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1 | Apresentacao

Casa de For¢a da Margem Direita e
Vertedouro Principal da UHE Jirau.




A Usina Hidrelétrica (UHE) Jirau foi implan-
tada no local denominado Ilha do Padre, a
120 km medidos ao longo do Rio Madeira da
cidade de Porto Velho, capital do estado de
Rondoénia. A Usina possui capacidade insta-
lada de 3.750 MW, suficiente para abastecer
mais de dez milhdes de residéncias. A Energia
Sustentdvel do Brasil (ESBR), concessiondria da
UHE Jirau, tem como objetivo fornecer energia
barata, limpa e renovdvel, com o menor impacto
socioambiental.

Para desenvolver este projeto foi criada a
rede de pesquisa e desenvolvimento tecnold-
gico formada pela Fundacgdo Universidade de
Brasilia (UnB), Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Instituto de Pesquisa da Amazonia
(INPA), Pontificia Universidade Catdlica
de Goids (PUC Goids) e a Venturo Andlises
Ambientais em parceria com a ESBR, segundo
regulamentos estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Energia Elétrica (ANEEL), que se
engajaram no projeto de pesquisa e desenvol-
vimento tecnoldgico intitulado “Biomarcadores
de Toxicidade do Merciirio Aplicados ao Setor

Luiz Fabricio Zara
Coordenador da Equipe
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Hidrelétrico na Regido Amazénica (PD-6631-
0001/2012)”. O projeto estd inserido no tema
meio ambiente, subtema MAO3 - Estudos de
toxicidade relacionados a determinacdo da
qualidade da dgua em reservatorios e na fase
proposta para desenvolvimento dentro da
cadeia da inovacdo classificada como pes-
quisa aplicada, sendo que o produto gerado
pode ser um conceito oumetodologia. O projeto
estd voltado a deteccdo e avaliagdo de possi-
veis biomarcadores da toxicidade do merciirio
por meio de protetnas associadas ao merciirio,
bem como elucidar e ponderar as fontes natu-
rais e antrépicas do mercurio em rios de inte-
resse do setor elétrico na Amazonia.

Este documento tem como objetivo principal
divulgar, tanto para a comunidade cientifica,
como para a sociedade em geral, os principais
produtos que foram gerados neste projeto, per-
mitindo de modo transparente e bastante sin-
tético, avaliar o retorno social que o investi-
mento feito neste projeto pode trazer para toda
a sociedade, em especial para o Setor Elétrico
Brasileiro.

Augusto R. Borges
Gerente do Projeto
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O projeto de pesquisa e
desenvolvimento

Cachoeira do Jirau,
Rio Madeira / Rondonia.




O projeto foi estruturado tendo como base
os eixos temdticos (I) aspectos ambientais,
(I1) metalomica e ictiofauna e (I1I) metalomica e
leite materno.

No eixo Aspectos Ambientais foram desen-
volvidas 01 dissertacdo de mestrado e 03 teses
de doutorado abordando a temdtica do estoque
de mercurio e o potencial de metilacio em solos
e sedimentos em dreas a serem inundadas para
aproveitamento hidrelétrico, bem como o pro-
cesso de metilacdo mediado por macrdéfitas
aqudticas.

No eixo Metaldmica e Ictiofauna foram desen-
volvidas 03 dissertacoes de mestrado e 05 teses de
doutorado dedicadas a identificagdo de metalo-
proteinas candidatas a biomarcadores da toxici-
dade do mercurio nos tecidos muscular e hepdtico
das espécies de dourada, pacu, jaraqui, filhote,
curimati, barba chata e tucunaré, sendo estas

de relevante consumo para populacio da regido
Amazoénica.

No eixo Metalomica e Leite Materno foram
desenvolvidas 02 dissertacdes de mestrado e
01 tese de doutorado direcionadas para a quan-
tificacdo de mercurio em leite materno e possi-
veis metaloproteinas nas comunidades do alto Rio
Madeira e médio Rio Negro.

A metodologia de formacdo de recursos
humanos deste projeto foi pautada no ensino
cooperativo, sendo que todos os pés-graduandos
desenvolveram atividades nas diferentes insti-
tuicoes participantes, possibilitando uma ampla
troca de experiéncias, alicercando a construcio
do conhecimento sobre as questdes do ciclo
hidrobiogeoquimico do mercurio na Amazonia
e seus diversos reflexos nas populacdes ribeiri-
nhas, sempre associadas ao desenvolvimento do
setor hidrelétrico na Amazonia. O

Figure 1 Os eixos tematicos

abordados no projeto de P&D.

Aspectos Metaldomica e Metalomica e
ambientais ictiofauna leite materno
0] (1 ()
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EI Breve historico do
mercurio na Amazonia

Comunidade no Distrito
de Abuni / Ronddnia.




O ciclo biogeoquimico do mercurio contempla as
fontes naturais e antrépicas do metal, bem como
o0s processos bidticos e abidticos que ocorrem
nos distintos reservatdrios e que determinam o
transporte e fixacio das formas idnicas em algum
receptor final. Uma vez nos corpos aqudticos, o
mercurio oriundo da deposicio atmosférica ou
de outras fontes antrépicas na forma inorganica
poderd ser transformado, assimilado pela biota,
adsorvido no material particulado suspenso
ou de fundo, ou ser exportado para a atmos-
fera. Estes processos sdo determinados princi-
palmente pelas caracteristicas fisico-quimicas
da d4gua bem como pela hidrodinamica do corpo
aqudtico. Investigacdes detalhadas das emissoes
de mercurio na interface 4gua/atmosfera sobre
a bacia do Rio Negro mostram que as emissoes
de mercurio pelo processo de difusdo na inter-
face dgua/atmosfera sdo da ordem de 60 vezes
inferior a quantidade de mercurio que deposita
na bacia por via umida atmosférica. Isso implica
que a bacia Amazonica funciona como um grande
depositdrio de mercurio, sendo que a exportacio
do metal se dd em grande parte pela calha do rio,
com forte associacdo ao material particulado e &
hidrodinamica.

Na Amazonia, os altos teores de mercurio
encontrados em solo, sedimentos, peixes e seres
humanos foram inicialmente atribuidos indis-
criminadamente a atividade do garimpo de ouro.
Entretanto, estudos recentes mostraram que as
altas concentracoes de mercurio nos comparti-
mentos abiéticos e bidticos sio também encon-
tradas em regides sem fontes antrépicas. O fato
¢ que independentemente da fonte de conta-
minacio, estudos relacionados a elucidacio dos
mecanismos de toxicidade humanos do mer-
curio na ictiofauna e nas populagoes ribeiri-
nhas, sdo de fundamental importancia para o
desenvolvimento do setor hidrelétrico na regido
Amazo6nica com responsabilidade socioam-
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biental de forma a melhor subsidiar os estudos
de EIA-RIMA.

O desenvolvimento do setor hidrelétrico na
Amazoénia tem despertado discussdes cienti-
ficas sobre os possiveis processos de remobili-
zacdo e biodisponibilidade das espécies de mer-
curio em reservatdrios artificiais. Estudos em
diversos reservatérios brasileiros no Sudeste e na
Amazoénia tém demonstrado que o mercurio asso-
ciado ao material particulado em suspensao, sedi-
mentos e plancton apresenta-se especialmente
em sua forma inorgénica no inicio dos reservato-
rios, alterando-se com o tempo em um gradiente
crescente na forma organica.

A ingestdo de alimentos (principalmente a
ingesta de peixes) € a principal via de possivel
contaminagio por metilmercurio (estdvel no
organismo e acumulativo) nos seres humanos.
Nos peixes adultos, entre 80 - 98% do mer-
curio estd presente na forma de metilmercurio.
O aumento da concentragido de mercurio em
peixes coletados em reservatdrios recém-cons-
truidos foi pioneiramente nos Estados Unidos
da América, no reservatério Willard Bay, onde
valores de mercurio no tecido muscular atingiram
valores elevados. Os elevados valores do metal no
tecido muscular pés-enchimento podem durar de
5 até 30 anos, embora a literatura internacional
use um intervalo de tempo de 10 (dez) anos como
estimativa média. Os pontos que merecem ser
considerados na tentativa de se avaliar os pro-
cessos responsdveis pelo aumento na biodispo-
nibilidade de mercurio nestes corpos aqudticos
estdo associados a4 quantidade e a qualidade da
matéria organica que aporta do sistema oriundo
da inundacio das dreas sem a cobertura vegetal
natural e que afeta a atividade microbiana, o
estoque de mercurio presente tanto no solo como
nabiomassa a ser inundada e as taxas de sedimen-
tacdo no reservatorio, que se traduz em veloci-
dade de remocao da carga organica.

n
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Neste cendrio a Metaldémica, drea cientifica
proposta recentemente, apresenta-se como uma
proposta inédita e inovadora para o desenvolvi-
mento de biomarcadores da toxicidade do mer-
curio associados as metaloproteinas contribuindo
na elucidacio dos aspectos fisioldgicos e funcio-
nais responsdveis pelo transporte de mercurio na
biota e nos seres humanos.

