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RESUMO

Neste trabalho, buscou-se identificar proteinapomsaveis pelo transporte de
mercurio em amostras de leite materno coletadagpapmlacéo ribeirinha do rio
Madeira. Para isso, inicialmente, foi obtido o posha das amostras de leite por
eletroforese bidimensional (2D PAGE) apds precjdita das proteinas em meio
acetbnico. Nos spots proteicos obtidos no procdsdoacionamento das proteinas, nas
amostras de cabelo e de leite das lactantes fardas fdeterminacdes de mercurio por
espectrometria de absorcdo atbmica de vapor fAGAKS) e espectrofotometria de
fluorescéncia atdmica de vapor frio (CVAFS). Aseadetinacdes por CVAFS indicaram
a presenca de mercurio em dois spots proteicos (spspot 2), os quais foram
caracterizados por espectrometria de massas emérgggucom ionizacdo por
electrospray (ESI MS MS) e por meio de busca nadale dado®niprot. A analise
por ESI MS MS identificaram o spot 1 como sendaaeginal3 caseina (pl = 5,52 e
MM = 26,01 kDa) e o spot 2 como sendo a proteisadima C (pl = 9,30 e MM =
16,50 kDa). Os resultados obtidos nas determinad@emercurio nos spots 1 e 2
permitiram estabelecer relacdo estequiométricandeatomo de mercuario por quatro
moléculas d€8 caseina e de um atomo de mercurio por moléculsalegma C. Com
base nos dados obtidos é possivel inferir, no dasf caseina, que a ligagdo do
mercurio ndo é especifica, tratando-se de umaipeatetal-binding, ndo configurando
o0 mercurio como um cofator metalico, o que nao dagira af3 caseina como possivel
biomarcadora de mercurio. Em relacdo a Lisozima @resenca de metionina (base
mole) na sequéncia peptidica pode estabelecerdobgagcom ions metalicos com
caracteristicas de &cido mole, como ¢'Hgonfigurando uma ligacdo mais estavel
desse ion com grupos sulfidrilas da Lisozima Cagaaterizando essa proteina como

possivel biomarcador de mercurio.



ABSTRACT

In this study, we aimed to identify proteins resgible for the mercury transport
in breast milk samples collected from the lactabh@ladeira River region, Rondonia -
Brazil. For this, we first obtained the proteomenaitk samples by two-dimensional
electrophoresis (2D PAGE) after proteins precifptatin acetone medium. In the
protein spots obtained from proteins fractionationhair and milk samples of lactating
mercury determinations were carried out by coldovagiomic absorption spectrometry
(CVAAS) and by cold vapor atomic fluorescence spattotometry (CVAFS). CVAFS
determinations indicated the presence of mercutyo protein spots (spot 1, spot 2),
which were characterized by electrospray ionizatamdem mass spectrometry (ESI
MS MS) and by searching in théniprot database. The ESI MS MS analysis identified
the spot 1 as th@ casein protein (pl = 5.52 and MM = 26.01 kDa) apdt 2 as the
lysozyme C protein (pl = 9.30 and MW = 16, 50 kDahe results obtained in the
mercury determinations in the spots 1 and 2 alloteeestablish a stoichiometric ratio
of one mercury atom per four molecules [bfcasein and one mercury atom per of
lysozyme C molecule. Based on the obtained datantbe inferred, in the case [®f
casein, that mercury binding is not specific, tregatourself of anetal-binding protein,
not configuring the mercury as a metal cofactor wdwes not disqualify thg casein as
a possible mercury biomarker. Regarding lysozym#éh€ presence of methionine (soft
base) in the peptide sequence can establish linksmaetal ions with features of soft
acid, such as Hg, configuring a stable binding of this metal iorttwulfhydryl groups

of lysozyme C and, characterizing this protein @sssible mercury biomarker.
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1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVAS

1.1.Justificativa

Os reservatorios utilizados para aproveitamenteeléttico desempenham papel
importante no desenvolvimento social e econbmicandéos paises. Hoje, quase a
metade dos rios do mundo tem um reservatorio eeango tdos paises dependem de
usinas hidrelétricas para produzir a maior parteudaeletricidade. Atualmente, existem
cerca de 45.000 grandes reservatorios em todo lw,gltom os maiores potenciais
hidrelétricos situados em grandes bacias comoAntizonas, Congo e Mekong [1]. S6
no Brasil existem mais de 500 hidrelétricas e isfiresenta apenas 24% do potencial
hidroenergético estimado para o pais. Entretantmratrucdo de reservatorios pode
facilitar o desenvolvimento e disseminacédo de dagngté o momento ndo endémico,
devido a mudangas bruscas no ecossistema [2]. Aliéso, a fragmentacdo social
resultante de grandes reservatérios pode acars@aificantes efeitos adversos na
saude de comunidades locais.

O desenvolvimento do complexo hidrelétrico do riaddira, tem despertado
discussBes cientificas sobre o0s possiveis procesdes remobilizacdo e
biodisponibilidade das espécies de mercurio emrvag®io na regido Amazonica.
Estudos em diversos reservatorios brasileiros t@&modstrado que o mercurio
associado ao material particulado em suspensaonesgihs e plancton, apresenta-se
especialmente na forma inorganica. A forma inorggoicorre principalmente no inicio
(montante) dos reservatoérios e, hd um gradienscente da forma organica ao longo
do tempo atingindo maiores valores nas areas maignalas, proximas a barragem. A
poluicdo e contaminacdo causada pelo mercurio cia da rio Madeira configura um
dos principais problemas sécio-ambientais da Amaz@odendo, neste aspecto, ser
entendida como uma regido que agrega caractesisteaim laboratério natural, cujo
estudo podera ser uma referéncia para toda re§yidontaminacéo pelo mercurio, que
marcou a Amazonia na década de 80 até meados #el@0a ser cenario de discussao
devido aos passivos ambientais deixados pela atieidle garimpagem de ouro e pelo
potencial de contaminacdo que estes passivos egpaas para a sociedade [3].

Na Amazobnia os altos teores de mercurio encontradossolo, sedimentos,
peixes e humanos, foram atribuidos inicialmentetiéidade de garimpo de ouro.

Entretanto, estudos recentes mostraram que asrntoag@es de mercario encontradas

1



durante a corrida do ouro sdo semelhantes as easoatualmente. O fato é que,
independentemente da fonte de contaminacdo, estetimsonados a elucidacdo dos
mecanismos de toxicidade do mercuario, sdo de fuadtah importancia para o
desenvolvimento sdcio-ambiental da regido amaz8i&a.

Considerando o0 exposto, a investigacdo de biomareadrelacionados com a
expressdo de metaloproteinas associadas ao memodiera indicar previamente
possiveis riscos de contaminagdo populacao rilb@iriNesse contexto, a metalémica,
area cientifica proposta recentemente, integradestanaliticos e bioquimicos de
elevada complexidade, contemplando o sequenciameesmitaracterizacao de proteinas
associadas a metais. Esta nova area do conheciroientifico tem contribuido na
elucidacdo dos aspectos fisiologicos e funcionassrdetaloproteinas responsaveis pelo
transporte de ions metalicos nos organismos vivg$.[Estudos metaloproteémicos de
elementos potencialmente téxicos, como 0 mercérioanimais e em seres humanos,
até o momento, ainda ndo foram explorados. A ehgéid de um bioindicador de
toxicidade de mercurio utilizando a metalémica est&ociada as metaloproteinas
transportadoras de mercurio que possam apreseataentgd ou diminuicdo de
expressado frente as alteracdes das caracteribtitaglogicas e disponibilidades das
espécies de mercurio no ambiente, fornecendo irfTdeE relevantes em relacdo ao

transporte de mercurio na biota e nos seres humanos

1.2. Mercurio (Hg)

O mercurio é um metal liquido (na sua forma elea@nbranco prateado, inodoro
e de facil volatilizacdopode ser encontrado em sua forma elementar (Hgfia (Hg+!
ou Hg+2) ou ainda como organometélico (metil ouadimercurio) [8].

Considerado xenobidtico, ou seja, sua ausénciacadsa nenhuma anormalidade
conhecida e nao participa de nenhuma atividadspedsavel ao pleno funcionamento
organico. Sua presenca €, por outro lado, consldetanos aos fenémenos quimicos e
bioquimicos que suportam a vida [9].

As caracteristicas fisico-quimicas do mercurio podeelhor o descrever, conforme
apresentado na Tabela 01.



Tabela 1 —Caracteristicas fisico-quimicas do mercurio [10].

PROPRIEDADE VALOR PROPRIEDADE VALOR
1. Classificacéo Gruoo Il B 11. Condutibilidade 0,0196 cal/criicm/
Periddica P Térmica °Cls (20°)
2. Nimero 80 12. Potencial de Hg Hg+2 + 2e-
Atdmico Oxidacao -0,788 V
3. Massa Atbmica 200,59 13. No de Valéncia 1,2
4. Isétopos 196, 198, 199, 200, 14. Equivalente
Naturais 201, 202, 204 Eletroquimico 3,7420 g/A.H
5. Densidade 13,5460/¢rtR0°) |  15. Raio I6nico (Hg) 1,10 A
6. Ponto de Fuséc -38,87°Cc | 6. Potencial de | 26,18
Elétron de Valéncia
7. Pontg de 356,58°C 17. Elgtrops de 652
Ebulicdo Valéncia
8. Calor L:jltente de 2.8callg 18._ For_ma Romboédrica
Fusao Cristalina
- 0,03325cal/g/°C | 19. Seccéo Nuclear
9. Calor Especifica (20°) de Choque 360 barns
10. Pqtenc~|al de 10.43 eV 20. Pressao de 261,7°C
lonizacao Vapor

Uma das caracteristicas desse elemento que tambénespbnsivel

pela

contaminagdo ambiental, principalmente no garingpgque dissolve facilmente o ouro, a

prata, o chumbo e o0s metais alcalinos, formandasligelativamente consistentes

(amalgamas) [11].

1.3. Histoéria do mercurio

A denominacdo mercurio decorre de uma homenagenteas Mercurio que

conforme a mitologia romana € o mensageiro dosedeudsho de Jupiter e Maia. A

palavra mercurial é geralmente usada para serref@igo ou alguém erratico, volatil

ou instavel, derivado da rapidez dos voos de Marcle um lugar a outro [12].

Os romanos o chamavam de hidrargiro, derivado duooteHydrargyrum em

latin, que significa prata liquida (hidro = elememte composicdo que indica agua e

argyros = prata) dando origem a sigla Hg na tapet&dica dos elementos quimicos

[12,13].

O mercurio raramente é encontrado como element® & natureza. As fontes

mais importantes sdo as do minério cinabrio (HgB3ontrado em rochas proximas de
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atividades vulcanicas recentes, em veios ou fratomaerais e em areas proximas de
fontes de aguas termais. A maior mina de merc(gtava situada em Almadén, na
Espanha, que extraiu esse minério desde 400 & @088 [14].

As primeiras pesquisas com esse elemento foranzadak na antiguidade por
Aristoteles no séc. IV a.C. Relatos historicos mhizgie as primeiras aplicacdes praticas
foram realizadas pelos romanos. A extracdo de parcamalgamacao ja era pratica
comum e a maior parte do mercuario consumido peognos destinava-se a producdo
de pigmentosermilion altamente valorizadd4,15].

No século XVIII usava-se especialmente no tratametd sifilis (pequenas
guantidades eram eficazes, mas grandes eram faiafsgdse “Uma noite com Vénus
seguido de uma vida com Mercurio” retratava benefegos toxicos do mercurio no
tratamento da sifilis, dentre os quais a acrodimanifestacdes de dor e eritema nas
palmas das maos e solas dos pés), irritabilidadénia, anorexia, diaforese, fotofobia e
erupcao cutanea [16].

Antigamente na Inglaterra recorria-se ao merclai@ @ processo de confeccao
de alguns chapéus, ndo sendo possivel evitarac@@mbesses vapores os trabalhadores
frequentemente eram intoxicados, causando problemaslogicos, incluindo
desordem na fala e visédo distorcida. Nao era incoras chapeleiros aparentarem-se
perturbados e mentalmente confusos, muitos morceso como resultado desta grave
intoxicacdo, dando assim origem ao personagem ‘@éiap Maluco” do livro Alice no
Pais das Maravilhas, escrito por Lewis Carrol [17].

Um dos casos mais famosos de contaminacdo por riceogorreu na Baia de
Minamata - Japdo, em 1950. A companhia Chissoligertdescartava metilmercurio,
um subproduto do processo de producédo de acetaJdedd aguas da baia levando a
contaminacédo de peixes posteriormente consumidaspogulacdo local [18]. Outros
registros aconteceram em 1960 no Iraque quandonsesnpara plantio, tratadas com
produtos mercuriais (sais), foram usadas como atimse na década 70 um “creme de
beleza” comercializado no México, foi o causadomildtiplos casos de intoxicacao por
mercurio na fronteira com EUA e 0 mais recentecds®s em 1997 com a pesquisadora
Karen Wetterhan, quando gotas de metil mercuricefpearam em sua luva de cortex
levando-a a morte [14].

As fontes antropogénicas de mercurio sdo maissifiedas do que as naturais
[19], como queima de combustiveis fosseis, indistde cloro-soda, equipamentos

eletrénicos, fabricagcdo de tintas, sdo consideram@smaiores consumidoras de
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mercurio, perfazendo 55% do total consumido. Algeorepostos de mercurio tém sido
utilizados na agricultura, principalmente como fierdas. Embora o uso industrial do
mercurio tenha sofrido reducgdes, recentementeddeaicontrole mais efetivo, altas
concentracfes ainda estao presentes nos compddsnealo, sedimento associados as

aplicacdes industriais deste metal [20].

