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RESUMO

A regido amazonica possui hoje grandes empreendimentos na area de producao e geracao
de energia hidrelétrica. Em Rondoénia (RO), temos o rio Madeira com duas usinas (Santo
Antbnio e Jirau) em construgdo, proximas da capital do estado, Porto Velho. Estas obras tém
impactos positivos, como geracdo de empregos, renda e energia, mas ha também impactos
socioambientais que podem alterar a qualidade de vida e o perfil de morbimortalidade da
populacéo local. O mercdrio (Hg) esta presente em solos amazdnicos e pode ser mobilizado
deste compartimento por meio do alagamento de grandes areas para barragens. O Hg se
bioacumula na cadeia trofica em sua forma orgénica, o metilmercurio (MeHg). O MeHg tem
efeitos sobre 0 SNC e € a forma mais toxica para 0 homem, gerando problemas de saude. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a exposicdo ambiental ao Hg, via ingestdo de peixes, em
populacdo ribeirinha infantojuvenil no rio Madeira, e verificar sua associacdo com
biomarcadores de estresse oxidativo, comparando com populagdes urbanas da cidade de Porto
Velho. A populagdo com maiores niveis de exposicdo ao Hg e estresse oxidativo foi a
comunidade ribeirinha de Cunid, que apresentou a maior frequéncia de consumo de peixes. Os
biomarcadores Hg-S, Hg-C, MDA e GST foram significativamente diferentes (Testes T e
Mann-Whitney, p-valor < 0,001) entre as 3 comunidades estudadas (Belmont — ribeirinha
urbano, Nacional - urbana e Cunid ribeirinha isolada), sendo mais elevados em Cunid. O
biomarcador Tiol ndo apresentou diferenca entre as comunidades. Os niveis de Hg-S e Hg-C
em Cunid estavam acima dos valores de referéncia da OMS para populacdes ndo expostas
ambientalmente (8 pg/L e 2 pg/g, respectivamente). Ribeirinhos com dietas ricas em peixe
estdo sob maior risco de exposi¢do ao Hg e, consequentemente, ttm maiores riscos de alteracoes
no desenvolvimento. Este estudo mostra a importancia de programas de monitoramento da
exposicdo para a vigilancia da Saide Ambiental. Biomarcadores do estresse oxidativo podem
trazer um importante panorama de alteragdes metabolicas precoces, relacionadas a exposigoes
ambientais, porém este tipo de estudo sempre deve ser realizado utilizando biomarcadores

especificos, a fim de aumentar a confiabilidade dos resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Mercurio, Estresse Oxidativo, Biomarcadores, Salde Infantojuvenil,

AmazoOnia



ABSTRACT

The Amazon region currently has big projects in production and generation of
hydroelectric power. In Rondbnia (RO), we have the Madeira river with two plants (Santo
Antonio and Jirau) under construction, near the state’s capital, Porto Velho. These works have
positive impacts such as job creation, income and energy, but there are also social and
environmental impacts that can alter the quality of life and the profile of morbidity and mortality
of local people. Mercury (Hg) is present in Amazonian soils and can be mobilized from this
compartment through the flooding of large areas for dams. The Hg bioaccumulates in the food
chain in its organic form, methylmercury (MeHg). The MeHg has CNS effects and is the most
toxic form to humans, causing health problems. This study aimed to assess environmental
exposure to mercury via the intake of fish, in children and youth of riverine population on the
Madeira River and its association with biomarkers of oxidative stress compared to urban
populations of the city of Porto Velho. The population with the highest exposure levels of Hg
and oxidative stress was the riverine community of Cunia, with the highest frequency of fish
consumption. The biomarkers Hg-B, Hg-H, MDA and GST were significantly differents (Tests
T and Mann-Whitney, p < 0.001) between the three communities studied on the Madeira river
(Belmont - urban riverine, National - urban and Cunia - isolated riverine), it is higher in Cunié.
The Thiol biomarker did not differ between communities. The levels of Hg-B and Hg-H in
Cunid were above the WHO guideline values for unexposed populations environmentally (8
pg/L and 2 ug/g, respectively). Riverines with diets rich in fish are at greater risk of exposure
to Hg and, therefore, have higher risks of changes in development. This study shows the
importance of monitoring programs of exposure for the surveillance of Environmental Health.
Biomarkers of oxidative stress can bring an important overview of early metabolic
abnormalities related to environmental exposures, but this type of test must be performed using

specific biomarkers in order to increase the reliability of results.

KEYWORDS: Mercury, Oxidative Stress, Biomarkers, Child and Youth Health, Amazon
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1.  INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnologico gera riscos que 0 homem ainda ndo tem total dominio de
suas consequéncias. Por outro lado, gera expectativas sociais, econdémicas e ambientais que
podem melhorar a qualidade de vida da sociedade. Sabemos que ndo ha desenvolvimento sem
risco associado, porém, é importante que se conheca e se avaliem os riscos gerados, sua
magnitude e suas consequéncias para a saude humana (Hacon, 2003).

O processo de degradacdo da Amazonia legal, associado também a grandes projetos de
desenvolvimento, tem preocupado a comunidade cientifica nacional e internacional, assim
como, as organiza¢fes ndo governamentais, orgaos ligados a salde publica, educacdo,
planejamento, meio ambiente e a sociedade civil (Fearnside, 2003).

A crise ambiental mundial nos coloca diante de um dilema fundamental do modelo
econdmico capitalista: sua necessidade de producdo em escala crescente, para sustentar a
acumulacdo de riquezas dos grupos econdémicos hegemonicos, e a finitude dos recursos
naturais, necessarios a sustentacdo deste modelo. Esta crise, apresenta-se em um cenario sem
precedente na histéria da humanidade no que diz respeito a consumo de energia, urbanizacao,
geracgdo e disposicdo de residuos, contaminacdo do solo, poluicdo do ar e &gua, queimadas,
desmatamento, mudancas climéticas e suas consequéncias sobre a satde humana. O impacto
desta poluicdo atinge mais significativamente os povos dos chamados paises pobres. A
contaminacdo quimica do solo, principalmente por fertilizantes artificiais, agrotoxicos e metais,
fez com que a area atual degradada pela acdo humana seja da ordem de dois bilhdes de hectares
(Miranda, Castro e Augusto, 2009).

Os melhores momentos de expansdo econémica no Brasil tém sido caracterizados pela
concentracdo de renda, desmatamento e contaminacdo do ambiente. Empresas privadas
concentram lucros, mas perdas sdo socializadas. Grandes projetos de desenvolvimento em
ambito nacional s@o executados sem que riscos a0 Ambiente e & Saude da populagdo sejam
devidamente avaliados. A linha de pensamento imposta pelo modelo econémico é que nada
deve impedir o progresso. Nos momentos de crise, a concentracdo de poder e riqueza e a
degradacdo ambiental sdo apresentados como mal necessério. Assim, problemas ambientais
podem ser encarados como consequéncia do desenvolvimento econdmico ou auséncia do
mesmao. A coexisténcia de diversos tipos de problemas ambientais e sociais deve ser examinada
como resultado do desenvolvimento dentro de um quadro de pobreza, gerando uma interagéo

negativa entre diversos e complicados fatores (Barcellos, 2009).



Na regido amazonica, as populacdes tradicionais ribeirinhas caracterizam-se por viver a
base de atividades de subsisténcia, tais como como extrativismo, agricultura familiar e atividade
pesqueira. Mudancas em seus habitos de vida vém acontecendo em virtude de recentes projetos,
particularmente na area de infraestrutura. Em relacdo as comunidades localizadas as margens
do rio Madeira, destacam-se as obras de construcdo das barragens das hidrelétricas de Santo
Antonio e Jirau, que estdo localizadas proximas a cidade de Porto Velho, em Rondbnia, Brasil.
Os impactos socioambientais negativos oriundos desses empreendimentos sobre o estilo de vida
podem ser suficientemente importantes a ponto de alterar a qualidade de vida e o perfil de
morbimortalidade da populagéo ribeirinha (Oliveira et al., 2013).

A construcdo de usinas hidrelétricas € uma das atividades mais controversas no que tange
o desenvolvimento da Amazénia brasileira. A lista completa de barragens planejadas na regido,
aproximadamente 80 unidades, independentemente da data prevista de construcdo, inundaria
aproximadamente 3% da floresta. Decisdes sobre projetos hidrelétricos futuros provocam uma
cadeias de eventos, com impactos socioambientais negativos de alcance muito além da
vizinhanca imediata das barragens e reservatérios (Fearnside, 2005).

A usina hidrelétrica Santo Antbnio, construida no rio Madeira, em meio a floresta
amazonica e a 7 km da cidade de Porto Velho, no estado de Rondonia (RO), comegou a ser
construida em setembro de 2008 e a funcionar em mar¢o de 2012. Atualmente 32 turbinas estdo
em operacdo, gerando aproximadamente 2.286 megawatts (MW) de energia. A previsdo é de
gue em novembro de 2016 a usina estara totalmente concluida, operando com as 50 turbinas
instaladas, com poténcia total de 3.568 MW, energia suficiente para atender o consumo de mais
de 45 milhdes de pessoas. A hidrelétrica Santo Antonio serd uma das cinco maiores geradoras
do Brasil e uma das 15 maiores do mundo. A sua principal caracteristica € o aproveitamento da
alta vazdo do rio Madeira para gerar energia com reservatorio reduzido e pequena queda d"agua,
utilizando turbinas bulbo. Este modelo de operacao da usina é uma nova tecnologia denominada
fio d’agua (que ndo faz estoque de agua), e permite que o reservatorio ocupe 421,56 km?, do
qual 142 km? correspondem a calha natural do rio. O empreendimento é considerado uma obra
estratégica para o desenvolvimento da regido Norte do pais, particularmente para o Estado de
Rondonia, e faz parte do Programa de Aceleracdo do Crescimento (PAC), do governo federal
brasileiro, juntamente com a Usina Hidrelétrica Jirau (Grupo Santo Antonio Energia, 2014).

A hidrelétrica esta sendo construida na cachoeira de Santo Antonio, que é a Ultima
cachoeira antes da cidade de Porto Velho, e marca o inicio do trecho navegavel do rio Madeira

até o oceano Atlantico (Hacon et al., 2014).



Em setembro de 2013 a Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL) autorizou o
inicio da operagdo comercial da hidrelétrica Jirau, em Rondonia, também instalada no rio
Madeira, a cerca de 120 quilémetros rio acima de Porto Velho. Jirau tera capacidade instalada
de 3.750 MW e potencial para gerar energia para cerca de 10 milhdes de domicilios brasileiros.
A area do reservatorio tera 362 km?, em seu nivel d’agua méximo normal, com area inundada
variando ao longo do ano entre 31 e 108 km2.Juntamente com a hidrelétrica Santo Antonio,
Jirau comp&e o Complexo do Rio Madeira (Grupo Energia Sustentavel do Brasil, 2013; Portal
EBC de noticias, 2013).

De acordo com Tolmasquim et al., 2001, sdo propostos como custos socioambientais em
projetos de geracdo de energia 0s custos de controle, mitigagdo, compensacgdo, monitoramento,
institucionais e degradacdo, sendo estes considerados os resultados negativos destes
empreendimentos, e que ndo sdo custeados por concessionarias de geracéo de energia, mas sim,
transferidos para terceiros. Quando um projeto de uma hidrelétrica é pensado, em geral, sdo
calculados alguns custos associados a externalidades do projeto, tais como inundagdo de areas
remotas e deslocamento de populagbes humanas (indigenas e ribeirinhos) e animais.
Populacdes humanas indigenas e ribeirinhos tém um vinculo historico e social com a sua terra,
e isto ndo é resolvido com novas terras e indenizagoes.

A regido Amazonica é um importante local no cenério brasileiro de producdo de energia
hidrelétrica, sendo um grande propulsor de projetos de desenvolvimento nacional (MME,
2007), porém esta mesma regido que vai gerar energia para o pais, apoiando nosso crescimento,
ainda carece de servicos basicos, como saneamento, educacéo e salde.

Usinas hidrelétricas sdo consideradas fontes de energia renovavel e limpa, porém, a
possibilidade de contaminacdo das aguas de seus reservatérios, pela mobilizacdo de mercurio
(Hg) dos solos locais, e seus desdobramentos sobre a saude humana e ambiental € uma questao
que deve ser considerada durante o planejamento de grandes empreendimentos como estes.
Diversos estudos apresentam este debate sobre a contaminacéo de aguas de reservatorios na
regido amazonica e no mundo, em diferentes hidrelétricas construidas ao longo dos anos
(Schetagne, Doyon e Fournier, 2000; Fearnside, 2001; Fearnside, 2005; Hylander et al., 2006;
Mailman et al., 2006; He et al., 2008; Kehrig et al., 2009; Huguet et al., 2010; Marques et al.,
2010).

O Hg é um contaminante global, pois € um elemento natural de distribui¢do ubiqua em

todos os compartimentos do planeta (geosfera, hidrosfera e biosfera), ocorrendo em



concentragOes variadas, e é de grande preocupacao para o ambiente, seres humanos e animais
(IPCS, 1989; IPCS, 1990; ATSDR, 1999).

Estima-se que 400-1400 toneladas de Hg sdo mobilizadas globalmente em barragens e
outros represamentos feitos pelo homem. Isto tem levado a um aumento significativo nos niveis
de Hg e metilmercurio (MeHg) na &gua, e de MeHg em peixes e outras espécies aquaticas. Em
alguns casos, 0s niveis elevados de Hg, também foram observados a jusante de lagos artificiais
e reservatorios (UNEP, 2013).

Solos amazonicos tém elevadas concentraces de Hg de origem natural, sendo o bioma
amazonico rico neste metal (Hacon et al., 1995; Roulet e Lucote, 1995; Roulet et al., 1996). O
desflorestamento da Amazénia para diferentes usos do solo que vem ocorrendo desde o inicio
da década de 70 também é apontado como uma das causas da mobilizacdo do Hg e a sua
reemissdo dos solos para a atmosfera, mantendo elevados niveis de Hg no ecossistema
amazonico (Grotto et al., 2010; Hacon et al., 2009; Wasserman et al.,2001). Outro fator que
também favorece a mobilizacdo do Hg e possivelmente a producdo de MeHg na Amazénia € a
formacdo de grandes lagos para geracdo de energia hidrelétrica (IPCS, 1990; Hacon et al.,
2009).

As concentracdes de Hg em aguas de reservatorios de hidrelétricas se elevam porque a
metilacdo de Hg inorganico aquoso é mediada por microrganismos, que, por sua vez, sdo
estimulados pela carbono presente na matéria organica, encontrada em solos terrestres,
sedimentos, vegetacdo e zonas Umidas. A inundacdo provoca a decomposicdo do carbono
organico e promove condicdes anoxicas, onde a metilagio de Hg inorganico por
microrganismos é favorecida. A elevacdo dos niveis de MeHg em aguas de reservatorios de
hidrelétricas pode durar anos, € a rapida transferéncia de MeHg através da cadeia alimentar
pode aumentar as concentracdes deste composto em peixes do reservatorio e do rio, 0 que pode
persistir por até 30 anos apds a inundacdo (Mailman et al., 2006).

O risco de exposi¢do a agentes quimicos se inicia na fase intra-uterina. As vias de
biotransformacédo (metabolismo) ndo estdo completamente desenvolvidas durante os primeiros
meses de vida, portanto, em recém-nascidos, a capacidade de metabolizar, detoxificar e excretar
difere do adulto. Criancas constituem um grupo dentro da populagdo que tem exposi¢des unicas
e vulnerabilidades especiais a substancias toxicas presentes no ambiente, devido ao seu
metabolismo diferenciado. Compreende-se que as criangas necessitam de uma abordagem de
avaliacdo de risco que considere as suas caracteristicas particulares (Landrigan e Garg, 2002;

Mello-da-Silva e Fruchtengarten, 2005; Guimarées e Asmus, 2010).



Criancas podem ser expostas ao Hg pela ingestdo de peixe contaminado com MeHg.
Quando o MeHg é consumido por mulheres gravidas em elevadas concentragdes, pode levar a
problemas de desenvolvimento neuroldgico no feto. A exposicdo transplacentaria é a mais
perigosa. Os sintomas neuroldgicos incluem retardo mental, convulsdes, perda de visao e
audicdo, atraso no desenvolvimento, distarbios de linguagem e perda de memdria (WHO,
2007).

Assim, populacBes que dependem de dieta ricas em peixes, oriundos de areas
contaminadas, podem ser expostas a niveis elevados de Hg, aumentando os riscos a saude. Os
ribeirinhos, assim como indigenas e quilombolas, comunidades tradicionais da regido
amazonica, apresentam esta caracteristica e dependem do pescado local como principal item
alimentar (Boischio e Barbosa, 1993).

As populagdes ribeirinhas que habitam a floresta amazonica foram submetidas a
mudancas, devido ao desenvolvimento econdmico da regido nos Gltimos 40 anos. Mineracéo,
construcdo de estradas, desmatamento para projetos agricolas e inundacao de grandes areas para
reservatorios de hidrelétricas resultaram em alteracdes dos tradicionais estilo de vida e
subsisténcia, devido a reocupacao rural e imigracdo (Marques et al., 2010). Estas mudancas
podem trazer sérios impactos sociais e riscos a salde destas populacdes.

As informacdes apresentadas desenham a seguinte situagdo: a regido amazonica tem
grandes usinas hidrelétricas sendo construidas em seus territorios. Solos desta regido sdo ricos
em Hg, um metal toxico, que pode ser mobilizado para as aguas de reservatorios, devido a
condi¢cdes ambientais favoraveis. Este Hg serd transformado em sua forma organica mais
toxica, 0 MeHg, que é biomagnificado na cadeia tréfica, contaminando os peixes. Criancas sdo
mais sensiveis a exposi¢cdes a substancias quimicas, o que pode afetar seriamente seu
desenvolvimento. Populagdes ribeirinhas consomem muitos pescados, e se estes estiverem
contaminados, podem trazer sérios riscos a salde desta populacdo. Portanto, criangas
ribeirinhas tém um risco elevado a satde quando expostas ao Hg, oriundo de dietas ricas em
peixes.

Os grandes empreendimentos em desenvolvimento na regido amazonica, a exposi¢do
ambiental de populacGes ribeirinhas e a vulnerabilidade de criangas sdo uma realidade que deve
ser estudada. Avaliacdes de impacto a Saude destes empreendimentos devem ser desenvolvidas
neste cenario. Este tipo de avaliagdo é complexa, porém imprescindivel para monitorar 0s

Impactos positivos e negativos destes empreendimentos na populagao.



Uma abordagem possivel na avaliagdo da salde de criancas expostas ao Hg é a avaliagdo
dos biomarcadores de exposi¢do Mercurio em Sangue (Hg-S) e Mercurio em Cabelo (Hg-C) e
sua relagdo com o estresse oxidativo. Este € um fendbmeno decorrente de um desequilibrio entre
a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante (Barbosa et
al., 2010), que tem como desfecho o dano celular. Este dano pode estar ligado a patogénese de
diversas doencas, o que depende de investigacdo cientifica para estabelecer a relacdo causa-
efeito.

Os estudos de avaliagdo da exposicao fazem uso de biomarcadores, e de acordo com o
conceito da Organizagdo Mundial de Satde (OMS, ou WHO, na sigla em inglés) estes avaliam
a intensidade da exposicéo e o risco & saude (WHO, 1996).

Estudos sugerem que o estresse oxidativo esta relacionado a toxicodinamica do Hg,
porém poucos trabalhos analisaram possiveis eventos bioldgicos subjacentes. A exposicao ao
Hg pode causar estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, levando a processos patologicos.
Porém, deve-se estudar melhor a associagdo entre a exposicdo ao Hg e estresse oxidativo em
populacdes expostas através do consumo de peixes (Clarkson, 1975; Farina et al., 2003; Grotto
et al.,2010).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a exposicdo humana ao Hg, via ingestdo de
peixes contaminados, em populagdes ribeirinha e urbana infantojuvenil, no rio Madeira (RO),

e verificar sua associacdo com biomarcadores de estresse oxidativo.



2.  REFERENCIAL TEORICO

2.1) Mercurio

2.1.1) Histdria e Usos

Para executar seus desenhos sobre as paredes das cavernas em que habitava, ou em
objetos de argila e pinturas faciais, 0 homem pré-histdrico certamente se serviu de uma pedra
vermelha, o cindbrio (Figura 1), principal minério do Hg, quimicamente conhecida como
sulfeto de mercurio Il (HgS). Isto demonstra que a relacdo entre 0 homem e o Hg € bastante
antiga, e permanece sendo objeto de interesse da ciéncia. Admite-se que o cinabrio e 0 Hg
comecaram a ser extraidos de minas ha mais de 2.300 anos. O simbolo do mercurio vem do seu
nome em latim Hidrargyrum, e o metal também e conhecido como prata liquida, devido ao seu

aspecto e cor (Azevedo e Chasin, 2003).

Figura 1: Cinabrio, o minério de onde o Hg ¢ extraido (UNEP, 2013)
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O Hg ja era conhecido na Antiguidade pelos chineses e indianos. O metal também foi
encontrado em tamulos egipcios que datam de até 2000 a.C. Teofrasto (300 a.C.) descreveu o
método que se utilizava para obter o Hg a partir do cinabrio, por meio da interacdo deste com
0 cobre e com o vinagre. Sua utilizacdo foi relatada também nos escritos de Aristételes (384-
322 a.C.), e tanto na antiga Roma como na China o cinabrio foi muito utilizado como corante
natural, bem como por suas supostas propriedades "magicas"” (Minamata Disease, 1968).



O Hg é um metal que por conta de suas caracteristicas impares e seus usos, tem fascinado
a humanidade por milénios. Infelizmente, tal fascinio implicou num aprendizado, pela prética,
bastante cruel quanto a sua toxicidade. E interminavel a literatura cientifica a respeito, tanto do
aspecto da saude humana quanto no da salde ambiental. Hoje, depois de toda a evidéncia
cientifica e dos fatos reais acontecidos, como bem prova a historia deste metal, é evidente a
natureza dos riscos toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos decorrentes de usos do Hg. Todas as
formas do Hg, a depender da forma quimica e da via de exposicdo, sdo toxicas para o ser
humano, podendo levar a graves consequéncias (Hacon e Azevedo, 2006).

O uso do Hg e seus riscos deve ser sempre avaliado, para evitar danos para o ambiente e
o0 ser humano. Embora quantidades de Hg decorrentes da atividade humana possam ser muito
pequenas em relacdo as emissdes globais, a liberacdo antropogénica de Hg metalico elementar
em areas confinadas foi a fonte de surtos de intoxicacdo na Bacia de Minamata (Minamata) e
no rio Agano (Niigata), ambos no Japédo (WHO, 1976, IPCS 1990, IPCS 1991).

O primeiro e mais conhecido desastre ambiental, de repercussdo mundial, que expds ao
mundo os riscos do uso do Hg ocorreu por volta de 1953 na Baia de Minamata, sudoeste do
Japdo. Uma planta quimica da empresa Chisso Corporation utilizava sulfato de mercdrio como
catalisador para a producdo de &cido acético e seus derivados, e cloreto de mercdrio como
catalisador na producdo de cloreto de vinila, sendo que 0 MeHg era um subproduto na sintese
do acetaldeido. O MeHg é biomagnificado ao longo da cadeia tréfica, sendo um grande risco
para a saude ambiental e humana. O MeHg, que era despejado como efluente industrial,
contaminou a biota marinha e as aguas da Baia de Minamata, chegando até a populacéo através
da ingestdo de frutos do mar, item constante na dieta da populacdo local. A “Doenga de
Minamata” foi oficialmente descoberta em 1956, quando uma crianca foi hospitalizada com
méaos e pés paralisados, sendo entdo varios casos similares encontrados, atingindo niveis
epidémicos. Durante este periodo, houve também relatos de efeitos diretos do Hg sobre a vida
selvagem da area. Outros acidentes no Ird, Paquistdo e Guatemala, causados pelo uso de MeHg
como fungicida para tratamento de sementes de gréos, permitem confirmar o problema do uso
intensivo do Hg, principalmente na forma de compostos organomercuriais (IPCS 1989;
Lacerda, 1997; Micaroni, Bueno e Jardim, 2000).

