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Abstract This paper presents preliminary findings for a
metallomics study of mercury in the muscle of the fish
species from Amazonas, Brazil, after protein separation by
two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis and
subsequent evaluation of mercury by synchrotron radiation
X-ray fluorescence. The fluorescence spectra revealed mer-
cury in two protein spots. The mercury-containing protein
spots showed molecular weights of 20.8+0.7 and 19.8+
0.5 kDa and isoelectric points of 5.6+02 and 7.5+0.3,
respectively.

Kevwords Metallomics study - Mercury in fish - 2D PAGE -
SR XRF

Introduction

The environmental mercury contamination that occurred in
Amazonia from the 1980s up to the mid-1990s is once more
under debate due to the environmental burden left by gold
mining and its potential for human contamination. However,
recent studies have demonstrated that high concentrations of
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mercury from non-anthropic sources are also found in abiotic
and biotic compartments in various regions of Amazonia.
Regardless of the source of contamination, studies aimed at
elucidating the mechanisms of mercury toxicity are essential
for the socicenvironmental development of this region [1].

The environmental changes resulting from the construc-
tion and operation of the Jirau Hydroelectric Power Plant in
the Madeira river basin could alter the mercury dynamics in
this environmental area. The average total mercury concen-
trations recorded in the last decade in the Madeira river
basin, where the Jirau hydropower project 1s located, indi-
cate that mercury concentrations have remained within their
natural levels in Amazonian rivers. However, it is known
that the transformation and remobilisation processes of pre-
viously unavailable mercury species can alter their chemical
configuration, thereby making them available to the aquatic
environment [2].

The identification of biomarkers related to the mapping
and expression of metalloproteins associated with mercury
could provide early indicators of fish contamination and
human exposure resulting from changes in the water quality
of reservoirs. Such an effort may protect the riverine popu-
lation of areas directly and indirectly atfected by hydroelec-
tric enterprises in the Amazon region. In this context,
metallomics—a recently proposed field of science—brings
together analytical and biochemical studies about the frac-
tionation and characterisation of metal-binding proteins.
This new field of science has contributed to the elucidation
of the physiological and fimctional aspects of metallopro-
teins responsible for the transport of metal ions in live
organisms [3]. The identification of'a biomarker for mercury
toxicity through metallomics would likely be based on
mercury-transporting metalloproteins whose expression
can increase or decrease in response to changes in limno-
logical characteristics and with the availability of mercury

ﬂ Springer
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In the present study, a simple, rapid and sensitive method was developed for the determination of mer-
cury concentrations in the muscle tissue of fish from the Brazilian Amazon using graphite furnace atomic
absorption spectrometry (GFAAS) following acid mineralization of the samples in an ultrasonic cold
water bath. Using copper nitrate as a chemical modifier in solution and sodium tungstate as permanent
modifier, we were able to attain thermal stabilization of the mercury up to the atomisation temperature
of 1600 °C in the GFAAS assay. The calculated limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were
0.014 and 0.047 mg kg ', respectively.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Chemical and biological pollution in the Madeira river basin is
one of the primary social and environmental problems in the Ama-
zon. Mercury contamination, which scarred the Amazon from the
1980s through the mid-1990s, is once again a topic of discussion
due to the environmental hazards associated with gold mining
activities and the danger of contamination that these activities
pose to society. The construction and use of the Jirau hydroelectric
plant in the Madeira River basin may, because of environmental
changes, modify the chemical species of mercury, resulting in high
levels of soluble forms. Mercury species, including methylmercury,
are present in aqueous medium, can be absorbed by aquatic biota
and accumulate in organisms. As a result, the level of mercury is
magnified at high levels of the food chain (Pfeiffer, Lacerda, Salo-
mons, & Malm, 1993).

In the Amazon, fish is the main source of food for coastal com-
munities. Several studies performed over the last two decades indi-
cate high concentrations of mercury in Amazonian fish. In general,
all of these studies suggest that bioaccumulation throughout the

# Corresponding author at: UNESP - Sio Paulo State University, Biosciences
Institute, Botucatu, 5P, Brazil,
E-mail address: padilha@ibb unesp.br (Pedro de M. Padilha).

0308-8146/% - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org(10.1016/j.foodchem.2013.05.008

food chain is the reason behind the high mercury levels in Amazo-
nian fish. Mercury from natural and/or anthropogenic sources,
upon entering aquatic ecosystems, participates in biogeochemical
cycles mediated by microorganisms. In these cycles, mercury is
chemically transformed, bioaccumulated and biomagnified in the
food chain. Thus, predatory fish, including the gilthead bream
and peacock bass, accumulate high levels of mercury and can act
as a vehicle of this toxin to their consumers, such as reptiles, birds
and humans. Thus, the consumption of fish may pose a risk to hu-
man health (Bidone, Castilhos, Santos, Souza, & Lacerda, 1997).
The determination of the concentrations of mercury species in
biological samples is challenging due to low concentrations of
the mercury species, and the evaluation of toxicity is difficult be-
cause the toxicity depends on the specific mercury species. Several
studies in the literature describe methods for the determination of
the concentrations of mercury species using atomic spectrometry
techniques. Examples of these techniques include flow injection
analysis (FIA), coupled with cold vapour atomic absorption spec-
trometry (CVAAS) and assisted by sample mineralization in a
microwave oven for total mercury determination (Gallignani
et al., 1998); solid-phase methylmercury preconcentration and
concomitant determination by CVAAS (Mondal & Das, 2003 ); acid
extraction and slurry sampling procedures for the determination
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RESUMO

Neste trabalho de Dissertacdo, buscou-se avaliar e quantificar o teor de mercurio presente em
amostras de tecido hepatico dos peixes jaraqui, tucunaré e filhote da area de influencia da AHE
JIRAU - Bacia do rio Madeira, buscando definir um biomarcador proteico (metaloproteinas,
metalotioneinas) para monitoramento deste elemento toxico em peixes da regido amazonica.
Para realizacdo desta pesquisa, utilizou-se técnicas de protedmica/metalomica: eletroforese
bidimensional (2D-PAGE), espectrometria de massas, espectrometria de absor¢do atdmica e
bioinformatica. Por espectrometria atomica foi possivel analisar e quantificar o mercurio
presente nos SPOts proteicos com massa molar menor que 50 kDa, obtidos no fracionamento das
proteinas por 2D-PAGE. As caracterizacdes das proteinas foram feitas por espectrometria de
massas (ESI-MS), podendo assim, fazer uma correlagdo do mercurio presente nos Spots com as
proteinas caracterizadas. Com esses resultados, podemos definir um perfil de biomarcador
proteico para o mercurio nas amostras estudadas. A selecdo de Spots para esse estudo foi baseada
em trabalhos da literatura que afirmam a afinidade do mercurio por proteinas de baixa massa
molar e nas quantificacdes de mercurio por espectrometria de absor¢do atdmica em forno de
grafite (GFAAS), ja que nos pellets de massa molares maiores que 50 ndo foi detectado
mercurio. Nas determinagdes por GFAAS, somente Spost proteicos com massa molar menor que
20 kDA apresentaram mercurio na faixa de concentragdo de 11,30 a 83,40 mg g'. Esses spots
proteicos apresentaram mercurio nas quantificacdes por espectrometria de absor¢ao atomica. De
um total de 24 spots caracterizados, foram identificadas por ESI-MS 13 proteinas que

apresentaram caracteristicas de biomarcadoras deste elemento nas amostras estudadas.
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ABSTRACT

In this dissertation work , we sought to evaluate and quantify the amount of mercury present in
samples of fish jaraqui , tucunaré and filhote from the influence area of the AHE JIRAU - the
Madeira basin , aiming to define a protein biomarker (metalloproteins, metallothionein) for
monitoring this toxic metals in the environment. For this research, we used techniques of
proteomics: two-dimensional electrophoresis (2D-PAGE), mass spectrometry. atomic absorption
spectrometry and bioinformatics. With the atomic absorption analysis was possible to analize
and quantify the mercury in protein spots obtained from the 2D-PAGE of protein and pellets of
greater molar mass and smaller than 50 kDa. The characterization of the proteins were
performed by mass spectrometry (ESI-MS), and thus being able to make a correlation between
mercury in spots and proteins found in them. With these results, we can define a profile of
protein biomarker for mercury in the applied samples. The selection of spots for this study was
based on literature reports claiming affinity of mercury for proteins of low molecular weight and
the measurements of mercury made by graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GFAAS), since the pellets with molar mass greater than 50 was not found mercury. Utilizing the
GFASS requirements, the spots which their molecular mass were less than 20 kDa contained
mercury concentration in the range of 11.30 to 88.40 mg g"'. Presented mercury in spots
quantified by the atomic absorption spectrometry method. From 24 ESI-MS characterized spots,
were identified 17 proteins, which may be used as biomarkers of this metal in the aquatic

environment.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% Vol — volume normalizado de um spot no gel

1D-PAGE - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em uma dimensao
2D-PAGE - eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
AAS — espectrometria de absor¢ao atomica

ACET - acetileno

AHE — Aproveitamento Hidrelétrico

BG - background

CHAPS - 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano sulfonato
DTT - 1,4-ditiotreitol

ESI MS MS - espectrometria de massas em sequéncia com ionizagao por elctrospray
FAAS — espectrometria de absor¢ao atdmica com atomizacao por chama
GFAAS — espectrometria de absor¢ao atdmica em forno de grafite
Hg - mercurio

IEF - Focalizacao Isoelétrica

kDa - KiloDalton (1 Da = 1,661x 102'g)

kV - quilovolt

mA - miliampere

mM - milimolar

MM - Massa Molar

Pd - paladio

pH — potencial hidrogenionico

pI - Ponto Isoelétrico

ppb — parte por bilhdo

rpm — rotacdo por minuto

SDS — dodecil-sulfato de sodio

spot - Banda 2D de proteinas

TEMED - N,N",N,N -tetrametiletilenodiamina

V - volt

v — volume

Vh — volt-hora

W — watt
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1. INTRODUCAO

O pescado ¢ uma das fontes de proteina mais consumida pela populacdo humana no
mundo. Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura, a produ¢do mundial de pescado em 2011
alcangou 126 milhdes de toneladas. O Brasil podera se tornar um dos maiores produtores até
2030, ano em que a producdo pesqueira nacional teria condi¢des de atingir 20 milhdes de
toneladas por ano (MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA, 2013).