1.3.1. Mercurio no rio Madeira

O Brasil tem um longo histérico de atividade deogulesde o periodo da
colonizagédo, sabe-se que desde 1980 200.000 mdlattas desse metal foram
despejadas no meio ambiente pelos garimpos. Estman 100 a 130 toneladas por
ano o montante de mercurio introduzido na Amazéog Ultimos anos pela atividade
garimpeira, sendo 40% lancado diretamente nos i@ % disperso na atmosfera
através da queima e fundigcdo do amalgama ouro @inef21,22].

Em Rondobnia, a atividade de mineracdo de ouro itgeeéd no século XVIII,
precisamente em 1739, ap0s a descoberta de ousdudiéo no Rio Corumbiara
(afluente do Rio Guaporé) por um grupo de garingsdi21].

Na Bacia do rio Madeira a corrida do ouro inici@uesn 1975 com atividades
nao mecanizadas nas margens durante a estacaaleeck, a grande quantidade de
ouro encontrada, rapidamente introduziu-se dragdsalsas capazes de atingirem
grandes profundidades por todo o rio (Figura 1).[21

Figura 1 — Draga em funcionamento no rio Madeira



Durante a década de 80 quando o governo delimitosaior de Porto Velho até
Guajard Mirim chamado de “Reserva Garimpeira do Madeira”, a atividade
garimpeira atingiu seu maximo, tornando-se a segurebido mais importante
produtora de ouro de garimpo na Amazoénia, com urodygédo anual de ouro de 9,4
toneladas por ano, o que resultou aproximadamengeamissdo anual de mercurio de
12 toneladas por ano [22].

Embora a atividade garimpeira na bacia do rio Madéenha decrescido
significativamente no territorio brasileiro, no ivdno esta atividade tem apresentado
um crescimento substancial, sendo responsavekpatabuicdo de 0,3 a 0,5 toneladas

de mercurio por ano para ambiente [22].

1.4. Ciclo hidrobiogeoquimico do mercurio

O interesse no entendimento do ciclo hidrobiogenga do mercurio na
Regido Amazonia acontece devido a elevada toxidadeetiimercurio (HgMe) para os
seres humanos e outros animais devido ao acumuloiota e biomagnificacdo na
cadeia alimentar. O conhecimento do processo daniigacdo do mercario no
ambiente é necessario para compreender o impateagia desse elemento sobre os
seres humanos, bem como avaliar a qualidade de dadapopulagbes. O ciclo
biogeoquimico do mercurio é caracterizado pelamyaotas que este composto pode
seguir no ambiente, tendo destaque a liberacdoldesda agua para a atmosfera e seu
transporte nesta, seguido da deposi¢cdo atmostiagaspécies de mercurio para a agua
e solo (Figura 2). Quando em contato com solo diursmntos, pode ocorrer sor¢ao do
mercurio na forma insoltvel seguida de metilac&nddilacdo. O ciclo € completado
pelas rotas de precipitacdo, bioconversao em fomulkiteis ou sollveis, reintegracéo

deste na atmosfera ou bioacumulagao na cadeiarasin{@3].
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Figura 2 —Ciclo biogeoquimico do mercurio.

A distribuicdo do mercurio nos sedimentos est&i@fmda com o contetdo de
carbono organico, argila, ferro, fésforo, potencedox e enxofre, dentre outros. Os
agentes organicos complexantes soluveis em ags&ot@o acidos humicos e fulvicos,
podem quelar a espécie metdalica labil na agua @uosatos e fuvatos do metal
precipitam-se diretamente da solucdo para o setim®s solos possuem uma elevada
capacidade de reter e armazenar mercurio, devidort® acoplamento deste com o
carbono presente. Os solos argilosos apresentaenég@aente uma elevada capacidade

de reter mercurio, podendo acumula-lo por muitas §24].

1.5. Processo de metilacdo do mercurio

O processo de metilacdo do mercurio tem merecigeeces atencdo em
reservatorios naturais e artificiais devido a efevaoxidade e bioacumulacdo desta
forma organica na biota. A metilacdo ocorre prefei@mente em ambientes aquaticos
com baixa concentracdo de oxigénio, pH acido e disponibilidade de matéria
organica labil, em areas de remanso, lagos masgiegservatoérios artificiais devido a
formacao de microambientes criticos. Nestes andsemimercurio inorganico pode ser

convertido em mercuario organico (metilmercario enelilmercario) pela acado de



microorganismos (bactérias metanogénicas), paaticinte nos sedimentos, que
funcionam como reatores, maximizando o processandélacdo do mercurio ou
solubilizando outras substancias toxicas [25,26].

A biotransformacdo do mercuario inorganico em maediicdrio representa um
sério risco ambiental visto que ele se acumula adeia tréfica por um fendmeno
chamado biomagnificacéo, isto €, a concentracdmetal aumenta & medida que ele
avanca nos niveis tréficos. Portanto, por ter eacidpde de permanecer por longos
periodos nos tecidos dos organismos, este elenpexlera ser encontrado nos peixes
predadores da extremidade da cadeia em concerdragl@évadas, culminando,
finalmente, no regime alimentar dos humanos [23].

Dois ciclos afetam o transporte e a distribuicAengocurio: global, que envolve
a circulacao atmosférica do mercurio elementar)(plgvenientes de fontes na crosta
terrestre para os oceanos; local, que depende tilagie do mercurio inorganico (Hg
proveniente principalmente de fontes antropicasiti@eas diversas espécies quimicas
existentes do mercurio, podemos destacar como &s imaortantes: o mercurio
elementar, também denominado mercurio metalico)(ldgmercurio idbnico em suas
duas formas oxidadas: ion mercuroso -{Hg ion mercurico (Hg; e as espécies
metiladas: o metilmercurio (CHg) e o dimetilmercurio [(CHHg]. A especiacdo do
mercurio em ambientes aquéticos é influenciadaipgeacdo com a biota e complexos

organicos e inorganicos presentes na coluna d'ageaimentos [23,27].

1.6. Toxicidade do mercurio

O processo de biotransformacédo do mercurio inocgd@em metilmercurio nos
ambientes aquaticos € bem conhecido, o que toieelva exposicdo e intoxicacao
humana pelo consumo de peixes contaminados. Aroardagdo mercurial ocorre desde
a década de 70 na Bacia Amazonica, acelerada pas\acnicas de extracdo de ouro
utilizando amalgamacdo com mercurio. Como exentplops a pesquisa realizada na
regido do rio Tapajos, onde o peixe € a principatd de alimentacdo diaria e 0s niveis
de metilmercurio encontrados em raiz de cabeldaraan de algungg/g até mais de 65
ug/g, sendo que os primeiros sinais clinicos e siat de contaminagcdo mercurial
ocorrem em 5Qg/g [22].

O mercario sob forma liquida é muito pouco absarvigelo trato

gastrointestinal. Portanto, ele ndo € consideradova se ingerido. Por outro lado, seus
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vapores quando inalados, podem facilmente atravassambrana alveolar até atingir a
circulacdo sanguinea [28]. No sangue, figado e onmercurio é oxidado a forma
divalente (mercurio i6nico) pelo complexo chamadtidfogénio peréxido catalase”.
Este tipo de mercurio representa a maior fontentdxicacéo verificada em laboratorios
industriais e de pesquisa. Esta forma € tambématilbepela boca de pacientes que
possuem amalgamas dentarios preparados com meralgice pode resultar em uma
intoxicacdo dependendo da quantidade presente digammas. Além disto, dentistas e
pessoas ligadas a odontologia podem também sentoataquando o amalgama de
mercurio € preparado sem protecao adequada. [29,30]

Dentre 0os compostos de mercurio organico, 0 metiam® é o mais téxico,
muito mais que a forma metdlica, e é responsaves gkanos mais importantes a saude
observados em humanos. Isto se deve, provavelmanseia lenta eliminacdo. No
cérebro e rins, esta eliminacdo leva um tempo derégvel (até mesmo alguns anos).
Varios estudos tém demonstrado os efeitos neumm®xido metilmercurio em
populacdes expostas a este contaminante. O sistermaso central é o alvo principal
do metilmercario, onde afeta, principalmente, areapecificas do cérebro, como
cerebelo e lobos temporais. A intoxicacdo por mmetitUrio se caracteriza por ataxia
(perda da coordenacdo dos movimentos voluntariasyisartria (problemas nas
articulacbes das palavras), a parestesia (perdsemisbilidade nas extremidades das
mAaos e pés e em torno da boca), visdo de tunedtferdio do campo visual) e perda da
audicao. Os primeiros sintomas afetam geralmemnégiao perianal e aparecem alguns
dias ap0Os a exposicdo. Uma contaminacdo severagaogar cegueira, coma e morte.
O periodo médio de laténcia varia frequentememtd,6da 38 dias [31].

O mercurio é reconhecidamente um agente teratagéAidorma organica do
mercurio é transferida da mée para a placentanspoatado para o feto, no entanto, o
mercurio inorganico tem uma menor capacidade devedsar a barreira placentaria,
sendo encontrado em maior quantidade no liquidoi@iom Estes compostos de
mercurio, principalmente o0s organicos, causam Séraanos ao feto em
desenvolvimento, principalmente em nivel neuroldgi© mercurio inorganico €

também transportado pelo leite materno. [32,33].



1.7. Toxicidade do mercurio frente ao aleitamento aterno

A dieta da mée tem influéncia significativa na aartcacdo de mercurio no leite
materno. Estudos tém mostrado altos niveis de mernad leite materno de maes que
se alimentam de grandes quantidades de peixe.iv&is de mercurio no leite materno
sdo cerca de um terco do nivel de mercurio no samigumae. A quantidade de
mercurio que atinge o leite depende da forma delmer compostos inorganicos de
mercurio sdo transferidos com certa facilidade matlaite materno, mas sao pouco
absorvidos pelo bebé; ja os compostos organicosmedecdrio, apenas pequenas
quantidades sédo transferidas para o leite matermogntanto, mesmo em pequenas
quantidades sao absorvidos pelo bebé [34-36].

Como o mercurio ndo acumula no leite materno,xposicao pré-natal €
provavelmente mais importante que a exposicdo acume de lactacdo, na maioria
dos casos. Estudos feitos com lactantes queartihz peixes como principal fonte nas
suas dietas alimentares, demonstraram que apésrases de lactagdo, o mercurio
encontrado no leite foi principalmente o metiimei@dFoi observado, que criancas
amamentadas durante seis meses, tiveram crescinméatior quando comparadas a
outras criangas, ndo contaminadas, com mesmad#ixia. As criangas contaminadas
apresentaram concentracdes de mercurio signifesatimte maior no cabelo apos 12
meses de idade. A relacdo entre decréscimo no\d#genento inicial dessas criancas
e altos niveis de mercurio no cabelo do bebé, mortgarece estar associada com
amamentacao, porque nenhuma outra fonte de corgeaarioi dectada [37-39].

A contaminacdo do mercurio via placenta e leitéenm@ é importante forma de
contaminacao de criancas. Nestas, a exposi¢cao emimoecausa maior preocupacao,
visto que o recém nascidos tem alta permeabilidime sistemas gastrintestinal e
tegumentar, tornando Os riscos aos neurotoxicogomuaiores, mesmo com um
minimo de exposi¢éo. Além disso, a atividade tépiade ser prolongada em funcéo da
imaturidade dos sistemas de detoxificacao [40].

Os efeitos deletérios do mercurio na crianca estatacionados ao
desenvolvimento neuropsicomotor. Tem sido sugemge criancas expostas ao
mercurioin utero podem apresentar atraso no crescimento e deseneobo [41-43].
No entanto, € uma questdo de fato, que a formag@odesenvolvimento do SNC
durante a gravidez e na lactacdo podem ser afefamlogarias causas, que vao da

nutricdo materna para a exposicdo de substanciasotéeicas. Sendo assim, de
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fundamental importancia o desenvolvimento de estupe contribuam de forma mais
robusta na elucidagdo dos mecanismos que envoha@ntaminacao por mercurio das

populacdes ribeirinhas da Amazonia brasileira.

1.8. Metaloproteinas e proteinas ligadas a metais

As metaloproteinas e as proteinas ligadas a iotélicos representam grande
porcdo do numero total de proteinas. Estima-seagueximadamente 40% de todas as
proteinas e enzimas requerem a presenca de ioricomepara realizar atividade
biolégica [7,45]. Esses ions sdo responséveis paosprocessos metabdlicos, como
conversdo de energia na fotossintese e respiragaessao e regulacdo génica, além de
processos cataliticos, como ligacdo a substrattivacdo do mesmo, transporte e
armazenamento [7].

As metaloproteinas sdo consideradas diferenteproésinas ligadas a metais.
As metaloproteinas constituem um grupo de protejoascontém um cofator metalico
incorporado por meio de ligacbes especificas, tenaando-se pela alta afinidade da
interacdo metal-proteina. Ja as proteinas ligada®etais constituem um grupo de
proteinas onde os ions metélicos sdo incorporaduosligacbes nao-especificas,
caracterizando-se pela baixa afinidade da ligagéialmproteina, com isso essa ligacao
pode ser facilmente quebrada [7,44].