MeHg foi utilizado também comao pesticida no tratamento de sementes de graos no Iraque.
Esse uso deu origem a graves incidentes de envenenamento antes de 1960 e, novamente, no
inicio dos anos 1970. O surto de intoxicagdo em massa ocorreu no inverno de 1971-1972.

Sementes e grdos tratados com um fungicida derivado de Hg foram usadas para preparar pao
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caseiro em comunidades rurais em todo o pais. Mais de 400 mortes atribuidas a intoxicagéo
foram registradas. Ambos 0s sexos e todas as idades foram afetados (IPCS 1990, UNEP, 2002)

A Figura 2 ilustra a contaminacdo do ambiente pelo Hg, a transformacdo do metal na
forma orgéanica MeHg e, no final da cadeia de eventos, 0 impacto na sadde do ser humano. A
forma MeHg se torna mais perigosa para 0 humano pois se bioacumula ao longo da cadeia

trofica e chega ao humano em maiores concentracdes que as presentes no ambiente.

Figura 2: A contaminacdo do ambiente pelo Hg (USEPA, 2013)
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Os acidentes relatados acima apresentam quadros de exposicdo ambiental, mas é
importante considerar também o Hg no ambiente de trabalho e seu impacto no campo da Salde
Ocupacional, pois a exposi¢do ao Hg por ambas as fontes, ambiental e ocupacional, representam
um risco a satde humana.

Os niveis de exposicdo ambiental, em geral, sdo mais baixos do que aqueles normalmente
detectados no ambiente de trabalho. Os trabalhadores estdo expostos ao vapor de Hg por
inalacéo, principalmente ao Hg metalico, mas também a formas inorganicas e organicas (IARC,
1997).



2.1.2) Propriedades e Distribuicéo

O Hg encontra-se associado em pelo menos 25 minerais, mas a unica forma
economicamente explorada é o cinabrio, que ocorre em depositos em areas com atividade
vulcanica recente, em veios e fraturas minerais, e proximo a fontes de &guas termais.
Importantes depoésitos deste mineral se localizam na Espanha, Quirguistdo, Argélia, China,
Estados Unidos e México (Biester, Gosar e Muller, 1999).

A abundéancia do Hg é de aproximadamente 0,05 mg/kg na crosta terrestre, com variacoes
locais significativas. Minérios de Hg em geral contém cerca de 1% do metal, embora os extratos
de minas na Espanha podem conter até 12-14%. Hg também est4 presente em niveis muito
baixos por toda a biosfera, e sua absorcdo pelas plantas pode contribuir na presenca da
composicdo de combustiveis fésseis como o carvao, petroleo e gas, uma vez que estes
combustiveis sdo formados a partir de transformacédo geoldgica de residuos organicos (UNEP,
2002).

As fontes naturais mais significativas de Hg sdo a degaseificacdo da crosta terrestre, as
emissdes de vulcdes e a evaporacdo de corpos aquaticos (IPCS, 1991). A crosta terrestre é uma
importante fonte para a contaminacdo de corpos aquaticos. Uma parcela do Hg encontrado na
agua é de origem natural, embora possa parcialmente ser de origem atmosférica e ter sido
gerado também por atividade antropogénica. Portanto, € dificil avaliar, quantitativamente, as
contribuicdes relativas a atividade antropogénica e a natural em relacdo aos compostos
mercuriais que sofrem lixiviacdo do solo para a &gua (Azevedo e Chasin, 2003).

O Hg é liberado para o ambiente a partir de fontes e processos naturais e como resultado
de atividades humanas. Uma vez que tenha entrado nos compartimentos ambientais, ocorrem
ciclos do metal entre ar, terra e agua até que seja removido do sistema e depositado em
sedimentos do oceano ou lacustres, ou mesmo, “aprisionado” em compostos minerais estaveis.
A Figura 3 demonstra as estimativas globais de Hg, em toneladas, ilustrando os principais
compartimentos ambientais, os caminhos que sao de importancia no ciclo global do metal, e as
maneiras pelas quais versdes naturais e antropogénicas movem-se entre 0s compartimentos
terra, ar e agua (UNEP, 2013).
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Figura 3: Estimativas globais de Hg (UNEP, 2013)
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Os sedimentos de rios, lagos e oceanos poluidos com Hg sdo perigosos porque o Hg
depositado pode permanecer ativo como substrato para a metilagdo por cerca de 100 anos,
mesmo quando a fonte é eliminada. A distribuicdo do Hg nos sedimentos esta relacionada com
o conteudo de carbono organico, argila, ferro, fosforo, potencial redox e enxofre, dentre outros.
Os agentes organicos complexantes soluveis em agua, tais como humatos e fulvatos, podem
quelar as espécies sollveis e insollveis na agua; os Gltimos precipitam-se diretamente da
solucdo para o sedimento. O pH acido favorece a absorcdo do Hg pelo himus. No entanto, em
pH basico, o solo, ar e agua tém maior afinidade pela fracdo mineral, desfavorecendo a
formacdo do MeHg (Stein et al., 1996; Pak e Bartha, 1998, Wasserman et al., 2002; Bisinoti e
Jardim, 2004).

Independentemente dos processos que regulam estes ciclos do Hg no ambiente, o Hg que
chega nos diferentes compartimentos ambientais pode apresentar-se como inorganico ou
orgénico. Na forma inorgéanica pode ser encontrado sob trés diferentes estados de oxidagéo: o
Hg elementar (Hg®), o qual se encontra principalmente na forma de gas, o ion mercuroso
(Hg2?"), forma pouco estavel em sistemas naturais, e o fon mercurico (Hg?"). Na forma
organica, o ion mercurico apresenta-se ligado covalentemente a um radical organico, sendo o
MeHg e o dimetilmercudrio os mais comuns, ou ainda com ligantes organicos naturais. No ciclo

biogeoquimico do Hg, o MeHg e os compostos de Hg?*, dimetilmerctrio e Hg® sdo
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interconvertidos nos sistemas atmosféricos, aquaticos e terrestres (Micaroni, Bueno e Jardim,
2000).

Fontes antropogénicas de emissdes de Hg representam cerca de 30% da quantidade total
de Hg na atmosfera a cada ano. O aporte antropico ocorre através de inddstrias que queimam
combustiveis fosseis, producdo eletrolitica de cloro-soda, producdo de acetaldeido,
incineradores de lixo, polpa de papel, tintas, pesticidas, fungicidas, lampadas de vapor de Hg,
baterias, amalgamacao de mercdrio em extracdo de ouro, entre outros. Nessas atividades o Hg
€ emitido pois esta presente como uma impureza nos combustiveis e matérias-primas. Hg ainda
é utilizado numa vasta gama de produtos, incluindo as baterias, tintas, switches elétricos,
dispositivos eletroeletronicos, termdmetros, aparelhos para medir pressao arterial, lampadas
fluorescentes, pesticidas, fungicidas, medicamentos e cosméticos, e amalgama dentaria
(Clarkson, 1992; UNEP, 2013).

O Hg é um metal mundial e onipresente, ocorre naturalmente, tem amplos usos no
cotidiano e é liberado para a atmosfera, solo e agua a partir de uma variedade de fontes. Isto faz
com que fontes antropogénicas de Hg sejam um fator chave no controle dos riscos associados
a este metal. Diante disso, em fevereiro de 2009, uma decisdo do Programa da Nac¢des Unidas
para 0 Meio Ambiente (PNUMA) considerou ser necessario realizar estudos sobre o Hg e listou
uma séries de atividades importantes neste contexto, tais como, estudo das vérias fontes e
emissdes de Hg, e atividades para reduzir os riscos a saide humana e ao meio ambiente. Como
resultado, em janeiro de 2013, foi acordado por 140 paises o texto da Convencéo de Minamata,
que é um tratado global para proteger a saude humana e o ambiente dos efeitos adversos do Hg,
reconhecendo 0 Hg como uma substancia quimica de interesse ambiental global (Fundacentro,
2013; MMA, 2014; Minamata Convention on Mercury, 2014).

Os principais destaques da Convenc¢do de Minamata incluem a proibicdo de novas minas,
a eliminacdo progressiva das ja existentes, as medidas de controle sobre as emissdes
atmosféricas, e a regulamentacéo internacional do setor informal para mineragéo artesanal e de
ouro em pequena escala (Minamata Convention on Mercury, 2014).

No Brasil, em margo de 2011, a Comissdo Nacional de Seguranga Quimica (CONASQ)
instituiu o Grupo de Trabalho sobre Mercario (GT-Mercurio), com o objetivo de discutir e
propor estratégias, diretrizes, programas, planos e a¢des sobre o Instrumento Global sobre o
Mercurio e encaminhar sugestdes para a participagéo brasileira nas negociac6es do instrumento
juridico mundial sobre 0 Hg (MMA, 2014).
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O Brasil ndo ¢ um pais produtor de Hg, importando toda a quantidade consumida.
Entretanto, o Brasil exporta alguns produtos contendo Hg em sua constituicdo, como lampadas,
computadores e televisores, principalmente para paises da América Latina. O Brasil importa
Hg na forma metalica e na forma de produtos contendo Hg em sua constituicdo. O principal
volume de importacdo corresponde ao Hg metalico, que totalizou 737 toneladas no periodo
entre 1996 e 2009 (MMA, 2013).

As importacOes de Hg destinam-se aos seguintes setores, conforme a Comissao Nacional
de Seguranca Quimica: revendedoras (83%), odontologia (10,4%), quimico (5,5%),
termOmetros (0,9%), lampadas (0,2%) (Guimarées, 2006).

No Brasil, 0 uso de Hg é representado pelas atividades geradoras de residuos sélidos
contendo Hg, que estdo distribuidas de maneira ndo uniforme no pais. Na regido Sudeste,
particularmente nos estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro, encontram-se as principais fontes
geradoras de residuos de Hg contidos em produtos e efluentes da inddstria quimica e
eletroeletronica (Moreira e Pivetta, 2001)

Na regido Sul, encontram-se as principais usinas termelétricas a carvao. Cerca de 90% do
Hg emitido por esta fonte seja liberado na forma de vapor, cerca de 10% esta contido em cinzas
(Pires, Fiedler e Teixeira, 1997). Na regido Norte e Centro-Oeste, as principais fontes de
residuos solidos contendo Hg sdo originadas no garimpo de ouro, onde sdo depositados sob
forma de rejeitos de mineracdo. Em outras areas importantes de garimpo, como no Estado de
Rondbnia, os garimpeiros continuam operando majoritariamente através de dragas diretamente
no leito de rios, ndo gerando residuos solidos, embora contaminem significativamente o meio
aquatico (meio receptor) (Lacerda e Salomons, 1998).

A origem e caracteristicas das principais fontes antropogénicas de Hg no Brasil sofreram
alteracdes nas Ultimas décadas. As fontes industriais eram responsaveis pela quase totalidade
das emissdes antropogénicas no pais até 1970. A partir desta época, trés aspectos principais
modificaram radicalmente esta situacdo: primeiro, o controle mais eficiente das emissdes
industriais conhecidas e a substituicao de tecnologias “sujas”; depois, a explosdo do garimpo
de ouro na Amazonia, na década de 80; e, por fim, o crescimento acelerado dos grandes centros
urbanos (Lacerda, 1997).
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2.1.3) Mercario na Amazonia

Durante as ultimas décadas do século passado houve um aumento significativo da
mineracao de ouro em muitos paises em desenvolvimento, que oscilou em funcdo do mercado
internacional do preco do ouro. Em quase todos os paises da Bacia Amazonica, o Hg metélico
foi usado como insumo no processo de extragdo de ouro (amalgamacéo). No Brasil, uma grande
parte da discussdo dada aos problemas da contaminacdo por Hg s6 surgiu na década de 80.
Nessa época, estudos revelaram que grandes quantidades de Hg foram lancadas nos principais
rios e na atmosfera do ecossistema amazonico como consequéncia da “corrida do ouro” (Hacon
et al., 2009).

A amalgama ¢é utilizada para recuperacdo do ouro de granulacdo fina. Em seguida, a
amalgama é queimada, via de regra, ao ar livre, e o Hg liberado para a atmosfera na forma de
vapor, restando o ouro (Santos et al., 2003).

Inicialmente, os elevados niveis de Hg encontrados em solos amazdnicos foram
atribuidos apenas a mineracdo de ouro. Entretanto, recentemente alguns autores tém sugerido
gue sedimentos e solos amazonicos teriam elevadas concentracdes de Hg de origem natural, o
que poderia explicar também os niveis de Hg nos peixes e em humanos da regido (Hacon et al.,
1995; Roulet e Lucote, 1995; Roulet et al., 1996) Segundo eles, o Hg formaria algum tipo de
complexo com o ferro (Fe). A natureza deste processo ainda nao é bem conhecida, uma vez que
a relacdo entre estes dois metais foi detectada a partir de coeficientes de correlacdo feitos em
perfis de solo. Diante desta associacao entre Hg e Fe, a hipotese é que o Hg do solo amazénico
teria uma origem natural, e ndo somente antropogénica, como era antes discutido. Outros
autores levantaram a hipotese de que o transporte atmosférico do Hg antropogénico poderia ser
o0 responsavel pelo aumento da contaminacdo na Bacia Amazo6nica (Wasserman, Hacon e
Wasserman, 2001; Hacon et al., 2009).
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Figura 4: O ciclo do Hg no ambiente amazénico (Wasserman, Hacon e Wasserman, 2001)

De acordo com a Figura 4, os concentracfes de Hg nas dguas devem ser baixas, em razdo
da baixa solubilidade do elemento. Porém, a parte atmosférica do ciclo do Hg deve ter uma
importancia significativa, dada a baixa pressao de vapor do metal. A figura indica que ele deve
ser volatilizado para a atmosfera como Hg?, sofre oxidac&o, e deve retornar junto com a agua
de chuva na forma ibnica (Hg?*"). Os solos representam um reservatorio de Hg, onde a
permanéncia ¢ mais longa do que nos outros compartimentos, justificando assim sua maior
concentracdo (Wasserman, Hacon e Wasserman, 2001).

O Hg é reconhecidamente um problema para a satde ambiental e humana (IPCS, 1989;
ATSDR, 1999, UNEP 2013), e isto tém maior relevancia devido a utilizacdo do Hg em
numerosas atividades econdmicas, sobretudo na mineracdo de ouro. Na década de 1990, a
escassez de dados técnicos disponiveis a respeito do assunto mobilizou a academia cientifica,
a fim de levantar informacGes sobre o caso, gerando estudos com participacdo de povos
indigenas, comunidades ribeirinhas e instituicGes governamentais e ndo-governamentais. O
objetivo basico da iniciativa consistiu em conhecer a dimensdo e a gravidade da intoxicacao
por Hg em grupos populacionais em risco (Gongalves e Gongalves, 2004).

A bacia superior do rio Madeira (regido do Alto Madeira) foi a segunda mais importante
regido produtora de ouro de garimpo na Amazénia durante as décadas de 1980 e 1990. A corrida

do ouro nesse rio comecou em 1975 como uma atividade individual, ndo mecanizada,
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principalmente em bancos e margens do rio, durante a estagdo seca. Este processo foi
rapidamente seguido pela introducdo de balsas, operadas em conjunto com mergulhadores,
seguida da introducdo de grandes dragas mecanicas, capazes de trabalhar em grandes
profundidades (Bastos e Lacerda, 2004).

O desmatamento da Amazonia seguido pela conversdo dos solos para diferentes usos é
apontado como uma das causas da remobilizacdo do Hg de origem natural ou antrépica. A
erosdo e lixiviagdo do Hg presente nos solos e a sua reemissdo para a atmosfera mantem
elevadas concentragcdes no ecossistema amazénico, mesmo apos a diminui¢do do garimpo de
ouro. Outro fator que também favorece a mobilizacdo do Hg e possivelmente a produgdo de
MeHg na Amazobnia é a formacao de grandes lagos para geracdo de energia hidrelétrica, que
via de regra resultam na inundacdo de extensas areas de floresta. O processo de metilagcdo do
Hg é favorecido em ambientes aquaticos anoxicos ou suboxicos, levemente &cidos, com
concentragOes elevadas de matéria organica dissolvida e atividade microbiol6gica intensa. Em
areas de remanso, lagos marginais e de inundacdo e em reservatorios artificiais, essas
caracteristicas biogeoquimicas estdo mais propensas a ocorrer. Os reservatérios de criacdo
recente na regido amazoénica oferecerem as condi¢es citadas que propiciam a metilacdo do Hg,
sendo estes uma importante fonte adicional de Hg inorganico, que pode ser convertido a MeHg,
por meio da remobilizagdo do metal dos solos dos novos lagos artificiais (Lacerda e Malm,
2008).

No quadro geral da contaminacdo ambiental por Hg na bacia amazénica e em suas areas
de influéncia, duas grandes questfes se justapdem: a larga complexidade da toxicologia e da
ecotoxicologia do metal, e a dimensao da bacia, de sua natureza, e a intrincada teia de relagdes
que internamente a ela se estabelecem (Hacon e Azevedo, 2006).

A bacia amazonica representa um verdadeiro laboratério para estudar os efeitos da
exposicdo cronica ao Hg e suas interacBes com adieta, o histdrico clinico e a susceptibilidade
as doencas endémicas tropicais. A complexidade do ecossistema amazonico, junto ao limitado
conhecimento do ciclo biogeoquimico do Hg na floresta tropical, explica as dificuldades que a
comunidade cientifica enfrenta para avaliar o impacto da contaminacgdo pelo metal. Assim, 0s
conhecimentos atuais sobre o transporte, transformacéo e destino do Hg no ambiente terrestre
e aquatico amazonico ainda é muito superficial. Estas questdes afetam o potencial da exposicédo

das populacdes locais e, consequentemente, 0s seus riscos (Hacon et al., 2009).
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A contaminacéo por Hg na regido néo é nenhuma novidade para as autoridades da Saude.
Desde a década de 70, quando o garimpo do ouro estourou na regido, sabe-se que o metal pode
afetar a saude humana e infantil, porém nao existem protocolos de investigacao adequadamente

estabelecidos para identificar populacfes expostas aos efeitos subclinicos.

2.1.4) Metilmercurio

O metilmercirio (MeHg ou CH3Hg") é um composto organico de Hg encontrado no
ambiente aquéatico. A maioria do MeHg é derivado da metilagdo de Hg inorganico, realizada
principalmente por microrganismos aquéaticos (Compeau e Bartha, 1985). MeHg é
biomagnificado na cadeia alimentar aquatica, atingindo concentracdes tao altas quanto 1 mg/g
em peixes predadores (Hintelmann, 2010).

O consumo de peixes, crustaceos e moluscos € o principal meio de exposi¢do humana ao
MeHg, sendo este fato uma séria preocupacdo para a Saude Publica (IPCS, 1989; IPCS, 1990;
ATSDR, 1999; Chen, 2012).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, na sigla em inglés) classifica o
MeHg no Grupo 2B (possivel carcindgeno para humanos). Ha também a classificacdo da
USEPA que ¢ igual a da IARC (C - possivel carcindgeno para humanos). Ja o Hg® e seus
derivados inorganicos estdo inseridos no Grupo 3 (ndo classificaveis quanto a sua
carcinogenicidade para humanos) (IARC, 1997). Esses dados estdo atualizados e representam
a ultima classificacdo de carcinogenicidade para o Hg e seus derivados, de acordo com a IARC
e USEPA (IARC, 2014; USEPA-IRIS, 2014).

A atencdo dada ao MeHg é devida a elevada toxicidade para os seres humanos e animais,
seu acumulo na biota e sua biomagnificacdo na cadeia alimentar aquatica. O conhecimento da
concentracdo, transporte e dinamica do Hg e MeHg no ambiente é necessario para predizer o
potencial de impacto sobre os seres humanos. O ciclo biogeoguimico do Hg € caracterizado
pelas vérias rotas que este pode seguir no ambiente. Quando em contato com o solo ou
sedimento, pode ocorrer sor¢do do Hg na forma insoltvel seguida demetilacdo/desmetilagdo. O
ciclo é completado pelas rotas de precipitacdo, bioconversdo em formas volateis ou soluveis,
reintegracdo deste na atmosfera ou bioacumulacdo na cadeia alimentar aquatica ou terrestre.
Mais do que 85% do estoque total de Hg na biota de dguas doces esta na forma de MeHg,
indicando que a formacgdo deste é o processo chave que regula o contetdo de Hg neste

compartimento. H4 uma grande influéncia das bactérias e da luz solar no ciclo do Hg,
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caracterizando suas transformacdes, como pode ser observado na Figura 5 (Lacerdaet al., 1994,
Bisinoti e Jardim, 2004). No ambiente aquatico amazénico o0 MeHg em peixes representa de
85-100% da carga total de Hg (Hacon et al., 1997).

Figura 5: Interconverséo entre as formas de Hg (Bisinoti e Jardim, 2004)
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O MeHg presente em alimentos contaminados é completamente absorvido a partir do
trato gastrintestinal e distribuido para a maioria dos tecidos. MeHg se liga a grupos sulfidrila
reduzidos. Uma fracdo é convertida para Hg?*, e a extensdo dessa conversio depende da
espécie. O MeHg é excretado principalmente na bilis. No intestino, uma fracdo de MeHg ¢é
biotransformada em Hg?* e excretada nas fezes. MeHg passa para o feto e é excretado no leite.
Nos seres humanos, MeHg tém um meia-vida de aproximadamente dois meses. AS
concentracdes no sangue e cabelo sdo Uteis para monitorar a exposi¢cdo ao MeHg (IARC, 1997).

Depois de absorvido, mais de 90% de MeHg no sangue fica ligado a hemoglobina dos
eritrocitos). Nos seres humanos expostos por via oral ao MeHg, a percentagem (do total) de Hg
inorganico no sangue, urina e leite materno é de 7%, 39% e 73%, respectivamente, sugerindo
gue Hg inorganico € um importante metabdlito excretavel do MeHg (Kershaw, Clarkson e
Dhahir, 1980; Farina et al., 2013).

No homem, o sistema nervoso central (SNC) é o principal 6rgéo atingido pelo MeHg,
pois este atravessa a barreira hematoencefélica, e a ocorréncia dos sintomas clinicos é dose-
dependente. A sintomatologia em adultos inclui parestesia (alteragdes sensoriais), ataxia (falta

de coordenacdo nos movimentos) e disartria (dificuldade na articulacdo das palavras), além de
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distarbios visuais e auditivos. No homem, os niveis de MeHg no cérebro sdo aproximadamente
6 vezes maiores do que os niveis de Hg no sangue. O feto é particularmente sensivel a exposicao
ao MeHg, com efeitos no desenvolvimento cognitivo de criancas. Os grupos mais vulneraveis
a exposicao ao MeHg sdo as criancas, o feto e a gestante (IPCS, 1990).

Hé estudos epidemioldgicos que mostram que a exposi¢cdo materna ao MeHg durante a
gravidez provoca déficits neuroldgicos na prole (Grandjean et al., 1997; Murata et al., 2004).
A exposi¢cdo ao MeHg durante o desenvolvimento fetal é ligada a dano no desenvolvimento
cerebral em niveis muito mais baixos do que aqueles que afetam o cérebro de adultos.
Provavelmente porque afeta a diferenciacdo celular, migracdo e sinaptogénese (Grandjean e
Landrigan, 2006).

Os mecanismos moleculares envolvidos na neurotoxicidade e neurodegeneracgéo induzida
por MeHg sdo mais conhecidos, quando comparados com os do Hg’. O MeHg é um
monoalquilmercurial, portanto seu atomo de Hg é um monocation (CHsHg") que possui
propriedades eletrofilicas. Como um composto eletréfilico, o MeHg interage com grupos
nucleofilicos de varias biomoléculas, oxidando-os. Grupamentos sulfidrilas (tiol —SH e tiolato
-S7) sdo alvos importantes e relevantes de MeHg nos sistemas bioldgicos. Assim, as interacdes
de MeHg com proteinas contendo sulfidrila (isto é, receptores de neurotransmissores,
transportadores, enzimas antioxidantes, etc), bem como com grupamentos tidis proteicos, isto
é, a glutationa, sdo eventos cruciais na mediacdo da sua neurotoxicidade (Clarkson, Magos e
Myers, 2003; Sumi, 2008).

