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RESUMO  

 

O presente trabalho está inserido na recente linha de pesquisa “metaloproteômica do mercúrio”, 

que tem como principal objetivo a identificação de biomarcadores de exposição às espécies 

mercuriais. A dissertação foi redigida em três capítulos. Capítulo I: Descreve o estado da arte 

do estudo realizado, pontuando a importância da otimização de estratégias para 

quantificar/identificar espécies mercuriais e das estratégias bioanalíticas aplicadas na 

metaloproteômica do mercúrio. Capítulo II: Descreve os resultados obtidos na otimização de 

amostragem de fluídos biológicos utilizando percolação em cartões Noviplex para posterior 

determinação de mercúrio total. Para isso, estratégias de amostragem de sangue de 

peixes/humanos e de extratos proteicos de tecido muscular e hepático de peixes por percolação 

em cartões Noviplex foram ajustados. Na etapa de quantificação do mercúrio nos eluatos das 

amostras, os parâmetros físico-químicos relacionados a estabilização térmica do mercúrio para 

posterior determinação por espectrometria de absorção atômica em forno de grafite (GFAAS) 

foram otimizados. O método foi validado por meio de análise de material certificado. Este 

capítulo foi redigido na forma de artigo científico, nas normas do periódico Exposure and 

Health. Capítulo III: Descreve os resultados obtidos no estudo metaloproteômico de tecido 

renal de ratos expostos a baixas concentrações de cloreto de mercúrio por trinta e sessenta dias. 

O perfil proteômico do tecido renal dos ratos foi obtido por eletroforese bidimensional (2D-

PAGE) e as determinações de mercúrio total no tecido hepático, pellets proteicos e spots 

proteicos foram realizadas por GFAAS. A caracterização dos spots proteicos associados ao 

mercúrio e análise de proteínas diferencialmente expressas foi feita por espectrometria de massa 

em sequência com ionização por electrospray acoplada com cromatografia líquida (LC-ESI-

MS/MS). Análise de bioinformática das proteínas identificadas como diferencialmente 

expressas foram feitas utilizando o software Blast2GO e permitiram elucidar aspectos 

fisiológicos e funcionais das Hg-metal binding protein e inferir possíveis biomarcadores de 

exposição ao mercúrio. Este capítulo foi redigido na forma de artigo científico, nas normas do 

periódico Biological Trace Element Research.  

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Mercury is a toxic metal that participates in bioaccumulation processes and trophic 

biomagnification, leading exposed organisms to have several complications in many systems, 

such as the nervous and renal. This work presents studies to sampling optimize of biological 

fluids using percolation in Noviplex cards for subsequent total mercury determination. For this, 

sampling strategies of fish blood, humans and protein extracts from fish muscle and liver tissue, 

by percolation on Noviplex cards were adjusted. In mercury quantification step in the sample 

eluates, the physicochemical parameters related to the thermal stabilization of mercury for 

subsequent determination by atomic absorption spectrometry in graphite furnace (GFAAS) 

were optimized. The method has been validated for total mercury determinations with extracts 

from DORM-4 and DOLT-4 reference materials. The calculated LODs and LOQs ranged from 

12 to 43 µg kg-1, respectively. Metalloproteomic studies were also performed on renal tissue 

from rats exposed to low concentrations of mercury chloride for thirty and sixty days. The 

proteomic profile of rats renal tissue was obtained by 2D-PAGE and total mercury 

determinations in renal tissue, protein pellets and protein spots were performed by GFAAS. 

Characterization of mercury-associated protein spots and differentially expressed proteins 

analysis were performed by LC-ESI-MS/MS. Bioinformatics analysis of the proteins identified 

as differentially expressed performed by Blast2GO software and allowed to elucidate 

physiological and functional aspects of the Hg-metal binding protein and to infer possible 

biomarkers of exposure to mercury. The metalloproteomic studies indicated that: the isoforms 

of the enzymes GST Mu and GPx and the heat shock proteins Heat shock 70 kDa protein 1-like 

and Heat shock protein beta-1 were expressed only in the group exposed to mercury for 60 

days; actin isoforms, showed “upregulated” and “downregulated” and the Hemoglobin subunit 

isoforms showed “downregulated”. These results qualifies these enzymes/proteins as potential 

mercurial species exposure biomarkers. 
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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

A exposição a altas concentrações de mercúrio em várias regiões do mundo está 

geralmente relacionada com incidentes de envenenamento nos quais se observa quadros 

clínicos na síndrome motora e prejuízos sensoriais associados ao estresse oxidativo no cérebro, 

sendo o cérebro fetal particularmente vulnerável a esses efeitos [1]. 