Outro grupo de metaloproteinas, sdo as metalotiaediMTs), que constituem
uma classe de proteinas citosélicas de baixo pedecoiar (inferior a 10 kDa) e sua
estrutura molecular é composta de uma Unica caldeaminoacidos dos quais 20 séo
cisteinas, que representam em torno de 30% do tlabminoacidos. Livre de
aminoacidos aromaticos e hidrofobicos, a estrutlaraMT possui dois dominios que
consistem, em geral, de um cluster com trés sétioatro com quatro sitios nos quais
atomos de metais podem se ligar (Figura 3) [46hbA&ndancia de ligantes ‘tiol’ dos
residuos de cisteina presentes na estrutura da dvifere a essa proteina uma alta
afinidade por ions metalicos, principalmente dopgriuiB, no caso, zinco, cadmio e
mercurio. Essa caracteristica particular que fazMas proteinas de grande interesse
sob o ponto de vista bioquimico, mais especificaemeglacionado com a detoxificacédo
de metais [47].
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Figura 3 — Sitios para ligacdo com metais presentes na metadha. Os circulos denotam
fons metalicos divalentes (Ex. ZnCd™*, CU#*, Ho") [47].

As metalotioneinas sdo encontradas em todos @sdilonais, algumas plantas,
fungos e cianobactérias. A producdo das metaldtiaseocorre com a finalidade de
proteger o organismo da acdo dos metais tOxicaovaiais essenciais em excesso, que
se tornam toxicos. O estudo das proteinas de baiassa molar € de grande
importancia, no ponto de vista ambiental, paraaiagdo da qualidade de ambientes
terrestres e aquaticos, tendo em vista que a aegéwlde metais potencialmente
toxicos pela biota pode ser usada como indicadocotdaminacdo ambiental. Além
disso, no ponto de vista tecnolégico, consideragqu® algumas plantas e algas sdo
organismos resistentes que hiper-acumulam metasngalmente toxicos, podem
também ser usadas com a finalidade de remediac&@weds contaminadas por esses
metais, como solos e aguas. Além disso, na areeaédproducao de metalotioneinas
pelo organismo é uma ferramenta para o desenvalonge tratamento de doencas
usando metais como componentes de farmacos [48].

Uma das grandes vantagens do uso de metalotior&inas bioindicadores € o
fato da producdo destas ser um indicador preco@xpiesicdo a metais, respondendo
bem antes que seja possivel mensurar um efeitldfgto no organismo como a
alteracdo na taxa de crescimento ou diminuicdoapaadade reprodutiva (Figura 4)
[47-50].
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diferentes niveis de organizacdo bioldgica apdsosiggo a um fator estressante. As

metalotioneinas encontram-se no nivel das prot¢dids

Além da detoxificacdo de metais, as metalotioneigstfio relacionadas ao
combate dos radicais livres. Os radicais livresraateculas que tem um nuamero impar
de elétrons em seu ultimo nivel energético, o gaid¢oona bastante reativos. Esses
radicais reagem com proteinas, gorduras ou mesrbdNA para abstracdo de um
elétron. Cada molécula que perde um elétron prédisslocar” o elétron de alguma
outra molécula. Esse processo evolui em progregs&® chamado de “cascata
oxidativa”. Ja a carga total de radicais livresh@nsada de “estresse oxidativo”. As
substancias que fornecem o elétron que estd faltaddvolvendo a situagdo a
normalidade sdo os “antioxidantes”. O estresse atixinl € regulado por uma
combinacéo de fatores hereditarios, do ambiente estlo de vida. Os radicais livres
causam lesdes tanto nas células como nos genegsMuinsideram que o acumulo
dessas lesGes ao longo da vida favorece a mag#iestte doencas relacionadas ao
envelhecimento [47-50].

Uma das respostas bioquimicas mais estudadas enasc&nimais quando
expostas a metais potencialmente toxicos é a indnggroducdo de metalotioneinas,

principalmente em células do figado e do rim. Emitasuespécies, por exemplo,
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moluscos, peixes e crustaceos, a inducdo a sideseMTs por ions metalicos foi
demonstrada sugerindo o potencial uso de concéesate MTSs em organismos como
biomarcadores de exposi¢cdo a metais. Essas divapbeacoes das MTs requer estudos
aprofundados relacionados com a producdo desstsna® pelos diversos organismos
vivos [51-54].

Atualmente na quimica analitica, inGmeras metodatogao empregadas na
investigacdo das MTs. Dentre as técnicas mais ssa&dtéo a eletroforese, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acopla@sectrometro de massas com plasma
indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) e a especttoende massas com ionizagao
por eletrospray (ESI-MS). A técnica de eletroforbgimensional (2D-PAGE) permite
excelente separacdo de proteinas e peptideos pstexipr mapeamento das espécies
metalicas nos spots proteicos através da espedtraratdmica (FAAS, GFAAS, ICP

OES) e a caracterizacao dessas proteinas e peppioleBSI-MS [55-58].

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigacdo de metaloproteinas bioindicadoras alécitade de mercurio
aplicaveis a vigilancia ambiental e saude humare araas de influéncia direta e
indireta do aproveitamento hidrelétrico Jirau, derfa a contribuir com a estimativa da

magnitude de exposicao total ou parcial ao mercurio

2.2. Objetivos Especificos

O trabalho teve como objetivos:
a) Desenvolver e validar métodos analiticos visaadfsacionamento/separacdo de
proteinas por eletroforese 2D-PAGE de amostras tedterno da populacao ribeirinha
do AHE Jirau - Rio Madeira;
b) Mapear por Espectrofotometria de Fluorescént¢taica de Vapor Frio (CVAFS)
0S spots proteicos com presenc¢a de mercurio;
c) Otimizar procedimentos de extragdo de mercuo® spots para quantificacdo por
Espectrometria de absorcao atbmica por geraca@plar ¥rio e/ou Espectrometria de

fluorescéncia atdbmica por geracao de vapor frioABS/CVAFS);
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d) Caracterizar as proteinas presentes nos spdes foram detectados/quantificados

presenca de mercurio por Espectrometria de Masaas{LC/ESI/MS/MS)

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

A bacia Amazonica apresenta elevado nivel basaheleurio natural, o qual
nos corpos aquaticos podera ser transformado, iEmdimpela biota, adsorvido no
material particulado suspenso ou de fundo, ou reersferido para a atmosfera. A
metilagdo do mercuario, processo este que tem ndereeispecial atencdo em
reservatorios naturais e artificiais devido a elevtoxidade e bioacumulacdo na biota,
ocorre preferencialmente quando o substratd ‘{Hesta disponivel, disponibilidade de
luz, disponibilidade de matéria organica [59,60¢made pH e condi¢cbes redox (PE)
otimizadas. Portanto, o ciclo biogeoquimico do meeocé determinado principalmente
pelas caracteristicas fisicas e quimicas da agma,como pela hidrodinamica do corpo
aquatico.

As aguas do rio Madeira sdo classificadas de abuascas (originarias na
regido Andina e pré-Andina) e caracterizadas petad® quantidade de particulas
dissolvidas (nutrientes e sais minerais) e em si1sj0e baixa concentracdo de matéria
organica e meio proxima a neutralidade. A flutuag#alia anual da agua do rio varia
na faixa de 10,8 -12,4 metros, carrega de 50-6& ngkais dissolvidos e 15-359 mg/L
de material s6lido em suspenséo [61,62].

O acompanhamento das concentracdes de mercurecraahidrografica do rio
Madeira € um assunto que atraiu as atencdes desymgsquisadores nos ultimos anos.
Sendo a bacia superior a segunda mais importagiéeorprodutora de ouro de garimpo
na Amazoénia durante os anos 70 até meados do®9@nBsta atividade teve seu apice
durante a década de 80, quando da liberacdo davR&3arimpeira do Rio Madeira
[63].

Em resumo, o mercurio de origem natural e/ou ama)pao entrar nos
ecossistemas aquaticos € envolvido em ciclos bgqpgeocos mediados por
microrganismos, onde serdo transformados quimicemerioacumulando e

biomagnificando na cadeia tréfica. Sendo assinpeises predadores podem acumular
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altos niveis de mercurio e funcionar como veicuesta forma quimica para seus

consumidores, como répteis, aves e 0s seres humanos

3.2. Desenho amostral

As abordagens nas lactantes ribeirinhas foranmzestds em 3 etapas, a primeira
no més de marco de 2011, a segunda no més de maidld e terceira em junho de
2012. Envolveu um total de 6 comunidades ribeisgn{fédgura 5) ao longo da bacia
superior do rio Madeira na area de influencia redério de UHE de Jirau (Jaci Parana,
Palmeiral, Mutum-Parana, Abufia, Araras e FortatiezAbund).

Antes de coletar o leite, foram realizadas amostrade cabelo para avaliar os
teores de mercurio das lactantes, a coleta do $éitéoi efetuada em mulheres que
apresentaram concentracdo de mercurio, nas amdstieabelos analisadas, relevantes
para o estudo. Nas comunidades visitadas forarmménadas 18 lactantes na faixa etéria
de 17 a 35 anos aptas a participarem do estuddp sena de Mutum Parana, dez de
Fortaleza do Abun&, uma de Palmeiral e seis de &bun

Figura 5 —Localizagao da area de estudo evidenciando o desenbstral.

3.3. Equipamentos e Acessorios
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Os seguintes equipamentos e acessorios foram adbtkz para o
desenvolvimento do trabalho:

» Agitador por efeito Vortex, marca Thermolyne, mad®&l-37600 (Dubuque,
EUA);

» Balanca analitica, marca Mettler, modelo AE200 (Bej EUA);

* Balanca analitica, marca Mettler, modelo AE100 (Betj EUA);

* Banho Maria, marca UNIQUE, modelo USC 1800 (Inddiat Brasil);

* Cubas para eletroforese do tipo SDS-PAGE, marc@{ppsala, Suécia);

* [Espectrometro de Absorcdo Atomica (CVAAS) SMS l10erddry Analyzer
(PerkinElmer, Inc., Shelton, CT)

» Espectrofotbmetro UV/Visivel, marca ThermoSpectpnnodelo Genesys 6,
(Rochester, EUA);

* Mesa Agitadora, marca Tecnal, modelo TE - 140 @Rieda, Brasil);

e Sistema de purificacdo PURELAB ultra, marca ELGApdelo Ultraionic
(USA);

e Sistema para eletroforese 2D-PAGE, marca GE Heakhcnodelo Ettan™
Daltsix (Uppsala, Suécia);

» Sistema para focalizacdo isoelétrica, marca AmarsiBosciences, modelo
EPS1001 (Uppsala, Suécia);

» Centrifuga refrigerada, marca Hettich Zentrifugemdelo Universal 320/320R
(Newport Pagnell, Reino Unido);

» Espectrofotdmetro de fluorescéncia atémica BroaksdRmodelo

e Tubo de quartzo: (aprox. 10 cm de largura e 7 mndidmetro) utilizado na
confeccdo das colunas de amostragem;

» Areia recoberta com pelicula de ouro: Utilizadasmmantagem das colunas de
amostragem do mercurio gasoso.

* Vidrarias convencionalmente utilizada em laboratde Quimica Analitica.

3.4. Reagentes e solugbes

Todos os reagentes utilizados foram de purezaitisaalsendo as solucbes
preparadas todas com agua deionizada, obtida perstema de purificacdo ELGA. Os

frascos plasticos, vidrarias e demais utensilidszados foram descontaminados por
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meio de imersdo em acido nitrico ou acido clor@ri®% (v/v) por 12h. Apés este

procedimento o material foi lavado com agua ultreape seco a temperatura ambiente.

Os seguintes reagentes/solucdes foram utilizadasgpdesenvolvimento desta etapa do

trabalho:

Acetona P.A., gHsO, MM = 58,08 g mot (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido Acético Glacial, ¢H.O,, MM = 60,05 g mof (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA);

Acido Cloridrico, HCI, MM = 36,46 g mdi(J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido Etilenodiaminotetracético dipotassicoBOTA), CioH140sN2K2.2H,0,
MM = 404, 46 g mol(J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

Acido Fosférico 85%, gPO,, MM = 98,00 g mof (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA);

Acido Nitrico, HNQ;, MM = 63,01 g mof (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acrilamida, GHsNO, MM = 71,08 g mot (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia);

Agarose grau Biologia Molecular (BioAgency, SaolBaBrasil);

Albumina de Soro Bovino (GE Healthcare UK);

Azul de Bromofenol, GHsBrs;NaG:S, MM = 691,94 g mdl (Bioagency, S&o
Paulo, Brasil);

Azul de Coomassie G-2504f50NsNaO;S,, MM = 854,03 g mot (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA);

Benzocaina, §H41:NO,, MM = 165,19 g mot (Synth, Diadema, Brasil);
Ditiotreitol (DTT), CsH100,S,, MM = 154,24 g mot (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia);

Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), 1#.:NaQ,S, MM = 288,28 g mot
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Etanol, GHeO, MM = 46,07 g mot (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

Fitas para focalizacdo isoelétrica com anfélito®bitizados de pH 3 a 10
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Fitas para focalizacdo isoelétrica com anfolitoobitizados de pH 4 a 7
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Glicerol 87%, GHgOs, MM = 92,09 g mol (Amersham Biosciences, Uppsala,

Suécia);
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lodoacetamida, &4NO, MM = 184,96 g mot (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia);

Metanol, CHO, MM = 32,04 g mot (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

N, N’-metilenobisacrilamida, #:10N,0,, MM = 154,17 g mot (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia);

N, N’, N, N’-tetrametilenodiamina (TEMED), é8l1¢N>, MM = 116,20 g mot
(J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

Oleo Mineral (Amersham Biosciences, Uppsala, S)gcia

Padrdo Protéico de Massa Mdlamersham Biosciences, Uppsala, Suécia);
Persulfato de Aménio, MsS,0s, MM = 228,20 g mot (Mallinckrodt, Paris,
Franca);

Sulfato de Aménio, EN-O;S, MM = 132,14 g mé! (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA);

Sulfonato de 3-[3-cloroamidopropil-dimetilamoniojptopano (CHAPS),
CaHssN207S, MM = 614,88 g mat (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

Tiouréia, CHN,S, MM = 76,12 g mét (GE Healthcare, UK);

Tris-hidroximetil amino metano, £1:0;N, MM = 121,14 g mot (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia);

Uréia, CHN,O, MM = 60,06 g mot (BioAgency, Sao Paulo, Brasil).