A populacdo em geral ndo enfrenta riscos significativos para a saude em relacdo a
exposicdo ao MeHg, com excecdo de certos grupos com alto consumo de peixes (Jarup, 2003).
Por exemplo, em comunidades onde, via alimentacdo, existe um consumo regular de
aproximadamente 200 g Hg/dia, a partir de peixes, 0s niveis de Hg no sangue e no cabelo sdo
em torno de 200 pg/L e 50 pg/g, respectivamente (IPCS, 1990).

A exposi¢cdo ao MeHg pode resultar numa variedade de efeitos sobre a saude de seres
humanos, como explicitado anteriormente. No que diz respeito a outros efeitos do MeHg sobre
a saude, alguns estudos epidemioldgicos recentes em homens sugerem que o MeHg esta
associado com um maior risco de infarto agudo do miocardio, doenca cardiaca coronariana e
doenca cardiovascular em algumas populacdes (USEPA, 2010).

As populagdes ribeirinhas da Amazoénia que dependem do pescado local estdo sob maior
risco de desenvolver problemas de saude causados pelo MeHg gue se concentra nos diferentes

niveis troficos das cadeias alimentares. S&o inimeras as variaveis que interferem na exposicéo
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destes individuos ao Hg, relacionadas tanto ao comportamento do metal nesta cadeia tréfica
(por exemplo, biomagnificacdo), quanto ao consumo de pescado (espécies consumidas,

sazonalidade e locais de captura) (Boischio e Barbosa, 1993).

2.2) Estresse Oxidativo

Atualmente existe um grande interesse no estudo de antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres, também conhecidos como
espécies reativas, no organismo. A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso
metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo
metabolica. Encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No
entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e danosa proteinas, enzimas, carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se
relacionados com varias patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coracao,
catarata, disfungdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa, ou o fator agravante do
quadro geral (Barreiros, David e David, 2006).

O termo radical livre se refere a um 4tomo ou molécula altamente reativo, que contém
um ndmero impar de elétrons em sua Ultima camada eletronica. E este ndo-emparelhamento de
elétrons que confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas. Em condicdes fisioldgicas
do metabolismo celular aerdbio, o O2 sofre reducdo e durante esse processo sdo formados
intermediarios reativos, conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (Ferreira €
Matsubara, 1997).

Os principais elementos participantes de reacdes de 6xido-reducdo no organismo humano
s&o 0 oxigénio (Oz) e o nitrogénio (N) ( Vasconcelos et al., 2007). Os produtos formados nessas
reacOes nem sempre apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada, mas ainda
assim sdo altamente reativos, como por exemplo, o oxigénio singleto (*0O,), peroxido de
hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HCIO) (Ribeiro et al., 2005). Por este motivo, tais
moléculas sdo atualmente denominadas “espécies reativas”, evitando-se o termo “radical livre”
(Ferreira e Matsubara, 1997). As espécies reativas de oxigénio (ERO’s, ou ROS — “reactive
oxygen species”), bem como as espécies reativas de nitrogénio (ERN’s, ou RNS — “reactive
nitrogen species”), Sd0 moléculas altamente instaveis, quimicamente muito reativas e

apresentam meia-vida curta (McCord, 2000).
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O dxido nitrico (NO") € outro tipo de espécie reativa, atuando na sinalizag&o bioldgica em
uma grande variedade de processos fisioldgicos, incluindo neurotransmissdo, regulacdo da
pressdo arterial, mecanismos de defesa, relaxamento da musculatura lisa e regulacdo imune.
Esta molécula contém um elétron ndo emparelhado, portanto é considerada um radical livre.
Outra ERN € o anion peroxinitrito ONOO™, molécula mais oxidativa que o NO*, que pode
causar fragmentacdo de DNA e oxidacao de lipideos (Valko et al., 2006).

As ERO’s e ERN’s, participam de inumeros processos fisiologicos, incluindo
crescimento celular normal, morte celular programada e senescéncia celular. Portanto, espécies
reativas tém um papel fisioldgico de sinalizacdo celular redox. Apesar de serem essenciais para
as respostas bioldgicas, em algumas ocasides, 0 aumento na producdo dessas espécies pode
resultar em respostas deletérias ao organismo (Oga, Camargo e Batistuzzo, 2008), como

demonstrado na Figura 6.

Figura 6: As fontes e a resposta celular as espécies reativas
(Adaptado de Finkel e Holbrook, 2000)
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Quando a produg¢do de ERO’s ou ERN’s ¢é exacerbada, o organismo dispde de um
eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio (balanco
redox). O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, com
predominio dos oxidantes, com dano consequente. A intensidade e patogenicidade destes
desequilibrios vdo depender, naturalmente, das concentracdes locais de espécies pro e
antioxidantes, das constantes de velocidade de reacdo com moléculas-alvo e da
compartimentalizacdo celular destes processos, onde fatores de solubilidade e difusibilidade
sdo determinantes (Sies, 1991; Vasconcelos et al., 2007).

"Antioxidante" é uma palavra muito mal utilizada. Pode-se fazer quase qualquer produto
quimico exercer efeitos antioxidantes in vitro, escolhendo as condigdes de ensaio apropriadas.
Halliwell e Gutteridge (1999), definiram um antioxidante como qualquer substancia que,
guando presente em baixas concentragdes em comparacao com as de um substrato oxidavel,
atrasa significativamente, ou evita a oxidagdo do referido substrato. O termo "substrato
oxidavel" inclui todo o tipo de molécula encontrada in vivo. Esta definicdo enfatiza a
importancia dos danos estudados e a fonte de espécies reativas usada quando as acgdes
antioxidante sdo examinadas (Halliwell e Whiteman, 2004).

Dentre o0s aspectos preventivos, é interessante ressaltar a correlacdo existente entre a
atividade antioxidante e a capacidade de inibir ou retardar o aparecimento de células
cancerigenas, além de retardar o envelhecimento das células em geral (Barreiros, David e
David, 2006).

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes produzidos pelo
corpo ou absorvidos da dieta. Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente,
a exemplo das enzimas glutationa peroxidade (GPx), catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD) ou, ndo-enzimaticamente, a exemplo da glutationa (GSH), peptideos de histidina,
proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), melatonina, &cido diidrolipdico,
ubiquinonas, metalotioneina e polifendis (flavonoides e poliflavonoides). Além dos
antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o
[-caroteno (pro-vitamina A), acido ascérbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E). H& ainda
elementos que sdo antioxidantes pois sdo cofatores de enzimas antioxidantes: Cu, Zn e Mn
(SOD) e Se (GPx) (Barreiros, David e David, 2006; Oga, Camargo e Batistuzzo, 2008; Barbosa
etal., 2010)
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Pequenos desvios da atividade fisioldgica de enzimas antioxidantes podem ter um grande
efeito sobre a resisténcia celular aos danos induzidos por espécies oxidantes (Matés, Pérez-
Gobmez e Castro, 1999).

A Figura 7 € uma representacdo esquematica do sistema enzimatico de defesa

antioxidante.

Figura 7: Integracdo dos sistemas de defesa enzimaticos
(Adaptado de Barbosa et al., 2010)
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Por meio da reagéo de dismutacédo (reacdo onde ocorre uma oxidacdo e uma redugédo ao
mesmo tempo), a SOD catalisa a geracdo de perdxido de hidrogénio (H202) a partir do radical
superoxido (Oz¢). As enzimas CAT e GPx se integram para impedir o acaimulo de H>O> que,
apesar de ndo ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais.
O acumulo dessa espécie reativa (H20-) possibilita, por meio das reacfes de Fenton e Haber-
Weiss, a gerac¢do do radical hidroxila (OHe), contra o qual ndo existe defesa enzimética. A GPx
reduz o H.O> & agua, convertendo a glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). A
glutationa redutase (GR), responsavel pela recuperacdo da glutationa reduzida (GSH),
possibilita a manutencdo da integralidade do ciclo redox da GSH e, consequentemente, do
equilibrio adequado entre os sistemas de defesa enzimaticos (Barbosa et al., 2010).

Os seres vivos estdo continuamente expostos a compostos quimicos naturais e/ou nao-
naturais a eles estranhos. Estes compostos sdo denominados xenobidticos e podem interagir de
maneira deletéria ao organismo. A detoxificacdo enzimatica de Xxenobidticos pode ser
classificada em trés fases distintas, porém estritamente relacionadas: fase I, 11 e 1. Nas fases |
e 11, geralmente se observa a transformacao do xenobidtico em uma espécie que apresenta maior
solubilidade em agua, além de uma menor toxicidade. Na fase Ill, estes metabdlitos sdo

transportados para o exterior da célula e entdo excretados. De fato, a fase Il do metabolismo de
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xenobioticos compreende um importante passo para a eliminacdo destas espécies do meio
celular, podendo, em alguns casos, envolver a participacdo de transportadores (Sheehan et al.,
2001; Huber, Almeida e Fatima, 2008).

As Glutationa S-Transferases (GST, EC 2.5.1.18) sdo familias de enzimas com diferentes
localizagOes celulares, atuando na detoxificacdo de xenobioticos nocivos (incluindo poluentes
ambientais) e protegendo contra espécies reativas produzidos durante o estresse oxidativo. Nas
reacOes mediadas por GST, a GSH ¢ conjugada com uma variedade eletréfilos ou produtos
finais de oxidacdo e adutos de GSH séo ativamente eliminados pela célula (Hayes et al., 2005).
Este efluxo do conjugado de GSH pode resultar na deplecdo dos niveis de tiol celular.

O organismo humano sofre agdo constante de ERO’s e ERN’s geradas em processos
inflamatdrios, por alguma disfuncdo bioldgica ou provenientes dos alimentos. As principais
ERQO’s distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO+—), superdxido (O2 *—),
peroxila (ROO¢) e alcoxila (RO¢); ¢ os ndo-radicalares: oxigénio, peroxido de hidrogénio e
acido hipocloroso. Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos no organismo atacando
lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com os lipidios. Existem ainda alguns que
sd0 pouco reativos, mas apesar disso podem gerar especies com potencial de dano (Barreiros,
David e David, 2006).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo de espécies reativas, porém a
membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta
alteracdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Consequentemente, ha
perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do conteddo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotdéxicos (como o malondialdeido),
culminando com a morte celular. A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos. A
lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacdo, propagacao e

terminacéo (Ferreira e Matsubara, 1997), como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8: Processo de peroxidacao lipidica, onde L = lipideo
(Ferreira e Matsubara, 1997)

LH + OH (ou LO) = L+ H,O (ou LOH) Iniciaco

L’ + 0, = LOO Propagacao
LH + LOO° = L'+ LOOH Propagacao
LOO™ + L~ = LWL Terminacao
LOO + LOO = LOOL + 0O, Terminacao

A fase de iniciacdo representa o inicio da peroxidacdo, em que o lipideo sofre ataque de
uma espécie que é suficientemente reativa para retirar um atomo de hidrogénio a partir de um
grupo metileno (-CH), formando um radical de carbono. Este radical € estabilizado por um
rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas ligacdes intercaladas
por uma ligacao simples. Em meio aerdbio, o radical alquila inicialmente formado se combina
com o oxigénio formando o radical peroxila, o qual pode retirar um hidrogénio alilico de um
outro &cido graxo, gerando outro radical de carbono e promovendo a etapa de propagagdo. A
reacdo do radical peroxila com o atomo de hidrogénio retirado gera um hidroperéxido lipidico
(LOOH). Perdxidos ciclicos também podem ser formados, quando o radical peroxila reage com
uma dupla ligacdo na mesma cadeia de acido graxo, o que também pode propagar a
lipoperoxidacédo (Lima e Abdalla, 2001).

A peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares
resulta na formacdo de eletrofilos, como aldeidos e, hidroxialdeidos/cetoaldeidos-o.,B-
insaturados e/ou seus respectivos epoxidos. Alguns destes sdo altamente genotoxicos, e sua
formacdo excessiva pode ser controlada pela agdo de GST’s (Huber, Almeida e Fatima, 2008).

O cérebro é especialmente suscetivel a danos oxidativos. O cérebro tem um sistema de
defesa antioxidante relativamente fraco, apesar da alta taxa de produgdo de ERO’s, devido a
alta taxa de metabolismo oxidativo, e a abundancia de acidos graxos polinsaturados em células
de membrana. Entre os diferentes antioxidantes, a GSH ¢ de grande importancia, atuando nos
peroxidos, e regulando o estado redox das células. ERO’s sdo 0s principais participantes em
danos provocados por processos neurodegenerativos, assim como, disfuncdes em enzimas
antioxidantes tém sido associados a esclerose lateral amiotréfica, doenca de Alzheimer, doenca
de Huntington e doenca de Parkinson. Entre as celulas neurais, astrocitos sao mais resistentes
ao estresse oxidativo. Eles fornecem protecédo para os neurdnios, e tém sido demonstrado que

seu maior teor de GSH é um dos principais motivos para essa capacidade (Matés, 2000).
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Durante o processo de eliminacdo de ERO’s, GSH é oxidada e forma dissulfetos de
glutationa-proteina, portanto, a capacidade celular de reduzir ou sintetizar GSH ¢ a chave para
a eficécia da célula no gerenciamento do estresse oxidativo (Matés, 2000).

A GSH é um tripeptideo, formado pelos aminoacidos glicina, acido glutamico e cisteina,
e constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular. A manutencdo dos niveis
adequados de GSH é feita pela GR, a qual utiliza equivalentes redutores de NADPH para manter
a GSH na forma reduzida, como substrato para a GPx. Assim a atuacéo eficiente de GPx exige
um sistema enzimatico sequencial que envolve a GR as enzimas que mantém niveis de NADPH,
nos compartimentos citossélico e mitocondrial (Sies, 1985, Remacle et al., 1992. Ribeiro et al.,
2005)

A GSH possui papel central na biotransformacdo e eliminacao de xenobioticos e na defesa
das células contra o estresse oxidativo. E encontrada intracelularmente em altas concentracoes,
essencialmente em todos os organismos aerébicos. A GSH é o mais abundante tiol celular de
baixa massa molecular e sua concentracdo € aproximadamente 2 mM e mais de 10 mM em
eritrocitos humanos e hepatocitos, respectivamente (Joseph, Mannervik e Ortiz, 1997).

Muitas das reacGes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel,
tornando-o um bom nucledfilo para reacdes com compostos quimicos eletrofilicos. Esta
habilidade de doar elétrons a outros compostos também faz da glutationa um bom redutor. A
combinacdo de sua abundancia nos organismos aerobicos e das propriedades quimicas do grupo
sulfidrila suporta a proposta de que a GSH surgiu na evolugédo bioquimica como uma protecao
contra ERO’s e compostos eletrofilicos gerados por processos oxidativos, tanto no organismo
quanto no ambiente em que este vive (Huber, Almeida e Fatima, 2008).

Alguns fatores adicionais que interferem no balanco redox (espécies oxidantes X
antioxidantes) de uma populacdo devem ser considerados, tais como, influéncias genéticas
(caracteristicas étnicas), ambientais (poluicdo do ar), nutricionais (dieta alimentar) e de habitos
de vida (pratica de exercicio fisico intenso, alcoolismo ou tabagismo) (Vasconcelos et al.,
2007). Estes fatores ndo devem ser desconsiderados em uma avaliacdo de saude que estude o

Estresse Oxidativo.

2.2.1) Mercurio e Estresse Oxidativo

A neurotoxicidade induzida por MeHg esté relacionada a alteragdes no estado redox de

grupamentos nucleofilicos (principalmente tiois e selendis), a partir de fontes proteicas. Estas
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alteracbes sdo provavelmente responsaveis pelo estresse oxidativo que ocorre no SNC de
animais expostos ao MeHg. De um ponto de vista mecanistico, o estado redox alterado pode
representar uma consequéncia da interacdo direta dos grupamentos nucleofilicos com o MeHg,
bem como efeitos pro-oxidantes resultantes das espécies geradas durante a exposi¢édo ao MeHg
(Farina et al., 2013).

A toxicidade do Hg e a sua capacidade para reagir com grupos sulfidrila livres sdo bem
conhecidos. Hg causa deplecdo de glutationa, e também uma reducdo nas atividades das
enzimas SOD, CAT e GPx, responsaveis pela protecao das células contra o estresse oxidativo.
Assim, a toxicidade do metal esté relacionada a alteracGes induzidas por Hg na integridade de
membranas, através da formac¢do de ERO’s e da perturbagdo de mecanismos de defesa
antioxidante (Stohs e Bagchi, 1994).

Modelos experimentais sugerem que 0 estresse oxidativo estd relacionado a
toxicodinamica do Hg. Apesar da literatura que documenta a exposi¢cdo ao Hg e os primeiros
sinais de toxicidade, poucos estudos analisaram possiveis eventos bioldgicos subjacentes. A
exposicdo ao Hg pode causar estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, com a geracdo de
ERO’s, reducéo de glutationa e diminuigdo de grupamentos sulfidrila de proteinas, o que pode
levar a processos patoldgicos. No entanto, ainda existem poucos estudos que avaliaram a
associacdo entre a exposicdo a0 Hg e estresse oxidativo em populacdes expostas pelo do
consumo de peixes. Normalmente, os dados de desfechos clinicos sobre exposicdo ao Hg sdo
derivados principalmente de estudos realizados com trabalhadores expostos ao Hg inorgéanico
em ambientes ocupacionais (Clarkson, 1975; Farina et al., 2003; Grotto et al., 2010).

GSH é a defesa priméria utilizada pelo neurénio contra radicais livres. A diminuicdo de
GSH em ratos pode prejudicar a plasticidade sinéptica, evidenciando a importancia do
equilibrio redox na funcdo cerebral. Metais, especialmente cobre e Hg, desempenham um papel
fundamental na geracdo de ERO’s e redugdo de GSH (Dufalt et al., 2009).

O estudo sobre os mecanismos de lesdo oxidativa tém, progressivamente, confirmado a
acao catalitica dos metais nas reac6es que levam a estas les6es. O papel dos metais na formacéo
in vitro das espécies reativas é confirmado pelas reacdes de Fenton e de Haber-Weiss, como
observado nas Figuras 9 e 10, respectivamente. O ferro é o metal mais abundante no organismo
e estd biologicamente mais capacitado para catalisar as reacdes de oxidacdo de biomoléculas.
As reacOes de Fenton e de Haber-Weiss formam diferentes tipos de espécies reativas (Ferreira
e Matsubara, 1997).
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Figura 9: Reacédo de Fenton (Ferreira e Matsubara, 1997)

Fe+ + O2 <———> Fet™ 4+ 02"
20,7 + 2H" ————> 0, + H,0,
Fer + HO, ————>Fe + OH +OH’

Figura 10: Reacgéo de Haber-Weiss (Ferreira e Matsubara, 1997)

Fe++ + 02” <———> Fe + 02
Fer + HO, ————>Fe* + OH +OH
o, + HO, ———>0, + OH + OH

As trés fontes primarias de peroxidacdo lipidica induzida por Hg sdo a reacdo de Fenton,
aafinidade por grupos sulfidrila, e a deficiéncia de selénio. Hg serve como um catalisador direto
em reacOes do tipo Fenton e como um catalisador indireto atraves de estimulac&o do ferro, o
que aumenta a producdo ERO’s e radicais superoxido. A elevada afinidade do Hg com grupos
SH, tais como a glutationa (GSH), a N-acetil-cisteina (NAC), e acido alfa lipoico (ALA), que
compreendem muito da capacidade antioxidante do plasma, reduz a defesa antioxidante tanto
da membrana quanto do plasma. Finalmente, complexos insoltveis de Hg com selénio reduzem
a disponibilidade de selénio, o qual € um cofator necessario para a GPx. Juntando todos estes
fatores, fica evidente que a exposicdo ao Hg reduz a capacidade antioxidante do plasma e
intracelular (Salonen et al., 1995).

A GST, pertence a uma familia multifuncional de proteinas envolvidas no processo de
detoxificacdo celular de xenobidticos como drogas, herbicidas, compostos quimicos
carcinogénicos e poluentes ambientais. A enzima catalisa a conjugacdo da GSH com compostos
endogenos ou exdgenos de poluentes, a fim de torna-los menos toxicos, mais soltveis em agua
e mais faceis de serem degradados e excretados. A GST pode atuar como peroxidases,
isomerases ou ainda tiol transferase (Huber, Almeida e Fatima, 2008; Cogo et al., 2009). Isso
justifica sua importancia como enzima envolvida no metabolismo do Hg.

O Hg induz a disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo. A disfungéo primaria resulta
em despolarizagdo e auto oxidagdo da membrana mitocondrial interna com consequente
peroxidacdo lipidica e disfuncdo mitocondrial grave. Consequéncias fisiologicas incluem

aumento nos niveis de peréxido de hidrogénio, deplecdo de GSH mitocondrial em mais de 50%,
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aumento da peroxidacgdo lipidica (niveis de biomarcadores, tais como MDA, podem aumentar
mais que 70%), oxidacdo de nucleotideos de piridina, e alteracbes na homeostase do célcio.
Esta disfuncdo mitocondrial grave aumenta o estresse oxidativo e reduz as defesas
antioxidantes, o que tem enormes implicacdes sobre a sadde (Lund, Miller e Woods, 1993;
Shenker, Guo e Shapiro, 1998; Houston, 2011).

Os mecanismos que precedem a toxicidade dos metais tem sido atribuidos ao estresse
oxidativo. Hg?* induz o estresse oxidativo e producio de ERO’s através da ligagdo a tiois
intracelulares (glutationa e proteinas), e agindo como catalisador nas reacfes de Fenton e
Haber-Weiss (Stacchiotti et al., 2009). Desta forma, O envolvimento do Hg nos processos de
inducdo do estresse oxidativo é uma forma de avaliar precocemente o efeito da exposicdo

ambiental ao Hg, na forma de MeHg, a saude das populacdes ribeirinhas.

2.3) Avaliacdo da Exposicdo e Biomarcadores

A deteccdo precoce de uma exposicdo ambiental ou ocupacional pode diminuir
significativamente a ocorréncia de efeitos adversos na saude. As informacg6es provenientes da
avaliacdo da exposicdo possibilitam a implantacdo de medidas de prevencdo e controle
apropriadas (Amorim, 2003).

O objetivo da avaliacdo da exposicdo € a mensuracao da intensidade, da frequéncia e da
duracdo da exposi¢do humana a um agente presente no ambiente. Na sua forma mais complexa
descreve a magnitude, a duracdo, a via de exposi¢cdo, o tamanho, a natureza, a classe da
populagdo exposta, e as incertezas deste processo. A avaliacdo da exposicdo baseia-se nos
monitoramentos biolégico (MB) e ambiental (MA). Monitoramento consiste em uma avaliagéo
sistematica, em um dado periodo de tempo. O MA é a determinacdo dos agentes (substancias
toxicas) presentes no ambiente, para avaliar o risco a satde (Oga, Camargo e Batistuzzo, 2008).

O MB e¢ definido como a medicéo e quantificacdo de substancias quimicas, ou de seus
metabolitos, em tecidos, fluidos, secrecOes, excreces, ar expirado ou em quaisquer
combinac@es, conduzidas para avaliar exposi¢des e riscos a satde, comparadas a uma referéncia
apropriada. O MB usa como ferramenta os indicadores biologicos de exposicdo, também
chamados de biomarcadores, no processo de avaliacéo da exposi¢édo. Os indicadores bioldgicos
de dose interna tém como objetivo a quantificacdo da exposicdo/absorcdo de agentes toxicos.
Estes indicadores podem refletir a dose da substancia no sitio de agdo, a dose armazenada em

um ou em varios compartimentos ou aquela recentemente absorvida. Ja os indicadores
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bioldgicos de efeito devem ser capazes de demonstrar e quantificar, em uma correlagéo definida
ou previsivel com os indicadores de dose interna, um efeito no érgéo critico. O uso desses
indicadores de efeito combinado com os de dose interna permite explorar o intervalo existente
entre a exposicao e a doenca, ainda em investigacdo, para a maioria dos agentes toxicos (Pivetta
etal., 2001).

Vérios sdo os pardmetros bioldgicos que podem estar alterados como consequéncia da
interacdo entre um agente quimico e 0 organismo, entretanto, a determinacéo quantitativa destes
parametros usados como biomarcadores (indicadores bioldgicos de exposi¢éo) so é possivel se
existir correlacdo com a intensidade da exposicéo e/ou o efeito bioldgico da substancia. Desta
forma, o biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacao, assim
como qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja determinacéo nos fluidos bioldgicos, tecidos
ou ar exalado, avalie a intensidade da exposi¢do e o risco a saude (WHO, 1996).