No peixe, encontramos varios nutrientes dos quais nosso organismo necessita, tais como:
ferro, vitamina B12, célcio, fosforo, iodo, cobalto, fontes de dmega 3, entre outros. Além disso,
os pescados sao boas fontes de aminoacidos essenciais, que participam da formagao de proteinas
necessarias para constituir e renovar a musculatura, auxiliando no processo de crescimento; e seu
consumo estd associado com a prevencdo de doengas cardiovasculares e neurologicas. No
entanto, nas ultimas décadas vem crescendo a preocupacdo com a contaminagdo dos pescados
por metais toxicos, especialmente em relacdo ao mercurio (Hg) que possui alta toxidade. Esse
elemento tem a capacidade de acumular nos tecidos dos seres que compdem 0s ecossistemas
aquaticos e consequentemente em toda a cadeia trofica, aumentando seus niveis nos predadores
de topo de cadeia (NEVADO et al., 2010). O mercurio ¢ um poluente global liberado a partir de
duas fontes: naturais (erupgdes vulcanicas, incéndios florestais, queima de biomassa,
volatilizacdo de baixa temperatura e erosdes) e antropogénicas (que incluem a combustido de
combustiveis fosseis, mineracdo, residuos e producdo quimica) (LINDBERG et al., 2007;
PIRRONE et al., 2010).

O mercurio ¢ uma neurotoxina potente para os seres humanos, em particular, se o metal
estiver na forma metilada. Dependendo da sua concentragdo nos tecidos dos seres vivos, pode
ocorrer desnaturagdo de proteinas, inativacao de enzimas e alteragdo da atividade celular (JESUS
et al.,, 2008). Um dos primeiros passos em dire¢do a bioacumulagdo de metilmercirio em
cadeias alimentares aqudticas ¢ a metilagdo de formas inorganicas do metal, um processo que ¢
mediado principalmente por bactérias anaerdbicas (HSU-KIM et al., 2013). Sua ampla
distribui¢do nos ecossistemas aquaticos resulta de processos naturais e atividades antropicas
(NEVADO et al., 2010).

Estudos observaram aumento nas concentracdes de mercurio em peixes de reservatorios
hidrelétricos (BRABO et al., 1999; NEVADO et al., 2010; AMORIM et al., 2012). Nestes locais,

devido ao grande acumulo de dguas e aos alagamentos de regides muitas vezes contaminadas por
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este toxico, o nivel de merctrio disponivel nas aguas cresce aderindo-se as particulas em
suspensao e muitas vezes sedimentando.

A contaminacdo por mercurio tem sido reconhecida como uma questao importante desde
o inicio da década de 1970, e hoje em dia, ha uma abundancia de evidéncias de que este metal
onipresente ¢ um dos mais toxicos para os organismos vivos (MELA et al., 2013). Existem
varias formas quimicas do mercurio no ambiente natural; sendo que, dentre os compostos de
mercurio, o metilmercurio (MeHg) ¢ o mais importante em termos de toxicidade e efeitos na
saude (QIU et al.,2009). A principal via de absorcdo de peixes ¢ dietética (OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 1999, 2002; SCUDDER et al., 2009); consequentemente, peixes predadores do
topo de cadeia representam ligagcdes importantes entre a contaminagdo por mercurio ¢ a saude
humana (LEBEL et al., 1998; ASCHNER 2002). O metilmercurio afeta principalmente: figado,
mucosa intestinal, rins, musculo, sangue, além do sistema nervoso (BAATRUP, 1991;
OLIVEIRA RIBEIRO et al., 1999, 2002, 2006; MELA et al., 2007, 2010; RABITTO et al.,
2011).

Os resultados obtidos neste estudo mostram evidéncias da interagdo do mercurio com
proteinas das amostras de tecido hepatico dos peixes estudados.

Estudos vém demonstrando que a construcdo de grandes reservatorios hidrelétricos
(represas), pode disponibilizar espécies mercuriais até entdo inertes para a cadeia alimentar

(HSU-KIM et al., 2013).

1.1. As represas hidrelétricas

As represas desempenham um grande papel economico e social no mundo. A geragdo de
energia elétrica ¢ indispensavel nos dias atuais. Hoje quase metade dos rios do mundo tem uma
grande hidrelétrica e a previsdo € que aumente a cada ano por causa da grande demanda por
eletricidade e por essa fonte ser considerada a mais limpa. Existem aproximadamente 45.000
represas de grande porte em todo o globo terrestre, localizadas principalmente em grandes bacias
como a do Amazonas, Congo ¢ Mekong. S6 no Brasil existem mais de 500 hidrelétricas
representando, em média 24% de todo o potencial hidroenergético do pais (COUTO et al., 1996;
TUBAKI et al., 2004) . Estes reservatorios acumulam grandes volumes de dgua, inundando areas
imensas de vegetacdo e com isso acabam disponibilizando mercurio para o meio.
As concentragdes de mercurio em peixes de lagos sdo elevadas devido ao aumento da ciclagem
global de mercurio. Um caso especial de elevadas concentragcdes de mercurio nos peixes ocorre
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em novos reservatorios hidrelétricos por causa do aumento das taxas de conversdo de mercurio
em metilmercario. As pessoas € o0s animais selvagens que comem esses peixes de
reservatorios hidrelétricos t€ém um elevado risco de acumular metilmerctrio em seu organismo
(MAILMAN et al., 20006).

No Canada, ja foram estabelecidas estratégias para diminuir o acimulo de mercurio/
metilmercurio nos reservatorios hidrelétricos (MAILMAN et al., 2006). As tentativas que estdo
sendo testadas incluem redugdes, tais como: das fontes de mercurio antes da inundac¢ao, da taxa
de metilagdo do merctrio, da bioacumulacdo e biomagnificacdo. As estratégias levantadas
englobam selecionar o local para minimizar os impactos, pesca intensiva, adicionar selénio,
acrescentar cal para sistemas acidos, queimar a area antes da inundacdo, remogao de arvores em
pé, acrescentar fosforo, desmetilar o metilmercario por luz ultravioleta, limitar a area inundada,
especialmente as zonas umidas, entre outras (MAILMAN et al., 2006). Todavia, ndo sao bem
conhecidos os efeitos que estes meios alternativos podem causar aos seres vivos, o que sabemos
¢ que o selénio em quantidades excessivas € toxico e as queimadas reduzem a producio de
metilmercurio, porém potencializa a bioacumulagdo nos organismos por motivos ainda

desconhecidos. A melhor estratégia serd aquela que beneficiaré a todos, pelo menos em partes.

Estudos realizados mostraram que as barragens causam impactos sobre a ciclagem de
mercurio, (Figura 1). Esse processo tem recebido aten¢do consideravel por causa de elevadas
concentragdes de metilmercirio em peixes e outros organismos em represamentos (MAILMAN
et al., 2006). Solos inundados e com matérias organicas proporciona o local ideal para metilacao,
gerando um aumento na concentracdo de metilmercirio nos reservatorios de agua. As
concentragdes de metilmercurio em microrganismos do reservatorio podem permanecer elevados
por décadas, gerando um aumento de metilmerctrio na alimentagdao dos peixes (SCHETAGNE

et al., 2000).

7

Uma das preocupagdes na criacdo de represa ¢ o fato de muitas, quando velhas
acumularem sedimentos organicos e nutrientes, que em longo prazo, pode conter uma pilha de
mercurio nos sedimentos da represa que se tornaria uma preocupa¢do sobre a remog¢do ou

vazamento da barragem (STANLEY et al., 2003; HARRISON et al., 2009).
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Figura 1. Ciclo global do Mercurio. Fonte: Adaptado de SOUZA & BARBOSA, 2000.
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O desenvolvimento de complexos hidrelétricos na bacia do rio Madeira tem despertado
discussdes cientificas sobre os possiveis processos de remobilizacdo e biodisponibilidade das
espécies de mercurio em reservatorios da regido Amazonica. Estudos em diversos reservatorios
brasileiros, tanto no Sudeste como na Amazdnia, tém demonstrado que o mercurio associado ao
material particulado em suspensdo, sedimentos e plancton, apresenta-se especialmente em sua
forma inorganica. A forma inorganica ocorre principalmente no inicio (montante) dos
reservatorios e, a ocorréncia de gradiente crescente de importancia da forma orgénica, ao longo
do tempo, atinge maiores valores nas areas mais profundas, proéximas a barragem. A polui¢ao
quimica e bioldgica na bacia do rio Madeira configura um dos principais problemas sécio-
ambientais da Amazodnia, podendo, neste aspecto, ser entendida como uma regido que agrega
caracteristicas de um laboratério natural, cujo estudo podera ser referéncia para toda a regido. A
contaminag¢do pelo mercurio, que marcou a Amazodnia na década de 80 até¢ meados de 90, volta a
ser cenario de discussdo devido aos passivos ambientais deixados pela atividade de garimpagem
de ouro e pelo potencial de contaminagdo que estes passivos representam para a sociedade
(COUTO et al., 1996; TUBAKI et al., 2004).

Na Amazonia os altos teores de merctrio encontrados em solo, sedimentos, peixes e
humanos, inicialmente foram atribuidos a atividade de garimpos de ouro, entretanto, estudos
recentes mostraram que as altas concentragdes de mercirio nos compartimentos abidticos e
bidticos sdo também encontradas em regides sem fontes antropicas. O fato ¢ que,

independentemente da fonte de contaminagdo, estudos relacionados a elucidacdo dos
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mecanismos de toxicidade do mercurio sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento
socio-ambiental da regido amazdnica (FADINI et al., 2001).

Considerando o exposto, o desenvolvimento de biomarcadores relacionados ao
mapeamento e expressoes de metaloproteinas associadas ao mercurio podera indicar previamente
possiveis riscos de contaminagdo do pescado e a exposi¢do humana devido a alteragdes da
qualidade da dgua em reservatorios, resguardando a populacdo ribeirinha das areas de influéncia
direta e indireta dos empreendimentos hidrelétricos na regido Amazonica. Nesse contexto, a
metaldmica — area cientifica proposta recentemente — integra estudos analiticos e bioquimicos,
contemplando fracionamento e caracterizacdo de proteinas associadas com metais. Esta nova
area do conhecimento cientifico tem contribuido no esclarecimento dos aspectos fisiologicos e
funcionais das metaloproteinas responsaveis pelo transporte de ions metalicos nos organismos
vivos (HARAGUCHI et al., 2004; GARCIA et al., 2006). A elucidagao de um biomarcador de
toxicidade do mercurio utilizando a metalomica esta associada as metaloproteinas associadas
com mercurio que possam apresentar aumento ou diminui¢do de expressdo, frente as alteracdes
das caracteristicas limnoldgicas e disponibilidades das espécies de merclrio no ambiente,
fornecendo assim, informag¢des em relacdo ao transporte de mercurio na biota e nos seres

humanos.

1.2. Mercurio, origem e transformacoes

O mercurio ¢ um elemento natural comum no ambiente, liberado por erupgdes
vulcanicas, degaseificagdo da crosta terrestre, evaporacdes de aguas, queima de carvao,
incineradores € combustiveis fosseis. Mas também ¢ liberado em grande quantidade por
atividades humanas como os fungicidas na agricultura, setores da industria de produgdo de soda
e cloro, lampadas fluorescentes, produtos farmacéuticos e odontologicos € na amalgamacao de
ouro e prata (HSU-KIM et al., 2013).