Cloreto de Bromo: solugéo preparada a partir de KBBrO4 (Alpha-Aesar) e
HCI de acordo com EPA 1999, utilizado na oxidacéontercurio durante o
processo de quantificacdo do Hg total,

Cloreto Estanoso (Mallinckrodt), utilizado na redaglo mercario no processo
de quantificacdo do Hg total;

Cloridrato de Hidroxilamina (Mallinckrodt), utilizep na decomposicdo do
cloreto de bromo durante o processo de quantificdgoéHg total;

Acido sulfarico (Mallinckrodt), utilizado na mindizacéo dos spots proteicos;
Peroxido de Hidrogénio (Mallinckrodt), utilizado maineralizagdo dos spots

proteicos.
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3.5. Descontaminacéo das vidrarias

A limpeza de toda a vidraria utilizada foi feitantovapor de é&cido nitrico
concentrado, segundo método proposto por Tschagea@lii (1980) [64]. O
procedimento consiste em colocar a vidraria comnald para cima em um suporte de
vidro acoplado dentro de um béquer de 5,0 litrageswdo cerca de 300 mL de &cido
nitrico concentrado e tampado com vidro de rel@gigura 6). O béquer é colocado em
chapa de aguecimento e deixado em refluxo por,inomo, duas horas. Em seguida, os

frascos sdo enxaguados com agua deionizada.

Figura 6 —Sistema de limpeza de vidraria utilizada na quiaatifio de mercurio.
3.6. Amostras
3.6.1. Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo que foram utilizados paefinir as lactantes
constituintes do estudo: i) morar na comunidade ggdo menos 12 meses; ii) ter o
peixe como importante fonte de proteina animgl;tér cabelo suficiente para coleta.

S&o critérios de exclusdo: i) estar amamentandaig de vinte e quatro meses; ii); ter
tingido os cabelos na periodo de amamentacaceiiic@traria a participar do estudo.
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3.6.2. Coleta das amostras

Antes de qualquer coleta, todas as lactantes quemdaram em participar deste
estudo foram submetidas a uma breve entrevistaveaifcacdo do aceite da coleta de
amostra bioldgica (leite e cabelo). Para a avadiadds niveis de exposicao por via
alimentar ao mercurio foram coletadas amostras aeelc segundo protocolos
internacionais. As amostras de cabelos foram a@dstda regido da nuca, com tesoura
de aco e por pessoal previamente treinado (Figyra @m seguida as amostras foram
acondicionadas em sacos de polietileno. As amofsirasn armazenadas a temperatura
ambiente em local limpo e seco. O leite foi coletadr expressdo manual em frascos
de vidros lavados com &cido nitrico a 10% em segwiom Aagua deionizada. As
amostras de leite foram devidamente identificad@sm@azenados em gelo seco até

serem transportadas aos laboratérios do IB/UNESP.

Figura 7 —Coleta de amostras de cabelo das lactantes riba#in

3.6.3. Processamentos das amostras de cabelo

As amostras de cabelos foram cortadas em pedaggzolemadamente 5 mm,
com o auxilio de uma tesoura. A seguir, foi utdi@aao procedimento de lavagem,
conforme a descricéo:

- montou-se um funil com papel de filtro sobre uteremeyer;

- colocou-se a amostra em um béquer;
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- adicionou-se acetona p.a. na quantidade aprodndaddobro do volume de
amostra e agitou-se com o auxilio de uma baguetades

- esperou-se a amostra decantar e descartou-s¢oaa@asobrenadante

- adicionou-se agua destilada (na mesma gquantidad&gcetona) ao béquer e
agitou-se por 10 minutos;

- esperou-se, novamente, a amostra decantar, eedesgse o sobrenadante;

- repetiu-se o procedimento com agua destiladanais duas vezes;

- adicionou-se novamente acetona, agitando-se (pamidutos e descartou-se o
sobrenadante, ap0s a amostra decantar;

- com o auxilio de "jatos" de acetona, transfeduasamostra de cabelo para o
papel de filtro posicionado no funil e aguardowatea filtracao total da amostra;

-transferiu-se o papel de filtro para um local lorepaguardou-se até a secagem
completa do papel de filtro e da amostra;

-transferiu-se a amostra para recipientes limpdeseontaminados onde pode
ficar por tempo indeterminado.

3.6.4. Processamentos das amostras de leite materno

Apbs o recebimento das amostras de leite materhabiooatério do IB/JUNESP,
as amostras foram armazenadas a temperatura d€ at@° o inicio do processo
analitico. As amostras para o procedimentos ac@gitforam tratadas com n-hexano
para remocao da fracdo lipidica. Em seguida, asirasimisciveis foram centrifugadas
em ultracentrifuga refrigerada (BioAgency), parpasacdo da fracdo organica (fracao
lipidica) da fracéo protéica. Na fracao protéicadubfoi feita a quantificacdo dos teores
proteicos, quantificacdo de mercurio total e pasterente as corridas eletroforéticas

nas amostras que apresentavam teor de mercunamedd65,66].

3.6.5. Quantificacdo das amostras de cabelo

A quantificacdo de mercurio total em amostras deelcafoi feita utilizando-se
um analisador automatico para a determinacdo deum@ipor decomposicéo térmica e
amalgamacéo em coluna de ouro, SMS 100 da PenkiarEillustrado na Figura 8.

Apos a lavagem do cabelo, 0 mesmo € inserido engtibdhas” de niquel, onde

a massa é registrada pelo equipamento. A “barquidhiaserida automaticamente no
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sistema de analise de mercurio. O processo enwwl@mbustdo (decomposicao) da
amostra em altas temperaturas com oxigénio. Os gagetransportados para um tubo
catalitico aquecido que remove halogénios, Oxidosittogénio e 6xidos de enxofre. O
mercurio elementar (Hyrestante da combustdo é levado para o tubo dEyamacéo
contendo areia de ouro, onde fica retido. O tub@amalgamacéo é entdo aquecido e
libera o mercurio gasoso que é transportado conxdli@ade um gas de arraste para o
espectrometro de absorcao atbmica (CVAAS). O sinakiente é medido em série por
uma ceélula de alta sensibilidade seguida de umeacdé baixa sensibilidade.

Apo6s o final da andlise, nas “barquinhas” que sdenequipamento néo resta

nenhum residuo do cabelo analisado [67].

Figura 8 —Espectrémetro de Absor¢cdo Atdmic8MS 100 da Perkin Elmer

PRRERRRANRANN

3.6.6. Processo de digestdo das amostras de ledeapquantificacéo de Hg total

Apds descongelamento até temperatura ambiente,idtagtente antes do
processo de decomposicado, aliquotas 0,5 mL dast@sake leite foram transferidas
para béquer de 250 mL de forma alta, adicionowsiinente e sob agitacdo 3,0 mL de
solucdo de peroxido de hidrogénio 30% (v/v) e deigze em repouso por 12 horas.
Posteriormente adicionou-se 1,0 e 4,0 mL de sotugdmcentradas de HN@ de
H.SQO,, respectivamente. Fecharam-se os béqueres cora flastico e fizeram-se
pequenos orificios no filme para garantir refluxosaida de vapores durante o

aguecimento em chapas por 2 horas a 60°C. ApoOsareaf temperatura ambiente,
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lentamente e sob leve agitacao foi adicionado d#,@e solucdo de KMn£6% (m/v)

e deixou-se em repouso durante 12 horas. ApOsersg® de repouso, adicionou-se 5,0
mL de solucéo de cloridrato de hidroxilamina @IHH.HCI) 30% (m/v) (para reduzir o
excesso de permanganato), transferindo-se quarditente as amostras para baldes
volumétricos de 50,hL e completaram-se os volumes com agiiia-pura obtida em

sistema Elka.
3.7. Preparacédo das amostras para eletroforese
3.7.1 Precipitacdo e ressolubilizacdo das proteinpara otimizagéo do gel

Para quantificacdo do teor proteico nas amodkeasse necessario realizar um
procedimento prévio de precipitacdo das proteidasprecipitacdo das proteinas
contidas nos extratos proteicos de leite matewideita adicionando-se solucdo gelada
de acetona 80% (v/v) na propor¢cao de 1:4 (amosttmaa) e etanol absoluto (v/v) na
proporcao de 1:4 (amostra:etanol). Essa precigtéaéconduzida durante 3 horas a —
20 °C, garantindo assim que a precipitacdo ocaress maneira quantitativa. Em
seguida o precipitado proteico foi centrifugado @Q0 rpm em ultracentrifuga
refrigerada (BioAgency) por 10 min e o sobrenaddoteretirado. Esse precipitado
proteico foi lavado mais duas vezes com a mesmg&wolutilizada para a precipitacao
(acetona ou etanol).

Apds estes procedimentos parte dos precipitadagipos foi ressolubilizado
em solucdo de NaOH a 0,50 mot,Lpara quantificacdo do teor total de proteinas, e
outra parte dos precipitados foi ressolubilizadotamp&o contendo uréia a 7 mot,L
tiouréia a 2 mol I}, CHAPS a 2% (m/v), anfélitos de pH 3 a 10 ou 4&@®@5% (v/v),
azul de bromofenol a 0,002% e 2,8 mg de DTT, pama utilizada nas corridas

eletroforéticas [68].
3.8. Determinacao da concentracédo das proteinas &g
A concentragdo de proteinas totais na amostraierhaterno foi determinada

de acordo com o método do Biureto, empregando aftaure soro bovino como
padréo [69].
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Foi construida uma curva analitica com concenésig@ 5 a 50 g'ta partir de
solucdo padrdo estoque de albumina bovina 100.gPara leitura das amostras, 0s
precipitados protéicos foram ressolubilizados e 0 de NaOH 0,50 molt Em
cubetas de plastico foram adicionadosphOde padrdo/amostra e 2,5 mL do reagente
do Biureto. A mistura padrao ou amostra com o nei@gii mantida a 32C em banho
Maria (Marconi) durante 10 min. Apds o tempo de;é®a as leituras de absorbancia
foram medidas a 545 nm, usando espectrofotometriyidivel.

A determinacdo de proteinas totais na amostradaddu permite calcular o
volume exato de extrato protéico necessario paréicaap uma massa de
aproximadamente 250 pg de proteina em cada amestrag primeira etapa da

eletroforese bi-dimensional.

3.9. Separacdes eletroforéticas

Antes do inicio das separacdes eletroforéticas xtimtes proteicos de leite
materno, foi aplicado em fitas para focalizacaelistwica de 13 cm, que continham um
gel pré-fabricado com anfélitos imobilizados de$H 7 e pH 3 a 10. Essas fitas foram
colocadas em um aparato, sobre o qual permanecewroperiodo de 12h, a
temperatura ambiente, para serem hidratadas cottradceproteico. Nestas fitas foram
aplicadas uma massa de aproximadamentep@b€@e proteina da amostra. Além do
extrato proteico foram adicionados também cerc@0@qiL de 6leo mineral sobre essas
fitas. AplOs este periodo a fita hidratada foi levaab sistema para focalizagcéo
isoelétrica (Amersham Biosciences) para corridgpemeira dimensao da eletroforese
bi-dimensional [70,71].

3.9.1. Separacao em primeira dimensao
Apés a etapa de hidratacdo das fitas com o estrptoteicos, a primeira

dimensdo do processo eletroforético foi realizaga sistema para focalizacdo

isoelétrica (Amersham Biosciences), seguindo ornarag descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 Programa utilizado na separacao eletroforéticpmmeira dimensao (IEF).