Os sintomas de intoxicação relacionados à exposição ao mercúrio nos seres humanos 

variam dependendo da forma química à que são expostos, que pode causar desde danos sérios 

até irreversíveis no sistema urinário, respiratório, imunológico, reprodutor e nervoso central 

[2,3]. Por exemplo, a toxicidade das espécies mercuriais, como o metil mercúrio (MetHg) se 

deve a sua capacidade de bioacumulação e biomagnificação principalmente em organismos 

aquáticos, através dos quais pode chegar até o homem, principalmente por meio do consumo 

de peixe [4,5,6]. No trato gastrointestinal do ser humano cerca de 90% das espécies mercurais 

são absorvidas e alcançam a corrente sanguínea onde são distribuídas para o corpo. A 

distribuição corporal ocorre principalmente pela ligação das espécies mercurais aos grupos 

sulfidrila de proteínas, como a cisteína e glutationa, ou ainda por difusão passiva. A partir do 

sangue até outros tecidos do corpo, decorre-se um tempo de aproximadamente quatro dias pós 

exposição para os sintomas começarem a aparecerem [7], e as alterações patológicas estão 

relacionadas ao sistema nervoso, sendo os principais sintomas a ataxia, neurestenia, disartria, 

distúrbios visuais, tremores musculares, parestesia, e em casos mais extremos, cegueira, coma 

e morte [8, 9]. As espécies mercuriais podem também afetar o sistema imunológico, causando 

sua debilidade, o sistema renal, desestabilizando o nível de creatinina, e o sistema 

cardiovascular, alterando a homeostase [10]. 

Em camundongos, já foi constatado que pode haver a indução de metalotineínas nos 

tecidos renal, cerebral e hepático quando são expostos ao mercúrio tanto na forma orgânica 

(MeHg) como em formas inorgânicas (Hg0 e Hg2+) [11]. 

Em estudo realizado sobre os efeitos da exposição crônica em baixas concentrações do 

mercúrio em ratos machos foi demonstrado que o sistema reprodutor sofre efeitos tóxicos, 

aumento do estresse oxidativo e aumento da expressão proteica da isoforma GPx4 nos 

testículos [12]. 

Um dos primeiros sistemas a serem intoxicados por metilmercúrio é o sistema nervoso 

[13]. Em camundongos, também foi observado que a exposição ao mercúrio pode provocar 

déficit neuromotor [14,15], e em filhotes, a exposição lactacional ao mercúrio inorgânico 
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aumenta significativamente a lipoperoxidação cerebelar, bem como a atividade da glutationa 

redutase cerebelar, além de provocar alterações bioquímicas no cerebelo de camundongos 

desmamados quando submetidos à expoxição ao mercúrio inorgânico através do leite materno 

[15]. 

Vários estudos reportam a associação entre doença cardiovascular e exposição ao 

mercúrio [12,16]. A ação do mercúrio no sistema cardiovascular em camundongos pode ser 

constatada em estudo em exposição ao Hg2+, o qual resultou em indução significativa dos 

marcadores de hipertrofia cardíaca, peptídeo natriurético atrial (ANP) e peptídeo natriurético 

cerebral (BNP), além do aumento da expressão gênica Cyp1a1, Cyp1b1, Cyp2b9, Cyp2b10, 

Cyp2b19, Cyp2c29, Cyp2c38, Cyp4a10, Cyp4a12, Cyp4a14, Cyp4f13, Cyp4f15, Cyp4f16 e 

Cyp4f18. Além disso, o Hg2+ aumentou significativamente a expressão e os níveis de atividade 

da proteína sEH em corações de camundongos tratados com mercúrio, com conseqüente 

diminuição nos níveis de ácidos 14,15- e 11,12-epoxieicosatrienoico (EETs) [16]. O mesmo 

estudo também verificou aumento na formação dos dos ácidos 14,15-, 11,12-, 8,9-

diidroxieicosatrienoico (DHETs),  e a  modulação de expressão de várias enzimas Cyp e sEH 

com conseqüente diminuição dos EETs cardioprotetores, o que poderia representar um novo 

mecanismo pelo qual o mercúrio causa cardiotoxicidade progressiva.  