Formas inorganicas de merctrio sdo transportadas por longas distancias na atmosfera e
depositadas na paisagem onde podem ser levadas pelas chuvas até lagos, rios, riachos e
reservatorios.

O merctrio ¢ um dos poluentes ambientais mais perigosos com um grande nimero de
formas fisicas e quimicas (NEVADO et al., 2010). Embora todas as formas de mercurio sejam
toxicas, compostos alquimercurais sdo de maior preocupacdo por causa de sua facil penetragao
através das membranas biologicas, eficiente bioacumulagao, alta volatilidade e longo prazo para
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ser eliminado dos tecidos (MOORE & RAMAMOORTHY, 1984; CRESPO-LOPEZ et al.,
2005; CLARKSON & MAGOS, 2006).

O mercurio na sua forma liquida € pouco absorvido pelo trato gastrointestinal nao sendo
considerado de grande risco para os seres vivos. Por outro lado, seus vapores quando inalados,
penetram facilmente nas membranas alveolares atingindo a circula¢do sanguinea. Ao alcangar o
sangue, figado e rins, ele ¢ oxidado a formas divalentes (Hg i6nico) pelo complexo hidrogénio
perdxido catalase passando a representar uma das maiores fontes de intoxicac¢ao verificada em
laboratdrios industriais e de pesquisa. O mesmo ocorre com pacientes que possuem obturacdes
dentarias a base de amalgamacdo manipulada por dentistas mal orientados que usam essas
amalgamas de mercurio sem seguranca (NEVADO et al., 2010).

Estudos relatam que a exposi¢do acima de 2 mg/m2 de vapor de Hg elementar por
algumas horas, causa bronquite quimica aguda e pneumonite. Apds duas horas de exposicao
observa-se danos aos pulmdes com formagdo de uma membrana hialina e fibrose pulmonar
(FARO, 2000).

Dentre os compostos de mercurio organico, o metilmercurio ¢ o mais toxico, bem mais
que a forma metélica, e ¢ responsavel pelos danos mais importantes a satide observados em
humanos. Isto se deve, provavelmente, a sua lenta eliminagdo. No cérebro e rins, esta eliminagao
leva um tempo consideravel (at¢ mesmo alguns anos). O sistema nervoso central ¢ o alvo
principal do metilmercurio, onde afeta, principalmente, areas especificas do cérebro, como
cerebelo e lobos temporais. A intoxicagdo por metilmerclrio se caracteriza por ataxia (perda da
coordenacdo dos movimentos voluntarios), a disartria (problemas nas articulagdes das palavras),
a parestesia (perda da sensibilidade nas extremidades das maos e pés e em torno da boca), visao
de tunel (constrigdo do campo visual), perda da audi¢do, disfun¢des imunologicas, além de
atravessar a placenta, transferindo-se para o feto. Os primeiros sintomas da intoxicacdo afetam
geralmente a regido perianal e aparecem alguns dias apds a exposi¢do. Uma contaminagdo severa
pode causar cegueira, coma ¢ morte. O periodo médio de laténcia varia frequentemente, de 16 a
38 dias (BAKIR et al., 1973; POLLARD et al., 1997).

Diferente do metilmercurio, o merctrio inorganico tem menor capacidade de atravessar a
barreira placentaria, ficando em maior concentracdo no liquido amnidtico, mas tem grande
capacidade de transporte no leite materno causando grandes danos ao feto, principalmente no seu
sistema neuroldogico (SHENKER et al., 2000). Estudos feitos com linhagens de células na
presenca de mercurio também demonstraram mutagdes cromossomicas e/ou génicas (NEVADO

etal., 2010).
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A poluicdo aquatica por metais toxicos tem sido considerada uma das mais perigosas
formas de poluicdo ambiental, pois esses metais nao sdo degradaveis e acumulam em organismos
vivos podendo levar da intoxicac¢do até a dizimagdo da biota. Muitos estudos ja foram feitos a
respeito de como ocorre a metilacdo do mercurio em meios aquaticos, entretanto, ainda ndo sao
totalmente conhecidos todos os caminhos de transformagdo do mercurio em metilmercurio. Na
sua forma gasosa elementar (Hg"), o mercurio é capaz de atingir distancias globais. No ambiente
aquatico, a principal forma de mercurio ¢ Hg inorganico (II) onde as reagdes redox nas aguas
superficiais podem resultar nas perdas de merclrio gasoso elementar para a atmosfera. O
metilmercurio ¢ uma por¢ao pequena do total de mercurio em 4agua e sedimentos, entretanto, ¢ a
mais toxica para os organismos podendo alcancar 90% do total de mercurio bioacumulado em
peixes, 10 vezes mais que seu total na dgua, levando a um sério risco a satide humana

(NEVADO et al., 2010).

1.3. Metilacdo de mercurio

Pesquisas vém demonstrando varias formas do processo de ocorréncia da metilacdo do
mercurio (HSU-KIM et al., 2013). Em concentragdes baixas de oxigé€nio, esse processo de
producdo e degradacdo ¢ predominantemente microbiano. Processos abidticos para formagdo de
metilmercurio também podem ocorrer, particularmente através de vias que envolvem a luz
solar (SICILIANO et al., 2005; JAMES, 1993). Acredita-se que a degradacdo solar seja a
principal via para a decomposi¢do do metilmercurio na superficie da coluna de agua
(HAMMERSCHMIDT et al., 2006 ¢ 2010). Contudo, em 4gua doce € nas zonas aquaticas
costeiras, microrganismos anaerobicos prosperando em zonas andxicas (como sedimentos
bentonicos, solo saturado, coluna de 4dgua estratificada, perifiton e biofilmes) sdo os produtores
dominantes de metilmercurio. Porém, uma parte significativa ¢ produzida por uma variedade de
microrganismos, destacando principalmente as bactérias redutoras de sulfeto (SBR) (HSU-KIM
etal., 2013; LIN et al., 2012).

O mercurio associado ao material particulado em suspensao tende a sedimentar, enquanto
o mercurio dissolvido encontra-se mais biodisponivel e pode ser incorporado pela biota
(ROULET et al., 1998; HYLANDER et al., 2000). O processo de metilagdo do mercurio, que
aumenta significativamente sua biodisponibilidade e acumulacdo ao longo da cadeia alimentar, ¢
favorecido em ambientes aquaticos andxicos ou suboxicos, levemente acidos, com concentragdes
elevadas de matéria organica dissolvida e atividade microbioldgica intensa. Em areas de
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remanso, lagos marginais, de inundagdo e em reservatdrios artificiais, essas caracteristicas
biogeoquimicas estdo mais propensas a ocorrer (TUOMOLA et al., 2008).

Estima-se que nos garimpos da regido amazonica brasileira, desde a década de 50 até a
década de 90 foram despejadas aproximadamente 200 toneladas de mercurio, ja que a proporgao
¢ mais de um kg de mercurio para cada kg de ouro extraido (BRABO et al., 1999). A bacia do
rio Madeira foi uma das mais prejudicada pelas grandes quantidades de mercurio langados pelas

minas de ouro, contaminando rios, lagos, sedimentos, plantas, animais e seres humanos.

1.4. Meios de contaminacido do pescado e ser humano por mercurio

Acredita-se que o merctrio inorginico (II) possa ser transportado para dentro dos
microrganismos gram-negativos, através das membranas biologicas, onde ocorre a metilacdo, € o
transporte pode ser mediado por proteinas e vias que estdo sendo estudadas, entre elas estdo: as
proteinas de transporte das quais fazem parte a merc, Merp e MERT, por via Acetil-CoA (HSU-
KIM et al. 2013).

Estudos realizados por Moraes et al. (2013) demonstraram que em peixes carnivoros, o
nivel de merctrio ¢ bem superior aos niveis encontrados nos nao carnivoros, indicando que os
consumidores desses peixes contaminados acabam bioacumulando o mercirio em seu
organismo. Muitos pescados ja sdo encontrados com niveis de mercurio nos seus tecidos igual ou
superior (0,5ug g, peso umido ou 500 ng g') aos recomendados pela Organizagio Mundial da
Saude (OMS, 1991; WHO, 1990).

Além da contaminac¢do do ser humano por metilmercuirio através da ingestdo de pescado
0 mercurio na sua forma elementar também contamina as pessoas que o manuseiam. Seus
vapores sdo aspirados e quando alcangam os pulmoes, atravessam as membranas alveolares
alcancando a corrente sanguinea. Os compostos soltveis do mercirio sdo absorvidos
pelas mucosas, os vapores por via inalatorias e os insoluveis pela pele e pelas glandulas
sebaceas. Uma vez no sangue, ele se fixa as proteinas (principalmente albumina) e aos globulos
vermelhos, sendo dai distribuido para vérios sistemas organicos. O mercurio pode transpor a
barreira placentaria e atingir o feto causando grandes danos a saude, inclusive ao sistema nervoso

(SHENKER et al., 2000).

O mercurio e seus compostos também provocam efeitos a nivel celular. Linfécitos e
linhagens linfoblasticas celulares humanas, tratados tanto com mercurio organico e inorganico,

apresentaram um decréscimo significativo em termos de capacidade proliferativa, producao de
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citocinas e secre¢do de imunoglobulinas e decréscimo significativo nos niveis de CD4, e
principalmente em linfocitos CD8. A redugdo de funcdo das células linfoides ¢ resultado da
citotoxicidade induzida pelo mercario. Também foi observado alteragdo da mitocondria e
indugdo de apoptose em células-T (GUO et al., 1998), além de mutagdes a nivel cromossdmico e
génico sendo estas responsaveis pelo surgimento de canceres e doencgas hereditarias (Queiroz et

al., 1999).

1.5. Afinidade de metais por proteinas

Os ions metalicos constituem uma pequena por¢do (4%) do tecido corporal dos seres
vivos, entretanto, possuem um papel muito importante como componente estrutural € em muitos
processos vitais. Como elementos estruturais, destacamos o papel de integrantes de compostos
do corpo, tais como ferro na hemoglobina, iodo na tiroxina, o cobalto na vitamina Bj, e o enxofre
na tiamina e na biotina. Eles atuam na estabilizagdo dessas biomoléculas através da protecao de
cargas negativas. Existem fun¢des nas quais o balango de ions ¢ importante, por exemplo, na
formacdo dos ossos (quantidade e a relacdo entre célcio e fosforo); atividade muscular (relagao
entre calcio e potassio no fluido extracelular). No aspecto funcional, podemos destacar seu papel
catalisador nos sistemas enzimaticos — por meio da ligacdo desses ions a substratos orientando
assim a reacao, ¢ a mediagdo nas reacoes de oxido-redugao — através de mudangas reversiveis no

estado de oxidagdo do ion metalico (ROMANOWSKI et al., 2001).