Atecnologia atualmente aplicada ao monitora-
mento das espécies de mercurio demanda estudos
temporais e espaciais relativamente longos para
aavaliacdo fidedigna dos impactos socioambien-
tais gerados pelos reservatdrios artificiais do setor

hidrelétrico. Neste sentido, o desenvolvimento
de novos e confidveis biomarcadores, tais como
os biomarcadores metalomicos da toxicidade
do mercurio na ictiofauna e nos seres humanos
deverdo servir como indicadores sentinelas da
saiude ambiental, cumprindo um importante
papel de identificar preventivamente possiveis
riscos da exposi¢cdo humana ao metal e, conse-
quentemente, possibilitando implementar acdes
preventivas de modo rdpido, protegendo assim as
populacoes das dreas de influéncia direta e indi-
reta dos reservatérios de hidrelétricas na regido
Amazoénica. O
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4 | Aspectos ambientais do
mercurio na Amazonia
(Eixo I)
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Considerando a importancia dos solos, sedi-
mentos e da matéria organica como os prin-
cipais sumidouros e reservatérios de espé-
cies metdlicas nos ambientes aqudticos, atu-
ando como reatores biogeoquimicos em vdrios
processos ambientalmente importantes, tais
como armazenamento e/ou biodisponibili-
zacdo e transferéncia dessas espécies para a
coluna d’dgua, a questio estratégica referente ao
conhecimento da riqueza dos recursos naturais
da Amazodnia e a expansio do setor hidrelétrico
nesta regido, no eixo Aspectos Ambientais, os
estudos foram feitos em amostras de dgua, sedi-
mentos, solos e substancias humicas extraidas
de sedimentos. Estas matrizes foram coletadas
em solos e mananciais representativos dos trés
diferentes tipos de 4gua da regiio Amazonica, ou
seja, dguas claras do Rio Tocantins (GO); dguas
brancas do Rio Madeira (RO) e dguas pretas do
Rio Negro (AM).

Nas mesmas condicdes experimentais, amos-
tras de solos favorecem menos a metilacio do
mercurio que amostras de sedimentos, indepen-
dentemente da presenca ou nio de macrdfitas.

Quanto ao potencial de metilacdo do metal
em amostras de dgua, caracterizou-se que, nas
mesmas condi¢des experimentais, a formacio de
espécies organicas foi maior nasamostras de dguas
pretas, seguidas das dguas brancas e claras, res-
pectivamente. Portanto, naregido Amazoénica, as
dguas pretas sdo as mais favordveis para a meti-
lacdo do mercurio.

Com relacdo aos ensaios com macrdfitas aqud-
ticas verificou-se que estas contribuiram para
aumento da formacio de merctirio organico nas
dguas claras (Rio Tocantins) e 4guas brancas (Rio
Madeira). Entretanto, ndo influenciam na for-
macido de mercurio organico em dguas pretas
(Rio Negro). Neste caso, as caracteristicas fisico-
-quimicas da amostra de d4gua predominaram em
relacio a presenca das macrdofitas.

As condigoes favordveis para metilacdo do
mercurio estdo relacionadas com as carac-
teristicas fisico-quimicas dos mananciais.
Comparando os trés tipos de dgua, a amostra do
Rio Negro possui maior quantidade de carbono
organico total, menor condutividade elétrica,
pH mais dcido, maior concentragio de oxigénio
dissolvido e aparentemente, ao final dos ensaios,
mais espécies reduzidas que as amostras dos rios
Tocantins e Madeira.

Quanto a distribuicdo de cobre, chumbo e mer-
curio totais, em fracdes de sedimentos de manan-
ciais dos trés diferentes tipos de dguas da bacia
Amazonica e também a distribuicio dessas espé-
cies em substancias humicas, extraidas dessas fra-
¢des, o tratamento estatistico nio caracterizou
diferencas significativas entre os resultados em
funcio da sazonalidade.

Caracterizaram-se as seguintes ordens decres-
centes de concentracoes médias para as respec-
tivas espécies nos sedimentos: Cu e Pb - dgua
branca (Rio Madeira) > 4gua clara (Rio Tocantins)
> dgua preta (Rio Negro). Para mercurio: dgua
preta> dgua clara> dgua branca. Caracterizou-se
que, substancias humicas extraidas das fracoes
de sedimentos coletados no rio de dgua preta
tém maior concentracio de carbono organico
total e mercurio total que aquelas extraidas dos
sedimentos coletados nos reservatérios de dgua
branca e dedgua clara. Aqui é preciso ter em conta
queaatividade garimpeira intensa no Rio Madeira
nio se verifica no Rio Negro.

As maiores concentragdes de merctirio total
nas substancias himicas extraidas dos sedi-
mentos foram determinadas nas fragdes granulo-
métricas menores para o Rio Negro (dgua preta).
Por outro lado, nos reservatdrios de 4gua branca
(Rio Madeira) e d4gua clara (Rio Tocantins) foram
caracterizadas maiores concentragdes de mer-
curio total nas substancias humicas extraidas de
fragdes com maiores granulometrias.

BIOMARCADORES DE TOXICIDADE DO MERCURIO APLICADOS AO SETOR HIDRELETRICO NA REGIAO AMAZONICA



Os estudos evidenciaram que as particulas
minerais (areia, silte e argila) e o teor de matéria
organica influenciaram fortemente na distri-
bui¢io do mercurio 14bil (HgL) no sedimento,
sendo que os metais e a matéria organica sio pre-
ferencialmente adsorvidos na fracio fina do sedi-
mento, enquanto que a fracdo granulométrica
areia possui baixo potencial para adsorver metais
devido a sua menor drea de superficie.

Independentemente da fonte de contami-
nagio, estudos relacionados a elucidacao da
dinamica/distribuicdo de metais potencial-

BIOMARCADORES DE TOXICIDADE DO MERCURIO APLICADOS AO SETOR HIDRELETRICO NA REGIAO AMAZONICA

mente téxicos em rios e reservatorios artificiais
da bacia Amazonica, sdo de fundamental impor-
tancia, por exemplo, para o desenvolvimento do
setor hidrelétrico com responsabilidade socio-
ambiental. Cabe ressaltar que estes pardmetros
raramente sdo avaliados por pesquisadores bra-
sileiros, e que sdo de importancia estratégica nao
apenas no cendrio internacional, mas principal-
mente para nortear o manejo adequado destes
recursos dentro de um novo modelo econémico
para as préximas décadas, bem como dar subsi-
dios cientificos aos érgaos licenciadores. O
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A ciéncia da metalomica e

ictiofauna (Eixo II

A

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - IB/UNESP,
\ i . Botucatu - SP.




A metaldémica é um campo de pesquisa que deve
estar relacionada com a genoémica e a protedmica,
poisasintese e as fun¢des metabdlicas dos genes e
das protefnas no ocorrem sema presenca de fons
metdlicos ou metaloenzimas, que sdo metalopro-
tefnas que atuam como catalisadores biol6gicos
naregulacio das reacoes biolégicas e das funcdes
fisiol6gicas em células e 6rgaos. A metalomica tem
como objetivos a verificacio da distribuicdo das
espécies metdlicas e metaldides, bem como a elu-
cidagio dos aspectos fisioldgicos e funcionais das
biomoléculas que contenham fons metdlicos em
suas estruturas, tais como as metaloproteinas e
as proteinas ligadas a metais. Na metalomica, sdo
definidos como metalomas, os fons metdlicos ou
espécies metaldides presentes em sistema biol6-
gico (células, tecidos, fluidos ou organismos), na
forma livre ou complexado.

Uma das mais importantes tecnologias anali-
ticas para estabelecer a metaldmica como ciéncia
dos biometais € a especiacdo quimica paraa iden-
tificacdo especifica de metalomas bioativos, uma
vez que a identificacdo dos metalomas e a eluci-
dacdo de fung¢des bioquimicas ou fisioldgicas nos
sistemas bioldgicos sdo alvos da metaldomica.

O estudo do metaloma pode fornecer infor-
macoes tais como: (i) elemento (espécie metd-
lica ou metal6ide) distribuido entre os compar-
timentos celulares de determinado tipo de célula;
(ii) seu meio de coordenacio (qual biomolécula
estd incorporado ou a qual bioligante estd comple-
xado); (iii) as concentragdes das espécies metd-
licas individuais presentes e (iv) a estrutura da
biomolécula.