Etapa Tensao (V) Acumulo (Vh)
1 500 500
2 1000 800
3 10000 11300
4 10000 3000

O programa de separacao em primeira dimensao d@umoonédia 4,5 h. Apos o
término da focalizacdo isoelétrica, as fitas conpeinas separadas em funcdo do
ponto isoelétrico (pl) foram equilibradas em dusspas. Na primeira etapa foram
usados 10 mL de solucdo contendo uréia 6 olADS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v),
Tris-HCI 50 mmol L%, azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 2% (m/Vt&Eetapa
denominada reducéo tem a finalidade de mantercasipas em suas formas reduzidas.
Na segunda etapa foi utilizada uma solugédo de ceiggm similar porém substituindo-
se o DTT por iodoacetamida 2,5% (m/v). Esta etaper®ominada alquilagdo e sua
finalidade € alquilar os grupos tidis das proteipasvenindo que elas sejam reoxidadas
durante o processo eletroforético [69Cada uma destas etapas durou 15 min e foi

realizada sob leve agitagdo em mesa agitadora (Quim

3.9.2. Separacao em segunda dimenséao

Apés a etapa de equilibrio das fitas foi realizadasegunda dimensdo do
processo eletroforético (SDS-PAGE). A fita foi aptla em um gel de poliacrilamida
10% e 12,5%, previamente preparado em placa de g&fd80 x 160 x 1,5 mm. Os géis
de poliacrilamida foram preparados a partir dasiiségs solucdes: Acrilamida, N, N’-
metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino meta Dodecil Sulfato de Sdédio
(SDS), N,N’,N,N'-tetrametilenodiamina (TEMED), A@dCloridrico (HCI) e Persulfato
de Amoénio. Foi colocado sobre o gel de poliacrit#amiao lado da fita, um pedaco de
papel de filtro, ao qual foi aplicado L. de padrdo de massa molar contendo as
proteinasp-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovwnahina (45,0 kDa),
anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripgi®@,1 kDa) en-lactoalbumina (14,4
kDa). A fita e o papel de filtro foram vedados coma solucédo quente de agarose 0,5%

(m/v), de modo a garantir o contato destes coml @@goliacrilamida. Em seguida a
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corrida eletroforética em segunda dimenséo foiuaftd em sistema para eletroforese

2D-PAGE (GE Healthcare), em duas etapas, confoeserilas na Tabela 3.

Tabela 3— Programa utilizado na separacao eletroforétitaegunda dimenséo (SDS-PAGE).

Etapas
1 2
Tenséo (V) 90 250
Corrente Elétrica (mA) 25 25
Poténcia (W) 100 100
Tempo (h) 0,5 5

Apés o periodo de corrida, de aproximadamenteh5,as proteinas foram
reveladas empregando-se o corante Coomassie ¢gligatonsiste em uma solucéo de
sulfato de aménio 8% (m/v), acido fosforico 1,6%v)y azul de coomassie G-250
0,08% (m/v) e metanol 25% (v/v). Antes de serenadas as proteinas foram fixadas,
durante 1h, empregando-se uma solucéo contendo @oético 10% (v/v) e etanol 40%
(v/v). O corante ficou em contato com o gel durafeh e depois foi removido por
sucessivas lavagens com agua deionizada. Os g#&ieoloram, por fim, escaneados

em Scanner (GE Healthcare).

3.10. Tratamento de imagens

Os parametros escolhidos para a obtencdo dasnsidgs géis foram: resolugéo
— 300 dpi, zoom 100% e depth (regula o nivel deecitho pixel) — 12 ou 16 bits por
pixel, os quais foram selecionados a partir dasmendacdes do fabricante [724s
imagens capturadas foram gravadas no formato étém seguida, importadas para
tratamento das mesmas no programa ImageMastera2iDueh 7.0.

O tratamento das imagens foi sempre realizado gargéis de leite materno
obtidos de um mesmo processo de separacéao eléticéor

Iniciou-se pelo ajuste de contraste da imagem elodg forma a melhorar a
visualizagao pelo analista. Depois, realizou-selecgo de uma pequena regido do gel,
a qual continha spots de expressdo intermediarsap&®ametros para a deteccao,
smooth (fixa o0 nUmero de vezes que o programa henwigp a regidao selecionada

antes de seguir a deteccdo) — 5, saliency (medidabgseia-se na curvatura do spot,
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filtra spots reais) — 39 e area (elimina regidesiones que as indicadas) — 48. Em
seguida, estendeu-se estes parametros para toeloporgneio de uma ferramenta do
programa para a detecgdo automatica.

A equivaléncia entre os spots dos trés geéis (mmagrhfoi realizada pela
definicdo manual de 04 landmarks (Spots claramdefmido e indicados nos dois
géis). Nesta etapa de matching o gel com maior ralohe spots foi selecionado como
sendo o gel padréo para se realizar a comparag@oantrés geis. Neste processo ndo
foi preciso fazer ajuste manual dos spots, poigets apresentaram uma boa correlacao
(matching >70%).

Por fim, os spots dos géis foram comparados quasta distribuigdo, volume,
intensidade relativa, pls e MM.

3.11. Processo de digestao dos spots proteicos pauantificacdo de Hg total

As amostras dos spots proteicos obtidos nas cerradetroforéticas foram
mineralizadas utilizando-se o procedimento ja desana literatura [73] com as
modificacdes descritas a seguir: quatro spots ijpas@btidos nas réplicas das corridas
eletroforéticasforam retirados do gel com o auxilio de uma poatale pipetae
transferidos para balées de Kjeldahl de 25 mL (pafeito de simplificacao
denominaremos de balGes de digestdo). Para cadila daldigestdo foram transferidas
aliquotas de 3 mL de acido sulfurico concentradormalL de peroxido de hidrogénio
30% (m/m). O conjunto de balbes de digestédo fadaado em banho de ultrassom da
UNIQUE a temperatura de 3D e 135 Watts de poténcia, até completa minerdac
das amostras (extrato transparente). Em seguidaxtatos acidos obtidos foram
transferidos para bal6es volumétricos de 5 mL cetapto-se os volumes com agua

ultrapura.

3.12. Quantificacdo das amostras de leite maternospots proteicos

As quantificacbes de mercurio total nas amostriés éedos spots foram feitas
por espectrofotometria de fluorescéncia atomicaagmr frio (CVAFS), utilizando-se
equipamento da Brooks Rand Modelo Il (Figura 9. iilizado argbnio como gas de
arraste e o comprimento de onda de 254,0 nm. Essicd apresenta limite de deteccéo
de 1,0 pg mL:.
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Aliquotas de 100 mL das amostras digeridas confgrmeedimentos descrito
em 2.6.6 e 2.11 foram transferidas para um frascbuthador e SnGlfoi adicionado
para a reducdo do Biga Hd. O Hd é arrastado pelo géas (argdnio) e amalgamado em
uma coluna de ouro, que em seguida foi a AG0para a liberacdo do mercurio
amalgamado para uma segunda coluna (analiis#d. coluna foi também aquecida a
450 °C e o H{liberado foi carreado até o detector do equipampat uma corrente de
argonio previamente purificado em coluna preenclma areia de ouro. Embora as
espécies HgG| CHsHgCl e CHHgQCHs; possam estar presentes no ar e ser também
facilmente amalgamaveis, o espectrometro de fleéresa atdmica detecta somente o
HgP [74].

W =

\\\\\

Figura 9 — Espectrofotdmetro de Fluorescéncia Atdmica (BroBesd Modelo Ill) com a

coluna de ouro.

3.13. Caracterizacdo das proteinas por espectrom&r de massas (nano-
LC/ESI/MS/MS)

Inicialmente, os spotde proteinas a serem caracterizados por especti@met
massas foram recortados do gel de poliacrilamidada um deles foi colocado em um
pocinho de uma placa, denominada Zip Plate (Mitépona qual foi feita a digestéao
triptica. A digestéo triptica foi feita com o use dm kit especificol(-Gel DigestZP
Kit) que, além de digerir a proteina, purifica os foEuts obtidos.
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As analises dos peptideos presentes nos digegitecps por LC-MS foram
realizadas em um cromatografo Waters nanoAcquityL@JPacoplado a um
espectrometro Waters Synapt HDMS, equipado conefdatnanoESI. Tipicamente, 2
a SulL de amostra aquosa foram injetados pelo autoeinjeéb sistema UPLC e
direcionados a uma pré-coluna (Waters Symmetry 2a@m x 18Qm d.i., particulas
de Gum), onde foram dessalinizadas por 3 min com flugo5d0 uL/min de 97:3
H20/MeCN com 0,1% &cido férmico v/v, sendo entéangferidas para a coluna
analitica (Waters BEH130 C18, 100mm x @@0i.d., particulas de 1ym) e eluidas

com com fluxo de 1,QL/min de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 —Gradiente linear aplicado na eluicdo das proteinas

Tempo % A %B
(min) (H>0 com 0,1% acido formico (v/v) ) (MeCN com 0,1% acido férmico (v/v) )

0 97 3
5 85 15
10 65 35
22 40 60
26 3 97
28 97 3
30 97 3

A deteccéo dos peptideos foi realizada de foomiae pelo espectrdmetro de
massas, configurado para operar em modo de acquidei@endente de dados (DDA),
contendo uma funcdo de M8&il(scan de m/z 200 a 2000), trés funcdes de MS/MS e
uma funcdo de padréo externo de calibra¢dckiiass). Como demais parametros do
espectrometro de massas estdo voltagem do capld\V/3 voltagem do cone 30 V,
temperatura da fonte 100°C, fluxo do gas de nan@Z5L/h, energias de colisdo das
celasTrap e Transfer respectivamente em 6 e 4 eV, detector em 1700 \espsctros
de MS f{ullscan) e MS/MS (espectro de ions fragmentos por disgéoianduzida por
colisdo) foram adquiridos a uma taxa de 1 espextto Previamente as andlises, o
instrumento foi calibrado com oligbmeros de aciosfdrico (solucdo de H3PO4 0,05%
viv.em H20/MeCN 50:50) devz 90 a 1960. Argbnio a uma pressao de 9,7.10-3 mbar

foi utilizado como géas de colisédo
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As corridas de LC-MS foram processadas pelo soé&virnoteinLynx Global
Server v.2.2. (Waters) e analisadas por busca emobde dados empregando-se o
sistema MASCOT v.2.2. (Matrix Science Ltd). Comorgmaetros da busca foram
selecionados digestdo com tripsina com até 1 détiolivagem ignorado, oxidacdo em
residuos de metionina como modificacdo variavelerdncia de massa de peptideos e

fragmentos ambos em +0,5 Da. As buscas foram feddsmnco de dados NCBInr.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccéo do método (LD) é definido carmmncentracdo minima de
um analito medida e declarada com 95% ou 99% digaoga quanto a concentracédo do
deste é maior que zero. O LD é determinado por oheianalise completa de uma dada
matriz contendo o analito [75].

O LD dos métodos utilizados na determinacao deumiertotal nas amostras de

leite, cabelo e spots foram feitas em 7 repetiedeaiculados pela expressao:

LD=0+ts

onde: “t” € a abcissa da distribuicdo de Studeapeddente do tamanho da
amostra e do grau de confianca e, “s” = desvio gmdios brancos da amostra, com
adicdo da menor concentracdo aceitdvel do analifoservando que a menor
concentracdo aceitavel € aquela tida como a caag@iot mais baixa para a qual um

grau aceitavel de incerteza pode ser alcancado.
Limite de quantificacao (LQ)

O Limite de Quantificacdo (LQ) definido como a menoncentracdo do analito
que pode ser determinada com um nivel aceitdvedxdtiddo e precisdo. Pode ser

considerado como sendo a concentracdo do anafitespondente ao valor da média do
branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padrao [75].
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O LQ dos métodos utilizados na determinacao dedmertotal nas amostras de

leite, cabelo e spots foram feitas em 7 repetiedesculados pela expressao:

LQ = X + 10s,

onde: “X” = média dos valores dos brancos “s” =vitepadrao dos brancos.

4.1. Validacdo do método de determinacdo de mercortiotal

As determinagfes de mercurio total nas amostracatelo foram feitas
utilizando-se a técnica de decomposicdo térmicanalgamacaaem coluna de ouro
seguida de absorcéo atdbmica empregando analisadoredccurio Perkin Elmer SMS
100. A curva analitica obtida esta ilustrada naifeiglO com a respectiva equacédo da
reta e coeficiente de correlacéo linea®(R

250000
200000

=

£ 150000

]

2

[=]

w

< y = 6044,3x+ 13475

R2=0,9977

50000

/

0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000

Concentragdo (ng)

Figura 10 — Curva analitica utilizada nas determinacdes de imerd¢otal nas amostras de
cabelo.

Os respectivos limites de deteccéo (LOD) e de dficagdo (LOQ) do método,
calculados com base na norma técridaQ-CGCRE-008 do INMETRO [75] foram
0,83 e 2,65 ng de mercurio, respectivamente. O doéfoi validado por adigdo e
recuperacdo de padréo, considerando-se a indisienile de padréo certificado para

essa amostra, os resultados obtidos estédo aprsemia Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados obtidos nos experimentos de adic@ecaperacdo de padrdo nas

amostras de cabelo.

[Ho] Recuperacéo
(ng L™) (%)
Branco 0,00
Branco 0,00
Branco 0,00
0,00
5ng L 4,78 97,9
5ngL? 5,14 98,8
5ng L*? 4,82 98,1
Média 4,91+ 0,20 98,3
15ng L* 15,49 101,3
15 ng L* 14,53 100,8
15 ng L* 15,44 101,0
Média 15,15+ 0,54 101,0
25ng Lt 25,87 103,4
25ng Lt 25,88 103,3
25ng Lt 25,64 102,9
Média 25,80+ 0,17 103,2

Observando-se os resultados da Tabela 5, notasgeas porcentagens de
recuperacdo obtidas nas trés diferentes conceetrag® mercuario (5, 15 e 25 ng)
adicionadas no branco das amostras de cabelo afaesee na faixa de 98,00 a 103,20
%, com RSD médio menor que 3% o que pode ser @masid uma boa recuperacao.
Esses resultados comprovam que o método propostsesypa boa exatidao e precisao.

