals studied are
environmentally exposed to Hg exposure due to the fish intake. Additionally, the analysis of
our data suggests that fish intake, age, and sex are more relevant for prediction of Hg level in
blood than the polymorphisms of GSTM1 and GSTT1 genes.
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