Os ions metalicos ligados as proteinas e metaloproteinas representam uma grande porcao
do numero total de proteinas. Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas e
enzimas requerem a presen¢a de um ion metéalico para realizar atividade biologica. Esses ions
sdo responsaveis por muitos processos metabolicos, como conversao de energia na fotossintese e
respiracdo, expressao e regulacao génica (VALLEE, 1979).

As metaloproteinas sao consideradas diferentes das proteinas de metal ligante (do inglés
metal-binding). A primeira caracteriza-se pela alta afinidade da interacdo metal-proteina,
enquanto que na segunda a intera¢do metal-proteina ¢ de baixa afinidade, com isso essa ligagao ¢
facilmente quebrada. Fracamente ligados as proteinas estdo os ions monovalentes como o sodio e
o potassio. De intensidade moderada temos o magnésio e o calcio. Dentre os metais que
apresentam forte ligacdo as proteinas, mais frequentemente estdo os metais de transi¢do, tais
como o ferro, o cobre, o zinco, 0 manganés, o molibdénio e o cobalto. Estes, devido as suas
propriedades (densidade, pequeno raio atdmico e interacdo via eletromagnética e forcas
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eletrostaticas) estdo ligados a maioria das metaloproteinas. Outro grupo de metaloproteinas, as
chamadas metalotioneinas (MTs) — classificadas segundo sua massa molar — apresentam alta
afinidade ndo s6 com ions metalicos essenciais, como o cobre € 0o zinco, mas também com os
metais potencialmente toxicos, como o cadmio e o mercurio. Estas metalotioneinas estao
presentes em vertebrados, plantas, fungos, algas e até em bactérias metal-resistentes (KAGI &

SCHAFFER, 1988).

1.5.1. Metalotioneinas (MTs)

As metalotioneinas sdo encontradas em todos os filos animais, algumas plantas, fungos e
cianobactérias. Constituem uma classe de proteinas citosdlicas de baixo peso molecular (entre 6
e 10 kDa), sua estrutura molecular ¢ composta de uma unica cadeia de aminoécidos (cerca de 60
aminoacidos) dos quais aproximadamente 30% sdo cisteinas (que contem grupos sulfidrila - SH)
que sdo sitios para ligacdes com metais. As metalotioneinas ndo possuem aminoacidos
aromaticos e hidrofobicos. Sua estrutura ¢ composta por dois dominios que consistem, em geral,
de um ‘cluster’ (Figura 2) com trés sitios € outro com quatro sitios nos quais d&tomos de metais
podem se ligar (NORDBERG, 1998). A abundancia de ligantes ‘tiol’ dos residuos de cisteina
presentes na estrutura da MT confere a esta proteina uma alta afinidade por ions metalicos, tanto
esséncias como Cu2+, Zn2+, etc. como ndo essenciais, Hg2+, Cd2+, Ag+, etc., € presenta a seguinte
ordem de afinidade por cations metalicos Hg*" > Cu®" > Cd*" > Zn*" (VIARENGO, 1999).
Essa caracteristica particular que faz das MTs proteinas de grande interesse sob o ponto de vista
bioquimico, mais especificamente relacionado com a detoxificacdo de metais (CHANG, et al,
2006). A presenga de metais tragcos ou mesmo essenciais em grandes quantidades faz com que
aumente a taxa de sintese das MTs, estas capazes de proteger a estrutura celular de interacdes
nao especificas com os metais tracos ou promover a detoxificacdo causadas por metais essenciais
em excesso no interior da célula (HAMER, 1986; VIARENGO & CANESI, 1991; ROESIJADI,
1992; VIARENGO & NOTT, 1993; TESSIER et al., 1996).

Por ter a quantidade aumentada quando expostas a metais, as MTs sdo consideradas
importantes e biomarcadores especificos, detectando a resposta do organismo frente a poluentes
inorganicos presentes no ambiente. Quando os metais toxicos entram nas células, ocorre uma
competicdo entre eles e os metais essenciais por ligantes como as metaloproteinas e
metalotioneinas, essas ultimas, por sua vez atuam na detoxificagdo do organismo. Em mamiferos
e peixes, ha relatos de inducao de sintese de MTs tanto por agentes endogenos ou exogenos
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(KAGI, 1993), ou quando o organismo ¢ submetido a condi¢gdes de stress como calor, frio e
atividades fisicas intensas (VIARENGO et al., 1999). A sintese ocorre principalmente no figado
e rim. Além da detoxificagdo, as MTs também atuam no combate a radicais livres que sao
moléculas que tem um numero impar de elétrons em seu ultimo nivel energético tornando-os
muito reativos. Os radicais reagem com gorduras, proteinas ¢ DNA para captagdo de elétrons,
causando lesdes tanto nas células como nos genes e pode favorecer a manifestacdo de doencas
relacionadas ao envelhecimento (MELENDEZ et al., 2012; LEMOS et al., 2010).

Foi demonstrado em estudo in vitro que a afinidade das metaloproteinas por metais
seguem a seguinte ordem; Hg*™ > Cu®", Bi*">> Cd*" > Pb*" > Zn*" > Co”". Isso mostra que o Zn
¢ facilmente substituido pelos outros metais mais toxicos (VIARENGO, 1991, 1999,
KAGY,1993).

Para estudar essas MTs, atualmente existem varias ferramentas de suporte, entre elas
estdo a eletroforese, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de
massas com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) e a espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray (ESI-MS). A eletroforese bidimensional (2D-PAGE) é muito usada
por permitir uma Otima separacdo das proteinas e peptideos para mapeamento das espécies
metalicas nos SPOtS proteicos por espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS) e/ou
espectrometria de absor¢do atomica em forno de grafite (GFAAS) e caracterizacdao das proteinas

por ESI-MS (LIMA et al., 2010; NEVES et al., 2012).

Figura 2 — Sitios para ligagdo com metais presentes na metalotioneina. Os circulos denotam ions

. . ot 2+ 2+ 2+ 2+
metalicos divalentes (ex: Hg"', Zn ,Cd ,Mn ,Cu ). Fonte VILLAR, 2006.
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1.5.2. Protedmica

O termo proteoma foi inicialmente usado por Wilkins e Williams em 1993, para descrever
o complemento proteico total do genoma (BELIZARIO et al., 2000). Refere-se as proteinas
expressas por um genoma em um dado momento. Enquanto o genoma proporciona somente

informacao estatica, o proteoma fornece uma visao geral da maquina da célula (MANSO et al.,

2005).

O principal objetivo da ciéncia do proteoma ¢ fazer uma analise abrangente e em alta
escala das proteinas, a protedmica. Com area de atuagdo ampla, a protedmica abrange
identificacdo e quantificacdo de proteinas nas células, tecidos, fluidos bioldgicos, andlises de
mudanga de expressao normal das proteinas verso a expressao em células doentes, caracterizagao
de modifica¢des pods-traducionais, estudo de interagdo entre proteinas, entre outras fungdes

(BERANOVA-GIORGIANNI, 2003).

Com cerca de trinta anos de existéncia, essa nova linha de pesquisa, a protedmica, s6 veio
ganhar forcas em meados da década de 1990 com o desenvolvimento de trés novas areas: a
eletroforese bidimensional (2D-PAGE); a espectrometria de massas para a analise de proteinas
separadas por 2D-PAGE com alta precisdo; e as grandes descobertas do genoma que foram
catalogadas e disponibilizadas em bancos de dados. Esses trés avancos foram o ponto de partida

da protedmica (MANSO et al., 2005).

Com a descoberta e codificacdo do genoma humano (conjunto de todos os genes) os
pesquisadores passaram a olhar com outros olhos o sequenciamento das proteinas que atuam no
organismo, ja que estas controlam as fungdes do organismo (ESCOBAR & MIRANDA, 2001).
Codificando essas proteinas, sera possivel a producdo de novos farmacos para controle ou ate

mesmo a cura de varias doencas humanas (KAZMI & KRULL, 2001).

O protedma de um ser nao € estatico, podem ocorrer mudancas com o desenvolvimento
do organismo ou com mudangas no seu ambiente. O proteoma ¢ mais complexo que o genoma,
ndo apenas devido ao numero de proteinas, mas, também, devido as inimeras possibilidades de
interacdes entre elas e a estrutura tridimensional que a mesma possui indo interferir
decisivamente no papel que ela realiza (KAZMI & KRULL, 2001; LANCAS, 2003). Por esses
motivos, hd grande interesse em estudar e entender esses processos, pois descobrindo a funcao
que cada proteina desenvolve dentro do organismo, as mudangas que elas podem sofrer ou as

interacdes que podem realizar na presenga de elementos quimicos esséncias ou ndo, como

36
Instituto de Biociéncias — Segao de P6s-Graduagao
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 6148 fax 14 3815 3744 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
AVAV#V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4(LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

elementos potencialmente toxicos, podem tragar metas para minimizar, evitar ou até mesmo a

cura de casos sem solugao ate entao.

1.5.3. Metaloproteomica

A metaloprotedmica ¢ um campo novo comparado a gendmica e protedmica. Sua area de
estudo gira em torno das espécies metalicas ou metaloides dentro de uma célula, tecido ou fluido
bioldgico, focada na exploragdo da funcdo dos metais associados as proteinas, concentracdes de
espécies metalicas individuais presentes e estrutura da biomolécula (LOBINSKI et al., 2006;

MOUNICOU et al., 2009; GOMEZ-ARIZ et al., 2004; SZPUNAR, 2005).

A descoberta das funcdes dos metais nos organismos tem proporcionado varios
beneficios para a ciéncia. Principalmente os estudos das interagdes dos metais com as proteinas
que vem cada vez mais tentando explicar as fungdes dos ions dentro do organismo, o papel
bioldgico deles quando ligados a proteinas, as ativacdes ou inativagdes de enzimas entre outros,
devido sua presenca ou ndo. Alguns elementos-tragos sdo conhecidos por serem essenciais como:
Fe, Cu, Co, Mo, Zn, ou benéficos como: V, Cr, Ni, Se, B, ou por apresentarem toxidade ao
organismo, como: Hg, Cd e Pb (LOBINSKI et al., 2006).

A metalomica ¢ um campo da pesquisa que se define pela interacdo do genoma,
proteoma e distribuicdo dos metais e metaloides existentes entre as diferentes espécies e
compartimentos celulares. Essa distribuicdo refere-se a totalidade de espécies metalicas
individuais em uma célula, englobando os elementos inorganicos (livres e complexados) e o
conjunto de seus complexos com biomoléculas, especialmente com proteinas, que € o

metaloproteoma (SZPUNAR, 2008).

O estudo da metalémica nos organismos vivos podera fornecer informagdes valiosas
sobre como um ion metélico esta distribuido e coordenado as proteinas; sua essencialidade e/ou
toxicidade; como também, a concentracao individual da espécie metalica; contribuindo assim no
melhor entendimento dos aspectos fisioldgicos e funcionais dessas biomoléculas (HARAGUCHI,

2004; GARCIA et al., 2006).