Quando a avaliagdo bioldgica é baseada na determinacao da substancia quimica ou do seu
metabolito no organismo, torna-se essencial o conhecimento da toxicocinética, ou seja, de como
a substancia é absorvida, distribuida, biotransformada e eliminada, além de ser necessario saber
também se a substancia se acumula ou ndo no organismo. Se a avaliacdo baseia-se na medida
de uma alteracdo no metabolismo causada pela substancia téxica, é necessario conhecer a
toxicodinamica, portanto, é preciso conhecer o0 mecanismo de acdo da substancia quimica, para
identificar quais séo os efeitos decorrentes daquela acdo (Bernard e Lauwerys, 1986; Rudiger,
1999).

Ainda assim, individuos podem ter exposicdes similares, porém ha diferencas genéticas
no metabolismo, conhecidas como susceptibilidades, que podem produzir doses diferentes no
sitio critico e, consequentemente, diferentes niveis de resposta (Amorim, 2003).

A Figura 11 é um esquema representando os tipos de biomarcadores, indicando uma
resposta progressiva do organismo a uma exposicdo a um agente quimico (AQ). Esta progressao
representa as fases do metabolismo de um agente quimico, ou seja, a dose interna é gerada ap0s
a fase toxicocinética, enquanto que a dose biologicamente efetiva é obtida apds a fase
toxicodinamica. Esta dose gera um efeito bioldgico precoce, que pode ser uma alteracao, ainda
reversivel, em algum pardmetro bioquimico do organismo. A continuidade do efeito pode
acarretar uma alteracdo de alguma estrutura funcional, e se a exposicdo néo for cessada, esta

alteracéo pode evoluir para uma doenca.
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Uma alteracdo metabolica detectada em fases iniciais do processo de adoecimento
permite uma intervencdo antes do surgimento de sinais e sintomas relativos a um quadro

patoldgico. Interferindo na evolucdo dos efeitos, podemos evitar o surgimento da doenca.

Figura 11: Diagrama esquematico representando os tipos de biomarcadores e o0 processo
metabdlico que ocorre entre a exposi¢do e o surgimento da doenca
(Adaptado de Amorim, 2003)
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\\.’/ - EFEMVA PRECOCE FUNCIONA
A A A
A A
____________________ SUSCETIBILIDADE ]
= GENETICA

Os biomarcadores tém caracteristicas passiveis de avaliacdo e mensuragdo, indicando
processos bioldgicos normais ou patogénicos, exposicdes ocupacionais e ambientais, ou
resposta farmacoldgica a intervencdo terapéutica. Um biomarcador ideal deveria reunir as
seguintes caracteristicas: mostrar alta especificidade para o efeito de interesse; refletir o efeito
desde o inicio; ser passivel de determinacdo; ser analisado por técnica ndo invasiva; ter alta
sensibilidade no fluido bioldgico escolhido. Deve existir uma relagdo bem estabelecida entre a
concentracdo do biomarcador e a exposi¢do ao agente, o dano induzido e a susceptibilidade
pesquisada. Em se tratando dos biomarcadores de estresse oxidativo, estes podem ser
mensuraveis em varios fluidos bioldgicos que incluem sangue, urina, saliva e ar exalado
condensado. O sangue total constitui-se em uma boa fonte de marcadores in vivo de estresse
oxidativo e o balanco redox pode ser avaliado no soro, plasma ou eritrocitos (Vasconcelos et
al., 2007).

O estresse oxidativo croénico e acumulativo induz efeitos deletérios em uma variedade de
componentes macromoleculares (biomoléculas), tais como DNA, lipideos e proteinas que, por
sua vez, tém permitido o monitoramento destes efeitos pelo desenvolvimento de biomarcadores
especificos (Ziech et al., 2010).
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Quadro 1: Biomarcadores de oxidacdo em DNA, lipideos e proteinas
(Ziech et al., 2010)

OXIDACAO DO DNA

8-0x0-2’deoxiguanosina (8-0x0-dG)

8-0x0-2’deoxiadenosina (8-0x0-dA)
4,6-diamino-5-formamidopirimidina (FapyAde)
2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapyGua)
Adutos de PAH-DNA

Clustersoxidativos de DNA

PEROXIDACAO LIPIDICA
Malondialdeido (MDA)
4-hidroxinonenal (HNE)

Hidroxipropanodeoxiguanosinas (HO-PdGs)
Adutos de etenoDNA exociclicos (eteno-dA,-dC,-dG)
Isoprostanos
OXIDACAO DE PROTEINAS

Ligacdes cruzadas de bitirosina

Grupos carbonila
Cisbes oxidativas
Radicais de aminoacidos

Um biomarcador pode ser Gtil na prevengdo e na deteccdo precoce da doenga ou no
diagndstico da intoxicacdo, uma vez que seus nhiveis vdo aumentando proporcionalmente a
intensidade da exposicdo ou efeito (Oga, Camargo e Batistuzzo, 2008).

De acordo com a Figura 12, a fase de monitoramento biolégico contempla efeitos néo-
observaveis, subcriticos e criticos, mas ainda em uma zona de compensagdo do metabolismo,
ou seja, efeitos ainda reversiveis, se a exposicdo for cessada. A fase de vigilancia da saude
busca desde de efeitos subcriticos e criticos a alteracfes precoces do metabolismo, que podem
indicar uma intoxicacdo subclinica. Finalmente, o diagnostico clinico procura alteragdes no
estado de saude, por meio de sinais (0 que o médico vé) e sintomas (0 que o paciente relata),
em busca da intoxicacdo clinica. Esses efeitos aqui discutidos, sdo uma resposta progressiva do

organismo frente a uma exposi¢do, como discutido também na Figura 12.
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Figura 12: Campos de aplicacdo do monitoramento biolégico
(Oga, Camargo e Batistuzzo, 2008)
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Portanto, quanto mais sensivel o biomarcador, mais cedo pode ser detectada alguma
alteracdo metabolica. Esta sensibilidade dos biomarcadores Ihes confere importante capacidade
preditiva em estudos de avalicdo da exposigéo.

Os radicais livres e outras espécies reativas desempenham um papel importante em muitas
doencas humanas. Estabelecer seu papel preciso requer a capacidade de medi-los e os danos
oxidativos que causam (Halliwell e Whiteman, 2004). O Quadro 2 apresenta importantes
caracteristicas que devem ser consideradas quando pensamos em um biomarcador de dano

oxidativo ideal.
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Quadro 2: Critérios importantes para um biomarcador ideal de dano oxidativo
(Halliwell e Whiteman, 2004)

A. Critério Central

O biomarcador deve ser preditivo no desenvolvimento da doenca

B. Critérios técnicos

(i) O biomarcador deve detectar a maior parte, ou pelo menos um percentual fixo, de
dano oxidativo in vivo

(i) O coeficiente de variacéo entre os diferentes ensaios com a mesma amostra deve ser
pequeno em comparacao com a diferenca entre as amostras

(iii) Os niveis ndo devem variar muito nos mesmos individuos, nas mesmas condicdes,
em momentos diferentes

(iv) Deve possuir uma tecnologia de quantificacdo quimicamente robusta

(v) Néo deve ser confundido com um elemento da dieta

(vi) Devem ser estdveis em armazenagem, ndo sendo perdido, ou formado

artificialmente, em amostras armazenadas

Para avaliacdo do estresse oxidativo induzido pelo Hg foram propostos 3 biomarcadores
de efeito: Malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao de lipideos de membrana; atividade
da GST, para avaliar a capacidade de detoxificacdo do organismo; e Grupamento Tiol (Tiol),
relacionado a reducdo de espécies oxidantes, podendo ser considerado um fator de protecao.

Para avaliar a exposicdo ao Hg, Mercurio no sangue (Hg-S) e Mercurio no cabelo (Hg-
C) foram utilizados como biomarcadores de dose interna. Mercario na urina (Hg-U) esta
relacionado a exposicao (relativamente recente) aos compostos inorganicos de Hg, enquanto
qgue Mercurio no sangue (Hg-S) pode ser utilizado para identificar a exposicdo ao MeHg.
Mercdrio no cabelo (Hg-C) pode ser usado para estimar exposicao a longo prazo (Jarup, 2003).
Além disso, Hg-C é considerado um bom indicador de exposi¢do ao Hg pelo consumo de peixes
(Clarkson e Magos, 2006).

A deteccdo direta de espécies reativas em sistemas bioldgicos é dificultada por suas
concentragdes extremamente baixas (da ordem de 10t mol/L) e por suas altas velocidades de
reacdo, chegando ao ponto de as taxas de producdo serem iguais as taxas de reagdo com
biomoléculas. Os métodos mais utilizados para analise sdo 0s espectrofotométricos e
cromatograficos, que medem a atividade enzimatica (SOD, CAT, GPx, GR, GST), e/ou a
concentracdo de tripeptideos (GSH, GSSG) e aldeidos (MDA) (Ferreira e Matsubara, 1997).
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A peroxidacdo lipidica pode ser avaliada pelo método de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBars). Este método analisa 0 malondialdeido (MDA), tltimo produto da quebra

de lipidios, causada pelo estresse oxidativo (Matés, Pérez-Gomez, e Castro, 1999).

2.4) Saude Infantil

Ameacas ambientais emergentes para a salde das criancas derivam de altos niveis de
substancias tdxicas naturais ou geradas pelo homem nos compartimentos ambientais (ar, agua
e solo) e nos alimentos, das mudancas climaticas globais e reducdo da camada de ozbnio, da
radiacdo eletromagnética, da contaminacdo por poluentes organo-persistentes e disrruptores
enddcrinos. Doencas relacionadas com o meio ambiente sdo responsaveis por mais de 4,7
milhGes de mortes anualmente em criangas com idade inferior a cinco anos (Garbino, 2004).

As condicGes ambientais sdo um importante fator determinante da salde infantil, pois
representam a exposicao a um agente toxico ambiental e sua interacdo com o organismo de uma
crianca. SituacOGes desfavoraveis referentes ao acesso a agua potavel, ao saneamento e a
habitacdo contribuem para a morbimortalidadede infantil nos chamados paises em
desenvolvimento. Além disso, nas ultimas décadas, tem crescido em todo o mundo a
preocupacdo com a contaminacdo ambiental por agentes quimicos, resultante de atividades
industriais, exploracdo mineral e producdo agricola, e sua possivel relagdo com o aumento
observado, em anos recentes, na prevaléncia de malformacBes congénitas, asma, cancer,
distdrbios neuroldgicos e comportamentais em criancas (Landrigan e Garg, 2002; Belamy,
2003; Mello-da-Silva e Fruchtengarten, 2005).

As criangas sdo altamente vulneraveis aos riscos ambientais por diversas razfes: tém
exposicoes excessivas a contaminantes ambientais em relacdo a sua massa corporal, as criangas
bebem mais dgua, comem mais, e respiram maior volume de ar que os adultos. As criancas, nos
primeiros 6 meses de vida, bebem sete vezes mais agua por quilograma de peso corporal e as
criancas de 1-5 anos comem 3-4 vezes mais comida por quilo do que o adulto medio; a entrada
de ar de uma crianga em repouso &, proporcionalmente, o dobro de um adulto. Como resultado,
as criangas possuem exposicdes sensivelmente mais pesadas do que os adultos a qualquer
elemento toxico presente na agua, solo, alimento ou ar. Duas caracteristicas adicionais das
criangas ampliam ainda mais sua vulnerabilidade: seu comportamento “mao-a-boca”, e o fato

de que elas vivem e brincam junto ao ch@o (Guimaraes e Asmus, 2010)
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As criangas crescem e se desenvolvem rapidamente, e esses processos sdo facilmente
alterados. Seus sistemas biolégicos em desenvolvimento (por exemplo, circulatorio,
respiratorio, neurologico, etc) mudam muito rapidamente antes do nascimento, bem como
durante os primeiros meses e anos de vida. Estes sistemas sdo muito delicados e ndo sdo capazes
de reparar adequadamente danos causados por agentes tdxicos ambientais. Assim, se as células
do cérebro de uma criancga sdo destruidas por produtos quimicos, como chumbo, mercurio, ou
solventes, ou se falsos sinais sdo enviados para 0s 6rgéos reprodutivos em desenvolvimento por
interferentes enddcrinos, ha um alto risco de que a disfuncéo resultante seja permanente e
irreversivel (Garbino, 2004).

A exposicdo infantil ao MeHg é um fator de risco para o desenvolvimento cognitivo de
criancas, principalmente na fase intrauterina, pois aumenta a vulnerabilidade para problemas
neurocomportamentais. Niveis elevados de Hg-S e Hg-C maternos podem aumentar o risco de
problemas neuroldgicos nos filhos (IPCS, 1990).

As criancas e as mulheres em idade fértil representam grupos de elevado risco a exposicao
ao Hg. Criancas apresentam um desenvolvimento incompleto dos mecanismos de detoxificacdo
e imaturidade da barreira hematoencefalica, favorecendo a lesdo do sistema nervoso central.
Nas mulheres, a maior preocupacao esta relacionada aos efeitos potencialmente lesivos sobre o
sistema reprodutivo, principalmente, na exposi¢do ao MeHg (Xavier et al., 2013).

Criancas que sdo expostas a baixas concentracbes de MeHg no periodo pré-natal podem
estar em risco de baixo desempenho em testes neurocomportamentais, tais como os testes que
medem a atencdo, funcdo motora fina, habilidades de linguagem, habilidades visuais espaciais
e de memoria verbal (USEPA, 2010).

O cérebro fetal € mais suscetivel do que o cérebro do adulto a danos induzidos pelo MeHg,
pois este inibe a divisdo e migracdo de células neuronais e interrompe o desenvolvimento
cerebral (Clarkson, Magos e Myers, 2003).

A plasticidade neuronal pode ser prejudicada pela exposicdo ambiental ao Hg. Em um
individuo saudavel, quando ocorre a exposi¢do ao Hg, a proteina intracelular metalotioneina
atua auxiliando na eliminagdo do Hg. Se o individuo tem uma dieta pouco saudavel, levando a
desequilibrios minerais, relacionados principalmente a zinco e cobre, é possivel que ndo tenha
metalotioneina suficiente para eliminar o Hg, ou a metalotioneina pode ndo funcionar
adequadamente. Em qualquer caso, se 0 Hg ndo € eliminado, pode gerar um quadro de estresse

oxidativo. O consumo de peixes contaminados com MeHg pode alterar o sistema glutationa,
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gerando também um quadro de estresse oxidativo. A interrupgdo no sistema glutationa também
pode levar a reducdo da plasticidade neuronal e prejuizos na aprendizagem (Dufalt et al., 2009).

Estudos com criancas expostas a MeHg na fase intrauterina demonstraram impactos
adversos sobre a inteligéncia e desempenho reduzido nas areas de linguagem, atencdo e
memoria. Estudos mais recentes, realizados nas llhas Seychelles no Oceano indico e llhas Faroe
no Atlantico Norte, acompanhando criangas cujas maes ingeriram peixes contaminados na
gestacdo, apresentaram resultados controversos. Enquanto no primeiro nao houve relacao entre
0s niveis de Hg medidos nas mées e o desenvolvimento cognitivo dos filhos, nas Faroe houve
associacao entre os niveis de Hg medidos no corddo umbilical ao nascimento (média de 22,9
pg/L) e um fraco desempenho cognitivo aos 8 anos de vida (Grigg, 2004).

O sistema nervoso é mais sensivel aos efeitos de substancias neurotdxicas, tal como o
MeHg, durante os dois Gltimos trimestres da gravidez e durante a vida pos-natal precoce. Apos
a quase completa absorcéo a partir do intestino, 0 MeHg passa pela barreira placentéria e pode
ser transferido para o bebé através do leite humano (Grandjean et al., 1999)

Em estudos de avaliacdo da exposicdo sdo utilizados os valores de referéncia, que
representam os valores encontrados na populacdo ndo-exposta ocupacional ou ambientalmente,
e servem como base para verificar niveis de exposi¢do a determinada substancia.

O valor de referéncia é um valor derivado de estudos populacionais, independentemente
de exposicdo, que determina a concentracdo do analito de interesse em fluidos (ou outros
materiais bioldgicos) em individuos de uma populacao, a partir da analise estatistica dos valores
medidos. E utilizado para determinar o limite superior da exposicdo basal da populacgéo geral,
num determinado momento. O valor de referéncia ndo representa, portanto, um critério de
normalidade para uma analise toxicoldgica, e deve ser usado para identificar individuos com
nivel de exposicdo ambiental aumentado (em relacdo a exposicdo basal) a determinada
substancia (Kuno, Roquetti e Umbuzeiro, 2009).

Os valores de referéncia, as vezes, denominados por alguns autores como “valores
normais” ou “background”, devem ser revisados sempre que houver alteragdes nos niveis basais
da populagdo geral, com base em estudos recentes e podem, dependendo das suas
caracteristicas, servir de valores para comparacdo com populacBes expostas a serem
investigadas (Asmus et al., 2013).

Ha de se tomar cuidado ao interpretar os niveis de Hg em criancas e adolescentes, pois
dadas suas diferencas metabdlicas em relacdo aos adultos, valores para adultos ndo devem ser

usados como referéncia para este grupo. Os niveis de Hg em estudos de exposicéo de criancas
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e adolescentes devem ser comparados com estudos que utilizam amostras de grupos
populacionais infantis ou adolescentes (Xavier et al., 2013).

As criancas tém rapido crescimento e desenvolvimento, e seus processos metabolicos sao
facilmente alterados. Assim, existe um elevado risco de que prejuizos a salde sejam
irreversiveis. O fato de as criancas em geral terem mais anos de vida futura do que os adultos
faz com que elas tenham mais tempo para desenvolvimento de doengas cronicas desencadeadas
pela exposicao precoce. Muitas doencas que sdo causadas por substancias toxicas no ambiente
levam décadas para se desenvolver. Supde-se que algumas delas, incluindo cancer e doencas
neurodegenerativas, podem surgir em uma série de etapas que requerem anos Ou mesmo
décadas até o inicio da manifestacdo real da doenca. Desta forma, exposicdes tdxicas e
cancerigenas ocorridas no inicio da vida, incluindo a exposicdo pré-natal, possuem maior
potencial para causar doencas do que exposicOes similares ocorridas anos mais tarde

(Guimaraes e Asmus, 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

A regido do estudo é uma area ambientalmente vulneravel, devido ao histérico da
atividade garimpeira, além de grandes empreendimentos em construcdo. A regiao tem grande
producdo pesqueira, que pode ser contaminada pelo Hg. Peixes s&o a principal fonte proteica
para a populagéo ribeirinha, sendo a contaminagao destes peixes um grande risco para satde
humana.

A populacdo ribeirinha é formada por diversas comunidades que se destacam por
apresentar fatores culturais, sociais e econémicos caracteristicos, como 0 consumo alimentar a
base do pescado do rio Madeira, 0 que 0s torna mais vulneraveis aos riscos a salde associados
ao consumo de peixes contaminados com MeHg.

Criancas ribeirinhas tém uma caracteristica social que € o histérico com a comunidade,
ou seja, elas nascem e crescem consumindo peixes. A contaminacdo deste alimento com MeHg
e 0 consumo desde os primeiros estagios da gravidez até a fase adulta, torna a populacéo
ribeirinha infantil um grupo altamente exposto ao riscos toxicologicos do MeHg, com possiveis
implicacdes no desenvolvimento cognitivo.

Os efeitos precoces de exposic¢des a substancias quimicas podem ser avaliados de diversas
formas e uma delas é o estudo do estresse oxidativo. A quantificacdo dos niveis de
biomarcadores de estresse oxidativo e sua correlagdo com os niveis de Hg em sangue e cabelo
podem fornecer um quadro sobre a exposi¢cdo ao Hg e seus efeitos sobre a satude. Assim sendo,
as informacdes que serdo geradas neste estudo poderdo contribuir para o entendimento da
exposi¢do e dos danos no sistema bioldgico. A importancia desses biomarcadores esta no seu
potencial preditivo de dano

O estresse oxidativo, um desequilibrio no balanco entre espécies reativas e defesa
antioxidante do nosso organismo, desempenha um papel importante na toxicologia de metais,
incluindo o Hg. A exposicdo Hg pode causar estresse oxidativo em sistemas biologicos, o que
pode levar a processos patologicos (Grotto et al., 2009). Deste modo, a exposi¢do ao Hg e suas
espécies pode conduzir a distarbios no balango redox do organismo, com consequente dano
celular, e isto pode ser avaliado pelo monitoramento biol6gico, com o uso de biomarcadores.

As criangas sdo mais sensiveis a exposicdo aos agentes quimicos presentes no ambiente
e a exposicdo ao Hg é um fator de risco no seu desenvolvimento, portanto, é importante o
desenvolvimento de pesquisas, com diferentes abordagens metodoldgicas, para avaliar 0s niveis

de exposicéo e as alteracdes metabdlicas associadas.
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Estudos deste tipo devem agregar informac6es laboratoriais e sociodemogréaficas, com o
objetivo de relacionar diferentes varidveis que permitam que indicadores proxy possam

contribuir para uma melhor compreensao da exposic¢éo e seus efeitos a saude.
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4.  OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar a exposicdo humana ao mercirio em uma populacdo ribeirinha
infantojuvenil (criancas e adolescentes de 5-17 anos) no rio Madeira (RO), e avaliar sua

associacdo com biomarcadores de estresse oxidativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Caracterizar os niveis de Hg em sangue (Hg-S) em populacdo infantojuvenil (criancas e
adolescentes de 5-17 anos) exposta ao Hg (ribeirinhos), através do consumo de peixes, € um
grupo ndo exposto (centro urbano);

v Caracterizar os niveis de Hg em cabelo (Hg-C) em populacéo infantojuvenil ribeirinha;
v' Determinar os niveis de Glutationa S-Transferase (GST), Malondialdeido (MDA) e
Grupamento Tiol (Tiol) em uma populagédo infantojuvenil exposta ao Hg, através do consumo
de peixes, € um grupo ndo exposto;

v" Analisar a associacdo entre dados sociodemograficos e exposicdo ao Hg;

v" Analisar a associagdo entre 0s niveis de Hg e os biomarcadores de estresse oxidativo.
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5. METODOLOGIA

Este trabalho é parte integrante de um projeto desenvolvido pela Escola Nacional de
Salde Publica Sérgio Arouca (ENSP):

Projeto INOVA ENSP 2013-2015
Avaliacdo de Impacto a Saude: A construcdo de uma ferramenta para a gestdo socioambiental

de projetos de desenvolvimento na Amazonia.

O Projeto INOVA ENSP 2013-2015 tem a aprovacdo do CEP/ENSP n° 423.720/2013,
registro CAAE 18634613.0.0000.5240, e esta sob responsabilidade da pesquisadora Sandra de
Souza Hacon.

O presente trabalho foi apresentado ao CEP/ENSP como emenda ao projeto INOVA
ENSP 2013-2015 “Avaliacdo de Impacto a Saude: A construcdo de uma ferramenta para a
gestdo socioambiental de projetos de desenvolvimento na Amazdnia”. O parecer de aprovacao
autorizando esta emenda é o n° 809.593, de 22/8/2014.

O projeto INOVA ENSP comecou em 2010 como uma forma de fazer uma analise
integrada de saude da regido de Porto Velho, avaliando o impacto de problemas ambientais na
salde da populacdo desta regido. Este projeto ndo pretendia fazer uma analise de um quadro
pontual, mas sim uma avaliacdo das condi¢fes de salide em uma regido que tem diversos tipos
de problemas socioambientais, tais como poluicdo do ar devido a queimadas, formacdo de
grandes lagos para hidrelétricas, histérico de contaminacédo por Hg, falta de saneamento, dentre
outros. O projeto teve a oportunidade de continuidade com a nova fase dos projetos INOVA da
ENSP, em 2013.

O projeto INOVA ENSP 2013-2015 é a continuidade de um trabalho iniciado em 2010
na mesma regido, juntamente com novas ac6es pensadas apos se conhecer a realidade local e

verificar as necessidades de pesquisa.