As determinacdes de mercurio nas amostras de deffpots proteicos foram
feitas por espectrofotometria de fluorescéncia aténde vapor frio (CVAFS),
utilizando-se equipamento da Brooks Rand ModeloAllcurva analitica obtida esta
llustrada na Figura 11 com a respectiva equacacetdae coeficiente de correlagcéo

linear (R).
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Resposta Analitica=17,499 + 7,098 2[Hg] ng L1
300 RZ=0,9986

150

100

Resposta Analitica [/ mV

Wl
=]

1] 10 20 30 40 50
[Hgl/ ng L?

Figura 11 —Curva analitica utilizada nas determinacfes de imiertotal nas amostras de leite
€ Nos spots proteicos.

Os respectivos limites de deteccéo (LOD) e de dficagdo (LOQ) do método,
calculados com base na norma técrid@aQ-CGCRE-008 do INMETRO [75] foram:
0,34 e 1,08 ng T respectivamente, para as amostras de leite e 399 ng [
respectivamente, para os spots proteicos. O méfodovalidado por adicdo e
recuperacdo de padréo, considerando-se a indisidenle de padréo certificado para
essas amostras. Os resultados obtidos estéodostnas Tabelas 6 e 7.
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amostras de leite

Tabela 6 — Resultados obtidos nos experimentos de adicdo @weeacdo de padrdo nas

Resposta [Ha] Recuperacao
Analitica / mV (ng LY (%)

Branco 29,39 1,68

Branco 27,55 1,42

Branco 28,02 1,48

1,530,11

2ngL*? 39,91 3,16 74,00
2ngL*? 44,29 3,77 117,50
2ngL*? 42,65 3,54 103,00
Média 3,4%0,31 98,20+18
8ngL? 85,37 9,56 98,50
8ngL? 77,81 8,50 88,50
8 ng L 81,93 9,08 95,00

Média 9,05+0,43 94,004
20 ng Lt 175,20 22,22 102,70
20 ng Lt 167,41 21,12 98,50
20 ng Lt 179,14 22,77 106,45

Média 22,04t0,68 103,0@:3

Analisando-se o0s resultados descritos na Tabelaol®erva-se que as
porcentagens de recuperacao obtidas nas trésrdéereoncentracées de mercurio (2, 8
e 20 ng [) adicionadas no branco das amostras de leite eapiggs-se na faixa de
94,00 a 103 %. O RSD médio apresentou-se menot@fbeo que pode ser considerado
uma boa recuperacdo. Esses resultados comprovara m&odo proposto apresenta

boa exatidao e preciséo.
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Tabela 7 —Resultados obtidos nos experimentos de adicdaipeeacdo de padrdo nos spots

proteicos
Resposta [Ho] Recuperacéo (%)
Analitica / mV ng L
Branco 18,52 <1,08 -
Branco 20,04 <1,08 -
Branco 17,71 <1,08 .
0,00 -
2ng L? 32,33 2,09 104,50
2ngL? 32,48 2,11 105,50
2ngL? 31,41 1,96 98,00
Média 2,05+0,06 102,7@:3
8 ngL*? 73,43 7,88 98,50
8ng L* 75,21 8,13 101,60
8ng L* 72,94 7,81 97,60
Média 7,94+0,14 99,2Q:2
20 ng Lt 153,57 19,17 95,90
20 ng Lt 169,26 21,38 106,90
20 ng L* 151,87 18,93 94,70
Média 19,831,10 99,2Q:5

Os resultados obtidos na Tabela 7 apresentam pagesis de recuperacgao,
considerando as trés diferentes concentracfes daimeeadicionadas no branco das
amostras, na faixa de 99 a 103 %, com RSD médioomerfou igual a 5%,
caracterizando uma boa recuperagdo e comprovarelo guetodo proposto apresenta

boa exatidao e preciséo.

4.2. Determinagdo de mercurio total em amostras dm=belo

A determinacdo da concentracdo de mercurio toiafeita nas amostras de
cabelo das lactantes por decomposicdo térmica égamacdo em coluna de ouro
conforme descrito anteriormente. Essas determisaffiiam feitas para confirmar a
presenca de mercurio nas lactantes que concordaraneder amostras de leite para o
presente estudo. Os resultados obtidos sao apmdssnta Tabela 8.
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Tabela 8 —Identificacdo e resultados das concentracdes delnetotal obtido nas amostras

de cabelo das lactantes da populacéo ribeirinltagi@o do alto Rio Madeira-RO.

_ Més de Concentracéo Periodo da
Lactante Comunidade Idade L
amamentacao (mg kg”) coleta
Fortaleza do
1 Segundo 23 6,40
Abuna
Fortaleza do
2 Primeiro 17 5,60
Abuna
3 Fortaleza do Deci 17 180 Margo de
ecimo nono ,
Abuna 2011
Mutum —
4 ) Primeiro 26 0,80
Parana
5 Palmeiral Vigésimo 34 6,70
Décimo
6 Abuna 23 2,70
segundo
7 Abuna Nono 31 1,20
8 Abuna Primeiro 19 1,80
9 Abuna Décimo quinto| 27 1,34
10 Abuna Primeiro 35 2,22
11 Abuna - 17 1,60
Fortaleza do
12 Segundo 21 0,57
Abuna
Fortaleza do
13 ) Sexto 33 6,72 Junho de
Abuna 2012
Fortaleza do
14 Quarto 19 0,99
Abuna
Fortaleza do
15 Primeiro 25 4,90
Abuna
Fortaleza do _
16 Décimo quarto| 18 9,90
Abuna
Fortaleza do
17 Sexto més 21 4,34
Abuna
Fortaleza do
18 Quarto 20 0,78

Abuna
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De forma geral, observa-se que os resultados dasewtracdes obtidos de
mercurio, nas amostras de cabelo das lactantes @stdro do padrao de referéncia da
OMS (< 6,0 mg k@), com excecdo das amostras 1, 5, 13 e 16 quecapaesm valores

acima do referido padrao [73].
4.3. Determinacgdo de mercurio total em amostras deite materno

As concentracbfes de mercurio total nas amostradeite materno foram
determinadas pela técnica de fluorescéncia atoroaap descrito anteriormente. Os
valores obtidos variaram entre 4,56 e 104141, conforme os dados apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9 —Concentracbes de mercurio total em amostras tie featernodas lactantes da

regido do alto Rio Madeira-RO. Primeira e segurmadagem.

Comunidade Amostras Concentragao Faixa
(ug LY (ug LY
1 59,31
2 11,38
3 69,87
12 4,56
x 13 103,19
Fortaleza do Abun 1 6.86 4,56 - 104,11
15 98,51
16 104,11
17 -
18 7,88
6 81,58
7 56,40
~ 8 48,44
Abuna 9 74.14 48,44 — 88,39
10 88,39
11 76,48
Mutum Parana 4 * *
Palmeiral 5 - -

* Amostra utilizada para otimizacao dos géis pamidas eletroforéticas.
- N&o obteve volume suficiente para as determirsacde

Observa-se que os resultados das concentracfe®rdério nas amostras de
leite materno analisadas, 13 e 16, sdo as queeapaesm maiores valores, 103,19 e
104,11 pg [* respectivamente. Ambas da mesma comunidade, €&matdb Abuna.

Com base nesses resultados, o fracionamento deirastpor 2D-PAGE e a

determinacdo de mercurio nos spots proteicos abtiso processo de fracionamento
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foram feitos somente para amostra de leite da heectd6, que apresentou a maior
concentracdo de mercurio total no leite (104,11Lj{e no cabelo (9,90 mg Ky e
para otimizac&o do gel utilizou-se amostra de lggtd_actante 4, a qual obteve-se um

maior volume de amostra (10 mL).

4.4. Determinacdo de proteina total na solugdo deessolubilizacdo dos pellets

proteicos das amostras de leite materno

O teor de proteina total na solucéo de ressolalgéia dogellets da amostra de
leite daLactante 4 (para otimizacdo das corridas eletrot@®) e da Lactante 16 (onde
obteve as maiores concentragfes de mercurio totatabelo e leite materno) foi
avaliado com o intuito de determinar a melhor massteica a ser aplicada nas corridas
eletroforéticas. Essas determinacgfes foram fettbsamdo-se o método do Biureto que
se baseia na reacado cobre(ll) complexado com &tesdto e os grupos peptidicos das
proteinas em meio alcalino, formando um complexadcado planar que absorve com
poucas interferéncias em 540 nm [69]. A curva &nalicom valores de 5 a 50 &L
obtida para as determinacdes de proteina totgpeitest das amostras de leite materno

esta apresentada na Figura 12.

0.40
1 Cproteina = Abs. + 0,00058/0,038

r=0,99985

0.35 -
0.30—-
0.25—-
0.20—-

0.15 -

Absorbanciaia

0.10

0.05

0.00

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Concentracdo de proteina - g/L

Figura 12 —Curva analitica obtida para determinacéo de pratwital dogellets proteicos das

amostras de leite das Lactantes 4 e 16
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A obtencédo da curva analitica possibilitou o c@cas seguintes parametros
analiticos importantes na validacdo do método dermidnacdo de proteina total na
solugéo de ressolubilizacéo duetlets das amostras de leite das Lactantes 4 e 16 [76]:

Limite de deteccéo (LOD)

Corresponde a concentracdo minima da solucdo danafito, que pode ser
diferenciada de zero e que produz um sinal de efisagual a trés vezes o desvio
padréo (s.d.) de 10 ou mais medidas do sinal chderpara o branco da amostra.

O LOD do método de biureto utilizado na determinadé& proteina total na
solugéo de ressolubilizacdo duslets das amostras de leite das Lactantes 4 e 16 foram

calculados pela expressao:

LOD = 3xs.d.
b
onde: “s.d.” corresponde ao desvio padrédo das rasdid branco da amostra (solucao

0,50 mol ! de NaOH/Reativo de biureto) e “b” ao coeficiemewar €lope) da curva

analitica.

Limite de quantificacao (LOQ)

Corresponde ao menor valor quantificavel da comaedb de um analito em
solugéo, que produz um sinal de absor¢cdo com desdi@o relativo (r.s.d.) de 10%, o
gual pode ser calculado multiplicando-se por 1Gsvib padrdo (s.d.) de 10 ou mais
medidas do sinal observado para o branco da amBscemenda-se que, tanto o LOQ
quanto o LOD, sejam calculados utilizando-se o&matros da curva analitica, que é
estatisticamente mais confiavel.

O LOQ do método de biureto utilizado na determinagé proteina total na
solucéo de ressolubilizacdo duslets das amostras de leite das Lactantes 4 e 16 foram

calculados pela expressao:

LOQ = 10xs.d.
b
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onde: “s.d.” corresponde ao desvio padrédo das rasdid branco da amostra (solucao
0,50 mol ! de NaOH/Reativo de biureto) e “b” ao coeficiemewar €lope) da curva

analitica.

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo Q)O calculados
considerando o desvio padrao de 10 leituras ob&daselacdo ao branco das solugcdes
padrdo e da inclinacdo da curva analitica (LOD/sl®pe e LOQ =16/slope), foram
respectivamente 0,028,00055 e 0,780,023 g L* de proteina total. O método do
biureto foi validado por meio da determinacdo detgina total em solucdo padréo
certificado Bovine Serum Albumim — NIST 927D, queesenta o valor certificado de
70,1G:0,74 g/L de proteina total. As determinacdes daeatnacdo de proteina total no
padréo certificado foram feitas em triplicata dizando o mesmo procedimento feito
em relacéo a solucéo de ressolubilizacaopdidets da amostra de leite da Lactante 16.

O valor da concentracdo de proteina total obtida pagpadrdo NIST 927D foi
69,96+0,71 g/L, que esta em conformidade com orwadatificado (70,180,74 g/L),
comprovando assim a exatiddao e precisdo do métarddbidreto utilizado nas
determinacdes de proteina total.

Com base no resultado da concentracdo de protetah presente total na
solucéao de ressolubilizacdo doslets das amostras de leite das Lactantes 4 e 16, foi
possivel calcular o volume de solucdo proteicaraapécada nas fitas na etapa de
hidratacdo anterior a focalizagdo isoelétrica (se@® das proteinas em 1D), com
objetivo de ter uma massa de proteina de [Bh@Que possibilitou a melhor separacao
das proteinas por 2D-PAGE utilizando-se gel deapdlamimida de 10 e 12% (m/v)
nas Lactante 4 e de 12% (m/v) na Lactante 16.

O resultado dessa determinacao indicou que a sole&essolubilizacdo dos
pellets da amostra de leite da Lactante 4 foram (: LPrecipitado acet6nico —
12,30+0,25; Precipitado etandlico — 7,30+0,13 e Lda&tante 16 com precipitado
acetonico — 15,33 + 0,44 g'L Com base nesses resultados, foi possivel caloslar
volumes das solucdes de ressolubilizacagodibets proteicos a ser adicionado nas fitas
na etapa de hidratacdo anterior a focalizacaoasom (separacdo das proteinas em 1D)
a fim de se ter uma massa de proteina depgs5@onsiderando que o comprimento da
fita utilizada na etapa de IEF foi de 13 cm [65]s Miferencas de concentracdo

observadas em relagdo aos dois precipitados dartact (acetbnico/etandlico) serdo
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discutidos em relacdo a obtencdo de géis com madimrero de spots proteicos e/ou

maior expressao dos spots no item 4.5.