As técnicas mais empregadas na metaldmica na etapa de fracionamento/purificagdo das
biomoléculas sdo: a eletroforese em gel de poliacrilamida em uma ou duas dimensdes (PAGE,
2D-PAGE) e a cromatografia liquida (LC) multidimensionais; e na etapa de determinagao
quantitativa/qualitativa sdo utilizadas técnicas de sensibilidade compativel como a fluorescéncia
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de raios-X com radiagdo sincrotron (SR-XRF), a espectrometria de absor¢ao atdmica em chama
ou em forno de grafite (FAAS/GFAAS) e a espectrometria de massas com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP MS). Para caracterizar as biomoléculas (metaloproteinas e/ou
proteinas metal ligante) as técnicas mais utilizadas sdo a espectrometria de massas por tempo de
voo acoplada a ionizagdo dessortiva de matriz assistida por laser (MALDI-TOF MS)
(HARAGUCHI, 2004; GARCIA et al., 2006; MOUNICOU et al., 2009; RICHARDSON 1998) ¢ a
espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS) (LIMA et al., 2010; NEVES
etal., 2012).

1.5.4. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Aproximadamente 60 anos o mundo cientifico ficou conhecendo a molécula de DNA
com sua sequencia de peptideos, mas isso ndo era o suficiente para resolver todos os
questionamentos da ciéncia. Foi apenas o inicio de uma das varias linhas de pesquisa que veio a
surgir mais tarde. Com os estudos, surgiu a necessidade de conhecer a fungdo dessa molécula, o
que era produzido por ela, e qual seria o papel desses compostos dentro do organismo dos seres
vivos. Para que esses estudos fossem realizados, foram desenvolvidas técnicas especiais para
separacao e identificagdo desses compostos (proteinas). Entre essas descobertas se destaca a
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) por apresentar 6tima separacao
das proteinas, possibilitando analise com seguranca e precisdo dos spots revelados, além de
permitir a resolucdo simultdnea de centenas de proteinas. Isso s6 ¢ possivel pelo fato desse
processo ser baseado em duas etapas diferentes: primeira e segunda dimensao, levando em
consideragdo caracteristicas independentes das proteinas — ponto isoelétrico e massa molar —
para se obter uma separacdo eficiente (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003; O’ DONNELLA et
al., 2004).

A primeira dimensdo consiste na focalizacdo isoelétrica (IEF) onde as proteinas sdo
separadas de acordo com seu ponto isoelétrico em fitas com gel impregnado e gradiente de pH.
O gradiente de pH, o tamanho e largura das fitas podem variar. A faixa ampla de pH proporciona
uma visdo geral das proteinas, entretanto, para obteng¢do de areas mais especificas ou de maior
interesse sdo empregadas faixas de pH que melhor reproduz essas proteinas, (3-10, 4-7 ou 6-11)
(BERANOVA-GIORGIANNI, 2003; ONG & PANDLEY, 2001).

Na segunda dimensdo (2D-PAGE), as proteinas sdo separadas com base na sua massa

molar em um gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio. Cada proteina migra até
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determinado ponto do gel com a aplicagdo de uma corrente elétrica. Depois de corado, esses
pontos (Spots) podem ser visualizados no gel. Cada spot desses corresponde uma ou mais
proteinas com massa molar e pontos isoelétricos diferentes (LABORATORIO DE
PROTEOMICA — UNIFESP, 2012; GORG et al., 2004). Entretanto, para a etapa de 2D-PAGE
ter melhor qualidade é necessario alguns tratamentos das proteinas da amostra antes da corrida
como: desnaturacdo, desagregacdo, reducdo e solubilizacdo para promover a ruptura das
interacdes moleculares e garantir que cada spot represente um polipeptidio individual (POZZI,
2013). O procedimento correto vai depender de cada amostra, ja& foram publicados vérios
protocolos de eletroforese bidimensional, entretanto, ndo se pode aplica-los universalmente. A
cada amostra diferente, devemos ajusta-los para melhores separagdes dos Spots proteicos nos
géis. Essa técnica ainda ¢ a mais popularmente usada na separacdo de proteinas por apresentar

boa resolucao ¢ ser de mais facil acesso.

1.5.5. Espectrometria de massas

Ferramenta analitica indispensavel nas ciéncias farmacéuticas, medicina, quimica,
bioquimica, protedmica e etc., a espectrometria de massas tem um longo historico desde a sua
criagdo até os dias de hoje. Os principios de sua inven¢do comegaram por volta de 1910 quando
J. J. Thomson separou os atomos e moléculas de um gas, de acordo com suas massas. Em 1919,
Francis William Aston aperfei¢oou o aparelho de Thomson e produziu um novo tipo de aparelho
de raios positivos. Esse tinha maior resolucao, separava melhor os ions de diferentes massas,
cada uma, correspondendo a um numero definido de ions, com mesma razao carga/massa, € por
mostrar um espectro de linhas foi chamado de espectrégrafo de massas. Esse aparelho
destinava-se a determinacdes de massas atomicas. Nessa mesma época, Dempster criou um
aparelho mais simples para medir isdtopos que foi chamado de espectrometro de massas (Mass
Spectrometer-MS).

A espectrometria de massas baseia se na separacdo de ions, positivos ou negativos,
produzidos a partir de atomos ou moléculas, simples ou complexas, de acordo com a razdo
massa/carga (m/z). Essa técnica (Mass Spectrometry) ¢ uma poderosa ferramenta que foi usada,
inicialmente na determinacdo de massas atomicas e, atualmente vem sendo empregada para
determinar estrutura de compostos organicos, andlise de misturas organicas complexas, analise
elementar e determinacdo da composicao isotdpica dos elementos. Entretanto, a espectrometria de
massas s6 comegou a ser aplicada em determinagdes de massas moleculares de proteinas na década

39
Instituto de Biociéncias — Segao de P6s-Graduagao

Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 6148 fax 14 3815 3744 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp W' 4LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

de 1980 com o desenvolvimento de equipamentos cada vez mais especializados, tornando-se uma
ferramenta revolucionaria na quimica de proteinas moderna (UNIPROTE-MS, 2013).

As proteinas fracionadas por 2D-PAGE podem ser identificadas com base em
caracteristicas unicas que sao medidas por um espectrometro de massas. A elucidacdo da
estrutura de substancias desconhecidas, a analise de analitos forenses e ambientais, o controle de
qualidade de remédios, alimentos e polimeros: todos dependem fortemente da espectrometria de
massas (GROSS, 2011).

Um espectrometro de massas ¢ formado por trés sistemas basicos: uma fonte de

ionizagdo, um analisador de massas e um sistema de deteccao (Figura 3).

Figura 3: Diagrama de funcionamento e de componentes de um espectrometro de massas. Fonte:

APPLIED BIOSYSTEMS, 2005.
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Na fonte de ionizagdo, as amostras sdo ionizadas antes da analise. Existem técnicas que
sd0 muito energéticas e outras que sdo mais brandas. Entre essas mais brandas estdo a lonizagao
e Dessor¢do a Laser Assistida por Matriz (MALDI) e lonizacdo por Electrospray (ESI),
possibilitaram a expansdo da espectrometria de massas para os campos de biologia e ciéncias
biomédicas, e atualmente sdo os métodos mais empregados (HOFFMAN & STROOBANT,
2007; GROSS, 2011). O termo “ionizagdo branda” significa que os ions formados possuem
baixa energia interna, o que permite a observacao de espécies idnicas moleculares com pouca ou
nenhuma fragmentagao.

A MALDI-TOF MS (espectrometria de massas por tempo de voo acoplada a ionizagdo

dessortiva de matriz assistida por laser) ¢ empregada na obtencdo da “impressdo digital”
40
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(fingerprint) de peptideos e proteinas. Ja a ESI-MS MS (espectrometria de massas com ionizagdo
por electrospray), geralmente hifenada a separacdo por HPLC, ¢ utilizada na elucidacdo da
sequéncia peptidica e identificacdo da proteina correspondente (NEWMAN, 2001). ESI ¢ uma
técnica relativamente simples e branda que realiza a transferéncia de ions da solugdo para a fase
gasosa. Esta técnica ¢ eficaz na analise de moléculas grandes ndo volateis e que podem adquirir
cargas (proteinas e acidos nucleicos). A producdo de ions requer, essencialmente, dois passos:
dispersdo de gotas altamente carregadas, quase a pressao atmosférica, seguida por condi¢des que
permitam a evaporacdo da gota. As pequenas gotas sdo geradas por um spray eletrolitico e os
ions sdo liberados. Para que esse processo ocorra ¢ necessaria uma alta tensao (1,0 a 7,0 kV) em
contato com a solucdo eletrolitica. Essa solugdo ¢ composta de um solvente volatil contendo o
analito idnico em concentracdes baixas, aproximadamente 10°® a 10 mol/L. A transferéncia de
ions da fase condensada até a fase gasosa comeca a pressdo atmosférica e gradualmente
prossegue para o alto vacuo do analisador de massas (GROSS, 2011). Como esta técnica ioniza
moléculas diretamente da solugdo, ¢ facilmente acoplavel a técnicas de cromatografia liquida
como HPLC, UHPLC e eletroforese capilar (KLITZKE, 2012; GUERRERA & KLEINER,
2005; POZZI, 2013).

Figura 4. Ilustragdo do processo de formagdo de ions numa fonte de electrospray. Fonte:

GROSS, 2011.
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1.5.6. Espectrometria de absorciao atomica

Espectrometria de absorc¢ao atdmica, também chamada de espectrofotometria de absor¢ao
atdmica ¢ uma técnica analitica usada para quantificar/qualificar metais presentes em uma
solugdo (embora possa ser utilizado amostras solidas), na qual 4&tomos gasosos livres absorvem
radiacdo eletromagnética em um comprimento de onda especifico, produzindo um sinal
correspondente e proporcional a concentragdo dos atomos livres presentes no caminho Optico
(IVANOVA, 2005). Os atomos sdo excitados por uma fonte de energia e seus elétrons sofrem
um salto quantico, essa energia ¢ liberada para o meio e o elétron volta a seu estado fundamental
novamente. Essa energia liberada ¢ captada pelo aparelho para leitura. A fonte de chama pode
ser formada por uma mistura de ar comprimido e acetileno ou 6xido nitroso (espectrometria de

absorc¢ao atomica de chama) (figura 5).

Figura 5: Esquema de funcionamento de espectrometria de absor¢do atdmica de chama. Fonte:

Adaptado de APPLIED BIOSYSTEMS, 2005.
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O instrumento de espectrometria de absor¢do atdmica consiste de cinco componentes
basicos:
1 - A fonte de luz, que emite o espectro do elemento de interesse,
2 - A “célula de absor¢ao”, na qual os atomos da amostra sdo produzidos,
3 - O monocromador, para a dispersao da luz e selecdo do comprimento de onda a ser utilizado,
4 - O detector, que mede a intensidade de luz, transforma este sinal luminoso em um sinal

elétrico e o amplifica.
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5 - Um display (ou registrador) que registra ¢ mostra a leitura depois do sinal ser processado.
(MARSHAL, 1997; SKOOG & NIEMAN, 1998).