5.1) Caracterizacdo da Area do Estudo

Rondonia foi criada em 13/09/1943, como Territério Federal do Guapore, posteriormente
denominado Rondbnia, tendo como capital, o municipio de Porto Velho, condi¢do conservada

quando da elevacdo do Territorio a categoria de Estado em 1981 (IBGE, 2015).
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No estado, a economia interna é cal¢ada na indudstria extrativista de minérios (cassiterita
e ouro), na pesca, na agricultura e no comércio. O rio Madeira (principal brago direito do rio
Amazonas), que banha Porto Velho, ja foi grande produtor de ouro, abrigando anualmente 30
mil garimpeiros. Dois lagos sdo destaque na regido, pela sua importancia biologica: Lago do
Cunia, com 104 mil hectares, na reserva biologica de Cunid, e Lago Belmont, os dois no rio
Madeira. Ambas as regides, Cunid e Belmont tém a presenca de comunidades ribeirinhas
(Prefeitura de Porto Velho, 2006).

A cidade de Porto Velho é uma das 52 que fazem parte de Rondonia, estado localizado
na regido norte do pais, fazendo parte do bioma Amazoénico. A cidade possui uma area territorial
aproximada de 34.100 km? e uma populagéo de 428.500 habitantes em 2010 (estimada em
494.000 para 2014), sendo a densidade demografica igual a 12,57 hab/km?, concentrando 28,2%
da populacéo do estado, de acordo com a Tabela 1 (IBGE, 2015).

A cidade localiza-se na Amazdnia Ocidental e seu centro urbano fica @ margem direita
do rio Madeira (um dos principais afluentes do rio Amazonas). A cachoeira de Santo Antdnio
(onde esta sendo construida a Usina Hidrelétrica Santo Antdnio) esta localizada a 7 quilémetros
rio acima da cidade de Porto Velho. Cerca de 91% da populacdo de Porto Velho concentram-
se na area urbana. Em 2010, o indice de Desenvolvimento Humano (IDH) dessa cidade foi de
0,736, e o Indice de Gini foi 0,45. Em 2012, o Produto Interno Bruto (PIB) per capita foi R$
22.081,33. A cidade de Porto Velho detém o terceiro maior PIB de toda regido norte em 2010
(aproximadamente 7,5 bilhdes de reais). A cidade, em 2009, tinha 64 estabelecimentos de satde
publicos e 148 privados. Além disso, apresenta elevada taxa de mortalidade infantil com 21,8
oObitos infantis por mil nascidos vivos SUS (Gongalves et al., 2013; IBGE, 2015; Oliveira et al.,
2013).

Tabela 1: Dados sociodemogréaficos - Ronddnia x Porto Velho
(Adaptado de IBGE, 2015)
Ronddnia Porto Velho

Populacao estimada 2014 1.748.531  494.013
Area (km?) 237.590,54 34.096,39
Densidade demogréafica (hab/km?) 6,58 12,57

Ainda de acordo com o IBGE, 2015, a Tabela 2 apresenta o censo 2010 da

populacdo infantojuvenil da cidade, relativo a faixa etaria participante deste estudo:
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Tabela 2: Populacao infantojuvenil de Porto Velho em 2010 (Adaptado de IBGE, 2015)
Faixa Etaria (anos) Homens Mulheres Total

5-9 18.682 17.718 36.400
10-14 21.240 20.016 41.256
15-19 20.953 20.875 41.829

A ilustracdo localizando a regido do estudo dentro do territorio brasileiro pode ser

observada na Figura 13.

Figura 13: Localizacdo geografica do municipio de Porto Velho, no estado de Ronddnia,
Brasil (Gongalves et al., 2013)
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O trabalho foi desenvolvido em trés comunidades com caracteristicas diferentes entre si.
Uma comunidade urbana, na cidade de Porto Velho, uma comunidade ribeirinha urbana
proxima da cidade, e uma comunidade ribeirinha isolada, distante da cidade. As comunidades
ribeirinhas de Belmont e Cunid sdo as margens do rio Madeira, enquanto que o bairro Nacional
fica dentro da cidade de Porto Velho, proxima ao rio, mas a populacdo ndo tem como principal
fonte proteica o peixe.

A comunidade urbana esta localizada no bairro Nacional, e consiste de criancas e
adolescentes alunos de uma escola publica e atendidas na rotina de um posto de saude, ambos
no bairro.

A comunidade ribeirinha urbana é a de Belmont, localizada nas imedia¢des da cidade de
Porto Velho, aproximadamente a 12 km de distancia do centro da cidade, de acordo com a
Figura 14.

A comunidade ribeirinha isolada € a localizada na Reserva Extrativista do Lago Cunid
(RESEX Cunid), que encontra-se afastada do centro urbano, como representado na Figura 15.

Figura 14: Comunidade ribeirinha urbana de Belmont, proxima a cidade de Porto Velho
(Vega, 2015)
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Figura 15: Comunidade ribeirinha do lago Cunid — comunidade remota (Vega, 2015)
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A RESEX Cunid, criada pelo Decreto n° 3.238 de 10 de novembro de 1999, localiza-se
no municipio de Porto Velho, a margem esquerda do baixo rio Madeira e tem 55.850 hectares
de area. Formada por mais de sessenta lagos, ligados por um igarapé de nome Cunid, que
desagua no rio Madeira, a jusante de Porto Velho, a uma distancia aproximada de 180 km da
cidade. A RESEX Cunid tem como principal fonte de recurso a pesca, que representa
atualmente cerca de 90% de todas as atividades desenvolvidas na area. E considerada uma
comunidade tradicional, que segundo o Decreto 6.040/2007: “sdo grupos culturalmente
diferenciados e que se reconhecem como tais, que possuem formas préprias de organizagéo
social, que ocupam e usam territdrios e recursos naturais como condi¢do para sua reproducao
cultural, social, religiosa, ancestral e econdmica, utilizando conhecimentos, inovacdes e
prdticas gerados e transmitidos pela tradi¢ao”. As principais atividades da comunidade sdo a
pesca, fabricacdo de farinha, extrativismo da castanha e do acai. A RESEX Cunid é dividida
em quatro nacleos: Araca; Silva Lopes e Araujo, Neves e Pupunhas. A comunidade ndo possui
meios de transporte regulares (Vale, Teixeira e Silva, 2011; Hacon et al., 2014).

Essa reserva é formada por aproximadamente 400 pessoas, entre adultos e criangas, e
possui caracteristicas sociodemograficas e ambientais que a torna diferenciada quando
comparada a comunidade ribeirinha de Belmont. O isolamento geografico é importante, pois

gera dificuldades de acesso por barco no periodo de seca (Oliveira et al., 2013).
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5.2) Desenho do Estudo

O desenho do estudo € observacional descritivo, do tipo transversal.

Este é um estudo de avaliacdo da exposicdo ambiental, uma vez que avalia um cenario
pontual de uma situacdo de exposicdo ambiental. Partimos da exposi¢édo, buscando indicadores
de exposicédo e efeito no organismo. Cabe ressaltar que ndo € um monitoramento bioldgico,
nem ambiental, pois ndo foi feito de forma rotineira junto a populacdo ou ambiente através do
tempo.

A abordagem metodoldgica da pesquisa iniciou-se com reunides e seminarios junto as
comunidades ribeirinhas do rio Madeira, seguida do cadastramento de duas comunidades
ribeirinhas (uma remota e outra urbana, mais proxima do centro de Porto Velho) e uma
comunidade urbana.

O estudo selecionou como alvo criancgas e adolescentes, entre 5 e 17 anos, de acordo com
a classificagéo do artigo 2° do Estatuto da Crianca e do Adolescente (Lei 8.069, 1990), devido
ao fato de ser um grupo pouco estudado e com maior impacto sobre a saude, quando exposto
ao MeHg.

A amostragem probabilistica foi feita por conglomerado nas comunidades de Belmont e
Cunia, uma vez que a lista adequada da populacéo inteira é de dificil compilacdo (Pagano e
Gavreau, 2004). A amostragem no bairro Nacional foi aleatoria. O nivel de confianca utilizado
para todo o estudo foi de 95%.

A amostragem por conglomerados ocorre quando os elementos da populacéo sao reunidos
em grupos e, por sua vez, alguns destes sdo sorteados para compor a amostra. A amostragem
por conglomerados introduz uma economia na construcao do sistema de referéncia ou cadastro,
dispensando a necessidade de listar o total de elementos que compdem a populacdo. Como
serdo sorteados conglomerados, estes serdo identificados e listados em cada estagio (Silva,
2001).

A amostragem por conglomerados foi escolhida pois domicilios residenciais, em geral,
sdo objeto de cadastros quase universais, como 0s que podem ser obtidos em companhias
fornecedoras de energia elétrica, de &gua encanada e em prefeituras. Por um lado, a amostra de
conglomerados tem como vantagem, em relacdo a amostra aleatoria simples, um barateamento
no custo por elemento amostrado, devido a um menor gasto na elaboracdo de cadastros e na
localizacdo de individuos. Mas por outro, implica em desvantagens importantes: maior

complexidade e dificuldade na analise estatistica. As dificuldades analiticas sdo atualmente

47



superaveis com recursos de programacdo e computacao. Fixados a precisdo e o intervalo de
confianga desejados, o tamanho amostral necessario é proporcional ao efeito do desenho na
amostra de conglomerados. Assim sendo, uma no¢do prévia desse efeito associado a
amostragem de conglomerado é bastante Gtil no planejamento amostral, principalmente no que
se refere as projecOes do trabalho de campo necessario e dos custos envolvidos (Cordeiro,
2001).

Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: criancas e adolescentes de 5 a 17 anos
residentes nas comunidades ribeirinhas de Cunia, Belmont, e no bairro Nacional (referéncia),
localizadas na cidade de Porto Velho (RO); matriculados nas escolas da regido; e residentes na
regido ha, pelo menos, 12 meses. Os critérios de exclusdo foram qualquer doenca neuroldgica
grave evidente (auto referida, garantida ou diagnosticada por um dos médicos pesquisadores)

ou aqueles que se recusaram a participar de estudo, a qualquer momento (Hacon et al., 2014).

5.3) Aplicacdo de Questionarios

Inicialmente o projeto foi apresentado as Secretarias de Salde e Educacéo, que aceitaram
o0 desenvolvimento do estudo nas escolas selecionadas. Em seguida, 0 mesmo procedimento foi
realizado junto aos professores das escolas.

As comunidades foram visitadas pela equipe do projeto em seus domicilios e o projeto
foi apresentado aos pais. Os que concordaram em participar assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O projeto INOVA fez uso de trés tipos de questionario no inquérito domiciliar: infantil,
adulto e domiciliar.

Para o presente trabalho foi utilizado apenas o questionario individual infantil, que
contém os seguintes médulos: Identificacdo, Avaliacdo da Salude, Tabagismo no Domicilio,
Neuroldgico, Nutricdo, Asma e Exposicdo. O questionario completo pode ser observado no
Anexo |.

As variaveis utilizadas neste trabalho foram as presentes nos modulos Identificacdo e
Nutrig&o.

As variaveis sociodemograficas do estudo sdo as do modulo Identificacdo. Dentre elas, a
variavel “Tempo de residéncia” equivale ao tempo de exposi¢do, uma vez que representa o

periodo onde a crianga estd na area de influéncia do rio Madeira. J4 a varidvel “Escolaridade”
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representa se a crianca ou adolescente esta cursando o Ensino Fundamental (1-9° ano) ou Ensino
Médio (1-3° ano).
Jano modulo Nutricdo, foram obtidas as variaveis que avaliaram a frequéncia de consumo

de peixes e qual o peixe mais consumido.

5.4) Coleta e Fracionamento de Amostras de Sangue e Cabelo

Amostras de sangue e cabelo foram coletadas em Setembro de 2011 (12 coleta). J& em
Agosto 2012 (22 coleta), apenas amostras de sangue foram coletadas. Ambos os periodos sdo
referentes a época de seca na regido (menor indice pluviométrico).

O sangue foi coletado com o auxilio de uma seringa, em torno de 10 mL e depois foi
transferido para tubos a vacuo contendo anticoagulantes EDTA, heparina de sédio (especial
para analise de metais em nivel traco) e um tubo sem anticoagulante. J& as amostras de cabelo
foram cortadas da parte posterior da cabeca, na regido da nuca, proximo a raiz, e acondicionadas
em envelopes plasticos transparentes.

Os tubos com as amostras de sangue foram encaminhados para o Laboratorio do Hospital
9 de Julho, em Porto Velho, acondicionados em isopores com gelo artificial, para que fosse
feito o fracionamento das amostras. Neste laboratdrio de andlises clinicas, o Ceaclin (Centro de
Anélises Clinicas), foi realizado o hemograma e as analises bioquimicas destas amostras,
contempladas no projeto INOVA-ENSP.

Os tubos contendo heparina foram usados na anélise de Hg e mantidos armazenados a -
20 °C até o momento da analise, estes ndo foram fracionados. Os tubos com EDTA e 0s sem
anticoagulante foram fracionados em plasma/soro, respectivamente, por centrifugacédo (3.500
rpm x 10 min). As amostras foram separadas em aliquotas e distribuidas em microtubos do tipo
eppendorf, um para cada tipo de biomarcador, acondicionadas em isopores com gelo seco e
colocadas em freezer. Isto permite que a temperatura de armazenamento chegue -80 °C,
mantendo a estabilidade dos analitos por mais tempo. As amostras foram mantidas nesta
condicdo durante os dois periodo de coleta em Porto Velho.

Ao fim deste processo elas foram transportadas para o Rio de Janeiro, acondicionadas em
isopores com gelo seco, e uma vez que chegaram ao Rio, foram encaminhadas para o
Laboratorio de Toxicologia do CESTEH (ENSP-Fiocruz), para anélises de estresse oxidativo

(amostras de soro) e para a PUC-Rio, para analise de Hg (amostras de sangue total com
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heparina). Em ambos os locais as amostras foram armazenadas, em ultrafreezer a -80 °C no

CESTEH e congelador a -20 °C na PUC, até o0 momento da anélise.

5.5) Andlises Laboratoriais

Todos os reagentes utilizados no laboratério foram grau PA, fornecidos pela empresa
Sigma-Aldrich/Vetec (Missouri, EUA), e agua foi do tipo I, obtida de sistema purificador da
Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha).

O kit para anélise de MDA foi fornecido pela empresa Cayman Chemical Company
(Michigan, EUA).

A andlise laboratorial das amostras utilizou as metodologias descritas a seguir para 0s
biomarcadores estudados. A andlise dos biomarcadores de estresse oxidativo utilizou
procedimentos operacionais padrdo (POP’s) validados no Laboratorio de Toxicologia do

CESTEH.
Hg
Hag — Cabelo (Hg-C): método de Campos, 1988

Técnica Instrumental: CV AAS
Equipamento: PerkinElmer 3300 (Massachusetts, EUA)

Pré-tratamento da amostra: Digestdo acida com aquecimento

Procedimento:

As amostras de cabelo foram digeridas (bloco digestor) com uma solucdo &cida H2SO4/HNOs
1:1 (viv) e V205 0,1% (m/v) a 80 °C até completa dissolugdo das amostras. Posteriormente foi
adicionada uma solucdo de KMnOs 5% (m/v) até a permanéncia de coloracdo violacea. As
determinac6es de Hg foram realizadas pela técnica de CV AAS, eu um A =253,7 nm. A exatiddo
da metodologia foi avaliada mediante analise do material de referéncia certificado CRM 13
(Human Hair, National Institute for Environmental Estudies - NIES, Japdo). O célculo da
concentracdo de Hg nas amostras foi feito por regressao linear, com uso de uma curva do tipo

y=ax+hb,emug/g.
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Hag — Sangue (Hg-S): método de Palmer et al.,2006

Técnica Instrumental: ICP-MS
Equipamento: PerkinElmer Nexlon, (Massachusetts, EUA)

Pré-tratamento da amostra: Digestdo acida com aquecimento

Procedimento:

As amostras de sangue total foram digeridas com uma mistura de amostra / HNO3 1:2 (m/v),
deixadas durante a noite a temperatura ambiente. No dia seguinte a solucgéo ficou a 80 °C por 3
horas, em placa de aquecimento. Apos resfriamento, a solucéo foi avolumada para 5,0 mL em
baldo volumétrico com &gua tipo I. As determinacdes de Hg foram realizadas pela técnica de
ICP-MS sem o emprego da cela de rea¢io, empregando o is6topo 2°?Hg, e, para fins de corre¢éo
de interferéncias ndo espectrais, Rodio (*>*Rh) foi usado como padréo interno adicionado em
linha. O célculo da concentracdo de Hg nas amostras foi feito por regressao linear, com uso de

uma curva do tipo y = ax + b, em pg/L.

Estresse Oxidativo

Técnica Instrumental: Espectrofotometria no UV-Vis
Equipamentos: Espectrofotometros Jasco V-530 (Kyoto, Japdo) e Shimadzu UV-1601 (Kyoto,
Japdo).

GST: método de Habig, Pabst e Jacoby, 1974, adaptado por Habdous et al., 2002
CDNB + GSH + Amostra — GS-DNB + H* + CI

(Leitura da atividade enzimatica em A = 340 nm)

Procedimento:

O meio reacional consiste de 700 pL de tampao fosfato de potassio 0,1 mol/L e pH=5,5 + 100
pL de CDNB 25 mM e 100 pL de GSH 50 mM. A reacéo é disparada com a adi¢do de 100 pL
da amostra de soro e a formacdo do produto € monitorada por 5 minutos. O resultado obtido é
em AAbs/min. Os célculos de atividade enzimatica séo baseados na seguinte formula, onde é
utilizada a unidade internacional de atividade enzimatica (U), que equivale a formacéo de 1

pmol de GS-DNB/min, monitorada em um comprimento de onda de 340 nm, por 300 seg:
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AADbs/min x Volume da cubeta (final) = (AAbs/min Am — AAbs/min Br) x 1 mL
£ 9,6
U = AAbs/min x 0,1042 — (umol/min na cubeta)

Volume de amostra = 0,1 mL
U/mL=Ux10
U/L = (U/mL) x 1000

Tiol: método de Hu, 1994
Tampéo + DTNB + Amostra — GS-TNB
(Leitura da absorvancia em A =412 nm)

Procedimento:

O meio reacional consiste de 1000 pL de Tampéao Tris-Cl 0,25 mol/L + EDTA 0,02 mol/L +
25 pL de DTNB 0,01 mol/L + 25 pL de amostra de soro. Uma curva de calibracdo foi feita
com padrao de glutationa reduzida (GSH), representando o padrdo de grupamentos tiol. Os
limites de deteccédo e quantificacdo do método foram 0,09 e 0,31 mol/L, respectivamente. O
calculo da concentracdo de grupamentos tiol presente na amostras foi feito por regressao

linear, com uso de uma curva do tipo y=ax + b, em mol/L.

MDA: kit comercial Cayman
SDS + TBA + Amostra — MDA-TBA
A

(Leitura da absorvancia em A =532 nm)

Procedimento:

O meio reacional consiste de 1000 pL de Reagente de Cor (TBA) + 25 pL de SDS + 25 pL
de amostra de soro. O célculo da concentragdo malondialdeido presente nas amostras foi feito
por regressao linear, com uso de uma curva do tipo y = ax + b, em pumol/L. Os limites de

deteccdo e quantificagdo do método foram 0,79 e 2,63 umol/L, respectivamente.
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5.6) Analise Estatistica dos Dados

Foi feita a analise estatistica descritiva dos dados e a distribuicdo destes foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov, a fim de verificar se eram resultados de distribuicdo normal ou
ndo-paramétricos. O nivel de confianca utilizado para todo o estudo foi de 95%.

Para as varidveis de distribuicdo normal, medias foram comparadas utilizando os Testes
T e T pareado, ja para as variaveis de distribuicdo ndo-paramétricas foram aplicados o testes de
Mann-Whitney e Wilcoxon para comparar médias. A correlagdo dos dados foi verificada
usando o teste de Spearman. Finalmente, a regressdo linear multivariada foi aplicada para
verificar a relacdo entre as variaveis de exposicao e os biomarcadores. O teste do Qui-Quadrado
foi aplicado na comparacéo entre proporgoes.

A associacdo estatistica entre os niveis dos biomarcadores de dose interna e efeito (Hg e
estresse oxidativo, respectivamente) foi verificada, e os resultados apresentados a seguir.

O software estatistico utilizado neste estudo foi o IBM SPSS Statistics® (versdo 21).
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6. RESULTADOS

Este estudo avaliou a exposicdo ao Hg e a inducdo do estresse oxidativo em criangas e
adolescentes, entre 5-17 anos, de trés locais distintos do municipio de Porto Velho, no estado
de Rondodnia. As 3 areas estudadas sdo caracterizadas como uma comunidade ribeirinha remota
(Cunid), na margem esquerda do rio Madeira, uma comunidade ribeirinha urbana, préxima da
cidade de Porto Velho (Belmont), na margem direita do rio, e uma comunidade urbana (Bairro
Nacional), no centro da cidade, sem acesso direto ao rio Madeira.

As comunidades de Belmont e Nacional representam areas de influéncia direta da
Hidrelétrica Santo Antonio, enquanto que Cunid, devido a distancia, representa uma area de
influéncia indireta da hidrelétrica.

A caracterizacdo das populacbes estudadas, com dados sociodemogréaficos, pode ser

observada na Tabela 3.
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Tabela 3: Informacg6es sociodemogréaficas da populacdo estudada, categorizadas por
comunidades

Comunidades (n total = 198)

VARIAVEIS Belmont (n = 42) Cunid (n =52) Nacional (n = 104)
n MeédiaztDP n MédiazDP n  MeédiaxDP
Masculino 19 22 37
Feminino 23 30 67
Crianca 27 35 69
Adolescente 15 17 35
Faixa etaria (anos) 42 11+3 52 11+3 104 11+£3
Peso (kg) 42 34+125 52 38+119 104 40+153
Altura (m) 42 143+0,16 52 144+013 104 145+0,16
IMC 42 16,65+1,72 52 1756+2,79 104 18,42+3,74
Cor
Branco 9 10 24
Negro 8 7 7
Pardo 22 29 69
Outra (moreno) 0 5 0
Tempo de residéncia
42 8+4 52 8+3 104 9+4
(anos)
Escolaridade
Ensino Fundamental 40 43 104
Ensino Médio 1 0 0
Frequéncia de consumo
de peixes
nunca 4 0 20
1x /15 dias 9 0 35
1-3x / semana 21 12 45
> 3x / semana 7 10 3
diariamente 0 30 1
Tempo de amamentagéao
42 6+2 52 5+£2 104 6+2

(meses)
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Este estudo avaliou a exposi¢do ambiental ao Hg, pela ingestdo de peixes do rio Madeira,
nas comunidades direta e indiretamente expostas, e a inducdo de efeitos do estresse oxidativo.
Devido a isso, primeiramente foi verificado se 0 comportamento de consumo de peixes entre
as 3 comunidades era diferente. O teste do Qui-Quadrado (X?) confirmou (p-valor < 0,001) que
0 consumo de peixes é diferente entre as comunidades, sendo maior na comunidade de Cunid.
Entre as comunidades de Belmont e Nacional o teste do X? também apresentou diferenca entre
o perfil de consumo de peixes (p-valor < 0,05). O Gréafico 1 representa a frequéncia de consumo

de peixes nas comunidades estudadas.

Gréfico 1: Frequéncia de consumo de peixes entre as 3 comunidades estudadas
*X2p-valor < 0,001
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O presente estudo verificou que os peixes mais consumidos nas 3 comunidades estudadas
foram os seguintes, em ordem decrescente, de acordo informacao fornecida pelo questionario
aplicado nos participantes: tambaqui (Colossoma sp), pacu (Mylossoma sp), e tucunaré (Cichla

sp). Uma analise categorizada por comunidade, mostra que nas comunidades de Belmont e
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Nacional, tambaqui e pacu sdo os mais consumidos, enquanto que Cuni&, onde a frequéncia de
consumo é superior as demais comunidades, o0 peixe mais consumido € o tucunaré.

Este estudo avaliou os seguintes biomarcadores nas comunidades: Em 2011, somente 0s
biomarcadores Hg-S, Hg-C e GST foram avaliados nas 2 comunidades ribeirinhas, Belmont e
Cunia. Jaem 2012, os biomarcadores Hg-S, Hg-C, MDA, Tiol e GST foram avaliados em todas
as 3 comunidades (Belmont, Cunia e Nacional) que participaram do estudo. Os periodos de
coleta de 2011 e 2012 representam a estacdo seca na regido e 0 mesmo grupo de individuos.