Ainformacido metaldmica pode ser classificada
em (i) metalomica qualitativa, na identificacdo
das espécies metdlicas individuais; (ii) metalo-
mica quantitativa determinac¢io das concentra-
coes destas espécies e (iii) metaldbmica compara-
tiva, monitoramento das alteracées do metaloma
de determinado organismo, sob a influéncia de
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estimulo externo. O estudo destas biomoléculas
¢ denominado metaloproteémica.

Os estudos metaldémicos, na visiao analitica,
consistem em trés componentes principais: (i) a
técnica de separacio, isto €, a contribuicdo para
o isolamento das espécies-alvo da matriz, deno-
minada como componente de seletividade, (ii) o
detector especifico para moléculas, objetivando
asua caracterizacdo, denominado como compo-
nente estrutural e (iii) o detector sensivel para a
quantificacio dos elementos, denominado como
componente de sensibilidade.

A titulo de ilustracio, a figura 2 mostra o
resultado da separacdo das espécies-alvo numa
amostra de tecido muscular de dourada, enquanto
que a figura 3 mostra o resultado obtido para o
tecido hepdtico desta mesma espécie.

A determinacio de mercurio, além de ter sido
feita nas amostras de tecido muscular e hepd-
tico das espécies de peixes estudadas e nos spots
proteicos, também foi feita nos pellets proteicos
obtidos no processo de precipitacio fracionada
das proteinas.

Observou-se que aproximadamente 65% do
mercurio presente nas amostras de tecido mus-
cular e hepdtico estdo associados as proteinas
dos pellets de massa molar menor que 50 kDa,
ou seja, mais da metade do mercurio presente
nas amostras de tecido muscular e hepdtico dos
peixes estudados estd ligado a fracdo proteica e
35% podem estar ligados em outros compostos
e/ou macromoléculas, como por exemplo, lipi-
deos e carboidratos.

Os resultados mostram também que o mer-
curio se concentra mais nas amostras de tecido
hepdtico, que apresentaram concentracdes cerca
de 1,5 a 3,3 vezes maior que as concentracdes de
mercurio determinadas nas amostras de tecido
muscular. Esses resultados estdo de acordo com
outros trabalhos da literatura, que destacam
maior acimulo de metais potencialmente téxicos
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(como o mercurio) no figado do que no musculo
de peixes. No caso, o figado pode conter maior
concentracdo de proteinas com grupos tiéis e/
ou sulfidrilas, formando complexos estdveis com
0 mercurio.

As andlises por espectroscopia de massas dos
spots proteicos que apresentaram mercurio per-
mitiram caracterizar as seguintes proteinas e/ou
enzimas com grandes possibilidades de serem
biomarcadoras de mercurio: parvalbumina e suas
isoformas, ubiquitina-40S, protefna ribossoémica
S27a, proteina 24 contendo dominios de zinco e
BTB, proteina fosfatase 22-B de especificidade
dupla. Estes spots proteicos, além de apresen-
tarem relacio estequiométrica entre os dtomos

de mercurio por moléculas de proteina, apresen-
taram intensidade significativa nos géis, refor-
cando ainda mais a possibilidade do uso dessas
proteinas como possiveis biomarcadoras de mer-
curio em peixes da regido.

De forma geral, os resultados preliminares
obtidos podem ser considerados inéditos, consi-
derando os peixes amazdnicos estudados, consti-
tuindo o comeco dos estudos metalaprotedmicos
relacionados com a toxicidade de mercuirio em
peixes. Os spots proteicos caracterizados e que
apresentaram caracteristicas de biomarcador
poderio ser utilizados no acompanhamento, em
nivel protedmico, das concentragdes de mercuirio
nas espécies de peixes.
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Comunidades como as da regido Amazoénica, que
tém o peixe como importante fonte de proteina
animal, tém a ingestao de pescado como a prin-
cipal via de exposi¢do humana ao metilmercurio
(MeHg) no ambiente natural. Além disso, o mer-
curio pode ser transferido através do aleitamento
materno, podendo causar danos aos recém-nas-
cidos, os quais ainda se encontram em desenvol-
vimento neuroldgico e por isso sdo mais susceti-
veis aos efeitos do mercurio quando comparados
aos adultos. Dessa forma, estudos de metais como
o mercurio em humanos sio essenciais para a
compreensio de sua toxicologia, impacto e com-
portamento em sistemas bioldgicos. Contudo, a
avaliacdo toxicoldgica de substancias quimicas
depende de estudos relativamente longos, como
ensaios in vitro e identificacio de doses de expo-
sicdo em animais. Embora essas abordagens toxi-
coldgicas sejam eficientes em seus objetivos,
recentes desafios tém demandado o desenvolvi-
mento de novas técnicas que permitam melhor
percepcio dos mecanismos toxicolégicos a fim
de possibilitar previsdes de toxicidade para dife-
rentes cendrios de exposicdo humana.

Neste contexto, estudos relacionados 4 carac-
terizacdo funcional e estrutural de proteinas,
assim como o fluxo dessas espécies no orga-
nismo, tém gerado grande interesse no Ambito
académico. Estudos metaloémicos em organismos
vivos podem fornecer informagdes sobre como
um fon metdlico estd distribuido e coordenado
as proteinas, da sua essencialidade e/ou toxi-
cidade, como também da concentracio indivi-
dual da espécie metdlica, contribuindo assim na
elucidacdo dos aspectos fisiolégicos e funcionais
dessas biomoléculas.

As comunidades tradicionais do Alto Rio
Madeira: Abun3, Fortaleza do Abuna, Nova Mutum
Parand e Vila Jirau, localizadas na drea de influ-
éncia da UHE Jirau, bem como comunidades do
Rio Negro: Livramento e Santa Isabel, ambas no

estado do Amazonas, participaram dos estudos
desenvolvidos no eixo metaldmica e leite materno.

As concentracoes de Hg total (HgT) nas amos-
tras de cabelo das 57 mulheres lactantes par-
ticipantes dos estudos apresentaram média de
3,88 +4,58 g g, variandode 0,132 20,48 pg g,
Apenas trés participantes, residentes em comu-
nidades tradicionais do Rio Negro, apresentaram
concentragdes acima de 14 pg de Hg por grama de
cabelo, valor que a Organizacdo Mundial da Satide
(OMS/WHO) sugere a possibilidade de desenvol-
vimento de efeitos neurotéxicos.

A presenca de Hg em leite materno ¢ um fator
de risco importante para possiveis efeitos neu-
roldgicos em criangas, contudo a amamentacio
¢ essencial no desenvolvimento neurolégico do
recém-nascido. Devido ao baixo consumo de
peixes pelas lactantes destes estudos, a maioria
das amostras de cabelo apresentaram concentra-
¢des abaixo do limite sugerido pela OMS e abaixo
da média daregido Amazonica, o que pode sugerir
baixa exposi¢io das criancas também.

As metodologias de fracionamento de prote-
inas (SDS-PAGE e 2D-PAGE) desenvolvidas se
mostraram eficientes como componente de sele-
tividade, permitindo obter o proteoma das amos-
tras de leite materno analisadas. A titulo de ilus-
tracio, afigura4 mostra o resultado da separacio
das espécies-alvo numa amostra de leite materno
pela técnica SDS-PAGE, enquanto que a figura 5
mostra o resultado obtido para amostra de leite
materno pela técnica 2D-PAGE.

Osresultados obtidos a partir da andlise deima-
gens de géis de eletroforese SDS-PAGE e 2D-PAGE
e do mapeamento de mercurio em bandas pro-
teicas e spots proteicos permitem inferir que o
mercurio estd ligado a protefnas com pesos mole-
culares nafaixade 26-14 kDa. Além disso, a carac-
terizacdo por espectroscopia de massas permitiu
identificar a lisozima C no spot proteico, no qual
foi identificada a presenca de Hg.
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Figura 4 Gel a12,5% (m/v) obtido
por SDS-PAGE para amostras de

leite materno. Os nlimeros e circulos
indicam os spots nos quais foram
identificadas a presenca de merctrio.
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Figura 5 Gel a12,5% (m/v) obtido por
de leite materno. Os nimeros e circulos

indicam os spots nos quais foram
identificadas a presenca de merctrio.
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Conclusoes e
recomendacoes

Rio Jaci Parand / Rondénia.