4.5. Otimizacgao das corridas eletroforéticas

Os experimentos de otimizacdo das corridas elegtidas por 2D-PAGE nessa
etapa do trabalho foram feitos com duas repeticdtizando a amostra de leite da
Lactante 04, que foi a lactante que forneceu maiglume de amostras, cerca de 10 mL.
As demais lactantes o volume médio coletado fdb ael. As corridas por 2D PAGE
foram feitas considerando-se precipitacdes dagimad com etanol e/ou acetona e com
diferentes tratamentos com hexano para remocaaciof lipidica (1 mL amostra/ 1mL
de hexona; 500uL amostra/1,5 mL de hexano). Os géis obtidos nasides
eletroforéticas utilizando-se essas condi¢cdes empatais foram escaneados e sao

apresentados nas Figuras 13 a 16.
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Figura 13. Gel obtido na corrida eletroforética da amostrdadéante 04. Condigcbes
experimentaisConcentracdo do gel 12%, Gradiente de pH 3-10traE&o lipidica:l

mL de amostra:1 mL de hexano; Precipitacdo da®imad: 25QL de amostra: 1 mL
de acetona 80% (v/v).
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Figura 14. Gel obtido na corrida eletroforética da amostrasadtante 04. Condi¢des
experimentaisConcentracdo do gel 12%, Gradiente de pH 3-1Qra&&o lipidica:500
uL de amostra:1 mL de hexano; Precipitacdo das ipade250uL de amostra:1 mL
de acetona 80% (v/v).
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Figura 15. Gel obtido na corrida eletroforética da amostrasadtante 04. Condi¢des
experimentaisConcentracdo do gel 10%, Gradiente de pH 4-7;agdtr lipidica:500
puL de amostra:1 mL de hexano; Precipitacdo das ipade250uL de amostra:1 mL
de acetona 80% (v/v).
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Figura 16. Gel obtido na corrida eletroforética da amostrdadsante 04. Condi¢cbes
experimentaisConcentragdo do gel 12%, Gradiente de pH 3-10traE&o lipidica:l

mL de amostra:1 mL de hexano; Precipitacdo da®imad: 25Q1L de amostra: 1 mL
de etanol absoluto.

As imagens dos géis apresentados nas Figuras 1f&«b6n analisados
utilizando-se programa ImageMaster 2D Platinum ®Oresultado das analises de
correlacéao entre as repeticdes dos géis, bem caootagem de spots dos mesmos, séo

apresentados nas Tabelas 10.

Tabela 10.Resultados obtidos da andlise de correlagéo astrepetices dos géis da amostra

de leite da lactante 04.

Gel Numero de Spots Correlagédo Média
Média = Desvio Padrao Entre os Géis — (%)
A 38111 76£2
B 3232 82+1
C 15119 80+10
D 3942 71x2

Conforme mostram as Figuras 13 e 16, os geéis abtidas corridas

eletroforéticas utilizando-se diferentes condicdesextracao lipidica, concentracdo do
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gel, gradiente de pH e de precipitacdo das praet@forma geral apresentaram boa
resolucdo, o que demonstra que a separacao dénpsofei eficiente. Observa-se que
0s géis apresentam uma grande diversidade de ppatEsicos, alguns com maior
intensidade, e mais concentrados na regido comtyg @ e 7 e massa molar em torno
de 20-70 kDa. A analise de correlacdo entre osdgrsonstrou que 76%, 82%, 80% e
71% dos spots proteicos estavam presentes nasrejpeticoes do gel A (Extragao
lipidica:1 mL de amostra:1 mL de hexano, gel B &pdo lipidica:50QiL de amostra:l
mL de hexano), gel C (Concentracdo do gel 10%,ignéel de pH: 4 -7), e gel D
(Precipitacdo das proteinas: 2%0. de amostra: 1 mL de etanol absoluto),
respectivamente. O nimero médio de spots encostrzam repeticdes dos quatro geéis
(381, 323, 214 e 394) - apresentaram desvio padeimr que 10% (com excec¢ao do
gel C, que apresentou desvio padrdo de 10), o quensiderado muito bom no
fracionamento de proteinas por 2D-PAGE [74,77]. ietacdo ao gradiente de pH,
analisando-se a Figura 15, observa-se que ocomeuntelhor separagcdo no gradiente
de 4 a 7 no conjunto de proteinas de massa molabde 35 kD e de 60 — 97 kD,
comprovando assim, que se deve trabalhar com dmisegites de pH no fracionamento
das proteinas das amostras objeto de estudo. Camdpase o0s resultados obtidos na
precipitacdo das proteinas com etanol absolutoaresultados utilizando-se acetona
a 80% (v/v), pode-se inferir que os dois agentesipitantes sdo equivalentes. Mesmo
considerando que a precipitacdo com acetona 809 @/concentracdo de proteina
total € maior (Precipitado aceténico — 12,30+0R¥&cipitado etandlico — 7,30+0,13), a
andlise de correlacdo entre as repeticfes desse@glA e gel D), demonstrou que 0
nameros de spots proteicos estdo bem préximos,ef@ a diversidade de spots

proteicos € bem semelhante nos dois procedimestpsedipitacdo das proteinas.

4.5.1. Avaliacdo e comparacao das imagens dos géis

A comparacdo das imagens entre 0s pares de gtascfmsiderando-se o
processo denatching, que consiste em identificar quais spots sdo etpntes entre
estes pares. Para isso foi indicado manualmenpot$ glandmarks) em cada um dos
pares de géis no processamentandtching. Apos esse procedimento, o programa faz a
comparacao entre o par de géis considerando osiglepwats, identificando assim os
spots que sao equivalentes. As Figuras 17 - 2@aluso processo de comparacao dos
géis (matching) utilizando-se o programa ImageMaster 2D Platirfuén
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Figura 17. Sobreposi¢cdes das imagens dos pares do gel Aoptaacdo damatching
(comparacéo dos géis). Programa ImageMaster 2ihiia 7.0.
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Figura 18. Sobreposicdes das imagens dos pares do gel Bopwacdo damatching
(comparagéo dos géis). Programa ImageMaster 2ihiia 7.0.
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Figura 19. Sobreposi¢cdes das imagens dos pares do gel @pemacdo damatching
(comparacao dos géis). Programa ImageMaster 2ihiia 7.0.
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Figura 20. Sobreposi¢cdes das imagens dos pares do gel Doperacdo damatching
(comparacéo dos géis). Programa ImageMaster 2iniia 7.0.

As regibes demarcadas em vermelho nas Figura®X6rfespondem a forma e
localizac&o dos spots no par dos géis 1-4 com nmaiorero de spots (master gel). O
resultado desse processo de tratamento das impgengiu obter a correlagao entre os
pares de géis apresentadas na Tabela 10. No edsdmagens dos géis, também foi
feito a correlacéo entre os spots dos pares degesderando o volume normalizado -
%V (Figuras 21 - 24), permitindo assim, a avaliag&uma possivel correlacdo de

expressao entre as proteinas dos spots proteiabisaamos.
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Figura 21. Correlacao entre o volume normalizado (%V) dodssgdos pares do gel A

(Gel 1; Gel 2 — repeticbes do gel A).
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Figura 22. Correlacdo entre o volume normalizado (%V) dodsspos pares do gel B

(Gel 4; Gel 5 — repeticbes do gel B).
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Figura 23. Correlacdo entre o volume normalizado (%V) dodsspos pares do gel C
(Gel 6; Gel 7 — repeticbes do gel C).
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Figura 24. Correlacao entre o volume normalizado (%V) dodssgos pares do gel D
(Gel 1; Gel 3 — repeticbes do Gel D).

Nas Figuras 21 — 24 cada ponto dos graficos remi@serelacdo entre o volume
normalizado dos spots correlacionados durante cepso damatching. Analisando-se
essas Figuras, pode-se observar uma razoavelagg@oe(R > 0,90) entre os spots dos
pares de géis considerando a %V [68]. No caso,jdermdo cada grafico, quanto mais
proximo o ponto estiver da reta, menor sera a ahifga de %V entre 0s spots
equivalentes. Observa-se assim, que poucos spéats distantes da reta (razdo > 1,8),
ou seja, pode-se inferir 0s spots equivalentespaoss de géis analisados, apresentam

uma boa correlacéo entre suas expressoes.
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Considerando ainda o estudo das imagens dos ddido® nas corridas
eletroforéticas, foi feito um estudo de avaliacaa@btribuicdo dos spots nos géis. Esse
estudo foi feito por meio de histogramas, que reten a frequéncia com que 0s spots
aparecem nos geéis (considerando cada repeticadyregiio de seu ponto isoelétrico

(pl) e massa molar (MM) experimental. Os histograwroatidos sdo mostrados nas
Figuras 25 — 28.

50



(Gel 1) (Gel 2)

015046 60 B D 1610 1FH 10 K 10 16 01504 0 B D 106120135 150 165 19 1%6 210
Massa Mblar Massa Mblar

T T T T T T T T T T T T
012
0,10 ©
g g
kS 006 kS
@ OUoA ()
4 4
© Ko
S 006- 2
()]
(% (g-
@ 0 o
S
L L

0,02

3 4 5 6 7 8 9 10
Ponto Isoelétrico Ponto Isoelétrico

Figura 25. Histograma de distribuicdo dos spots proteicoseead repeticdes do gel A
(Gel 1; Gel 2 — repeti¢cbes do gel A).
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Figura 26. Histograma de distribuicdo dos spots proteicoseeas repeticées do gel B

(Gel 4; Gel 5 — repeti¢cbes do gel B).
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Figura 27. Histograma de distribuicdo dos spots proteicoscemd repeticoes do gel C
(Gel 6; Gel 7 — repeticbes do gel C).
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Figura 28. Histograma de distribuicdo dos spots proteicoeeeas repeticdes do gel D (Gel 1;
Gel 3 —repeti¢des do gel C).

Analisando-se as Figuras 25 - 28, observa-se giesttgyramas de uma forma
geral, com excecédo do histograma da MMs da Figdrég@l 6 e 7), apresentam uma
distribuicdo homogénea dos spots proteicos em €udedseus respectivos pls e MMs.
Observa-se que a maioria dos spots proteicos gupdm o mapa protedmico da
amostra objeto de estudo encontram-se distribuiddaixa de 15 a 75 kDa, com pls na
faixa de 4 — 7, aproximadamente. O estudo de @@aliaa distribuicdo dos spots nas

repeticbes dos géis fornece resultados apenasajals. A principal informacéo desse
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estudo é demonstrar ao analista possiveis variagaato a homogeneidade de
distribuicdo dos spots proteicos em diferentesafixie pH e também, permite
identificar as regifes de alta frequéncia, o quaepampliar a diversidade de proteinas
em estudos por comparacao de analise de imagens [68

Depois de otimizados e avaliados os dois procesworecipitacdo das
proteinas, precipitacdo em meio acetdnico e etamdDd procedimento de precipitacao
em meio acetdnico foi mais eficiente do que o diemdno entanto, os géis obtidos nas
corridas eletroforéticas em termos de quantidadespdts proteicos foram equivalentes
e, apresentaram alta diversidade de proteinas. o@oef resultados apresentados,
correlacdo meédia entre as repeticbes dos geéis,idevasdo quatro diferentes
procedimentos de corrida eletroforética foi de4 o que é considerando muito bom no
fracionamento de proteinas por 2D PAGE, no entasttolheu-se continuar os estudos
com o procedimento de precipitacdo com solucdodgetie acetona 80% devido sua

maior eficiéncia.

4.6. Fracionamento das proteinas por 2D — PAGE dadctante 16

O fracionamento das proteinas por 2D-PAGE foi fetten quatro repeticoes.
Para precipitacdo das proteinas utilizou-se ace89fa (v/v), pois como descrito no
item 3.4.1, os dois agentes precipitantes tanttaooé absoluto quanto acetona 80%,
apresentaram resultados equivalentes. Nas Fig@a302 31, 32 ilustram quatro géis
que correspondem as repeticdes do fracionamentprdeesinas por 2D-PAGE com os

spots proteicos nos quais foram detectado merdéstacados com circulo preto.
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Figura 29: Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) de leite matecwn 223 spots, pl
situado na faixa de 3 a 10 e massa molar de peoteifiaixa de 14,4 a 97,0 kDa (12 repeticao).
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Figura 30: Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) de leite matecwn 221 spots, pl
situado na faixa de 3 a 10 e massa molar de peoteifiaixa de 14,4 a 97,0 kDa (22 repeticao)..
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Figura 31 Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) de leite materwom 184 spots, pl

situado na faixa de 3 a 10 e massa molar de peoteiffiaixa de 14,4 a 97,0 kDa (32 repeticao).
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Figura 32 Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) de leite matercom 211 spots, pl
situado na faixa de 3 a 10 e massa molar de peoteifiaixa de 14,4 a 97,0 kDa (42 repeticao).

Conforme ilustrado nas Figuras 29 - 32 o0s géis dobtinas corridas

eletroforéticas foram reproduzidos considerandtapaede otimizacdo do processo de
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fracionamento por 2D-PAGE apresentado no primetatdrio. Os géis apresentaram
uma alta diversidade de spots proteicos, alguns aoaor intensidade e mais
concentrados na regido com pl entre 4 e 9 e maska Bm torno de 22-33 e 60-97
kDa. A analise de correlacdo entre os géis denmngjue 69% dos spots proteicos
estavam presentes nas quatro repeticoes dos géisn€o médio de spots encontrados
nas quatro repeti¢cdes foi de 210 spots, com dgmdcdo 18 spots, o que é considerado
bom no fracionamento de proteinas por 2D-PAGE 1A Figura 33 ilustra a boa
correlacéo obtida entre os géis, indicando as sidade dos spots 1 e 2 nos quais foram
detectados mercario em® 3limenséo, que € o objetivo principal no processo d

fracionamento dessas proteinas.
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Figura 33: Ampliacdo em 3D da regido selecionada do @ek quais foram

identificados a presenca de mercurio nos spotgipo# 1 e 2, indicados com circulo verde.