Os resultados dos biomarcadores de dose interna e efeito relativos a exposi¢cdo ao Hg,

avaliados nas 3 comunidades participantes do estudo, podem ser observados na Tabela 4:

Tabela 4: Resultados dos biomarcadores na populacdo estudada, categorizados por
comunidades
Comunidades (n total = 198)

Biomarcadores Belmont (n=42) Cunid (n=52) Nacional (n = 104)

Média + DP Média + DP Média + DP
Hg-S 2011 (ug/L)  11,60+7,29 25,78 £ 15,20
Hg-C 2011(ng/g) 2,71 £ 2,00 7,18 + 4,80
GST 2011 (U/L) 15,90 + 3,23 14,56 + 3,35
Hg-S 2012 (ug/L)  7,84+11,01 20,57 + 18,06 5,22 + 6,05
Tiol 2012 (mmol/L) 0,53 £ 0,22 0,46 + 0,05 0,48 £ 0,05
MDA 2012(umol/L) 1,34+ 0,28 1,69 + 0,27 1,37 +0,32
GST 2012 (U/L) 22,37+ 7,77 27,26 + 4,94 15,18 + 4,42

Os resultados dos biomarcadores avaliados em toda a populacdo do estudo apresentaram
uma distribuicdo normal para os biomarcadores MDA e GST 2011 e 2012 (teste de
Kolmogorov-Smirnov, p-valor > 0,05), como verificado nos histogramas do Gréafico 2. Os
resultados de Hg-S 2011 e 2012, Hg-C e Tiol ndo apresentaram uma distribui¢cdo normal (teste
de Kolmogorov-Smirnov, p-valor < 0,05). Como recurso para aproximar a distribuicdo dos
dados de uma distribuicdo normal, as varidveis Hg-S 2011 e 2012, Hg-C e Tiol foram
logaritimizadas (log e In). Com o uso deste recurso o p-valor manteve-se abaixo de 0,05
(variaveis de distribuicdo ndo-normal) para Hg-S 2011, Hg-C e Tiol, porém para Hg-S 2012 o
p-valor ficou acima de 0,05. Devido a estas distribuicdes, foram utilizados testes paramétricos
para andlise das varidveis Hg-S 2012 (Log), MDA, GST 2011 e 2012, e testes ndo-paramétricos

para analise das variaveis Hg-S 2011, Hg-C e Tiol.
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Gréfico 2: Histogramas representando a distribui¢cdo normal dos resultados dos biomarcadores
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Os niveis de Hg em sangue e cabelo foram verificados em cada comunidade, e foram
relacionados com a frequéncia de consumo de peixes. Os Gréaficos 3 e 4 demonstraram que as
concentragdes de Hg-S e Hg-C, respectivamente, aumentaram conforme aumentou a frequéncia

de consumo de peixes.
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Grafico 3: Concentracdes medias de Hg-S (ug/L), em 2012, de acordo com a frequéncia de
consumo de peixes, categorizadas por comunidades (Belmont, Cunid e Nacional)

Comunidade
80,009 Eselmont
B Cunia
Dnacional e
o o
60,00
—
-
—
[=]
= [ ]
o
-
&
» 40,00
o
I 8
20,00
o o
8 o
00 T T T T T
nca 1vezacada 1a3vezes mais de 3 diariamente
15 dias por semana VEZESs por

Semana

Grafico 4: Concentracdes médias de Hg-C (ug/g), em 2011, de acordo com a frequéncia de
consumo de peixes, somente nas comunidades ribeirinhas de Belmont e Cunia
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Uma vez que a exposicao ao Hg esté relacionada ao consumo de peixes, e 0 mesmo foi
diferente entre as comunidades do estudo, foram verificados os niveis de Hg-S entre elas
(Grafico 5). Adicionalmente, foi inserido no Grafico 4 o valor de referéncia (VR) para Hg-S de
8 upg/L, recomendado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) para popula¢Ges nao-
expostas (IPCS, 1990). O gréfico mostra que os maiores niveis de Hg-S foram encontrados na
comunidade ribeirinha de Cuni&, que foi a que apresentou a maior frequéncia de consumo de
peixes, e que estes estavam acima do VR recomendado. Ja as comunidades de Belmont e

Nacional apresentaram médias abaixo do VR da OMS.

Gréfico 5: Box-plot com resultados de concentragfes médias de Hg-S (ug/L), em 2012, nas 3
comunidades estudadas e linha representando o VR de 8 pg/L da OMS
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A Tabela 5 apresenta alguns dados que podem ser observados do Gréafico 4. Em Cunid,
tanto média como mediana estdo acima do VR, e 71% dos seus resultados de médias para Hg-
S sdo superiores ao VR de 8 pg/L. Além disso, a média de Hg-S de Cunia é 2,5x mais altas que
o0 VR.
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Tabela 5: Resultados de média e mediana para Hg-S, em 2012, e percentual de médias acima
do VR de 8 pg/L, nas 3 comunidades do estudo
Belmont Cunid Nacional

Hg-S Média (ug/L) 7,84 20,57 5,22
Hg-S Mediana (ug/L) 4,00 15,00 3,98
Médias de Hg-S acima do VR (%) 31 71 14

VR = valor de referéncia da OMS

A exposicdo ao Hg também foi verificada pelos niveis de Hg-C. Este biomarcador so foi
avaliado em 2011 nas comunidades ribeirinhas de Cunid e Belmont (Grafico 6). Também foi
inserido no Gréfico 5 0 VR para Hg-C de 2 pg/g, recomendado pela OMS para populagdes nao-
expostas (IPCS, 1990). O grafico mostra que os maiores niveis de Hg-C foram encontrados na
comunidade ribeirinha de Cunia, com médias de Hg-C até 4x mais altas que o VR, e que a

comunidade de Belmont também apresentou médias acima do VR da OMS.
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Gréafico 6: Box-plot com resultados de concentracdes médias de Hg-C (ug/g), em 2011,
nas comunidades ribeirinhas de Belmont e Cunié e linha representando o VR de 2 pg/g da OMS
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A Tabela 6 apresenta alguns dados que podem ser observados do Gréafico 5. As duas
comunidades ribeirinhas apresentam médias e medianas acima do VR, sendo que em Cunid,
90% dos resultados de médias para Hg-C sdo superiores ao VR de 2 pg/g. A média de Hg-C de

Cunid é quase 3x mais alta que 0 VR da OMS e que a média de Hg-C de Belmont.

Tabela 6: Resultados de média e mediana para Hg-C, em 2011, e percentual de médias acima
do VR de 2 pg/g, nas comunidades ribeirinhas de Belmont e Cunia
Belmont Cunia

Hg-C Média (ug/g) 2,71 7,18
Hg-C Mediana (ug/g) 2,3 5,7
Médias de Hg-C Acima do VR (%) 57 90

VR = valor de referéncia da OMS
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Estes dados de frequéncia de consumo de peixes, Hg-S e Hg-C na populagéo estudada
demonstraram que os maiores niveis de exposi¢do ao Hg foram encontrados em Cunid, mas que
também ha diferencas na exposi¢do entre as comunidades de Belmont e Nacional, portanto, as
analises estatisticas foram baseadas nesta categorizacdo: comunidade ribeirinha remota
(Cunid), comunidade ribeirinha urbana (Belmont) e comunidade urbana (Bairro Nacional).

Uma vez que foram apresentados os resultados encontrados para os biomarcadores de
dose interna do Hg, agora serdo apresentados os resultados dos biomarcadores de efeito,
referentes ao estresse oxidativo gerado pela exposicdo ao Hg.

Este estudo encontrou as seguintes médias para MDA (uM), em 2012: Belmont = 1,34 +
0,28, Cunid = 1,69 + 0,27 e Nacional = 1,37 + 0,32. As maiores concentragdes de MDA foram
observadas em Cunid. A distribuicdo desses resultados entre as comunidades pode ser

observada no Gréfico 7.

Gréafico 7: Box-plot com resultados de concentragfes médias de MDA (UM), em 2012, nas 3
comunidades estudadas
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Os resultados de atividade enzimatica para GST 2012 (U/L), em 2012, foram: Belmont =
22,37 £ 7,77, Cunid = 27,26 £ 4,94, e Nacional = 15,18 + 4,42. As maiores concentragdes de
GST foram observadas em Cunid, assim como para MDA. O Grafico 8 apresenta a distribuicédo

dos resultados para GST nas populages estudadas:

Gréfico 8: Box-plot com resultados de concentragfes médias de GST 2012 (U/L), em 2012,
nas 3 comunidades estudadas
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Os resultados de concentragdes médias de Tiol (mM), em 2012, foram:
Belmont = 0,53 + 0,22, Cunid = 0,46 = 0,05, e Nacional = 0,48 + 0,05. As 3 populagdes
estudadas apresentaram concentragcdes médias e medianas muito préximas, como observado no
Gréfico 9.
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Gréafico 9: Box-plot com resultados de concentraces médias de Tiol (mM), em 2012,
nas 3 comunidades estudadas
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Nos Graficos 5, 6, 7, 8 e 9 podem ser observados valores outliers, que sdo representados
por pequenos circulos ou asteristicos. Estes valores outliers podem ser comumente encontrados
na populacéo devido a variabilidade bioldgica, porém ndo somente devido a este fator.

Com o objetivo de comparar as distribuicdes de médias dos biomarcadores entre as 3
comunidades estudadas, a Tabela 7 foi construida:
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Tabela 7: Comparacdo das distribuicdes de médias dos biomarcadores estudados entre as
comunidades

p-valor

Belmont x Cunid Nacional x Cunia Belmont x Nacional

Hg-S 2011 Néo- 0,001
Hg-C paramétricos 0,001
Tiol (Mann-Whitey) 0,239 0,074 0,678
LOG Hg-S 2012 0,001 0,001 0,974
MDA Paramétricos 0,056 0,001 0,630
GST 2011 Teste T 0,001
GST 2012 0,001 0,001 0,001

A Tabela 7 mostra que os resultados dos biomarcadores estudados em Cunid foram
diferentes (p-valor < 0,001) daqueles encontrados para Belmont e Nacional, com excecéo do
Tiol. Ja o biomarcador GST apresentou médias diferentes nas 3 comunidades (p-valor < 0,001).

Para todos os biomarcadores estudados em 2011 e 2012 (Hg-S, Hg-C, MDA, GST e Tiol),
entre as 3 comunidades, ndo houve diferenga, nas concentracgdes, estatisticamente significativa
(p-valor > 0,05) e entre sexos (masculino e feminino).

Ja para criancas e adolescentes s6 houve diferenca estatisticamente significativa (p-valor
< 0,05) nos biomarcadores GST 2012 e Tiol, na comunidade de Cunia.

Os testes T pareado e de Wilcoxon foram utilizados para comparar os resultados de GST
2011 x 2012 e Hg-S 2011 x 2012, respectivamente, e somente em ribeirinhos, categorizados
por comunidades (Cunia e Belmont). Estes testes foram utilizados ja que eram categorias
ligadas (mesma variavel, na mesma populacdo, mas em diferentes anos). Ambos o0s testes
demonstraram que houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados de 2011 e
2012, com valores de significancia (p-valor) apresentados na Tabela 8. Cabe lembrar que os
dois biomarcadores GST e Hg-S, em 2011 e 2012, representam a mesma época do ano, que é a

estacdo seca, e 0 mesmo grupo de individuos.
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Tabela 8: Resultados de p-valor para comparacéo de médias de
GST 2011 x 2012 e Hg-S 2011 x 2012
Belmont Cunid

p-valor <
GST 2011x 2012 0,000 0,001
Hg-S 2011 x 2012 0,05 0,001

Com o objetivo de avaliar a correlacdo entre os biomarcadores estudados foi utilizado o

teste ndo-paramétrico de Spearman. A Tabela 9 apresenta os niveis de correlacdo encontrados.

Tabela 9: Correlacdo de Spearman entre os biomarcadores estudados
Hg-S 2012 Hg-C Tiol MDA  GST 2012

(ng/L) (Mg/g)  (mmol/L) (umol/L) (U/L)

Hg-S 2012
(ug/L) p-valor
MY N
r 0,722
Hg-C
(19/) p-valor 0,000
Ha/g N -
r 0,117 0,085
Tiol
p-valor 0,109 0,435
(mmol/L)
N 187 86
r 0,222 0,411 -0,075
MDA
-valor 0,002 ,000 0,299
(umol/L)
N 188 87 192
r 0,397 0,249 0,032 0,305
GST 2012
p-valor 0,000 0,021 0,664 0,000
(U/L)

185 86 188 191 -

r = coeficiente de correlacdo e p-valor = nivel de significancia

Hg-S apresentou correlagdo forte com Hg-C, com significancia estatistica (r = 0,72 e

p-valor < 0,001), correlagdo moderada com GST, com significancia estatistica (r = 0,40 e
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p-valor < 0,001). Com MDA, Hg-S apresentou correlacdo fraca, porém significativa (r = 0,22
e p-valor < 0,002).

Hg-C apresentou correlacdo moderada com MDA, com significancia estatistica (r = 0,41
e p-valor < 0,001). Com GST, Hg-C apresentou correlacao fraca, poréem significativa (r = 0,22
e p-valor < 0,05).

MDA apresentou correlagdo moderada com GST, com significancia estatistica (r = 0,30
e p-valor < 0,001).

As outras associagdes ou foram muito baixas (r < 0,20), ndo tendo forca estatistica, ou
ndo apresentaram significancia, pois p-valor > 0,05.

Estas correlagdes apresentadas acima demonstram como os niveis elevados de exposicéo
ao Hg, avaliados pelos biomarcadores Hg-S e Hg-C, tem correlacdo com o estresse oxidativo,
representado pela avaliacdo dos biomarcadores GST e MDA.

O biomarcador Tiol ndo apresentou correlagdo com a exposi¢do ao Hg, possivelmente
ndo sendo um bom indicador de efeito (sub-clinico) da exposic¢éo ao Hg.

O Graéfico 10 apresenta a influéncia do consumo de peixes nos niveis sanguineos de Hg,
MDA e GST, confirmando as correlagdes encontradas, onde, um maior consumo de peixes
aumenta os niveis de exposi¢cdo ao Hg, o que induz efeitos do estresse oxidativo, aumentando
0s niveis sanguineos dos biomardores GST e MDA.
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Gréfico 10: Influéncia da frequéncia do consumo de peixes nos niveis de Hg-S, GST e MDA
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Uma andlise de regressdo linear multivariada foi feita a fim de verificar quais variaveis
eram mais importantes na avaliacdo da exposi¢cdo ao Hg. Como varidvel dependente foi
utilizado o Log de Hg-S 2012, e as seguintes varidveis independentes foram consideradas na
analise: idade, sexo, frequéncia de consumo de peixes, comunidade, amamentacdo, Hg-C, Tiol,
MDA, GST e tempo de exposicdo. Todas as categoricas foram transformadas
em variaveis dummy previamente.

De acordo com 0 modelo gerado na analise de regressado linear multivariada (Tabela 10),
as variaveis que mais relacionadas os niveis de Hg-S sdo o Hg-C e Comunidade Cunid, obtendo-
se um coeficiente de determinacdo ajustado de 0,46 (p-valor < 0,001), mostrando-se portanto
que 46% da variacdo das concentraces de Hg-S, neste grupo de criancas e adolescentes, €
explicado pela concentracdo de Hg-C e pelo fato da crianga ser moradora da comunidade de

Cunid, onde foi observada uma frequéncia maior no consumo de peixes.
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Tabela 10: Modelo de regressao linear multipla para os niveis sanguineos de Hg*

Variaveis Preditivas Beta p-valor R?
Hg-C 0,061 0,000
. . 0,460
Comunidade Cunia 0,260 0,017

* Variavel dependente normalizada logaritmicamente
Hg = mercurio em sangue (ug/L)
Hg-C = mercurio em cabelo (ug/g)
R? = coeficiente de determinagéo ajustado
Beta = coeficiente angular para a variavel
p-valor = valor de significancia para a variavel Beta
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7.  DISCUSSAO

7.1) Mercurio

A avaliagéo da exposicdo ao Hg, em criangas e adolescentes ribeirinhos do rio Madeira,
foi baseada nos biomarcadores de dose interna Hg-S e Hg-C. Os resultados encontrados para
0s biomarcadores analisados podem ser observados na Tabela 4. A comunidade ribeirinha
isolada de Cunid foi a que apresentou maiores concentracGes de Hg, em sangue e cabelo, em
sua populacdo, em relacdo as outras duas comunidades de Belmont e Nacional. Esta relagdo é
influenciada pelo consumo de peixes do rio Madeira, com possivel contaminacdo pelo Hg em
sua forma organica (MeHg). Este resultado corrobora com os estudos realizados por Hacon et
al., 2014.

O Hg pode ser mobilizado para as &guas de reservatorios de barragens pela pelas
condigdes favoraveis que se criam neste compartimento ambiental. Essa hip6tese é confirmada
em estudos que verificaram aumento nos niveis de Hg (rio abaixo) em peixes, solo e outros
indicadores, ambientais e humanos, apds a construcdo de barragens para complexos
hidrelétricos (Schetagne, Doyon e Fournier, 2000; Hylander et al., 2006; Marques et al., 2010).
Entre seres humanos, a principal fonte de exposicdo ao MeHg é o consumo de peixes e
mamiferos marinhos. As concentra¢fes de Hg no ar e na dgua séo baixas para representar um
sério risco para a populacdo em geral, embora tenham sua parcela de contribuicdo (Clarkson,
Magos e Myers, 2003).

O estudo de Hacon et al., 2014 avaliou a exposi¢do ao Hg via ingestdo de peixes. As
espécies mais consumidas pelos ribeirinhos amazonicos dependem da captura, que varia com a
localizacdo e sazonalidade. As concentracdes totais de Hg em musculos de peixes variaram de
0,02 a 1,58 pg/g. Espécies no topo da cadeia alimentar classificadas por grupos (carnivoros e
piscivoros) apresentaram concentra¢es medianas de Hg no tecido muscular mais altas (0,68 e
0,37 ng/g, respectivamente), enquanto que as espécies detritivoros e herbivoros apresentaram
as menores medianas de Hg no tecido muscular (0,06 e 0,09 ng/g, respectivamente). Estes
resultados evidenciam que a maior frequéncia no consumo de peixes, associada ao consumo de
espécies carnivoras, geram maiores niveis de exposi¢do ao Hg.

Em um trabalho recente, Marques et al., 2013 discutiu sobre o consumo de peixes durante
a gestacao e niveis de Hg-C. O trabalho mostrou que maes ribeirinhas apresentavam maiores

valores de Hg-C quando comparados a outras populacfes da regido, inclusive com niveis de
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Hg-C maiores conforme aumentava a frequéncia de consumo de peixes, ratificando a
importancia do consumo de peixes na exposi¢cdo ao Hg e sua relacdo com dietas ricas em
pescado.

Em um estudo realizado por Xavier et al., 2013, foi determinada a concentracdo de Hg-S
(sangue capilar) em 220 criancas escolares (8-10 anos), de ambos 0s sexos, de 2 escolas da rede
municipal de ensino, na regido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro. A média encontrada
de Hg-S foi de 0,89 ug/L, enquanto que a mediana 0,71 pg/L. A autora defendeu que estes
resultados podem ser utilizados para comparacdo com pesquisas em areas impactadas pelo
metal, pois representa a média de populacdes ndo-expostas ambientalmente ao Hg, e séo
compativeis com inquéritos internacionais. Seu trabalho ressalta que valores normais de Hg-S
em populacdo ndo exposta ao Hg séo inferiores a um 1 pg/L, resultado bem inferior ao valor de
referéncia da OMS, de 8 pug/L, recomendado para popula¢bes ndo expostas ambientalmente ao
Hg.

No presente estudo, a concentracdo média de Hg-S, em 2012, foi 5,22 ug/L na populacao
urbana (bairro Nacional), valor 5x maior que o sugerido por Xavier et al., 2013, para populacao
ndo exposta ao Hg.

Quando consideramos o valor médio 1 pg/L Hg-S, discutido por Xavier et al., 2013 em
populacdo urbana, a principio, sem exposi¢do ambiental ao Hg, os valores das 3 comunidades
do presente estudo estdo muito elevados (Hg-S, em pg/L: Belmont = 7,84 £ 11,11, Cunia =
20,57 + 18,06, e Nacional = 5,22 + 6,05). Isto gera uma preocupacdo acerca da contaminacao
destas populacdes com um elemento quimico tdo perigoso para o seu desenvolvimento. E
evidente que a populacdo ribeirinha isolada (Cunid) tem niveis de Hg-S mais preocupantes que
populacgéo ribeirinha urbana ou somente urbana, que teoricamente néo teria exposi¢ao ao Hg,
mas fica claro que popula¢es amazdnicas estdo sob 0 maior risco da exposi¢do ao Hg.

Com relacdo ao valor de referéncia para Hg-S de 8 ug/L, recomendado pela OMS para
populacdes ndo expostas ambientalmente ao Hg, somente os ribeirinhos de Cunia apresentaram
concentracdes médias de Hg-S acima do VR (71% de Hg-S acima de 8 pg/L). Ribeirinhos de
Belmont e da comunidade urbana do bairro Nacional estavam com concentracdes médias
abaixo do VR (Hg-S =7,84 £ 11,01 e 5,22 + 6,05 pg/L, respectivamente), como observado no
Gréafico 4. E importante ressaltar que a dispersdo das médias é elevada, em todas as
comunidades, fazendo com que, mesmo onde concentra¢fes médias estavam abaixo do VR,

ainda sim alguns individuos podem apresentar médias superiores a de 8 pg/L Hg-S. Em

72



Belmont e Nacional, 31 e 14% das concentra¢cbes médias de Hg-S foram superiores ao VR da
OMS.

Isto evidenciou que quanto maior foi 0 consumo de peixes nas comunidades (Cunia >
Belmont > Nacional), maiores foram as concentracdes médias de Hg-S (Cunid > Belmont >
Nacional) na populacéo estudada.

No presente estudo, as médias de Hg-C, em 2011, foram 2,71 £ 2,00 e 7,18 + 4,80 pg/g,
nas populacdes ribeirinhas de Belmont e Cunid, respectivamente. Este biomarcador s6 foi
avaliado em 2011 nestas duas comunidades. A comunidade urbana do bairro Nacional ndo foi
avaliada para Hg-C. Tanto Belmont, como Cunid estavam acima do VR de 2 ug/g para Hg-C,
recomendado pela OMS para populacGes ndo expostas ambientalmente ao Hg, como pode ser
observado no Grafico 5. Porém, ficou evidente que a comunidade de Cunia tem concentracdes
médias de Hg-C mais elevadas que em Belmont, fato relacionado ao seu maior consumo de
peixes e, consequentemente, maior exposicdo ao Hg. Enquanto que em Cunid 90% das
concentra¢fes medias de Hg-C foram superiores ao VR de 2 pg/g, em Belmont isso aconteceu
com 57% das concentracGes médias.

Em um estudo de revisao sobre exposi¢cdo humana ao Hg na Amazonia, Passos e Mergler
(2008) demonstraram que entre os consumidores de peixe, comunidades ribeirinhas
apresentaram o mais alto grau de exposi¢éo, com estudos apresentando resultados de Hg-C tdo
altos quanto 38,6 + 14,4 ug/g e 65 £ 58 pg/g. E mostraram que, em geral, consumidores urbanos
de peixe sdo menos expostos, apresentando niveis médios de Hg-C em torno de 2 ug/g. Apesar
de ndo termos estudado as concentracdes de Hg-C em urbanos, o presente estudo mostrou o
mesmo que Passos e Mergler (2008), ou seja, que 0 maior consumo de peixes (contaminados)
leva a maiores concentracfes de Hg-C.

No estudo longitudinal de Dutra et al., 2012, a média de Hg-C encontrada em criancas de
8 anos residentes em uma area urbana do municipio de Itaituba (Bacia do rio Tapajos, PA,
Brasil) foi aproximadamente 1 g/g (entre 2004 e 2010). Este valor foi coerente com 0 VR para
Hg-C de 2 pg/g em populagdes ndo expostas. E quando comparado com nossos resultados,
mostrou como as populacfes de Belmont e Cunid apresentaram niveis elevados de Hg-C.