Na Amazonia, os altos teores de mercurio
encontrados em solo, sedimentos, peixes e
seres humanos inicialmente foram atribuidos
unicamente a atividade de garimpos de ouro,
sendo que apenas mais recentemente € que a
ocorréncia natural deste metal tem sido aceita
para explicar altos teores do metal onde a ati-
vidade de garimpo nunca existiu. Neste pro-
jeto, os estudos voltados aos aspectos ambien-
tais do merctirio na Amazonia corroboram con-
clusdes recentes, as quais mostraram que as
altas concentragoes de mercurio nos comparti-
mentos abiéticos e bidticos sdo também encon-
tradas em regides sem fontes antrépicas, o que
ndo exclui os comprovados efeitos deletérios do
garimpo artesanal que utiliza o mercurio como
agente amalgamador. A bacia Amazoénica fun-
ciona como um grande depositdrio do mercurio
oriundo da deposi¢do atmosférica, sendo que a
exportacdo do metal se dd em grande parte pela
calha do rio, com forte associacdo ao material
particulado, matéria organica e a hidrodina-
mica do corpo aqudtico. Os estudos desse eixo
com microcosmos contendo dgua, sedimento
e solo mostraram uma diminui¢do do processo
de organifica¢io do mercurio (forma com ele-
vada toxidade) com o aumento dos parame-
tros pH, condutividade e oxigénio dissolvido.
J4 os ensaios com macrdfitas aqudticas eviden-
ciaram que estas contribuiram para o aumento
da formacdo de mercurio organico. Os estudos
também contribuiram significativamente com
o conhecimento da dindmica do mercurio nas
bacias Amazonicas diminuindo a incerteza das
andlises quantitativas sobre o destino desse
metal com a expansio do setor hidrelétrico na
regido Amazonica.

O desenvolvimento tecnoldgico dos biomar-
cadores metalémicos da toxicidade do mer-
curio abordados nos estudos dos eixos metalo-
mica e ictiofauna, bem como metalémica e leite

BIOMARCADORES DE TOXICIDADE DO MERCURIO APLICADOS AO SETOR HIDRELETRICO NA REGIAO AMAZONICA

materno possibilitaram propor novos indica-
dores sentinelas de satide ambiental importan-
tissimos para identificar previamente possiveis
riscos de exposicdo humana e, consequente-
mente, acionar acdes preventivas rapidamente,
protegendo as populacdes que habitam as dreas
de influéncia dos reservatdrios das hidrelétricas
na regido Amazonica.

As proteinas associadas ao mercurio identi-
ficadas e caracterizadas nas amostras de peixes
de grande consumo pela populacgio local, bem
como no leite materno, sdo passiveis de serem
amplamente aplicados nos programas de moni-
toramento devido a robustez, elevada precisiao
e sensibilidade, indicando previamente possi-
veis riscos de contaminacio do pescado e a expo-
sicdo humana.

As protefnas candidatas a biomarcadores
metaldémicos da toxicidade do mercurio identi-
ficados nos estudos da metalémica e ictiofauna e
da metalomica e leite materno contribuiro com
a avaliacdo da magnitude e a extensdo espacial
a exposicdo potencial ao merctirio, caminhos e
vias de exposicio, efeitos adversos ao ambiente
e 4 saide humana, bem como na construcio de
mapas de risco/vulnerabilidade socioambiental,
amparando o desenvolvimento responsdvel do
setor hidrelétrico na regido Amazoénica.

Fruto de uma contabilidade nio cartesiana,
os ganhos ambientais associados a formacio de
pessoal altamente capacitado sdo imensurd-
veis, trabalhando sob uma dética integrada, com
intercambio institucional e entre pesquisadores
renomados e alunos de pés-graduacio, focados
nos desafios ambientais do setor hidrelétrico
brasileiro.

A inovagio tecnoldgica e inédita atingida com
o desenvolvimento de biomarcadores metal6-
micos da toxicidade do mercurio neste projeto
tem despertado grande interesse da comuni-
dade cientifica nacional e internacional, fomen-
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tando o desenvolvimento dessa nova ciéncia pas-
sivel de integracdo nas mais diferentes dreas do
conhecimento.

A divulgacio e extensdo praticadas tanto pela
ESBR, ANEEL e Universidades, abrem portas
para que a pesquisa possa ser difundida nos mais
diversos segmentos da nossa sociedade, bem
como aproximam o setor de producio de hidro-
eletricidade com os grandes centros de producio
de conhecimento.

A aproximacio destes distintos setores, com
missdes aparentemente bem diferenciadas,
comungados numa parceria dentro de um pro-
jeto de Pesquisa e Desenvolvimento, tem como
meta maior a geracdo de conhecimentos que
possam servir para uma sociedade mais equili-
brada, ambientalmente harmoniosa e com melhor
qualidade de vida.
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FORMAQAO DE RECURSOS HUMANOS
Aformagcio de recursos humanos com capacitacio
aprimorada foi uma das prioridades deste projeto,
o qual explorou o intercAmbio de pesquisadores
e pés-graduandos entre as instituicdes partici-
pantes, horas dedicadas aos trabalhos de campo,
focando os temas de estudo dentro de uma dtica
holistica, onde as linhas de atuacgio se comple-
mentavam dentro de uma temdtica maior cen-
trada no ciclo do mercurio na regido Amazonica.

Além da formacio de recursos humanos, cabe
apontar a excelente producio cientifica que se
concretizou nio apenas em artigos cientificos
em revistas de grande circulacdo internacional,
mas também em congressos realizados no Brasil
e no exterior. Nao menos importante foram os
4 workshops realizados em Porto Velho (RO),
Botucatu (SP), Manaus (AM) e Brasilia (DF), que
serviram como excelente veiculo de divulgacio e
integracdo de todas as partes envolvidas.

Caso haja interesse em mais informacgaoes,
encontram-se abaixo um resumo de cadauma das
teses e dissertacdes de mestrado, bem como uma
descricdo sucinta dos demais produtos.
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Aluno José Cavalcante Souza Vieira

Orientador Prof. Dr. Pedro de Magalhies Padilha

Instituicdo Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Geral e Aplicada / Instituto de Biociéncias-UNESP,
Botucatu-SP.

Titulo do trabalho “Estudo metaloprotedmico do merciirio em amostras de tecido hepdtico de peixes coletados
na regido da Bacia Amazonica/Brasil”.

Data da defesa 25/02/2014

Resumo Neste trabalho de Dissertagdo, buscou-se avaliar e quantificar o teor de mercurio presente em amostras
de tecido hepdtico dos peixes jaraqui, tucunaré e filhote da drea de influéncia da AHE JIRAU - Bacia do rio Madeira,
buscando definir um biomarcador proteico (metaloproteinas, metalotioneinas) para monitoramento deste ele-
mento téxico em peixes da regido amazonica. Para realizacio desta pesquisa, utilizou-se técnicas de protedmica/
metaldomica: eletroforese bidimensional (2D-PAGE), espectrometria de massas, espectrometria de absor¢io ato-
mica e bioinformdtica. Por espectrometria atdmica foi possivel analisar e quantificar o mercurio presente nos spots
proteicos com massa molar menor que 50 kDa, obtidos no fracionamento das proteinas por 2D-PAGE. As carac-
terizacoes das proteinas foram feitas por espectrometria de massas (ESI-MS), podendo assim, fazer uma corre-
lacdo do mercurio presente nos spots com as proteinas caracterizadas. Com esses resultados, podemos definir
um perfil de biomarcador proteico para o mercurio nas amostras estudadas. A selecio de spots para esse estudo
foi baseada em trabalhos da literatura que afirmam a afinidade do mercurio por proteinas de baixa massa molar e
nas quantificagdes de mercurio por espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GFAAS), ja que nos
pellets de massa molares maiores que 50 ndo foi detectado mercurio. Nas determinagoes por GFAAS, somente
spots proteicos com massa molar menor que 20 kDA apresentaram mercurio na faixa de concentracio de 11,30 a
83,40 mg g-1. Esses spots proteicos apresentaram mercurio nas quantificagdes por espectrometria de absor¢io
atdomica. De um total de 24 spots caracterizados, foram identificadas por ESI-MS 13 proteinas que apresentaram
caracteristicas de biomarcadoras deste elemento nas amostras estudadas.
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Aluno Wllyane Silva Figueiredo

Orientador Prof. Dr. Luiz Fabricio Zara

Instituicio Programa de P6s-Graduacio em Meio Ambiente e Desenvolvimento Rural, Universidade de Brasilia
- UnB, Brasilia - DF.

Titulo do trabalho “Identificacio de Biomarcadores de toxicidade do mercurio em tucunaré (Cichla sp.) na bacia
Amazoénica, Brasil”.