Existem basicamente quatro tipos de absor¢ao atomica:
1 - Espectrometria de absor¢ao atomica por chama (FAAS). A amostra em solucdo ¢ aspirada,
misturada com um fluxo de ar comprimido e acetileno ou 6xido nitroso, nebulizada por um
nebulizador, levada a chama, atomizada e medida a intensidade da radiacao emitida pelos d&tomos
excitados gerando resultados (MARSHAL, 1997; SKOOG & NIEMAN, 1998).
2 - Espectrometria de absor¢do atomica por geracdo de hidretos: Os ions metalicos e/ou
metaldides sdo convertidos ao hidreto metalico correspondente mediante, geralmente, reacao
com borohidreto. Este método ¢ mais utilizado para determinar elementos de dificil
determinagdo por chama como: arsénio, antimonio e selénio, devido, a dificuldade de reducao
dos hidretos destes elementos ao estado atdmico gasoso (MARSHAL, 1997; SKOOG &
NIEMAN, 1998).
3 - Espectrometria de absor¢do atdmica por vaporizagdo a frio (CVAAS). Os ions do metal sdo
primeiramente reduzidos a forma elementar e arrastado por um gas até o caminho 6tico, onde os
atomos sofrem interacdo com a radiacdo. Devido a volatilidade apresentada pelo merctrio
elementar, ndo necessita da utilizagdo de chama, dai a denominacdo ‘“vapor frio”. Este
procedimento € utilizado na determinacdo de mercario (TAKASE et al. 2002; WINE et al.,
1997).

4 - Espectrometria de absorc¢ao atomica por forno de grafite (GFAAS): Nesta técnica as amostras
sao depositadas num pequeno tubo de grafite, que ¢ aquecido para atomizar e vaporizar o analito.
Os atomos livres absorvem a luz em comprimento de onda especifico (dependendo do metal

desejado) e as leituras sao feitas (MARSHAL, 1997).

Com todo esse avango de tecnologias voltadas para analises tanto de proteinas quanto de
metais potencialmente toxicos, foi possivel a realizacdo das analises desejadas e comprimento

com seguranga ¢ exatidao das propostas langadas para esse projeto de mestrado.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Identificacdo de possiveis metaloproteinas/e ou metal binding biomarcadoras de toxicidade
do merctrio, aplicaveis a vigilancia ambiental e saide humana nas areas de influéncia direta e
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indireta do AHE JIRAU - Bacia do rio Madeira, de forma a contribuir com a estimativa da

magnitude de exposicao total ou parcial ao mercurio.

2.2. Objetivos especificos

- Desenvolver e validar métodos analiticos visando o fracionamento/separagao de proteinas por

eletroforese 2D-PAGE de amostras de tecido hepatico de peixes coletados na area do AHE JIRAU

— Bacia do rio Madeira;

- Analizar as imagens obtidas nos géis de poliacrilamida utilizando programa especifico para

estimar as massas molares e os pls dos Spots proteicos fracionados;

- Otimizar procedimentos de extracdo de mercurio dos Spots para quantificacdo por GFAAS;

- Caracterizar as proteinas presentes nos Spots onde foram detectados/quantificados presenca de

mercurio por ESI MS.

3. PARTE EXPERIMENTAL

V V.V V V V VYV V

YV V V V V

3.1. Equipamentos utilizados durante os experimentos

Agitador por efeito Vortex, marca Vivax, modelo AC-110V (Korea);

Agitador magnético Corning, modelo PC-420 (USA)

Balanga analitica marca GEHAKA, modelo, BG - 400 (SP, Basil);

Balanca analitica marca Toledo, modelo, AG245 (Switzerland);

Banho Maria, UNIQUE, modelo USC-18000A (SP, Brasil);

Caixa para hidratagdo de tiras de eletroforese IPGBOX GE (Saint Maurice, Franga);

Cuba para eletroforese do tipo 2D-PAGE, marca GE (Uppsala, Suécia);

Espectrofotometro UV/Visivel, marca ThermoSpectronic, modelo Genesys 6 (Rochester,

EUA);

Espectrometro de absor¢ao atdmica SHIMADZU AA 6800;

Forno de microondas Speedwave, modelo SW-4, série n. 000435 (Germany)

Mesa Agitadora, Tecnal, modelo TE-140 (SP, Brasil);

Scanner para gel ImageScanner III GE (Suécia).

Sistema de purificagdio PURELAB Ultra, marca ELGA LabWater (Saint Maurice,

Franca);

Sistema para SDS-PAGE, marca Amersham Biosciences, modelo SE 600 Ruby (Uppsala,
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Suécia);

Sistema para focalizacdo isoelétrica, marca GE Healthcare, modelo Ettan IPGphor 3
(Uppsala, Suécia);

Ultracentrifuga refrigerada, Hettich, modelo Universal 320R (Germany);

Vidrarias convencionalmente utilizada em um laboratério de Quimica Analitica e
Eletroforese.

Pipetas Gilson (Franca).

3.2. Reagentes e solugodes

Acido Acético Glacial, C;H40,, MM = 60,05 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido Cloridrico, HCI, MM = 36,46 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido Etilenodiaminotetracético dipotassico (K;EDTA), CoH40sN>K»,H,0, MM =
404, 46 g/mol (Merck, Brasil);
Acido Fosférico 85%, H;PO4, MM = 98,00 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);
Acido Nitrico, HNO;, MM = 63,01 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);
Acrilamida, C;HsNO, MM = 71,08 g/mol (GE Healthcare, Life Sciences, Germany);
Agarose grau Biologia Molecular (BioAgency, Sao Paulo, Brasil);
Albumina de Soro Bovino (Merck, Darmstadt, Alemanha);
AmBic 100 mM (1 L):_7,906 g de bicarbonato de amdnio (AmBic), 1 L de 4gua ultrapura
AmBic 50 mM (500 mL): Preparar a partir do AmBic 100 MM, 250 mL de AmBic 100
MM, 250 mL de agua ultrapura;
AmBic 25 MM (250 mL): Preparado a partir do AmBic 100 MM, 62,50 mL de AmBic
100 MM, completar para 250 mL com &gua ultrapura;
Anfolitos, pH de 3 a 10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);
Azul de Bromofenol, C19HyBrsNaOsS, MM = 691,94 g/mol (BioAgency, Sao Paulo,
Brasil);
Coomassie blue G-250, C47Hs50N3NaO,S,, MM = 854,03 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg,
(EUA);
Ditiotreitol (DTT), C4H00,S,, MM = 154,24 g/mol (Amersham Biosciences, Uppsala,
(Suécia);
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), Ci,H,50SO3sNa, MM = 288,38 g/mol (GE Healthcare
Life Sciences, Belgica);
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Eluente A (50 mL): 25 mL de ACN, 5 mL de 4cido férmico 10%, 20 mL de 4gua
ultrapura;

Eluente B (50 mL): 30 mL de metanol (grau HPLC), 5 mL de 4cido féormico 10%, 20 mL
de 4gua ultrapura;

Etanol, C;H¢O, MM = 46,07 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

Fitas para focalizagdo isoelétrica com anfolitos imobilizadosdepH3 a1l0e6a 11,

(GE Healthcare Life Sciences, Belgica);

Glicerol 87%, CsHgO3, MM = 92,09 g/mol (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);
Iodoacetamida, C,H4INO, MM = 184,96 g/mol (GE Healthcare Life Sciences, Belgica);
Metanol, CH40, MM = 32,04 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

N, N’-metilenobisacrilamida, C;H;(N,O,, MM = 154,17 g/mol (GE Healthcare Life
Sciences, Belgica);

N, N’, N, N’-tetrametilenodiamina (TEMED), CsH;¢N,, MM = 116,20 g/mol (GE
Healthcare Life Sciences, Wathin EU);

Oleo Mineral (GE Healthcare Life Sciences, Germany);

Padrao Proteico de Massa Molar (GE Healthcare Life Sciences, UK);

Peroxido de Hidrogénio 30%, H,O, PA (Merck, Germany);

Persulfato de Amonio, N,HgS,05, MM = 228,20 g/mol (GE Healthcare Life Sciences,
Belgica, Sweden);

Solugao Bloqueadora (50 mL): 25 mL de ACN 100%, 25 mL de 4cido férmico 10%;
Solugdo de Alquilag@o (10 mL): Preparar na hora, 101,75 mg de iodocetamida, 10 mL de
AmBic 50 MM;

Solugao Descorante (1 L): 500 mL de ACN 100%, 250 mL de dgua ultrapura, 250 mL de
AmBic 100 MM;

Solugdo de Redugdo (10 mL): Preparar na hora, 30,88 mg de DTT, 10 mL de AmBic 50
MM;
Sulfato de Amonio, HgN,O4S, MM = 132,14 g/mol (J.T. BACKER, USA ); 3-[3-
colamidopropil-dimetilamonio]-1-propano sulfonato (CHAPS), CsHssN.O7S, MM =
614,88 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Tioureia, CH4N,S, MM = 76,12 g/mol (GE Healthcare Life Sciences, Belgica );
Tris-hidroximetil amino metano, C4H;;03N, MM = 121,14 g/mol (GE Healthcare Life
Sciences, Belgica, Suécia);

Ureia, CH4N,O, MM = 60,06 g/mol (GE Healthcare Life Sciences, Wathin EU).
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3.3. Trabalho de campo

Todo o processo metodologico envolvendo os trabalhos de campo, ou seja,
estabelecimento das estagdes de amostragens e as espécies de peixes coletadas foram conduzidos
em parceria com pesquisadores que desenvolvem o Programa de Monitoramento do
Comportamento de Hg na area do Aproveitamento Hidrelétrico de Jirau (programa financiado

pela Agéncia Nacional de Energia Elétrica — ANEEL).

3.4. Espécies de peixes em estudo

As trés espécies selecionadas para o desenvolvimento das analises deste mestrado sdo:

tucunaré (Cichla ssp), filhote (Brachyplathystoma filamentosum) e jaraqui (Semaprochilodus
sp.).