Neste mesmo estudo de Dutra et al., 2012, as criangas apresentavam concentrac0es
médias de Hg-S de 10,5 £ 7,4 ug/L, valores altos quando comparado aos recomendados pela
OMS, de 8 pg/L. Os autores explicaram que estes valores podem ser relacionados a exposi¢ao

ambiental ao Hg metélico, presente na regido devido a exploracéo de ouro.
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Em uma revisdo bem extensa, Barbieri e Gardon (2009), discutiram sobre a presenca do
Hg em solos amazonicos, a frequéncia de consumo de peixes e a exposi¢cdo ao Hg, avaliada
pelos niveis de Hg-C. Os autores reforcaram a afirmativa, discutida e demonstrada também no
presente estudo, de que populacdes ribeirinhas da Amazonia sdo grandes consumidores de
peixe, e, por causa de seus habitos alimentares, sdo expostas ao Hg, via MeHg, gerando riscos
a saude, principalmente em relacdo a disfung¢fes neuroldgicas. Assim como no nosso estudo,
os valores de Hg-C foram altos em ribeirinhos, com valores sempre bem dispersos, em diversas
localidades da regido (Andes, Guiana Francesa, rios Tapajos e Madeira). Especificamente na
regido da bacia do rio Madeira, os autores afirmaram que a maioria dos estudos encontraram
valores de Hg-C entre 11 e 15 nug/g, valor muito acima do VR recomendado pela OMS. Os
valores encontrados no presente estudo foram um pouco inferiores, faixa de 6-11 pg/g na
comunidade mais exposta ao Hg (Cunid), mais ainda sim, bem superior ao VR.

Barbieri e Gardon (2009) concluiram sua revisdo com a mesma ideia discutida neste
estudo, e que vale para qualquer estudo com comunidades tradicionais ribeirinhas:
“comunidades pequenas e isoladas, com estilos de vida tradicionais, parecem ser 0s mais
expostos ao Hg. Esta situacdo é muito complexa para estas populagdes, dado que muitas delas
dependem de peixes como quase Unica fonte de proteina na dieta”.

Isto evidencia claramente que populagfes amazoénicas, principalmente as que consomem
mais peixes, tendem a apresentar maior contaminacdo com Hg, fato também observado por
Mahaffey, Clickner e Jeffries, 2009, para populacdes costeiras americanas (mulheres em idade
fértil).

Um detalhe importante sobre os valores que foram discutidos aqui para Hg-S e Hg-C em
criangas e adolescentes é que eles foram comparados com outros estudos de populacdes
infantojuvenis, fator que deixou estas comparacdes mais confidveis (Xavier et al., 2013, Dutra
et al., 2012). Como citado anteriormente, temos que tomar cuidado ao utilizar niveis de
biomarcadores em populagédo adulta e compara-los com populagdes infantojuvenis, dadas suas
diferencas metabdlicas em relagcdo aos adultos. Quando faltam valores de referéncia adequados,
a comparacéo entre populagdes distintas (expostos e ndo-expostos) representa uma boa resposta
na avaliacdo da exposicao.

Nos ultimos 15 anos ou mais, estudos epidemioldgicos tém dado maior atencdo aos
efeitos da exposicdo pré-natal. A diretriz da USEPA é derivada de relatos de alteragbes
neuropsicoldgicas em criangas no estudo das llhas Faroé, cuja exposic¢do foi principalmente

devida ao consumo de carne de baleia. Um estudo semelhante nas Ilhas Seychelles ndo
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encontrou efeitos adversos ao consumo unicamente de peixes. O consumo de peixe tem
evidentes beneficios a salde, e o risco representado pela exposicdo ao Hg é atualmente
especulativo. A FDA recomenda que mulheres gravidas e criangas pequenas evitem comer
peixe com alto teor de Hg (> 1 ppm) (Clarkson, Magos e Myers, 2003), o grande problema
envolvido nesta recomendacédo gira em torno de populacGes tradicionalmente pesqueiras, tais
como ribeirinhos, que ndo podem abrir mao deste alimento.

Um estudo do desenvolvimento infantil nas Ilhas Seychelles também encontrou
associacOes benéficas com os niveis de Hg pos-natal. Quando as criancas de 5 anos e 6 meses
de idade eram examinadas por uma bateria de testes neuropsicologicos, varios resultados dos
testes indicaram um maior desenvolvimento associados com o aumento dos niveis de Hg-C. Os
autores sugeriram que este resultado inesperado foi provavelmente devido aos beneficios da
nutricdo com peixes. No entanto, quando foram reexaminadas aos 9 anos de idade, varios
resultados dos testes indicaram uma efeito adverso sobre o desenvolvimento da crianga. Os
dados disponiveis mostraram que, na infancia, os beneficios nutricionais da amamentacdo e
consumo de peixes podem superar quaisquer potenciais efeitos adversos do MeHg. Uma
importante pergunta ainda sem resposta € sobre os potenciais efeitos adversos durante a
adolescéncia. (Davidson et al., 1998; Myers et al., 2003; Clarkson e Magos, 2006).

7.2) Estresse Oxidativo e Mercurio

Os biomarcadores Hg-S e Hg-C, ou indicadores biolégicos de exposicdo de dose interna,
representam a quantidade de Hg presente no organismo dos individuos expostos. J& o
biomarcadores do estresse oxidativo representam um efeito (ou alteracdo bioquimica precoce)
no metabolismo. Desta forma, todos eles tém um relacdo entre si. Individuos com valores mais
elevados de Hg no organismo (sangue e cabelo) tendem a apresentar maiores valores de MDA,
pois este representa um dano ao organismo (peroxidacdo lipidica), gerado pelo estresse
oxidativo induzido por exposi¢do ao Hg. Da mesma forma que o Hg pode induzir aumento nos
niveis de MDA ele pode induzir também aumento na atividade enzimatica da GST, ja que esta
é relacionada com processos de detoxificacdo do organismo, conjugando GSH a substratos
eletrofilicos, portanto, pode estar associada a eliminacdo do Hg, e produtos gerados durante seu
metabolismo. A GST pode gerar uma diminui¢do nos niveis de grupamentos Tiol, ja que a

principal fonte enddgena deste grupamento € a GSH.
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MDA é um produto da peroxidacgéo lipidica, gerada pelo estresse oxidativo, que pode ser
associado a exposi¢cdo ao Hg (Houston, 2011). Como observado no Gréfico 6, as maiores
médias de MDA foram encontradas em Cunid, a populacdo com consumo mais frequente de
peixes, e com maiores niveis de Hg.

Este estudo encontrou as seguintes médias para MDA (uUM), em 2012: Belmont = 1,34 +
0,28, Cunid = 1,69 £ 0,27 e Nacional = 1,37 £ 0,32. Com uma faixa de trabalho entre 1-2 pM,
os resultados encontrados para MDA no presente estudo estavam dentro dos valores de
referéncia discutidos na literatura (Yagi, 1998; Gupta, Bhatt e Misra, 2009). Os resultados
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001) entre Cunid e
Belmont/Nacional. Isto mostra a importancia do MDA como um biomarcador de efeito na
avaliacdo da exposicdo ao Hg. Este dado ainda é reforcado pelas correlacGes fraca e moderada,
porém significativas, entre MDA e Hg-S e Hg-C, respectivamente.

Substéancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBars) e MDA tém sido usados como
biomarcadores de lipoperoxidacdo ha mais de 30 anos. Embora estes sejam utilizados em
muitos laboratdrios, devido a simplicidade e baixo custo, a validade deles tem sido
frequentemente criticada por falta de especificidade e problemas pos-amostragem. MDA-TBars
foi analisado originalmente por espectrofotometria, mas, recentemente, adutos de MDA-TBA
sdo medidos por HPLC UV-VIS ou deteccdo por fluorescéncia, ou mesmo GC-MS, apds
derivatizacdo. Os valores encontrados para MDA em plasma humano sdo muitas vezes
superiores a 1 uM (Lykkesfeldt, 2007; Niki, 2009), o que confirma como normal a faixa de
trabalho encontrada no presente estudo.

Este biomarcador foi escolhido para este estudo pela simplicidade do método. O problema
da especificidade foi contornado pela analise de biomarcadores de dose interna especificos para
avaliacdo da exposicao ao Hg sendo avaliados concorrentemente.

O valor de referéncia para MDA, fornecido pelo kit Cayman, € 1,86-3,94 uM, baseado
no trabalho de Yagi, 1998. Neste estudo Yagi propds um método para MDA-TBars com
deteccao fluorimétrica e determina niveis de MDA por faixa etéria. Para homens e mulheres <
10 anos, MDA (uM) = 1,86 £+ 0,60 e 2,08 + 0,48, respectivamente. J4 homens e mulheres entre
11-20 anos, MDA (uM) = 2,64 = 0,60 e 2,64 + 0,54, respectivamente. Ele ressalta no estudo
que os valores tendem a aumentar com idade, mas ndo ultrapassam 4 uM. Cabe lembra que o
método utilizado em nosso estudo para determinacdo de MDA foi espectrofotométrico.

Em um estudo conduzido por Gupta, Bhatt e Misra, 2009, em pacientes com carcinoma

celular, foram estudados o status antioxidante e peroxidacéo lipidica. Os autores encontraram
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niveis de MDA de 1,16 + 0,48 em pacientes saudaveis (n = 12). Os autores sugerem que 0S
niveis de estresse oxidativo (MDA) foram maiores nos pacientes com cancer, € que 0s niveis
de antioxidantes (SOD, Tiol e &cido ascorbico) foram menores.

Ja no trabalho de Costa et al., 2006, as médias encontradas para MDA (uM) foram 5,41
* 5,4 (Homem) e 5,32 £ 6,7 (Mulher). Os resultados para MDA sé&o 3,5 a 4 vezes maiores que
os do presente estudo, porém o trabalho de Costa, Santos e Lima, 2006 apresentou um DP igual
ou maior que a média, representando grande dispersao das médias de MDA. O fato interessante
do trabalho de Costa , Santos e Lima, 2006 é que, a correlacdo de Spearman foi moderada e
negativa, com significancia estatistica (r = -0,33, p < 0,001), entre Tiol e MDA. O presente
estudo encontrou correlagéo bem fraca e negativa, mas ndo-significativa entre Tiol e MDA (r =
-0,08, p < 0,001).

Os resultados de Costa , Santos e Lima, 2006 corroboram a hipotese de que quando os
niveis de estresse oxidativo aumentam, mais MDA é gerado, consumindo mais GSH (fonte de
Tiol) para auxiliar na eliminagdo do MDA, e aumento na atividade da GST. Nossos resultados
ndo podem ser usados com seguranca para confirmar esta hipotese.

A enzima GST sempre foi associada a processos de detoxificacdo. Na fase Il do
metabolismo, conjuga GSH a um substrato eletrofilico, no citossol da célula, o que permite sua
excrecdo. Atualmente, outras funcdes sdo associadas a estas enzimas, tais como remover
espécies reativas e regenerar proteinas S-tioladas (ambas produtos do estresse oxidativo),
catalise de conjugacfes com ligantes enddgenos e catalise de outras vias metabolicas ndo
associadas com detoxificacdo (Sheehan et al., 2001).

Os resultados de atividade enzimatica para GST (U/L), em 2012, foram: Belmont = 22,37
+ 7,77, Cunid = 27,26 £ 4,94, e Nacional = 15,18 + 4,42. Assim como para MDA, as maiores
concentracdes de GST foram observadas em Cunia, a comunidade com maiores niveis de Hg.
Isto corrobora o papel importante desta enzima na avaliacdo da exposi¢do ao Hg, assim como
as correlagcbes moderadas e fracas, porém significativas, encontradas entre atividade da enzima
e niveis de Hg em sangue e cabelo, respectivamente.

Os valores médios da atividade enzimética da GST em Belmont e Nacional estdo dentro
do valor de referéncia, porém o mesmo ndo aconteceu em Cunia. A atividade da enzima foi
mais alta em Cunid, fato que pode ser associado a processos de detoxificagdo do Hg e os
produtos do seu metabolismo. A comparacdo das medias de GST das 3 comunidades teve
diferenga estatistica (p-valor < 0,001). Apesar da proximidade de resultados entre Belmont e

Cunig, a diferenca foi bem evidente entre ribeirinhos (Belmont e Cunid) e urbanos (Nacional).
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No estudo realizado por Habdous et al., 2002, baseado no método classico de Habig,
Pabst e Jacoby, 1974, para determinacdo de atividade enziméatica da GST, ele valida a
metodologia para GST-Soro, que foi utilizada neste estudo e também fornece um valor de
referéncia. Ele estudou 374 individuos saudaveis (178 homens e 196 mulheres), entre 4-80 anos,
e determinou uma média de 28,2 + 3,0 U/L. Este foi o valor de referéncia usado para este estudo.
Com uma faixa de trabalho entre 15-30 U/L, os valores de GST, como um todo, estdo dentro
da faixa de normalidade apresentada por Habdous et al., 2002.

Grotto et al., 2010, estudou a exposicdo ao Hg e estresse oxidativo em comunidades
amazonicas. O trabalho usou como biomarcadores a atividade da enzimas Catalase (CAT),
Glutationa Peroxidase (GPx) e Acido delta-aminolevulinico Desidratase (ALAD), além dos
niveis plasmaticos de GSH. O Hg foi determinado em sangue, plasma e cabelo. A correlacdo
foi inversa (negativa), com significancia estatistica (p-valor < 0,05), entre Hg-S e Hg-C e GPx,
CAT, ALA-D e GSH. Isso reforca a importancia da GSH no mecanismo de inducéo do estresse
oxidativo mediado pela exposi¢édo ao Hg e sua importancia como antioxidante celular, fato bem
discutido na literatura (Meister 1988, Clarkson, 1997; Nogueira et al., 2003, Rico et al., 2006).
Este mesmo fato é discutido neste trabalho, ressaltando a importancia da GST e GSH
(representada pelo grupamento Tiol), no mecanismo do estresse oxidativo induzido pela
exposicdo ao Hg.

Grupamentos tiol sdo susceptiveis a danos oxidativos, pois sdo polarizaveis e agem como
nucleofilos (Hu, 1994; Huber, Almeida e Fatima, 2008). Isto os torna bons biomarcadores de
estresse oxidativo. Os resultados de concentragdes médias de Tiol (mM), em 2012, foram:
Belmont = 0,53 = 0,22, Cunia = 0,46 £ 0,05, e Nacional = 0,48 = 0,05. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa (p-valor > 0,05) entre as 3 comunidades estudadas.

No estudo de Hu, 1994, a referéncia do método utilizado neste estudo para determinacao
dos niveis séricos de Grupamento Tiol, a concentracdo deste analito no plasma é na faixa de
0,4-0,6 mM, o que pode ser utilizado também para resultados no soro. A faixa de trabalho deste
estudo ficou em torno de 0,4-0,7 mM, sendo igual a proposta por Hu, 1994.

No trabalho de Costa et al., 2006, o mesmo citado acima para MDA, os valores
encontrados para Tiol (mM) foram 0,48 + 0,18 (Homem) e 0,49 £ 0,17 (Mulher). Apesar da
faixa etaria ser bem diferente do presente estudo, os valores encontrados para Tiol estdo na
mesma faixa dos nossos.

Diante disso, os valores de Tiol encontrados para as 3 comunidades deste estudo estavam

dentro da faixa de normalidade citadas por Hu, 1994 e Costa et al., 2006, porém nao houve
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diferenga estatisticamente significativa de Tiol entre as comunidades. Para este estudo, o
biomarcador Tiol ndo apresentou um resultado satisfatorio, o que ndo exclui sua importancia
como biomarcador de estresse oxidativo em outras situacdes e estudos.

Afim de salientar a importancia do Tiol na avaliacdo da exposicao ao Hg, o trabalho de
Farina et al., 2013 ¢ discutido. De acordo com o autor, com base na interagdo quimica entre
GSH (no presente estudo, tratado como Tiol) e MeHg, a deplecdo de GSH decorrente da
exposicdo ao MeHg representa um fenémeno esperado. Porém, € razoavel supor que a interagdo
MeHg-GSH néo é a unica causa de oxidacdo de GSH induzida por MeHg. Este parece induzir
a formacdo de espécies reativas por mecanismos GSH-independentes, levando a posterior
oxidagdo de GSH, o que confirma ainda mais a importancia deste biomarcador, via
determinacéo dos niveis de Tiol, na avaliacdo da exposicdo ao Hg. Ainda de acordo com Farina
et al., 2013, este caso parece ser também importante em termos de oxidacao de proteinas, onde
espécies reativas geradas a partir de MeHg podem modular o estado redox de proteinas,
afetando sua funcéo.

Uma ferramenta importante na avaliacdo da exposicdo sdo estudos experimentais que
corroborem a hipotese testada. Assim, foram buscados estudos que avaliassem niveis de
estresse oxidativo in vitro relacionados ao Hg.

Em um estudo experimental conduzido por Stacchiotti et al., 2009, células foram expostas
a Hg e Pb inorganicos e parametros do estresse oxidativo foram estudados, a fim de avaliar a
relacdo. A linha de células NRK-52E teve aumento da atividade da GST para ambos 0s metais.
Maiores niveis de atividade da GST também foram encontrados neste estudo, associados a
maiores niveis de Hg-S, confirmando o papel desta enzima na resposta antioxidante celular ao
Hg.

Em uma revisdo sobre toxidade do Hg e antioxidantes, Patrick, 2002, fala sobre a
importancia da GSH e ALA (alpha lipoic acid) na toxicidade deste metal. Ele cita que linhas
de células de mamiferos resistentes a toxicidade do Hg foram clonadas. Elas ndo acumulavam
facilmente o Hg e eram resistentes aos efeitos toxicos do MeHg e Hg. Uma caracteristica
marcante da linhagem celular era que os niveis de GSH eram cinco vezes maiores nestas células
do que as células-mde a partir das quais elas foram originadas. Isso mostrava que 0s
mecanismos de resisténcia eram principalmente devido a capacidade de GSH para facilitar o
efluxo de Hg a partir de células e a ligacdo de protecdo de Hg com GSH para prevenir danos

celulares.
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Um ponto importante quando se discute exposic¢ao ao Hg, é o consumo de alimentos com
alto teor de selénio (Se) na regido amazonica, tais como a castanha do Para (Lemire et al., 2006;
Lemire et al., 2010). A glutationa peroxidase (GPx) € uma importante enzima do sistema de
defesa antioxidante e tem como cofator o Se (Huber, Almeida e Fatima, 2008; Cogo et al.,
2009). O consumo deste alimento (castanha) pode ser um fator de protecdo para o estresse
oxidativo e estar relacionado a inexisténcia de altera¢cbes metabdlicas em algumas populacdes
expostas ao Hg. Este trabalho ndo abordou este biomarcador (GPx), mas € inegavel sua
influéncia no metabolismo envolvendo espécies reativas e o Hg.

Estudos sugerem que ha interacdo entre o Hg e Se, no entanto, ndo é claro se o Se protege
contra os efeitos toxicos do Hg ou Hg interfere nos beneficios do Se (Ganther, 1972; Ohi et al.,
1976; Vasconcellos, Bode e Paletti, 2001). Grupamentos selenol (~SeOH) sdo mais
nucleofilicos do que grupamentos tiol (~SH), o que torna selenoproteinas alvos moleculares
preferenciais de MeHg em comparacdo com contendo tidis de proteinas. Este fato baseia-se na
maior afinidade de Hg para selendis quando comparado com ti6is. Esta afinidade mais elevada
de Hg para selendis também torna a ligacdo Se-Hg estavel, mesmo na presenca de altas
concentracdes de tidis (Sugiura et al., 1976, Farina, Aschner e Rocha, 2012; Farina et al., 2013).

Hg-S e Hg-C sdo biomarcadores de dose interna especificos, portanto, estdo diretamente
relacionados com a exposi¢cdo ao Hg, ou MeHg. Ja os biomarcadores de efeito do estresse
oxidativo, MDA, Tiol e GST, sdo inespecificos, pois representam alteracbes metabodlicas
precoces relacionadas a diversos tipos de exposi¢des ambiental ou ocupacional (multicausais).
Um importante debate que deve ser abordado é sobre o uso de biomarcadores de efeito
inespecificos (estresse oxidativo) em estudos de avaliacdo da exposicdo. A questdo é qual a
importancia deles para avaliar uma exposicao, ja que sua alteracdo é multicausal?

O uso de um biomarcador inespecifico representa uma dificuldade, em termos de
interpretacdo de dados, uma vez que sua correlacdo com outros biomarcadores especificos deve
ser muito bem estudada. Fatores de influéncia ndo especificos devem ser avaliados e vieses
excluidos para ndo gerarem resultados falsos.

O uso destes biomarcadores inespecificos € um olhar contemporaneo em estudos de
avaliacdo da exposigédo, pois combinado com o uso de diversos biomarcadores a0 mesmo
tempo, traz informacGes bem precoces de alteracdes metabolicas, que ainda em fases muito
iniciais, podem ser relacionadas a exposicdo. Eles tem uma caracteristica preditiva, que € um

fator de suma importancia, quando pensamos que pequenas alteracdes detectadas em fases
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muito iniciais, podem prevenir a evolucao para quadros de doenga mais criticos, evitar maiores
danos ao desenvolvimento e impedir o surgimento de doencas.

A presenca de radicais livres tem sido correlacionada com um grande numero de doengas,
indicando que estas espécies ndo tém um papel etiolégico na grande maioria dos estados
patoldgicos, mas que participam diretamente dos mecanismos fisiopatolégicos que determinam
a continuidade e as complicagfes presentes nestes processos, pois as espécies radicalares estao
envolvidas nos mecanismos de reagdes inflamatorias ou atuam como segundos mensageiros
para manter diversas funcgdes celulares. Assim, o equilibrio entre a formacéo e a remocao de
espécies radicalares no organismo deve ser regulado de forma que as reacdes e processos
metabdlicos dependentes das mesmas possam ocorrer em um nivel adequado para a manutencéo
da fisiologia das células (Rover Janior, Hoehr e Vellasco, 2001). Portanto, o estudo do estresse
oxidativo é importante em qualquer tipo de pesquisa da avaliacdo da exposicdo, seja ela
ambiental ou ocupacional, pois trard informacbes bem precoces sobre alteracdes em
mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a progressao de uma doenga.

A capacidade de sobreviver a ameaca representada pelos xenobioticos ou espécies
reativas produzidos endogenamente ou nao, representa uma adaptacdo biologica fundamental
para nossa sobrevivéncia (Hayes e Pulford, 1995; Hayes e MacLellan, 1999).

A hipétese oxidativa de doencas € um termo que deve ser entendido como a ocorréncia
da condicdo oxidativa na célula durante o processo patoldgico, e ndo como exclusivamente a
existéncia do estresse oxidativo como etiologia da doenca (Ribeiro et al., 2005). A associacdo
do estresse oxidativo em varias condicdes patologicas € uma realidade. A questdo é a
compreensdo se ele é uma causa ou a consequéncia da perda de homeostase celular (Sorg,
2004).

7.3) Questdes Sociais e Ambientais

Um importante debate acerca dos riscos da exposi¢do a substancias quimicas € apontado
pelo Ministério da Salde, através do Programa Nacional de Vigilancia Ambiental em Salde
Relacionado a Substancias Quimicas - VIGIQUIM. Este programa elenca 5 substancias
quimicas importantes, em termos de vigilancia para a satide ocupacional e ambiental, devido
aos riscos para a populacéo, e dentre elas esta 0 Hg. O VIGIQUIM justifica a importancia e a
necessidade de implementacdo de um sistema de Vigilancia em Saude Ambiental para o Hg,

pois ndo existem “Limites de Tolerancia” seguros, para substancias neurotoxicas e
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mutagénicas, assim o efeito neurotéxico e mutagénico do Hg permite a consideracdo de que
nenhuma exposigéo ocupacional e ambiental deveria ser tolerada, para prevenir agravos. Desta
forma, a criacdo de um sistema de vigilancia ambiental e epidemioldgica, elaborado a partir das
informac@es organizadas nos Estados e Municipios, permitiria 0 mapeamento das areas criticas
e do perfil de morbimortalidade nestas areas, assim como 0 acompanhamento do quadro clinico,
funcional e neuroldgico das populacfes atingidas (MS, 2009). Esta discussdo se torna ainda
mais importante quando pensamos que populacgdes ribeirinhas sdo isoladas, sendo esquecidas
por programas de Saude, e outras areas, do Governo Federal.