Data da defesa 23/03/2015

Resumo A mensuracio de contaminantes noambiente ndo traz respostas completas sobre os reais efeitos adversos
que estas substancias podem estar causando aos organismos. A identificacdo de biomarcadores relacionados
a0 mapeamento e expressido de metaloprotefnas associadas a contaminantes poderio auxiliar na elucidagio da
dindmica de vdrios elementos no ambiente, indicar previamente possiveis riscos de contaminagio dos recursos
ambientais e ser base para elaboracdo de mecanismos de neutralizacio dos seus efeitos. Dessa forma, este estudo
buscou a identifica¢do de possiveis biomarcadores de exposi¢do ao mercurio em tucunarés do rio Negro por meio
de métodos metaloprotedmicos. Inicialmente, foram determinadas as concentragdes de mercurio total no tecido
muscular de tucunarés capturados em rios e reservatdrios hidrelétricos. As concentragdes apresentaram pouca
variacio independentemente do local de amostragem e algumas estavam superiores aos limites mdximos defi-
nidos na legislacio brasileira. As concentra¢des aumentaram na sequéncia: reservatério de Cana Brava < reser-
vatdrio de Balbina < rio Madeira < rio Purus < reservatdrio de Tucurui < rio Apuau < rio Solimées < rio Negro.
As amostras do rio Negro foram selecionadas para definicdo de um biomarcador proteico através da eletrofo-
rese bidimensional (2D-PAGE). O mercurio foi determinado em 15 possiveis proteinas com massa molar abaixo
de 20,1 kDa, sendo 2 mais promissoras a biomarcadoras. Além disso, foi extraido da musculatura dos tucunarés
apenas 12,4% do mercurio, sendo que 89% desse mercurio foi aplicado na técnica 2D-PAGE, resultando em
49,74% de mercurio nas protefnas. Essa porcentagem de mercurio nos spots indica que os procedimentos oti-
mizados de preparacdo da amostra foram eficientes para ser aplicados na 2D-PAGE. Os resultados metalopro-
tedmicos desse estudo sdo importantes no subsidio de estudos futuros de identificacio e caracterizagio de bio-
marcadores de mercurio em peixes.
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Aluno Tania Machado Silva

Orientador Prof. Dr. Luiz Fabricio Zara

Instituicio Programa de Pés-Graduacio em Meio Ambiente e Desenvolvimento Rural, Universidade de Brasilia
- UnB, Brasilia - DF

Titulo do trabalho “Metaléomica Aplicada ao Estudo de Toxicidade do Merciirio em Amostras de Leite Humano
Coletadas de Lactantes Residentes em Comunidades do Alto Rio Madeira, Rondénia, Brasil”.

Data da defesa 24/03/2015

Resumo Recentes desafios tém demandado desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem melhor percepgio
dos mecanismos toxicoldgicos a fim de possibilitar previsoes de toxicidade para diferentes cendrios de exposicao
humana, o que tem gerado grande interesse em estudos relacionados & caracterizacio funcional e estrutural de
proteinas assim como o fluxo dessas espécies no organismo. Neste contexto, buscou-se aqui identificar e quan-
tificar possiveis biomarcadores proteicos da toxicidade do mercurio em amostra de leite humano de lactantes
residentes em comunidades tradicionais do alto rio Madeira, no intuito de elucidar os possiveis mecanismos de
transporte do mercurio. Para tanto, utilizou-se técnicas de protedmica/metalomica, tais como eletroforese uni-
mensional (SDS-PAGE) e quantificacdo do mercturio por espectrometria de absor¢io atomica. O estudo contou
com 9 participantes, entre o 20° e 70° dia de lactacdo. O perfil de consumo alimentar (principalmente fontes de
proteina animal) foi determinado pela aplica¢io de um inquérito alimentar recordatério de 7 dias. As concentra-
¢oes de mercurio total (HgT) no cabelo foram determinadas por andlise direta utilizando o equipamento por SMS
100. As amostras de leite materno e as bandas proteicas, obtidas no fracionamento das proteinas por SDS-PAGE,
foram digeridas em meio dcida e a concentracio de HgT determinada por espectrometria de absor¢io atdomica
com atomizacdo eletrotérmica. As concentracoes de HgT nas amostras de cabelo foram inferiores ao limite pre-
conizado pela WHO (14 pg g '), assim como abaixo das médias gerais observadas em vdrias regides da Amazonia,
possivelmente devido ao baixo consumo de peixe pelos participantes. Apesar dos resultados mostrarem elevados
concentragdes de HgT para 88% das amostras, o leite humano € essencial para o desenvolvimento neuroldgico
do recém-nascido, sendo seus beneficios mais relevantes que os possiveis riscos decorrentes da presenca de Hg.
Os géis obtidos no fracionamento das proteinas por SDS-PAGE apresentaram alta diversidade de bandas pro-
teicas, em média 33 + 2,8 bandas por amostra. No mapeamento de mercurio nestas bandas, observou-se maior
percentagem de Hg nas bandas de baixa massa molar (< 20,1 kDa), indicando que proteinas com menor massa
molar tém maior probabilidade de apresentarem merctirio, e possivelmente, servirdo como possiveis biomar-
cadoras do metal.

Aluno Jodo Vitor de Queiroz

Orientador Prof. Dr. Pedro de Magalhdes Padilha

Instituicio Programa de Pés-Graduacio em Zootecnia - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - UNESP,
Botucatu-SP

Titulo do trabalho “Abordagem metalémica quantitativa de mercirio em peixes da regido Amazonica”.

Data da defesa 28/01/2015

Resumo Este trabalho apresenta os resultados de fracionamento de proteinas ligadas ao mercurio em amostras
de musculo de tucunaré (Cichla spp.) e filhote (Brachyplatystoma filamentosum) oriundos do complexo hidre-
létrico de Jirau, na Bacia do Rio Madeira, regido amazonica do Brasil. O proteoma do musculo dessas espécies
foi separado por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (PAGE 2D). O mercurio presente nos spots
proteicos foi determinado por espectrometria de absor¢io atdmica em forno de grafite (GFAAS) apds minerali-
zacio dcida assistida por banho de ultrassom. Os spots proteicos que apresentaram mercurio foram caracterizados
por espectrometria de massas por ioniza¢io com eletrospray em sequéncia (ESI- MS/MS) ap6s digestdo triptica.
As determinagdes GFAAS indicaram que 65% do mercurio estd ligada a fragdo proteica com massa molar (Mm)
inferior a 90 kDa. As concentracdes de mercirio nos spots apresentaram-se na faixa de 13,60 - 17,10 mg g-1.
Com base nas concentra¢des de mercurio, foi possivel estimar que os spots proteicos continham aproximada-
mente um dtomo de mercurio por molécula de proteina. A andlise por ESI-MS / MS permitiu caracterizar em
dez spots proteicos as seguintes proteinas e/ou enzimas: parvalbumina-2 (Mm = 12,40, pl = 3,80); parvalbu-
mina alfa (Mm = 12,40, pl = 3,80); parvalbumina beta (Mm = 12,40, pI = 3,80); ubiquitina-40S proteina ribosso-
mica S27a (Mm = 11,60, plI = 6,10); GTP ciclohidrolase 1 proteina reguladora de feedback (Mm = 13,00, pl = 4,00)
e proteina de transmembrana 186 (Mm = 14,00, pl = 4,70).
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Aluno Maria Rosa Cerbino

Orientador Prof. Dr. Nelson Jorge da Silva Junior

Instituicio Programa de Pés-Graduacdo Mestrado em Ciéncias Ambientais e Satide da Pontificia Universidade
Catdlica de Goids - PUC Goids

Titulo do trabalho “Identificacdo de metaloproteinas associadas ao mercurio em leite materno”.

Data da defesa 12/04/2016

Resumo O mercurio é um elemento potencialmente téxico com ampla distribuicio no ambiente amazonico. Este
metal é perigoso e responsdvel por contaminacoes ambientais e intoxicacées humanas, jd que € capaz de biomag-
nificar e bioacumular através das cadeias alimentares, tornando-se assim a principal via de exposicdo as comu-
nidades amazonicas ribeirinhas do metilmerctirio, cuja dieta € baseada em peixes. Sendo assim estudos relacio-
nados a toxicidade do mercurio sdo de fundamental importancia para a saude e a qualidade de vida das comu-
nidades amazonicas. Este estudo buscou detectar e avaliar possiveis biomarcadores proteicos da toxicidade do
mercirio em amostras de leite materno coletadas de populacoes ribeirinhas do rio Madeira e do rio Negro, na
Amazonia brasileira. Inicialmente, determinou-se mercurio total no cabelo das lactantes para identificar quais
estavam contaminadas com mercurio, em seguida obteve-se o proteoma das amostras de leite por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE) apds precipitagio das proteinas em meio acetonico. Nos spots proteicos obtidos no
processo de fracionamento das proteinas, nas amostras leite, foram feitas determinacdes de merctrio por espec-
trometria de absor¢do atobmica em forno de grafite (GFAAS), onde os resultados mostraram que o mercurio se
encontra ligado em proteinas de massa molecular na faixa de 14-26 kDa. A determinacdo da concentracio de
mercurio total por GFAAS foi feita também no leite in natura, leite liofilizado e nos pellets proteicos, com o obje-
tivo de se fazer um balanco de massa de mercurio em relacdo a concentracio deste elemento no leite e pellets.
As medidas de balanco de massa permitiram observar que, em relacdo as amostras de leite do rio Madeira, cerca
de 85a 95% do mercurio presente no leite liofilizado encontra-se na fragio proteica. Em relagio as lactantes do
rio Negro, cerca de 50% do mercurio total estd ligado na fracdo proteica e a diferenca de 51% pode estar ligado
na fracdo lipidica. Contudo, mais estudos nesta linha de pesquisa devem ser desenvolvidos, para que se possam
ter conclusoes mais robustas.