Tucunaré (Cichla ssp). Fonte: www.cpt.com.br

Ordem: Perciformes; Familia: Cichlidae

Sao peixes 0sseos de pequeno porte, geralmente alcangam 50 cm em média e apresentam
uma mancha escura na nadadeira caudal. Seu habitat natural € a bacia amazonica, porém ele foi
introduzido nas represas do sudeste, trazendo alguns problemas, como o desaparecimento de
algumas espécies que passaram a ser capturadas pelos tucunarés. Sdo peixes diurnos de topo de
cadeia que se alimentam de outros peixes, crustaceos, insetos, aranhas e etc. Os tucunarés
perseguem sua presa até conseguir capturd-las. Quando pequenos, os tucunarés nadam em
cardumes de 200 individuos ou mais, apresentam trés manchas ao longo do corpo que vao se
tornando em listras com o crescimento do peixe. Na fase adulta, preferem nadar em casais ou até

solitarios.
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Filhote (Brachyplathystoma filamentosum). Fonte: www.pescaevolution.com

Ordem: Siluriformes Familia: Pimelodidae

O piraiba ou filhote, como ¢ conhecido pala populagio amazonense, o
Brachyplathystoma filamentosum é um peixe de agua doce da regido amazonica do Brasil. Seu
habitat sdo as bacias do Araguaia e do amazonas. Pode atingir até¢ 2,50 m de comprimento e 300
kg de peso corporal. Tem grande importancia comercial, possuindo carne muito apreciada na
culinaria brasileira, principalmente na regido de origem. E considerado o maior peixe de agua
doce brasileiro depois do pirarucu, sendo da familia dos grandes bagres. Habita o fundo dos
canais dos rios. E um peixe carnivoro e voraz se alimentando de peixes inteiros, como peixes de
couro, pacu, traira, matrinxa, cascudo, cachorra, piranha e etc. Apresenta o dorso cinza oliva ou
mais claro e ventre com coloragdo proxima ao branco, com seis barbilhdes sensitivos na regido

anterior da cabeca.

Jaraqui (Semaprochilodus sp.). Fonte www.rondonoticias.com.br

Ordem: Characiformes; Familia: Prochilodontidae.

Sao peixes de médio porte, atingindo tamanho maximo de 24-30 cm. Nas nadadeiras
caudal e anal apresentam faixas transversais de coloracao amarela e preta, alternadamente. Como
caracteristica principal da familia Prochilodontidae, sdo peixes de habito bentopelagico e
apresentam grandes labios moéveis, com vdrias fileiras de dentes falciformes, que permitem
“raspar” a matéria organica de varias superficies. Portanto, grande parte da sua dieta ¢

detritivora; alimentando-se de detritos, microorganismos associados ao sedimento e algas. Os
48

Instituto de Biociéncias — Segao de P6s-Graduagao
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 6148 fax 14 3815 3744 posgraduacao@ibb.unesp.br


http://www.pescaevolution.com/2010/02/piraiba-descricao-tecnica.html
http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_amaz%C3%B4nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://www.rondonoticias.com.br/lerColuna.php?id=908

AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4(LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

cardumes vivem se deslocando pelo canal para desovar ou a procura de novas areas para
alimentagdo e dispersdao. Na regido amazonica, a precos populares, a espécie ¢ facilmente

encontrada em todas as feiras, mercados e restaurantes.

3.5. Coletas e preparo das amostras

As coletas de amostras de figado dos peixes jaraqui (Semaprochilodus spp), filhote
(Brachyplathystoma filamentosus) e tucunaré (Cichla spp.) foram feitas considerando a
sazonalidade regional (cheia, enchente, vazante e seca), na regido da Usina Hidrelétrica de Jirau,

rio Madeira, Rondonia/Brasil (Figura 6).

Os peixes foram anestesiados com solugdo de benzocaina (100 mg L") e em seguida
eutanasiados para a retirada do figado, sendo esses congelados em nitrogénio liquido (N,) na
Base de Operagdes do Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico, localizada na area do
Canteiro de Obras do AHE Jirau. Em seguida foram transportados em caixas de isopor para o
laboratorio de estudos metalomicos (Laboratério de Bioanalitica e Eletroforese) do Instituto de
Biociéncias — Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP/Botucatu-SP, onde foram
macerados manualmente com N, e armazenados em tubos falcon®™ a -20°C até a realizacdo das

analises.

As amostras de tecido hepatico dos peixes foram descongeladas, maceradas durante 10
min. com o auxilio de almofariz e pistilo na propor¢dao de 1 g de amostras para 1 mL de H,O
ultrapura, seguido por 20 minutos de centrifugacdo a 10000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido e repetido o processo de centrifugagdo novamente a fim de desprezar a massa de
células do tecido hepatico e obter um extrato proteico mais limpo, deste, recolhido 1 mL e
transferido para um frasco eppendorf® e adicionado 1 mL de solugdo gelada etanol/cloroférmio
(1/1) e levado a centrifuga a 4°C por mais 15 minutos a fim de separar as proteinas de menor
massa molar. Novamente foi recolhido 1 mL do centrifugado e transferido para um novo
eppendorf®, adicionou-se a esse, 400uL de solugdo gelada etanol/acido cloridrico (proporcdo
2,5:1), deixado de repouso na geladeira por uma hora e repetido o processo de centrifugacao
como citado anteriormente. Nesta etapa, o sobrenadante foi descartado e obtido o pellet de
proteinas de menor massa molar usado para quantificacdo de proteinas e corridas 2D-PAGE

como descrito a seguir.
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Figura 6. Pontos de coleta na Bacia do rio Madeira. Fonte: BASTOS W. R et al., 2009.
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3.6. Quantificacdo das proteinas

A concentragdo de proteinas totais das amostras de figado de peixes foi determinada pelo
método do Biureto usando albumina de soro bovino como padrdo. A curva analitica foi
construida com concentragdes de 10 a 100 g/L a partir de uma solugao estoque de albumina (100
g/L).

Um total de 50 uLL de amostra/padrao e 2,5 mL do reativo de Biureto foram misturados e
levados a banho-maria a 32°C por 15 min. Apds 5 minutos em temperatura ambiente, as leituras

foram feitas em espectrofotdmetro a 545nm.

3.7. Separacio das proteinas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

O pellet de massa molar inferior a 50 kDa obtido ateriormente, foi diluido em uma
solucdo de solubilizacio contendo uréia 7 mol L'; tiouréia 2 mol L'; CHAPS (3-[(3-
colaminopropil)-dimetilamoénio]-1-propano sulfonato) a 2% (m/v); anfolitos 0,5% (v/v) em pH
variando de 3 a 10; azul de bromofenol 0,002% (m/v). A dilui¢do do pellet foi feita de tal forma
que a concentracdo de proteinas totais resultante fosse a mesma para todas as amostras: 1,5
pg/uL. Um volume de 250uL dessa solucdo foi adicionado as fitas de 13 cm contendo gel de
poliacrilamida e com gradiente de pH de 3 a 10 para que estas fossem reidratadas com solugdo
contendo a propria amostra.

As fitas foram reidratadas por 12h em caixa IPGBOX a temperatura ambiente, em

seguida, levadas para o sistema de focalizagao isoelétrica (IEF) Ettan™ IPGphor™ 3. As corridas
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IEF das fitas (gradiente de pH de 3 a 10) foram realizadas seguindo-se as programacdes descritas

na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Programagao utilizada na IEF para fitas com gradiente de pH 3-10

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

Terminada a corrida de IEF, as fitas foram equilibradas em duas etapas. Na primeira
etapa, utilizou-se 10 mL de solugdo contendo uréia 6 mol L™, SDS 2% (m/v), glicerol 30% (v/v),
Tris-HC1 50 mmol L™ (pH 8,8), azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 2% (m/v), para manter
as proteinas em suas formas reduzidas. Na segunda etapa, utilizou-se uma solucdo de
composicdo similar, entretanto, o DTT foi substituido por iodoacetamida 2,5% (m/v), para obter-
se a alquilagdo dos grupos tiois das proteinas e com isso prevenir uma possivel reoxidagdao
(GORG et al., 2000; SILVA JUNIOR, 2001; BERKELMAN & STENSTEDT, 1998).

Na segunda etapa do processo eletroforético (2D-PAGE), as fitas foram aplicadas em gel
de poliacrilamida a 15% (m/v), previamente preparado em placa de 180 x 160 x 1,5mm.
Aplicou-se os padrdes de massa molar - B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa),
ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-
lactoalbumina (14,4 kDa) - ao lado das fitas e ambos foram selados com solucdo de agarose
0,5% (m/v). A programagao da corrida, feita na cuba SE 600 Ruby (GE Healthcare Bioscience
AB), esta descrita na tabela a seguir (Tabela 2).

Tabela 2: Programacdo da 2D-PAGE

Etapa Corrente Vv Tempo
1 300 100 30 minutos
2 300 250 3 horas

Apés a corrida, as proteinas foram fixadas no gel, durante 1h, empregando-se uma
solugdo contendo 4cido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v). As proteinas foram reveladas

empregando-se o corante Coomassie coloidal, que ficou em contato com o gel durante 72 horas.
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O corante foi retirado e os géis lavados com agua ultrapura até a retirada completa do corante,

sendo revelados os Spots proteicos.

3.8. Tratamento das imagens

Os géis, apos remogdo do corante, foram escaneados e as imagens analisadas pelo
programa ImageMaster Platinum, versao 7.0. As imagens passaram por um processo de edi¢ao
automatica e manual para a retirada de falsos spots, onde pode se obter dados como o nimero de
spots por gel, pl, massa molar dos spots, volume dos spots e massa de proteina.

Os parametros escolhidos para a obten¢do das imagens dos géis foram: resolugdo 300
dpi, zoom 100% e depth (regula o nivel de cinza do pixel) 12 ou 16 bits por pixel; os quais foram
selecionados a partir das recomendagdes do fabricante. As imagens capturadas foram gravadas
no formato tif e mel, em seguida, importadas para tratamento das mesmas no programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE HEALHCARE, 2007).

O tratamento das imagens foi sempre realizado para dois géis por amostra obtidos de um

mesmo processo de separagdo eletroforéticas, totalizando oito géis por tratamento.

Iniciou-se pelo ajuste de contraste da imagem do gel de forma a melhorar a visualiza¢do
pelo analista. Depois, realizou-se a selecdo de uma pequena regido do gel, a qual continha spots
de expressao intermediaria. Os pardmetros para a detec¢do: Smooth (fixa o nimero de vezes que
o programa homogeneiza a regiao selecionada antes de seguir a detecgdo) — 3; saliency (medida
que baseia-se na curvatura do spot, filtra spots reais) — 30; e min area (elimina regides menores
que as indicadas) — 5. Em seguida, estenderam-se estes parametros para todo o gel por meio de

uma ferramenta do programa para a detec¢ao automatica.

A correlacdo obtida entre os géis foi feita pela equivaléncia entre os spots dos dois géis
(matching), onde os spots foram comparados quanto a sua distribuicdo, volume, intensidade

relativa, ponto isoelétrico (pls) e massa molar (MM).

3.9. Determinac¢ao de mercurio total

A determinacao de mercurio total nas amostras de tecido hepatico dos peixes (pool de
amostras), nos extratos proteicos, nos pellets e nos spots proteicos foi feita por espectrometria de
absorc¢do atomica em forno de grafite (GFAAS) conforme procedimento ja publicado e descrito a

seguir (MORAES et al., 2013).