O principio norteador deste estudo foca na questdo ambiental envolvendo a satde infantil,
Hg, rio Madeira e a usina hidrelétrica Santo Anténio, porém ndo podemos deixar de lembrar da
questdo ocupacional, envolvida na construcao de um grande empreendimento como este. Assim
como os danos ambientais ndo sdo completamente pensados na etapa de planejamento de um
empreendimento deste porte, a falta de politicas para minimizar os danos das atividades nas
hidrelétricas sobre a salde dos trabalhadores também é uma importante questdo de salde e ndo
pode ser esquecida (ENSP, 2014).

Ainda pensando em outros debates que ndo somente a questdo ambiental envolvendo
salde infantil, devemos lembrar que o dano social de nosso modelo energético (hidrelétricas) é
esquecido, pois s6 se discute que energia hidrelétrica € mais limpa que a termelétrica. Outros
aspectos dessa discussao ficam em segundo plano.

Quando se discute o impacto socioambiental e na saude, gerado por uma hidrelétrica, ndo
quer dizer que se é contra o empreendimento. A energia € um item imprescindivel para o
desenvolvimento tecnoldgico de nosso pais, e um bem indispensavel para a populagdo como
um todo. O problema é que o objetivo destas empresas ndo é dar energia a quem nao tem, é ter
lucro.

O que é discutido aqui, € 0 modelo de implantacdo destes empreendimentos, onde saude
e ambiente ndo sdo adequadamente contemplados na etapa de planejamento e mitigacdo de
danos. E ainda pior, neste modelo de implantacdo, populacbes tradicionais, sejam elas
ribeirinhas ou indigenas, ndo sdo respeitadas, e sofrem com os desdobramentos destas obras,
gerando danos ambientais, de salde e psicossociais nestas populagdes. Em geral, a populagdo
é ouvida por ultimo, com o intuito de legitimar o licenciamento ambiental. Nd&o ha uma
compensacéo efetiva de danos, pois os grandes empreendimentos, em geral, violam direitos da

Saude, Ambiente e Direitos Sociais.
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De acordo com Schiitz et al., 2014, os cursos d’agua da regido amazonica séo vias de
circulacdo de matéria bidtica e abidtica fundamentais (as vezes, as Unicas disponiveis),
inclusive, para a comunicacgdo e o transporte entre assentamentos humanos. O rio Madeira é
uma hidrovia estratégica fundamental, e uma das mais importantes do Brasil para o escoamento
da producdo agricola produzida em Rondénia, Mato Grosso e no sul do Amazonas (ANTAQq,
2010). Sob uma perspectiva socioecol6gica, os ribeirinhos, em geral, sdo incluidos na categoria
ambientalista “povos das aguas”, portanto, dependem mais da integridade ecoldgica do
compartimento ambiental aquéatico. Esta perspectiva corrobora todo o debate entorno dos
impactos socioambientais em populacfes tradicionais vulneraveis, causados pelas usinas
hidrelétricas do Complexo do rio Madeira.

Ainda ressaltando a importancia do bioma Amazonico, Freitas e Giatti (2009) destacam
que desde a segunda metade do século XX esta regido vem sofrendo intensos processos de
mudancas socioecondmicas, ambientais, de salde e bem-estar e onde os conflitos entre
desenvolvimento econémico e degradacdo ambiental sdo constantes. Como resultado dos
diferentes processos de ocupacdo e desenvolvimento socioecondmico houve melhorias em
alguns indicadores tradicionais de saude e bem-estar (reducdo da mortalidade infantil e aumento
da expectativa de vida), mas também nitida degradacdo ambiental. Fica claro que, em termos
ambientais essa é uma regido de elevada importancia, pois concentra aproximadamente 74%
das disponibilidades nacionais dos recursos hidricos, possui a maior reserva de biodiversidade
do mundo, possui reconhecida importancia em termos de “servigcos ambientais” para o planeta,
como os de regulacdo do clima por meio da reserva e difusdo de umidade pela floresta e de
captura de gas carb6nico. Porém, ao mesmo tempo, sua floresta apresenta fragilidades, ja que
encontra-se assentada em planicie sedimentar dotada de camada orgénica delgada e superficial,
dependente da manutencao da cobertura vegetal para sua auto reproducao e para a estabilidade
dos solo. Os autores também falam sobre os megaprogramas de investimentos na regido, tais
como o Avanca Brasil e PAC (Programa de Aceleracdo do Crescimento), constantemente
associados a implementacdo de infraestrutura na Amazénia por meio da construcdo de
hidrelétricas, rodovias e demais facilidades, contribuindo direta ou indiretamente no uso e
ocupacdo do solo na regiéo.

De acordo com a Lei 8.080, de 1990, que norteia a Saude em nosso pais, a saude é um
direito fundamental do ser humano, devendo o Estado prover as condi¢des indispensaveis ao
seu pleno exercicio. O mesmo deve garantir politicas econdmicas e sociais que visem a reducao

de riscos de doengas e de outros agravos. A lei deixa claro que a Satde tem como determinantes
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e condicionantes, entre outros, a alimentacdo, a moradia, 0 saneamento b&sico, 0 meio
ambiente, o trabalho, a renda, a educacéo, a atividade fisica, o transporte, o lazer e 0 acesso aos
bens e servicos essenciais. Desta forma, O Estado deve lembrar que Salde é componente
complexo. A questdo “Satde na Amazodnia” deve ser amplamente debatida em qualquer
instancia, quando se pensa em instalagéo de grandes empreendimentos na regiéo

Infelizmente, enquanto n&o houver organizacdo popular e luta por melhores condicdes de
vida, seja no campo da Saude, Ambiente ou Social, ndo havera avanco em questdes que
oprimem o0s mais carente. A populacdo (movimentos sociais) deve ser capacitada para exercer
pressao social e politica nos governantes e midia, para que seja percebida como parte integrante

de um sistema, que muitas vezes faz questdo de esquecé-los.
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8. CONCLUSOES

Este estudo evidenciou a estas populacdes infantojuvenis, urbana e ribeirinha, residentes
em area de influéncia do rio Madeira, tem exposi¢des distintas ao Hg. Esta exposicao pode ser
relacionada ao consumo de peixes contaminados com o metal.

O consumo de peixes entre as 3 comunidades estudadas foi diferente (X2, p-valor < 0,001),
sendo maior entre ribeirinhos isolados de Cunia.

Os niveis de Hg-S e Hg-C aumentaram de acordo com a maior frequéncia de consumo de
peixes. Devido a isso, as maiores concentracdes de Hg-S e Hg-C foram encontrados em Cunia.

As concentragdes médias de Hg-S e Hg-C em Cunid estavam acima dos valores de
referéncia recomendados pela OMS para estes biomarcadores, 8 pg/L e 2 pg/g,
respectivamente, em populagdes ndo-expostas.

Os biomarcadores Hg-S, Hg-C, MDA e GST apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p-valor < 0,001) entre Cunié em relagdo as outras duas comunidades. Somente o
biomarcador Tiol ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre as comunidades.
Em todos os biomarcadores estudados ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
criancas e adolescentes, e entre sexos. O biomarcador de efeito do estresse oxidativo Tiol
ndo apresentou diferenca significativa entre as categorias estudadas.

A enzima GST apresentou resultados atividade aumentada na populagdo com maiores
niveis de Hg-S, assim como MDA apresentou maiores niveis séricos nos mais expostos ao Hg.
Ambos os biomarcadores tiveram correlacdo positiva e significativa entre atividade/niveis e
exposicdo ao Hg (Hg-S e Hg-C).

A utilizagdo de biomarcadores de efeito do estresse oxidativo pode trazer um importante
panorama de alteracGes metabdlicas precoces, relacionadas a uma situacdo de exposicao
ambiental ou ocupacional, porém este tipo de estudo sempre deve ser feito utilizando também
biomarcadores de dose interna especificos, para que associaces possam ser feitas com maior
validade estatistica e confiabilidade

Programas de monitoramento sdo muito importantes, visando avaliar as quantidades de
Hg antes e depois da construcdo das usinas, em peixes, &gua, solo e ar, e sua influéncia no
Ambiente e na Saude do povo desta regido

A Salde e Educacdo nas regibes amazonicas é fraca, e assim, problemas de saude
relacionados a exposi¢cdes ambientais e seus desdobramentos no desenvolvimento e

aprendizado infantil sdo de dificil detecgéo.
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Este trabalho ndo se encerra com apenas uma avaliagéo, ele evidencia uma das muitas
pesquisas que podem ser realizadas envolvendo o rio Madeira e Saide Ambiental em relagdo a
construcdes de hidrelétricas.

A regido amazonica deve ser compreendida como um ambiente natural extremamente
complexo, onde a interferéncia em qualquer compartimento ambiental pode ter uma influéncia
maior do que a esperada. Aliado a isso, as populagdes tradicionais desta regido, ribeirinhos e
indios, tém maior vulnerabilidade a estas alteracdes, sofrendo mais com tais problemas, porém
sendo menos lembrados que nds das grandes cidades.

A questdo ambiental na Amazbnia € complexa. Mais complexo ainda sdo seus
desdobramentos sobre a salde humana. De simples nesta regidao s6 tem um fato: quem mais

sofre é sempre quem mais precisa de assisténcia.
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ANEXO |

Ministério da Salude

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz U N I R
Escola Nacional de Saude Puablica Sergio Arouca

AVALIACAO DA SAUDE DAS COMUNIDADES RIBEIRINHAS
POTENCIALMENTE EXPOSTAS A CONTAMINACAO POR MERCURIO NO RIO
MADEIRA

QUESTIONARIO INDIVIDUAL INFANTIL — ATE 16 ANOS E 11 MESES

SE A ENTREVISTADA JA TIVER ENGRAVIDADO, APLICAR O
QUESTIONARIO ADULTO

CODIGO DO QUESTIONARIO: __
CODIGO DO ENTREVISTADOR:

‘ DATA DA ENTREVISTA: ‘ HORARIO DE INICIO:

NOME COMPLETO DA CRIANCA:
NOME COMPLETO DO RESPONSAVEL:
GRAU DE PARENTESCO DO RESPONSAVEL:
ENDERECO COMPLETO DA CRIANCA:
COMUNIDADE:

TELEFONE PARA CONTATO:

COORDENADAS DA CASA - GPS LAT: LONG:

COLETA DE CABELO ( )REALIZADA  ( )NAO REALIZADA

SEMPRE MENCIONAR O NOME DA CRIANCA EM VEZ DE [NOME]

MODULO DE IDENTIFICAGAO:

Sexo: 1.( ) Masculino 2.( ) Feminino
Data de Nascimento: / / Idade:
Cor: 1.( ) Branca 2.( ) Negra 3.( ) Parda 4.( ) Oura
1.( )1°ano 6.( )6°ano 11. () 2°ano do Ensino Médio
0 0 . L4
Série Escolar: 2.( )2°ano 7.( )7°ano 12.( )3°~ano do Ensino Médio
3.( )3%ano 8.( )8%ano 13.( ) N&o Estuda
4.( )4°ano 9.( )9%ano 14. ( ) Parou de Estudar. Em qual
5.( )5°ano 10. () 1°ano do Ensino Médio serie?
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O pai e a mae do [NOME]

5 | possuem algum grau de 1.( )Sim, Qual? 2.( )Nao
parentesco?
Quanto tempo vocé mora na Reserva de Cunia ? 1.( ) Desde os
6 | (Especificar se o entrevistado se refere a sua propria idade ' anos 2.( )Ha& anos
ou a duragdo em anos)
MODULO DE AVALIACAO DA SAUDE
7 | O(a) [NOME] j4 foi vacinado? 1.( )Sim 2.( )Nao SeNAO, va para a pergunta 9
a) BCG 1.( )Sim 2.(_)Nao
b) Parasilia Infantil 1.( )Sim 2. () Néo
c) Difteria, Tetano e Coqueluxe 1.( )Sim 2.(_ ) Néo
Quais vacinas tomou? d) Sarampo, Rubéola e Caxumba 1. ( )Sim 2.( ) Nao
e) Meningite 1.( )Sim 2.(_ ) Néo
8 (Sé‘pregncher com o cartéo de f) Febre Amarela 1.( )Sim 2. () Néo
vacinagéo da crianca.) g) Hepatite B 1.( )Sim 2.( )N&o
h) Rotavirus ) Sim 2. () Nao
i ?
i) Outra 1.( )Sim 2.( )Nao
9 ggﬂi(ljh%('?) St (a) avalia a satde do 1.( ) Muito Boa 2.( )Boa 3.( ) Regular 4.( )Ruim 5.( ) Muito Ruim
A Sra. fez o teste do pezinho em . .
10 [NOME] quando ele(a) nasceu? 1.( ) Sim 2.( )Nao
11 Com quantos quilos [NOME] kg
nasceu?
Ele (a) recebeu algum
tratamento médico para esta
doenca?
1. ( ) Doencga da coluna ou costas 1.( )Sim 2.( ) Nao
2. () Micose ou algum problema de pele 1.( )Sim 2.(_ ) Nao
3.( ) Leishmaniose 1.( )Sim 2. () Nao
4. () Bronguite 1.( )Sim 2.( ) Nao
5. ( ) Malaria 1.( )Sim 2. () Néo
6. () Lepra ou hanseniase 1.( )Sim 2. () Nao
7.(_ )AIDS/HIV 1.( )Sim 2.( ) Nao
8. () Febre Amarela 1.( )Sim 2. () Néo
1 9. () Toxoplasmose 1.( )Sim 2. () Nao
2 d fih 10. (_ ) Caxumba 1.( )Sim 2.(_)Nao
jQél::ve%engas seutiho 11. () Sarampo 1.( )Sim 2.(_ ) Néo
12. () Rubéola 1.( )Sim 2.( ) Nao
13. (_ ) Paralisia Infantil / Poliomielite 1.( )Sim 2.(_)Néo
14. () Epilepsia 1.( )Sim 2. () Nao
15. () Catapora 1.( )Sim 2.( ) Nao
16. () Coqueluche 1.( )Sim 2.(_ ) Néo
17. (_ ) Meningite 1.( )Sim 2. (_ ) Néo
18. (_ ) Hepatite A 1.( )Sim 2.(_)Néo
19. () Hepatite B 1.( )Sim 2.( ) Néo
20. () Dengue 1.( )Sim 2.(_)Néo
21. () Tuberculose 1.( )Sim 2.(_)Néo
22. (_ ) Hipotiroidismo 1.( )Sim 2. (_ ) Néo
23. () Alergia 1.( )Sim 2.(_)Néo
24.( ) Outro? 1.( )Sim 2.( )Naéo
. . . | 1.( )Em Porto Velho. 2.( ) Forade Porto Velho.
13 Qual o posto de saude ou hospital que vocé Qual? Qual?

leva [NOME] quando necessario?
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Algum médico ja falou que o B
14 | desenvolvimento mental de [NOME] é 1.( )Sim. 2.( )Nao SeNAO, vapara 16.
anormal?
15 | A Sra. fez algum exame para confirmar? L.( )Sim Qual? 2.( )Néo
i 2
16 | [NOME] possui alguma deficiéncia fisica? L.( )Sim Qual? 2.( )Nao
a) Diabetes? 1.( )Sim 2.(_ ) Néo
) 5 b) Tuberculose? 1.( )Sim 2.(_ ) Nao
17 staerua_f"ho faz ou ja fez tratamento c) Hanseniase? 1.( )Sim 2. () Nao
' d) Problemas mentais? 1.( )Sim 2.(_ ) Néo
e) Problema de Nervos? 1.( )Sim 2.( ) Néo
18 | Algum médico ja disse que [NOME] tem problema de coracéo? 1.( )Sim 2.( ) Nao
19 | [NOME] ja teve sua presséo arterial medida? 1.( )Sim 2.( ) Nao
MODULO DE TABAGISMO NO DOMICILIO
Se a entrevistada for a M&e, va para a pergunta 20. Caso contrario, va para o Médulo Neuroldgico.
20 A Sra. fumou durante a gravidez do/da 1.( )sim 2.( )Nao 99.( )NS/NR
[NOME] ? ' Se NAO, va para o préximo Médulo. | Se NS/ NR, vé para o préximo Médulo.
Quantos cigarros por dia a Sra. fumava
2 durante a gravidez do/da [NOME] ? L 99.( JNS/NR
a. Primeiro: 1.( )Sim 2. () Nao 99.( )NS/NR
b. Segundo: 1.( )Sim 2.( ) Nao 99.( )NS/NR
c. Terceiro: 1.( )Sim 2. () Nao 99. ( )NS/NR
) ) d. Quarto: 1.( )Sim 2. () Nao 99.( )NS/NR
22 z%‘;zf a gravidez, em quais meses a Sra. e. Quinto: 1.( )Sim 2. () Nao 99. ( )NS/NR
' f. Sexto: 1.( )Sim 2.(_ ) Nao 99. ( )NS/NR
g. Sétimo: 1.( )Sim 2. () Nao 99.( )NS/NR
h. Oitavo: 1.( )Sim 2.( ) Nao 99. ( )NS/NR
i. Nono: 1.( )Sim 2.( ) Nao 99.( )NS/NR
MODULO NEUROLOGICO
2 | Nos dltimos 12 meses [NOME] teve algum | 1.( )Sim 2.( )Ndo
3 | problema dos nervos? Qual? '
) . 1. ( ) Médico )
2 | Quem lhe disse que [NOME] tinha . 4.( ) Amigos
4 | problemas de nervos? 2.( ) Enfermeiro 5.( ) Outros
3. () Vizinhos )
1. Se concentrar? 1.( )Sim 2.( )Nao
2. Enxergar? 1.( )Sim 2.( ) Nao
2 3. De meméria? 1.( )Sim 2.( )Nao
5 | [NOME] tem dificuldade em 4. Diferenciar as cores? 1.( )Sim 2.( )Né&o
5. Caminhar? 1.( )Sim 2.( )Nao
6. Remar? 1.( )Sim 2.( )Nao
7. Pescar? 1.( )Sim 2.( )Nao
2 | INOME] usa eulos? 1.( )Sim 2.( )Ndo
3 [NOME] é uma crianga mais agitada do que o normal? 1.( )Sim 2.( )Nao
[NOME] tem dificuldades para ter reflexos rapidos, como por
2 | exemplo, tirar a mao rapidamente quando encosta em algo 1.( )Sim 2.( )Nao
8 | muito quente?
S Vocé considera [NOME] uma crianga irritada? 1.( )Sim 2.( )Néo
g Vocé considera [NOME] uma crianga paciente? 1.( )Sim 2.( )Nao
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Seu filho(a) tem algum problema de equilibrio ou cai com

1 | frequéncia? L.( )Sim 2.( )Nao
] ] ) ) 1.( )1°ano 6.( )6°ano
Seu filho (a) ja repetiu de ano na escola? Em qual série e 2.( )2°ano 7.( )7°ano
3 | quantas vezes? 3.( )3°ano 8.( )8°ano
2 (Marcar nos parentes o nimero de vezes que a série escolar foi ) o ' o
repetida.) 4.( )4°ano 9.( )9°ano
5.( )5°ano 10. () 13 série EM
3 | A professora de [NOME] ja disse que ele (a) havia dificuldade de . =
3 | concentragao? L.( )Sim 2.( )Nao
3 | A professora de [NOME] ja disse que ele (a) havia dificuldade de . =
4 | memorizacéo? L.( )Sim 2.( )Nao
3 | Quantas horas por dia em média, [NOME] fica assistindo 1 h di 2.( ) N&o tenho televisdo em
5 | televiséo? -( ) horas por dia casa
MODULO DE NUTRICAO
g [NOME] foi amamentado? 1.( )Sim 2.( )Ndo Se NAO, va paraa 38.
3 Até qual idade [NOME] foi amamentado? a) meses b) anos
N 1vez acada De 1 a 3 vezes Mais do que 3 .
unca " vezes por Diariamente
15 dias por semana
semana
Peixe —
Feijao
Arroz
Frango
Ovos
Em geral, quantas Carne de boi ou de
vezes por semana porco
o(a) Sr(a) consome - - -
3 | os seguintes C_erea|s (milho, soja,
8 alimentos? trigo)
Verduras ou legumes
(batata, espinafre,
alface, cenoura)
Frutas
Mandioca
Leite, manteiga, iogurte
ou queijo
Castanha do Para
Enlatados
De que tipo?
3 Quais frutas o/a[]NOME] mais come? 1) 2)
g Qual(is) peixe(s) [NOME] mais come? 1) 2)
4 . . . . 1.( )Sim
N Vocé comeu peixe ontem? Se sim, qual peixe? 2.( )N&o
4 | Nadultima semana quantas vezes vocé comeu
5 | peixe? vezes por semana.
4 | Qual quantidade de peixe ingerida na dltima
3 | refeicdo?
MODULO DE ASMA
4 | Alguma vez na vida seu filho(a) teve chiado no . =
4 | peito (sibilos )? 1-( ) Sim 2( )Nao
4 | Nos ultimos 12 meses seu filho(a) teve chiado no . =
5 | peito (sibilos) ? 1-( ) Sim 2( )Nao
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4 | Nos dltimos 12 meses quantas crises de chiado 1-( ) Nenhuma 3-( )4-12
6 | no peito (sibilos) seu filho(a) teve? 2-( )13 4-( )+ que 12
Nos ultimos 12 meses com que freqiiéncia seu 1- N d hiad it
;1 filho(a) teve o sono perturbado por chiado no () Nunca acor Ou. com ehiado o petto 3-( ) 1 ou mais noites por semana
peito? 2-( ) Menos de 1 noite por semana
Nos ultimos 12 meses o chiado do seu filho(a) foi
4 | t&o forte a ponto de impedir que ele(a) ) .
8 | conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada 1-( ) Sim 2( )Nao
respiracéo?
g Alguma vez seu filho(a) teve asma? 1-( )Sim 2-( ) Nao
5 | Nos ultimos 12 meses seu filho(a) teve chiado no 1 ) Sim 2 )Nao
0 | peito apés exercicio fisico?
5 Nos ultimos 12 meses seu filho(a) teve tosse seca
1 a noite sem estar gripado ou com infecgéo 1-( )Sim 2-( ) Nao
respiratoria
MODULO DE EXPOSICAO
g ﬁ;; éir:; (a) é alérgico (a) a algum produto de 1-( )Sim 2 ) Néo (Se no, pular para Q54)
5 | Qual (is)?
3
i ijltrjn fili:r:)(??(a) € alérgico (a) a algum produto 1-( )Sim 2-( ) Nao (Se nao, pular para Q56)
5 | Qual (is)?
5
3-( ) Area de agricultura
Sua casa fica numa regido proxima a: 1-( ) Rio Madeira
5 ) 4-( ) Outra
6 | (pode marcar mais de 1 opgdo) 2-( ) Area de queimada
Qual?
5 Préximo a sua casa ocorre queimadas com . N N
7 fumaga no ambiente? 1-( )Sim 2-( ) Nao (Se néo, pular para Q59)
1-( ) Queima de lixo, Quantos metros da
casa?
2-( ) Queima da floresta, Quantos metros da casa?
ual a raz&o da queimada? -
5 Q q 3-( ) Queima de pasto, Quantos metros da
8 | (pode marcar mais de 1 opgdo) casa?
4-( ) Queima de vegetagao do quintal, Quantos metros da
casa?
5-( ) Outros? , Quantos metros da
casa?
g A familia prepara farinha em casa? 1-( )Sim 2-( )N&o
6 Vocé verifica alguma mudanca na sadde do (a)
0 [NOME] com a mudanca do tempo/clima? 1-( )Sim 2-( ) Nao (Se nao, pular para Q62)
(13 Em que més é mais frequente a mudanga? () N&o sabe
Vocé observa alguma alteragdo na sadde do
6 | (a) [NOME] no periodo da seca (quando o rio 1-( )Sim 2-( )N&o
2 | fica seco)?
DATA FINAL DA ENTREVISTA: __ /| HORARIO DE TERMINO: __ : HS

ENCERRE A ENTREVISTA E AGRADECA A PARTICIPACAO

Existe alguma observacéo a ser feita por parte do entrevistador?
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