Mestrados

Aluno Cidssio Augusto da Silva Oliveira

Orientador Prof. Dr. Ezio Sargentini Junior

Instituicio Programa de Pés-graduacio em Quimica da Universidade Federal do Amazonas - UFAM

Titulo do trabalho “Distribuicdo do merciirio ldbil no sedimento do reservatdrio de Balbina - AM/Brasil”.
Data da defesa 18/08/2016

Resumo Os reservatdrios sio ambientes complexos de serem estudados, pois podem ser divididos em trés com-
partimentos ambientais sendo eles, compartimento Fluvial, de Transicdo e Lacustre. O sedimento € um dos
compartimentos ambientais afetado pela inundacio de parte da floresta que constitui a margem dos rios, e esta
inundagio causa mudangas na composicio geoquimica deste compartimento ambiental, devido ao acréscimo de
matéria organica e de metais com potencial téxico como € o caso do merctrio. Neste sentido este estudo teve como
objetivo principal avaliar os aspectos geoquimicos que favorecem a distribuicio de mercurio ldbil no sedimento
do reservatdrio de Balbina. Para tanto a coleta de sedimento foi realizada em 10 pontos de amostragem locali-
zados a montante da barragem durante o més de maio de 2015, periodo sazonal chuvoso. Nestas amostras foram
determinadas a concentragio de merctrio total (HgT) usando o analisador de mercurio Direct Mercury Analyzer
(DMA-80). A extragdo do mercurio labil (HgL), ferro 14bil (FeL), aluminio 14bil (AlL) e manganés 14bil (MnL) foram
feitas usando o método U. S EPA 3051a. A concentracio do HgL foi determinada usando o espectrometro de fluo-
rescéncia atdomica de vapor frio, Tekran, modelo 2600, as concentragdes do FeL, MnL e AlL foram determinadas
usando ICP-OES, Thermo®, modelo iCAP 7600 Series. O teor de matéria organica (TMO) foi feito seguindo a
metodologia 2540-G do Standard Methods Online e para a andlise granulométrica, utilizou-se o granulometro
por difracdo a laser Mastersizer 2000, da Malvern. Os resultados obtidos foram analisados usando o coeficiente
de corre¢do de Spearman, regressio linear simples (RLS) e as ferramentas quimiométricas Andlise Hierdrquica
de Cluster (AHC) e Andlise das Componentes Principais (ACP). O TMO variou na faixa de 2,08 - 48,29%, a com-
posicdo granulométrica apresentou porcentagem nas seguintes faixas, areia 46,86 - 94,18 %, silte 4,97 - 48,03%
e argila 0,85 - 5,92%. A concentragio de HgT variou entre 0,0123 - 0,3072 mg de HgT kg'. A variagdo da con-
centracdo dos metais extraidos foram, 4132,39 - 211896,20 mg de FeL kg!, 1613,64 - 46437,64 mg de AIL kg,
0,0176 - 0,6133 mg de MnL kg-1 e 0,000 - 0,2560 mg de HgL kg '. A porcentagem de HgL no sedimento variou
de 0 a 83% em relacdo a concentracio de HgT e esta variacio foi influenciada pela caracteristica geoquimica de
cada ponto de coleta. O coeficiente de correlacio de Spearman mostrou que o HgL possui correlaco forte posi-
tiva para o TMO, silte, argila, FeL, MnL e AlL e forte negativa para a areia. Estas correlacdes foram ratificadas pelo
estudo quimiométrico destas varidveis, de forma que a AHC e ACP mostraram a existéncia de trés grupos de sedi-
mento distinto no reservatério de Balbina. A concentracio de HgL ¢é alta no compartimento fluvial (entrada do
rio Uatumd e seus tributdrios), no compartimento de transi¢io (centro do reservatério) ocorre uma diminui¢io
naconcentracio e no compartimento lacustre (préximo a barragem) ocorre um aumento na concentragio. ARLS
mostrou que concentracio de HgT e HgL estio fortemente correlacionadas e foi constatado que o HgT segue o
mesmo padrio de comportamento apresentado pelo HgL. A labilidade do mercurio no sedimento pode estar
sendo influenciada pela elevada concentragio de FeL, AlL, MnL, matéria organica e pH.
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Titulo do trabalho “Estudo metalémico do merciirio em leite materno coletado da populagdo ribeirinha da
drea de influéncia do UHE JIRAU - Bacia do rio Madeira-Rondénia/Brasil”.

Data da defesa: 13/12/2013

Resumo Neste trabalho, buscou-se identificar proteinas responséveis pelo transporte de mercuirio em amostras
de leite materno coletadas da populagio ribeirinha do rio Madeira. Para isso, inicialmente, foi obtido o proteoma
das amostras de leite por eletroforese bidimensional (2D PAGE) apds precipitagio das proteinas em meio aceto-
nico. Nos spots proteicos obtidos no processo de fracionamento das proteinas, nas amostras de cabelo e de leite das
lactantes foram feitas determinacoes de mercurio por espectrometria de absor¢do atdmica de vapor frio (CVAAS)
e espectrofotometria de fluorescéncia atdmica de vapor frio (CVAFS). As determinagdes por CVAFS indicaram
a presenca de mercurio em dois spots proteicos (spot 1, spot 2), os quais foram caracterizados por espectrome-
tria de massas em sequéncia com ionizagio por eletrospray (ESI MS MS) e por meio de busca no banco de dados
Uniprot. A andlise por ESIMS MS identificou o spot 1 como sendo a proteina f caseina (pl = 5,52 e MM = 26,01 kDa)
e 0 spot 2 como sendo a proteina Lisozima C (pI = 9,30 e MM = 16,50 kDa). Os resultados obtidos nas determina-
¢oes de mercurio nos spots 1 e 2 permitiram estabelecer relacio estequiométrica de um dtomo de mercurio por
quatro moléculas de B caseina e de um 4tomo de mercurio por molécula de lisozima C. Com base nos dados obtidos
é possivel inferir, no caso da p caseina, que a ligacio do mercurio ndo € especifica, tratando-se de uma proteina
metal-binding, ndo configurando o merctrio como um cofator metdlico, o que ndo desqualifica a B caseina como
possivel biomarcadora de mercurio. Em rela¢io a Lisozima C, a presenga de metionina (base mole) na sequéncia
peptidica pode estabelecer ligagdes com fons metdlicos com caracteristicas de dcido mole, como o Hg2+, confi-
gurando uma ligacdo mais estdvel desse fon com grupos sulfidrilas da Lisozima C e, caracterizando essa proteina
como possivel biomarcador de mercurio.
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Aluno Paula Martin de Moraes
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Titulo do trabalho “Desenvolvimento de métodos analiticos para estudo metalémico do merciirio em peixes
coletados na drea de influéncia do UHE JIRAU - Bacia do rio Madeira-Rondonia/Brasil”.

Data da defesa 28/02/2014

Resumo Inserido narealidade de contaminac¢io dos rios amazdnicos pelo mercurio, este trabalho busca, por meio
do estudo metaloprotedmico, a identificacio e a caracterizacio de proteinas do tecido muscular de trés espécies
diferentes de peixes do rio Madeira que possam atuar como possiveis biomarcadores da toxicidade deste elemento
naregido de influéncia do Aproveitamento Hidrelétrico de Jirau (AHE JIRAU). As estratégias para este estudo foram
separadas em trés componentes distintos: de seletividade, de sensibilidade e estrutural. Ao longo desta pesquisa,
diferentes metodologias foram empregadas nessas etapas para o estudo metaloproteémico: componente de sele-
tividade - 2D PAGE no fracionamento bidimensional das proteinas; componentes de sensibilidade - SR XRF e
GFAAS para identificagio e quantificacdo do merctrio nos spots proteicos, respectivamente; componente estru-
tural - ESI MS MS na caracterizacdo das proteinas identificadas com mercurio em sua estrutura. As espécies de
peixes estudadas foram: dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), pacu (Mylossoma sp., Myleus sp.) e jaraqui
(Semaprochilodus sp.). Entre os resultados obtidos, a 2D PAGE se mostrou eficiente no fracionamento proteico
do tecido muscular de peixes. Utilizando andlises qualitativas por SR XRF foi possivel identificar a presenca de
merctirio no spot 68 da dourada (massa molar 20,8 kDa e pl 5,6) e no spot 72 do pacu (massa molar 19,8 kDa e
pl 7,5). Determinagdes por GFAAS permitiram a quantificagio do mercurio no tecido muscular e em 28 spots,
que apresentaram concentracgoes de 11,3 a 41,2 mg g ' de mercuirio em sua composicio; esses resultados possibi-
litaram o cdlculo da estimativa do nimero de dtomos de merctrio por molécula de proteina entre os spots estu-
dados. Apéds andlise por ESI MS MS, foi possivel caracterizar oito proteinas com diferentes isoformas em 21 spots
que apresentaram pl de 3,5 a 9,8 e massa molar entre 9,9 e 18,1 kDa, indicando que estas proteinas podem ser
possiveis candidatas a biomarcador de mercurio em amostras de peixes da regido amazodnica.