4.7. Quantificacdo de mercurio nos spots proteicaia amostra de leite

Apés a digestdo acida dos spots proteicos 1 e@nfteitas as quantificacdes de
mercurio pela técnica de fluorescéncia atbmicdzatido a curva analitica apresentada
na Figura 11. Foi determinada também a concentrégaoercurio presente na solucao
de ressolubilizacédo dgellets proteicos da amostra de leite da Lactante 16. &teld

11 sdo apresentados os valores da concentracdoed®irim total na solucdo de
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ressolubilizacdo dopellets proteicos da amostra de leite da Lactante 16, dssan
molar e pl dos spots proteicos, a concentracdoetelmo e a massa de proteina nesses

spots.

Tabela 11:Concentracdo de mercurio na solucao iiets proteicos e massa molar, pl, massa
de proteinaconcentracdo de mercurio total nos spots 1 e 2 abtitb fracionamento de
proteinas por 2D PAGE da amostra de leite da leeteh

Massa Molar | Massa de Proteina Concentracdo de Hg
Amostras| pl
Da (Hg)*
Solucéao* - - - 12,80 pg/mL
Spot 1 6,76 10.729 1,60 4,70 mg/g***
Spot 2 9,31 15.004 0,63 12,06 mg/g***

*solucdo de ressolubilizacédo dos pellets proteidasamostra de leite da Lactante 16
**massa de proteina determinada utilizando o progra ImageMaster 2D Platinum 7.0
***mg de mercirio por g de proteina do spot proteic

Os resultados apresentados na Tabela 11 ndo famneugtas informacdes
porque ndo se sabe de quais proteinas se tratasva B@ma foi feita a conversao da
das massas de mercurio e das massas de protefaasyamtidades de atomos de
mercurio por molécula de proteina. Para isso, densi-se as respectivas massas
molares dos spots proteicos e do mercurio, a nuEspaoteina nesses spots e que 1 kDa
= 1,661.10* g. Esses célculos possibilitaram a estimativa dantps &tomos de
elementos estariam presentes por moléculas deimaot®s calculos estequiométricos

utilizados na obtencéo desses dados sdo apressatadguir.

Célculo da concentracao de mercurio em mg/g de redabilizacdo dos pellets
proteicos da amostra de leite da Lactante 16:
Chg na solugéo = 12,80 pg/mL ou 12,80 mg/L
Concentracao de proteina total na solucédo = 15,8@L
Dessa forma :
Chg na solugéo = 12,80 mg/13,33 g
Chg na solugéo = 0,83 mg/g

Célculo da concentracdo de mercurio em mg/g no spt

Concentragao de Hg no extrato do spot 1= 1,50 pg/L
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Volume de extrato = 5 mL, dessa forma: 1,50-44000 mL
X — 5mL - x=CHg=7,50.18 pg/5 mL
Massa de proteina no spot 1 = 1,60 g €7,50.10%ug/1,60 g ou
Chg = 4,70.10° pug/ug ou Gig = 4,70 mg/g

- Para o spot utiliza-se 0 mesmo célculo considerdm que a massa de proteina

calculada para esse spot foi de 0,63 pg, sendo @u€yy = 12,06 mg/g.

Dados utilizados no célculo do nimero de moléculag proteinas no spot 1 e 2:
- Spot . Massa Molar = 10.729 DA; Massa de Proteina = 1$& 1,6.10 g;

- Spot 2 Massa Molar = 15.004 DA; Massa de Proteina = 0$3 0,63.18 g
-1Da=1,661.16"g

- Mercurio, Massa Molar = 200, 59 g ritplConcentracéo de mercuriod=70 mg/g
- Constante de Avogadro = 6,022 10

Célculo do numero de moléculas de proteinas no spbt
1Da —» 1,661 .T6bg
10.729 Da—» X ; x=18.10g

1 molécula—» 1,8. TAg
x — 1,6.109 ;: x=8,9.16°moléculas

Célculo do numero de atomos de mercurio no spot 1
4,70 mg Hg —# g de proteina
X —#6.10g ;x=752.10mg ou
7,52.10° g de Hg
1 mol de Hg —»200,59 g
200,59 g — 6,022 . fHatomos de
75299 —» x x = 2,26 . 1&° atomos de Hg
Calculo da relagitre atomos de Hg e moléculas de proteina
n°® atomos de Hg/fl moléculas de proteina = 2,26.1%8,9.13° = 0,25 ou
seja: 1 atomo de mercurio por 4 moléculas do protea do spot 1.
Calculo do numero de moléculas de proteinas no spdt
1Da —> 1,661 .Tbg
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15.004Da—> x ; x=250.10%g

1 molécula —» 2,50 . Tbg
x — 0,63.10g ; x=2,50. 16° moléculas

Célculo do numero de atomos de mercurio no spot 2
12,06 mg Hg — g de proteina
X — $0,63.109 ;x=7,60.1Fmg ou
7,60.10° g de Hg
1 mol de Hg —»200,59 g
200,59 g —» 6,022 . fHatomos de
7601 —» x x = 2,30.16° &tomos de Hg

Célculo da relacao entre atomos de Hg e molécelgsateina
n°® atomos de Hg/fl moléculas de proteina = 2,30.182,50.16° = 0,92

a1

Com base nos resultados dos célculos apresentanioa @ possivel estimar a
proporcdo mercurio por molécula de proteina dogsspce 2. Dessa forma, pode-se
inferir que spot 1 da amostra de leite da lactafifeeada molécula de proteina apresenta
aproximadamente 1 atomo de mercurio por 4 moléadagroteinas e, utilizando-se o
mesmo raciocinio de célculo, o spot 2 apresentaxapadamente 1 atomo de mercurio
por molécula de proteina. Esses resultados emBtinaa¢ivos, permitem inferir que os
spots proteicos 1 e 2 podem ser metaloproteinasg@sentam sitios de coordenacao

ligados a &tomos de mercurio.
4.8. Caracterizacao das proteinas por espectromesrde massas

Para a caracterizacdo das proteinas por espectimmetmassas, o gel da Lactante 16
foi obtidos por 2D-PAGE em faixa de pH 3-10. D@®ts onde obteve concentracéo de
mercurio foram recortados (Figura 29 - 32) e, anties serem analisados no
espectrbmetro de massas, foi feita digestao taiptesses spots. A busca em banco de
dados gerou, no caso do spot 1, a identificacdmale de uma proteina. Desse modo,
selecionou-se a proteina que apresentou a maicugg@o (score). A tabela 12

apresenta as proteinas identificadas e as Fig@ras32 a sua localizacao no gel.
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O spot 1, foi identificado neste trabalho copacaseinas, localizada no gel com
faixa de pH de 5,2 e massa molar igual a 26 kDa.

A caseina como uma classe de proteinas consistérides subunidades.,(p e
k) que formam micelas com €ae PQ *, dando ao leite sua aparéncia branca
caracteristica. Sabe-se que ela também liga zicobe. As3-caseinas, que tem 24-26
kDa, sdo as principais caseinas encontradas re reterno. Atividades bioldgicas
atribuidas 3-caseina ou aos seus fragmentos incluem o aumartbsdrcao de célcio,
imunoestimulacéo e modulacao, estimulo da sintefdN\A, etc [79,80]

Sabe-se que a sua sintese é baixa nos primei@gi€itactacdo para, com o
passar do tempo, ser uma das proteinas mais exprdgdeite materno [81]. Todas as
subunidades das caseinasfl(e k) ndo apresentam pontes de dissulfetos e, ttrssa,
nao formam estruturas globulares (estruturas séciasde terciarias). Por apresentarem
predominantemente estrutura primaria, essas pasteiapresentam sitios de
coordenacao (grupos aminos e carboxilicos) tersyimaincipalmente dos aminoacidos
glutamina e prolina, que se apresentam em maisog®iLdes na sequéncia peptidica.
Esses sitios de coordenacdo formam ligacOes pnefahmente com ions calcio mas,
podem formar ligacbes com outros ions metalicosleintes [82]. Observa-se pelos
dados da Tabela 12, que os dados de massa moldosolito ESI MS/MS néao
coincidem com os dados estimados por 2D PAGE, rsm,ceomo asp-caseinas
apresentam predominantemente estrutura primaride per ocorrido a clivagem da
estrutura dessas proteinas em monameros de merssa malar, considerando as
condicbes redutoras e reativas da 2D PAGE, no &ntatos mondmeros foram
identificados a presenca de mercurio, 0 que indigatrata-se de uma ligacdo estavel
desse elemento com os sitios de ligacdo das fragéesmeéricas [82]. A literatura, até
0 momento, ndo apresenta nenhum trabalho que @iscpbssibilidade da ligacdo de
mercurio as caseinas. No entanto, como essas rastejpresentam grupos amino
aromaticos da glutamina, com caracteristicas de bdasrmediaria e podem formar
ligacbes com fons como Hg[78]. Essas ligacbes, mesmo ndo sendo especificas,
caracterizam uma protein@aetal-binding, ndo configurando o mercurio como um
cofator metalico [83]. Como o0 spot 1 apresentouresgiio significativa e os dados
obtidos de concentragbes de mercurio demonstrav@nexjste relacdo estequiométrica
com ap-caseina (um atomo de mercurio : 4 moléculag-daseina), pode-se inferir

que este spot apresenta caracteristicas de bicthoaba mercurio [83].
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O spot 2, foi identificado neste trabalho como laygoe C, localizada no gel
com faixa de pH de 9.38 e massa molar igual a & kD

A Lisozima tém essencialmente uma fungcdo bactgdodi, esta presente nos
vacuolos de fagocitos, nas secrecdes e nos fluddtracelulares atinge sua maior
concentracdo no leite humano (9-245,8 mg/L), comagéo esta que chega a ser 300
vezes maior que no leite de vaca. A lisozima resistpH acido, € termoestavel sendo
encontrada intacta nas fezes de criangcas alimentada seio. A lisozima atua
diretamente sobre a bactéria, mais especificameriigando 0 peptoglican
(polissacarideo) de sua parede ou, ainda, poterasidb a acéo da IgA [84,85].

IgA é a imunoglobulina (anticorpo) mais abundarddeaite humano, encontrada
em grandes quantidades ao longo dos sistemas atésjuir e gastrointestinal dos
adultos. Estes anticorpos consistem de duas makedel IgA unidas e um componente
chamado de secretor, que parece proteger as nagécld anticorpo de serem
degradadas pelo &cido géastrico e enzimas digestvastdmago e intestinos. Criancas
que ndo se alimentam de leite materno tém poucdssnte combater patdgenos
ingeridos até que comecem a fabricar IgA secrefpoa sua propria conta,
frequentemente varias semanas ou mesmo meses apssimento [84,85].

A presenca de metionina (base mole) na sequéngiadpa da Lisozima C pode
coordenar fons com caracteristicas de &cido motapm Hg" [78, 83]. O spot 2 foi
caracterizado como sendo essa proteina com melio@ooporado em sua estrutura.
Esse spot apresenta expressao significativa e dgsdabtidos na determinacdo de
mercurio demonstraram que existe relacdo esteqtiomgl atomo mercurio : 1
molécula de Lisozima), o que o qualifica como cdatli a biomarcador de mercurio
[83].

5. CONCLUSAO

As técnicas empregadas para a investigacédo de twaduwaes relacionados com
metaloproteinas associadas ao mercurio em amostiaité materno mostraram-se
relativamente eficazes. O uso da 2D-PAGE permitn lbom fracionamento das
proteinas. Os géis obtidos na fase de otimizacdmaram que o procedimento de
precipitacdo das proteinas em meio acetbnico fig eficiente do que o etandlico, no

entanto, os géis obtidos nas corridas eletrof@gtemm termos de quantidades de spots
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proteicos foram equivalentes e, apresentaram altersiiade de proteinas,
possibilitando assim uma boa corrida em diferefatiess de pH.

A determinacdo de mercurio nos spots proteicosdobtino processo de
fracionamento das proteinas por 2D PAGE indicargmeaenca de mercurio em dois
spots proteico 1 e 2, com concentracfes de 4,7@ mgl2,06 mg/g de mercurio
respectivamente, o que possibilitou estimar o nandg atomos de mercurio por
moléculas de proteinas, indicando assim que tateipas sdo metaloproteinas ou
proteinas metal ligante.

Com a caracterizacdo dos spots proteicos foi pelssientificar que as proteinas
1 e 2 sdo aB-caseinas e as Lisozima C respectivamente. Comnoasgados obtidos é
possivel inferir, no caso da caseina, que a ligacdo do mercurio ndo é esyeecific
tratando-se de uma proteinatal-binding, ndo configurando o mercurio como um
cofator metalico, o que nao desqualific§ &aseina como possivel biomarcadora de
mercurio. Em relacdo a Lisozima C, a presenca d®niga (base mole) na sequéncia
peptidica pode estabelecer ligacbes com ions mwatdtom caracteristicas de acido
mole, como o HY, configurando uma ligacdo mais estavel desse é@n grupos
sulfidrilas da Lisozima C e, caracterizando essdefma como possivel biomarcador de

mercdrio.
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