Vários estudos tem associado a ação tóxica do mercúrio no sistema renal, em especial 

na forma inorgânica [13]. Em estudo realizado com camundongos machos em exposição aguda 

ao cloreto de mercúrio teve como resultados estresse oxidativo; disfunção renal temporária-

dependente; aumento de enzimas dependentes de glutationa envolvidas no processo de 

bioacumulação de mercúrio; aumento da expressão de IRE1α e ATF6, que são sensores de 

detecção de proteínas não dobradas,   demostrando que houve ativivação da via Unfold Protein 

Response (UPF), e ativação de resposta de morte celular através do GADD-153 (promotor de 

morte celular) e caspases 12 e 3 (proteaases), ocasionando disfunção renal [17]. 

A ativação da UPR ocorre quando o restículo endoplasmatico (ER) sofre estresse pelo 

excesso de proteínas não enoveladas através da indução da transcrição de chaperonas do 

retículo endoplasmático, afim de aumentar o dobramento de proteínas; diminuição da tradução 

proteica, diminuindo a sobrecarga do retículo endoplasmático;  regulação da transcrição de 

genes associados ao ERAD (ER-associated protein degradation), levando ao aumento da 

degradação proteica; e ativação de sistema de apoptose, como a ativação de GADD-153 e 

caspases 12 e 3 caso os meios anteriores falhem [17]. 

Assim, a determinação de espécies mercuriais em amostras biológicas é de fundamental 
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importância para o processo de monitoramento da toxicidade em organismos vivos. No 

entanto, a determinação tanto de mercúrio total como a especiação do mercúrio no material 

biológico apresentam dificuldades devido às baixas concentrações que essas espécies 

apresentam nessas amostras e também porque a toxicidade depende da espécie mercurial 

analisada. Na literatura, diversas estratégias de preparo de amostras e posterior determinação 

de espécies químicas por espectrometria atômica foram descritas nos últimos vinte anos [18-

26]. No entanto, dificuldades relacionada ao processo de amostragem de material biológico in 

situ e posterior determinação manipulando-se o mínimo possível a amostra ainda não foi 

superada.   

No mesmo contexto, estudos relacionados à elucidação dos mecanismos de toxicidade 

do mercúrio em nível molecular são fundamentais para entender os diferentes processos dos 

efeitos deletérios do mercúrio aos seres vivos. Nessa vertente de pesquisa, a identificação de 

biomarcadores de exposição às espécies mercuriais poderá indicar previamente possíveis riscos 

de contaminação dos organismnos vivos expostos às diferentes fontes de contaminação desse 

xenobiótico, como através da alimentação ou pelo contato de organismos aquáticos com água 

contaminada com mercúrio  [27]. 

 Assim, a metalômica, recente linha de pesquisa, permite a integração de estudos 

analíticos e bioquímicos, tem contribuído no esclarecimento dos aspectos fisiológicos e 

funcionais das metaloproteínas e/ou metal binding proteins responsáveis pelo transporte de 

íons metálicos nos organismos vivos [28, 29]. A metalômica permite a caracterização de spots 

e pellets proteicos associados com espécies mercuriais [27], assim como a identificação de 

proteínas presentes nos spots e pellets que estão diferencialmente expressas, frente às 

alterações das características limnológicas e disponibilidades das espécies de mercúrio no 

ambiente, fornecendo assim informações em relação à elucidação dos mecanismos de absorção 

do mercúrio por organismos vivos [28-30].    

2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRÁFICO

2.1. Problemática do mercúrio 

O (Hg) existe em três formas: metálico ou elementar, orgânico e inorgânico [16]. Em 

sua forma metálica se apresenta na forma de um branco brilhante, prateado, denso e móvel [31]. 

É um metal inodoro, sendo o único conhecido por se apresentar em estado líquido em 
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