30 BIOMARCADORES DE TOXICIDADE DO MERCURIO APLICADOS AO SETOR HIDRELETRICO NA REGIAO AMAZONICA



Aluno Vinicius Marques Gomes

Orientador Prof. Dr. Ademir dos Santos

Instituicio Programa de P6s-Graduacio em Quimica / Instituto de Quimica-UNESP, Araraquara-SP.

Titulo do trabalho “Estudo do potencial de metilacdo do merciirio em solos e sedimentos em dreas a serem
inundados para aproveitamento hidrelétrico”.

Data da defesa 01/08/2014

Resumo Desde o final dos anos 80, a questdo do comportamento do merctirio no ambiente amazonico e sua toxi-
cidade vém sendo discutidos por pesquisadores brasileiros e estrangeiros na tentativa de se determinar o verda-
deiro risco que este elemento apresenta para o ecossistema. Embora muitos avancos tenham sido obtidos num
intenso esfor¢o de trés décadas, a auséncia de um grande programa de mapeamento e monitoramento da con-
taminagdo por mercurio em todo territério amazonico dificulta a precisa determinacio dos caminhos que este
metal percorre antes de constituir um perigo ao ser humano. No ambiente aqudtico, o mercurio pode ser meti-
lado por processos biolégicos e/ou quimicos. Dentre as espécies de merctirio, o metilmercurio (MeHg) € a mais
téxica, o que se deve a sua elevada estabilidade, solubilidade lipidica e propriedades ionicas que lhe permite atra-
vessar membranas de organismos vivos. A metilacio do mercurio e o subsequente actimulo na biota é maior no
ambiente aqudtico que no terrestre e pode ser considerada a etapa chave para o entendimento do ciclo do Hg.
O interesse no estudo ecotoxicolégico do MeHg se deve principalmente ao fato de ser uma neurotoxina, tendo a
tendéncia de bioacumular e biomagnificar, tornando-se um risco para a satide humana. A principal via de conta-
minacdo nos seres humanos € através da ingestao de alimentos, principalmente peixes. Neste trabalho, foi reali-
zado um estudo na regido no do rio Madeira na drea de influéncia da Usina Hidrelétrica de Jirau, determinando a
concentragido de mercurio total e orgdnico em amostras de dgua, solo e sedimento, e verificou-se que tais valores
estdo abaixo dos niveis preconizados pela legislacdo brasileira, nio evidenciando contaminag¢io pontual deste
metal na bacia antes do enchimento do lago. Além disso, estudou-se a formacdo do MeHg utilizando dguas, solos
e sedimentos provenientes de trés bacias da regidio amazonica (dguas claras - rio Tocantins GO, dguas brancas -
rio Madeira RO e dguas escuras - rio Negro AM), na presenga de Hg0 e Hg2+ ao longo de 25 dias, analisando pH,
condutividade, potencial redox (EH) e oxigénio dissolvido (OD), verificando uma rela¢io inversamente propor-
cional entre formacdo de mercurio organico e os paraimetros medidos durante o estudo.
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Titulo do trabalho “Metilacdo do merciirio em dguas da regido amazdénica com e sema presenca de macrdfitas”.
Data da defesa 03/10/2014

Resumo Embora o merctirio possua elevada aplicabilidade apresenta espécies muito téxicas, sendo a forma meti-
lada a mais téxica para os seres vivos. As dguas de rios possuem caracteristicas fisico-quimicas diferentes depen-
dendo da regido em que estio localizados e o processo de metilacdo do mercurio estd diretamente relacionado
a essas caracteristicas. Outro fator que pode favorecer esse processo € a formagio de reservatdrios naturais no
periodo de cheias, o que representa a diminui¢do de fluxo, modificacdo do sistema 1tico para léntico e a for-
macio de gradientes longitudinais quimicos, fisicos e biolégicos. Sistemas lénticos podem possuir em sua consti-
tuicdo macrdfitas aqudticas. As raizes dessas plantas constituem um ambiente rico em microorganismos os quais
podem contribuir para o aumento da formacao de espécies organicas mercuriais. Neste contexto, este trabalho
teve como objetivo principal avaliar a metilagio do merctirio em dguas da regido amazonica: claras (rio Tocantins
- Regido de Goids), brancas (rio Madeira - Regido de Rondonia) e pretas (rio Negro - Amazonas), na presenca e
auséncia de macrofitas. Ao final do trabalho verificou-se que nas mesmas condi¢des experimentais a formacao
de espécies organicas foi maior nas amostras de 4guas pretas, seguidas das amostras de d4gua brancas e claras res-
pectivamente. Com relacio aos ensaios com macrofitas aqudticas verificou-se que contribuiram para aumento
da formagio de mercurio organico nas dguas claras (rio Tocantins) e 4guas brancas (rio Madeira), entretanto nio
influenciam na formagio de mercurio orginico em dguas pretas (rio Negro). Neste caso, as caracteristicas fisico-
-quimicas da amostra de dgua predominaram em relacdo a presenca das macrdfitas.

BIOMARCADORES DE TOXICIDADE DO MERCURIO APLICADOS AO SETOR HIDRELETRICO NA REGIAO AMAZONICA 31



Doutorados

32

Aluno Bruno Prior Rocha

Orientador Prof. Dr. André Henrique Rosa

Instituicio Programa de Pés-Graduacdo em Quimica / Instituto de Quimica-UNESP, Araraquara-SP.

Titulo do trabalho “Distribuicdo de cobre, chumbo e mercurio totais em amostras de sedimentos e substancias
humicas extraidas de sedimentos coletados em mananciais com diferentes tipos de dgua da bacia Amazonica”
Data da defesa 17/02/2017

Resumo Caracterizou-se a distribuicdo de cobre, chumbo e mercurio totais em fracdes de sedimentos de manan-
ciais dos trés diferentes tipos de dguas da bacia amazoénica. Também a distribuicdo dessas espécies em substan-
cias humicas extraidas das fracdes de sedimentos de mananciais dos trés diferentes tipos de dguas da bacia ama-
zbnica. As amostras de sedimentos foram coletadas durante os periodos de cheia e seca entre 2014 e 2015, nos
reservatérios da Usina Hidrelétrica de Jirau (Rio Madeira - RO - dgua branca), da Usina Hidrelétrica de Cana
Brava (Rio Tocantins - GO) e no baixo Rio Negro - AM. O tratamento estatistico ndo caracterizou diferengas sig-
nificativas entre os resultados em funcdo da sazonalidade. Assim, devido a grande quantidade de dados gerados
neste trabalho, os resultados apresentados no trabalho representam as medianas obtidas nos periodos de coletas
e mananciais. Os maiores valores médios de concentracio de cobre total foram no rio com tipo de dgua branca
(rio Madeira) em seguida no rio com tipo de dgua clara (rio Tocantins) e rio com tipo de dgua preta (rio Negro).
Podendo-se assim estabelecer a seguinte ordem decrescente de concentragdo média de Cu nos sedimentos: 4gua
branca> dgua clara> dgua preta. Para chumbo, os maiores valores médios de concentragio foram no rio com
tipo de dgua branca em seguida no rio com tipo de dgua clara e rio com tipo de dgua preta. Pode-se estabelecer
a seguinte ordem decrescente de média de concentragio de Pb nos sedimentos: 4gua branca> dgua clara> dgua
preta. Os maijores valores médios de concentragio de Hg foram no rio com tipo de dgua preta em seguida no rio
com tipo de 4gua branca e rio com tipo de 4gua clara. Pode-se estabelecer a seguinte ordem decrescente de média
de concentrac¢io de Hg nos sedimentos: dgua preta> dgua branca> dgua clara. Caracterizou-se que, substancias
humicas extraidas das fracoes de sedimentos coletados no rio de 4gua preta tém maior concentragio de carbono
organico total e mercurio total, em relacdo aquelas extraidas dos sedimentos coletados nos reservatérios de dgua
branca e de dgua clara. As maiores concentragdes de mercurio total nas substancias himicas extraidas dos sedi-
mentos foram determinadas nas fra¢des granulométricas menores para o Rio Negro (d4gua preta). Por outro lado,
nos reservatorios de dgua branca (Rio Madeira) e 4gua clara (Rio Tocantins), foram caracterizadas maiores con-
centracdes de mercurio total nas substincias hiimicas extraidas de fragdes com maiores granulometrias. Os resul-
tados desse trabalho demonstram a influencia na presenca da matéria organica e outros pardmetros fisico-qui-
micos da dgua e sedimentos na complexacio, disponibilidade, transporte e ciclagem de espécies quimicas, par-
ticularmente, cobre, chumbo e mercurio em reservatérios da bacia da regido amazonica.
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Titulo do trabalho “Metalotionetnas em peixes daregido amazonica: estudo metalémico associado ao merciirio”
Data da defesa 16/02/2017

Resumo Osaltos teores de merctirio encontrados em solo, sedimentos, peixes e humanos na Amazonia brasileira
tém sido estudados intensamente pela comunidade cientifica nas ultimas décadas, procurando-se elucidar os
mecanismos de toxicidade das espécies mercuriais. As espécies mercuriais bioacumuladas nos tecidos dos seres
vivos, ligam-se a metaloproteinas, e quando hd uma concentracio alta de metal toxico nos organismos, esses
passam a expressar proteinas de defesa, as denominadas metalotioneinas (MTs) - proteinas de massa molecular
inferior a 10 kDa, que caracterizam-se por apresentar muitos residuos de aminodcidos com enxofre (cisteinas)
em sua cadeia peptidica. Isto pode significar que a fracdo biodisponivel das espécies mercuriais nas diferentes
espécies de peixes pode ser dependente da forma como estas estdo ligadas as proteinas. Levando em conside-
raco o exposto, esse estudo teve como objetivo otimizar: - métodos de quantificacio de merctirio por GFAAS nos
tecidos, pellets e spots proteicos obtidos; - procedimentos eletroforéticos por 2D-PAGE para fracionamento de
metalotioneinas responsdveis pelo transporte de mercirio em amostras de tecido muscular e hepdtico de peixes
Tucunaré (Cichla spp.), Filhote (Brachyplathystoma filamentosum), Jaraqui (Semaprochilodus sp.) e Barba
chata (Pinirampus pirinampuy), coletados no reservatério da Usina Hidrelétrica de Jirau (AHE Jirau) - Baciadorio
Madeira e caracterizagio destas proteinas por ESI MS/MS. Apesar de ter encontrado merctrio em 27 spots pro-
teicos e destes caracterizadas 21 proteinas, nio foi notado presenca da producao de metalotioneinas nas espécies
estudadas, o que pode ser deduzido que as concentracoes de merctirio ainda nio estdo sendo suficientes para pro-
vocar ainducio da expressdo destas pequenas proteinas de defesa contra intoxicacdo do organismo por mercturio.
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Data da defesa 16/02/2017

Resumo Este trabalho apresenta os resultados de proteinas ligadas ao mercurio em amostras de tecido mus-
cular e hepdtico de pirarucu (Arapaima gigas) e piranha preta (Serrasalmus rhombeus) oriundos do complexo
hidrelétrico de Jirau, na Bacia do Rio Madeira, regido amazonica do Brasil. O proteéma do musculo e do figado
dessas espécies foi separado por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D PAGE). O mercurio pre-
sente nos spots proteicos foi determinado por espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GFAAS)
ap6s mineralizagdo dcida assistida por banho de ultrassom. Os spots proteicos que apresentaram mercurio foram
caracterizados por espectrometria de massas por ioniza¢io com eletrospray em sequéncia (ESI- MS/MS) ap6s
digestdo triptica. As determinacoes GFAAS indicaram que a maior parte do mercurio estd ligada a fracdo pro-
teica com massa molar (Mm) inferior a 90 kDa. As concentracdes de mercurio nos spots apresentaram-se na
faixa de 4,07 - 164,63 pg g! no tecido muscular de pirarucu; 0,86 - 25,34 ng g™ no tecido hepdtico de pirarucu;
7,67 - 156,18 pg g no tecido muscular de piranha preta e 2,17 - 31,42 ng g 'no tecido hepdtico de piranha preta.
A andlise por ESI-MS/MS permitiu caracterizar em dezenove spots proteicos 15 metaloproteinas e/ou proteinas
metal ligando associadas ao mercurio.

Doutorados

Aluno Bruna Cavecci

Orientador Prof. Dr. Pedro de Magalhies Padilha

Instituicio Programa de Pés-Graduacdo em Zootecnia - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - UNESP,
Botucatu-SP

Titulo do trabalho “Estudo de metalotioneinas associadas ao merciirio em peixes da regido amazénica”.
Data da defesa 20/02/2017

Resumo O peixe é importante fonte de proteinas de alto valor biolégico, vitaminas e minerais. Porém, este ali-
mento € também uma das principais vias de exposicdo humana a contaminantes téxicos como o metilmercurio
(MeHg). Assim a sua acumulag¢io no peixe pode predispor sérios riscos para a satide humana. Os altos teores de
mercurio encontrados em solo, sedimentos, peixes e humanos na Amazonia brasileira tém sido estudados inten-
samente pela comunidade cientifica nas ultimas décadas, procurando-se elucidar os mecanismos de toxicidade
das espécies mercuriais. As espécies mercuriais ligam-se preferencialmente as metalotioneinas - proteinas de
massa molar inferior a 10 kDa, que caracterizam-se por apresentar residuos de aminodcidos com enxofre, como
a cisteina. Isto pode significar que a fra¢io biodisponivel das espécies mercuriais nas diferentes espécies de peixes
pode ser dependente da forma como estas estdo ligadas as proteinas. Portanto esta proposta de trabalho busca oti-
mizar: procedimentos eletroforéticos por 2D-PAGE para fracionamento e identificacdo de metalotioneinas res-
ponsdveis pelo transporte de mercurio em amostras de tecido muscular e hepdtico de peixes coletados no reser-
vatoério do AHE JIRAU - Bacia do rio Madeira; método para determinacio de mercurio por GFAAS nos spots pro-
teicos obtidos; avaliar estresse oxidativo dos peixes contaminados com mercurio por meio das atividades das
enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e superoxido dismutase (SOD), bem como das concen-
tracoes de hidroperoxido de lipidio (HP); caracterizacio das metalotioneinas transportadoras de mercurio por
ESI-MS/MS e finalmente a andlise de expressio dessas proteinas procurando-se possivel correlacio com a incor-
poracio do mercurio nos organismos dos peixes.
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Data da defesa 20/02/2017

Resumo O presente estudo teve por objetivo desenvolver e validar métodos analiticos para avangar no conhe-
cimento em busca de biomarcadores proteicos/enzimdticos da contaminacio de merctrio em peixes da regido
amazonica. O estudo do metaloma e dos mecanismos envolvidos no estresse oxidativo de duas espécies endé-
micas da bacia do rio Madeira, o Plagioscion squamosissimus e Colossoma macropomum, foram avaliados
através do processo de fracionamento de proteinas por 2D-PAGE, do mapeamento do mercurio nos spots pro-
teicos por GFAAS, e da avaliacdo da atividade das enzimas da primeira linha de defesa antioxidante do organismo,
bem como da quantidade de hidroperéxido de lipideos como indicativo de peroxidacio lipidica. Como compo-
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Workshops realizados na vigéncia
do projeto

1° Workshop do projeto PD 6631-0001/2012.

“Biomarcadores de toxicidade do mercurio
aplicados ao setor hidrelétrico na regido Amazonia”.
Local: Usina Hidrelétrica de Jirau, Porto Velho - RO.
Data: 7 e 8/5/2014.

NUmero de participantes: 29

Entrevistas em diversos veiculos de comunicagao.

2° Workshop do projeto PD 6631-0001/2012.

“Biomarcadores de toxicidade do mercurio
aplicados ao setor hidrelétrico na regido Amazonia”.
Local: Instituto de Biociéncias de Botucatu -
Universidade Estadual Paulista - IB/UNESP,
Botucatu - SP.

Data: 9/7/2015.

NUmero de participantes: 54

Entrevistas em diversos veiculos de comunicagao.

3° Workshop do projeto PD 6631-0001/2012.

“Biomarcadores de toxicidade do mercurio
aplicados ao setor hidrelétrico na regido Amazonia”.
Local: Instituto de Pesquisas da Amazdnia (INPA),
Manaus - AM, 2016.

Data: 3 e 4/5/2016.

NUmero de participantes: 37

Entrevistas em diversos veiculos de comunicagao.

4° Workshop do projeto PD 6631-0001/2012.

“Biomarcadores de toxicidade do mercurio
aplicados ao setor hidrelétrico na regido Amazodnia”.
Local: Universidade de Brasilia - UnB

Data: 8/3/2017.

NUmero de participantes: 25

Entrevistas em diversos veiculos de comunicacao.
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