As amostras de tecido hepatico, extratos, pellets e spots proteicos foram mineralizadas da
seguinte forma: cerca de 50 mg (pesadas em triplicata em balanga analitica com precisao de
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centésimo de miligrama) de amostra de tecido hepatico, e/ou 6 Spots proteicos (obtidos das
duplicatas de trés corridas — em cada corrida obteve-se 2 géis), e/ou a massa total dos pellets
proteicos de cada uma das duas etapas da precipitagdo fracionada (~100 mg; obtidos pela
diferenca da massa inicial do microtubo e a massa final, depois da precipitacao das proteinas)
foram transferidos para frascos de digestdo de 5 mL. Para cada frasco de digestdo foram
transferidas aliquotas de 1,00 mL de acido sulfurico concentrado e 0,25 mL de perdxido de
hidrogénio 30% (m/m). O conjunto de frascos foi colocado em banho de ultrassom da UNIQUE
a temperatura de 40°C e 135 Watts de poténcia, até completa mineralizagdo das amostras (extrato
transparente). Em seguida, os extratos acidos obtidos foram transferidos para baldes
volumétricos de 5 mL completando-se os volumes com agua ultrapura (18,2 MQ cm™). Para
validagdo do método de mineralizagdo foi utilizado padrao certificado Fish Protein DORM 4 —
NRC contendo 410455 pg kg™ de mercurio total (MORAES et al., 2013).

Para a determinacdo de merctrio foi utilizado espectrometro de absor¢do atdémica
SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor de absor¢do de fundo com lampada de
deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma integrada e
amostrador automatico ASC-6100. Foi utilizada lampada de catodo oco de mercurio
SHIMADZU, operada com corrente minima de 12 mA e corrente maxima de 400 mA (corrente
utilizada na correcao de fundo — BG). O comprimento de onda utilizado foi de 253,7 nm e
resolucao espectral de 0,5 nm. Argdnio foi utilizado como gés inerte, mantendo-se um fluxo
constante de 1 L min™ durante todo o programa de aquecimento, exceto na etapa de atomizagio,
na qual o fluxo de gés foi interrompido. Os sinais de absorbancia foram medidos em area de pico

por mostrar melhor repetibilidade dos resultados.

As paredes interiores do tubo de grafite com plataforma integrada utilizado nas analises de
mercurio foram recobertos com tungsténio. No processo de recobrimento do tubo, aliquotas de
25 puL de solugdo modificador tungstato de sodio 1000 mg L™ foram injetadas dentro do
atomizador, o qual foi em seguida submetida ao programa descrito por Silva et al. (2007) . fons
de tungsténio foram depositados sobre a plataforma do tubo de grafite com aquecimento até
500°C, formando uma camada de carbeto de tungsténio, que funciona como modificador

quimico. Apds este tratamento, a vida 1til do tubo foi de 483 queimas (MORAES et al., 2013).

3.9.1. Preparacio da curva analitica

A curva analitica foi preparada utilizando amostrador automatico com solu¢do padrao de

mercurio (Merck). Aliquotas de 2, 4, 8, 12 ¢ 16 uL de uma solucdo padrao de mercurio 2,50
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pg L ! foram combinadas com 4 pL de solugdo de nitrato de Cu (II) 100 mg L ™' e 4gua ultrapura
suficiente para um volume final de 20 pL de solugdo. As concentragdes das solugdes-padrao de
mercurio variou entre 0,25 ¢ 2,00 ug L ™' . Estas solu¢des foram, em seguida, injetadas no tubo
de grafite do espectrometro recoberto com carbeto de tungsténio usando a micropipeta do
amostrador automatico. As medidas de absorbancias foram feitas em triplicata, o programa de
aquecimento do tubo de grafite, otimizado para a analise de merctirio ¢ mostrado na Tabela 3

(MORAES et al., 2013).

3.9.2. Procedimentos analiticos

Apo6s a fase de preparagao das amostras (preparagao dos extratos acidos), aliquotas de
20 pL obtida pela mistura de 10 pL de extrato 4cido com 4 pL de solucdo de nitrato de Cu (II)
100 mg L ¢ 6 uL de agua ultrapura, foram injetados dentro do tubo de grafite revestido com
carbeto de tungsténio usando micropipeta do amostrador automatico. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata, utilizando o programa de aquecimento do tubo de grafite apresentado na
Tabela 3.
Tabela 3. Programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinacao de mercurio
em extratos acidos obtidos a partir de amostras mineralizadas de spots e/ou pellets proteicos

obtidos de gel de eletroforese 2D-PAGE de tecido hepatico de peixes.

Etapas Temp. (°C) Estéagios Fluxo de argonio
Rampa (s) Patamar (s) (L min ")
Secagem 90 5 0 1
Secagem 120 5 5 1
Pir6lise 250 5 5 1
Pirdlise 800 5 10 1
Atomizagao 1600 2 5 0
Limpeza 1800 5 0 1

3.9.3. Digestao triptica dos Spots proteicos para caracterizacio por ESI MS/MS

Os spots protéicos foram extraidos dos géis utilizando-se um bisturi, sendo cortados em

segmentos de aproximadamente 1 mm’. Os seguimentos foram transferidos para microtubos de
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2 mL contendo acido acético 1% e mantidos em geladeira até os passos subseqiientes, descritos a

seguir:
I. Remoc¢ao do corante

- Com uma pipeta de 200 pL, o &cido acético foi retirado e os segmentos dos Spots foram
lavados com a solucdo descorante adicionando um volume suficiente para cobrir o gel,

mantendo-se em repouso por 10 min.

- A solucdo descorante foi removida em seguida e o processo de lavagem repetido até a
retirada total do corante comassie blue e que o gel ficasse transparente. Apos as lavagens foi
adicionado acetonitrila, e apds agitacdo a mistura foi mantida em repouso por 10 min (decorrido

esse tempo o gel deve ficar branco).

- A acetonitrila foi removida e o procedimento descorante foi repetido por mais uma vez.
ApoOs remocao da acetonitrila o tubo permaneceu aberto por 30 min para que o residuo

remanescente desse solvente fosse evaporado a temperatura ambiente.

- Os fragmentos desidratados e sem coloracdo foram armazenados em freezer at€ o proximo

passo.
I1. Reducio e alquilacao

- Os fragmentos de gel foram reidratados em aproximadamente 200 pL de solucdo de

redugdo e incubados a 56°C por 40 min.

- Com auxilio de uma pipeta, a solucdo de reducao foi removida e adicionou-se
aproximadamente 200 pL de solugdo de alquilagdo. Em seguida, a mistura foi incubada na

auséncia de luz por 30 min a temperatura ambiente.

- A solucdo de alquilagdo foi removida e os fragmentos lavados com bicarbonato de amonio

25 mmol L' por 3 min.

- Apos esse tempo a solucao de bicarbonato de amonio foi removida e os fragmentos foram
desidratados duas vezes com acetonitrila por 10 min. A acetonitrila foi descartada e o residuo

remanescente nos fragmentos foi evaporado a temperatura ambiente.

- Os fragmentos desidratados foram armazenados em freezer até o préximo passo.
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I1I. Digestao triptica das proteinas

- Foi preparado banho-maria a 37°C aproximadamente duas horas antes de se iniciar a

digestdo para que a temperatura ficasse estavel.

- Foram preparados microtubos de 1,5 mL com a marcagdo das amostras que seriam

digeridas para utilizag¢@o no dia posterior.

- Foi preparada a solucdo de tripsina para a digestdo das proteinas a partir da aliquota de
10 pL de tripsina com 90 pL de solugdo 25 mmol L™ de bicarbonato de aménio gelada, deste

modo, obteve-se a concentragdo final da enzima em solugéo de 10 ng uL™.

- Transferiu-se para os microtubos de 2 mL que continham os fragmentos de géis

desidratados, 15 pL de solugdo digestora contendo 150 ng de tripsina.

- Apdés 15 min. foi adicionado ao microtubo solugdo de bicarbonato de amonio a

25 mmol L' até completa cobertura dos fragmentos de gel.

- Os fragmentos foram entdo incubados a 37°C em banho-maria por 14 h.
IV. Eluicao dos peptideos
- Os tubos com as amostras foram retirados do banho-maria e centrifugados (foi dado
somente um Spin) para que as gotas retidas na tampa descessem;

- Adicionou-se em seguida 15 pL de solugdo bloqueadora;

- Logo em seguida, foi adicionado aproximadamente 100 uLL de Eluente A e transferiu-se a
mistura para banho ultrassom por 15 min. a 40°C. Apds esse tempo, retiraram-se os tubos do
ultrassom, foi dado um spin em centrifuga e com uma pipeta acoplada a uma ponteira de

microcapilaridade transferiram-se os sobrenadantes para os microtubos de 1,5 mL preparados no

dia anterior. As ponteiras utilizadas foram deixadas dentro dos microtubos para utiliza-las nos

passos posteriores;

- Este procedimento foi repetido mais uma vez e em seguida os sobrenadantes foram

transferidos para os microtubos de 1,5 mL;

- Foi adicionado entdo aproximadamente 100 pL de Eluente B e transferiram-se os
microtubos para banho ultrassom por 15 min. a 40°C. Decorrido esse tempo, os microtubos
foram removidos do ultrassom, foi dado um spin em centrifuga e os sobrenadantes foram

transferidos para os microtubos de 1,5 mL;
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- Foi adicionado em seguida aproximadamente 100 pL de acetonitrila e transferiram-se os
microtubos para banho ultrassom por 15 min. a 40°C. Apos esse tempo, os microtubos foram
retirados do ultrassom, foi dado um spin em centrifuga ¢ os sobrenadantes foram transferidos

para os microtubos de 1,5 mL;

- Finalmente, os microtubos de 1,5 mL com a solugdo contendo os peptideos extraidos foram

submetidos a secagem em um concentrador a vacuo sob temperatura a 30°C até
aproximadamente 1 uL. Apods esse processo, as aliquotas das solucdes contendo os peptideos

foram armazenadas em freezer até analise por espectrometria de massas.

3.9.4. Caracterizacio das proteinas por ESI MS/MS

As aliquotas das solugdes contendo os peptideos foram analisadas para obtengdo dos
espectros de massas utilizando Plataforma UPLC em espectrometro de massa com fonte
ionizacao por ESI e analisador de massas hibrido Xevo G2 Q-TOF (Waters, Milford, MA,
EUA), acoplado com sistema nanoAcquity Ultra Performance LC (Waters, Milford, MA, EUA).
A identificacdo das proteinas foi feita por meio de busca em banco de dados Uniprot

(WWW.UNIPROT.ORG).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacio da concentrac¢io e proteina total

A obtenc¢do dos pellets proteicos foi feita utilizando-se o processo de precipitacdo
fracionada, conforme descrito no item 3.7 da presente dissertagdo, com o objetivo de obter uma
fragdo com proteinas maiores (massa molar >50 kDa) e outra fragdo com proteinas menores
(massa molar <50 kDa). A literatura descreve que o mercurio apresenta maior afinidade por
proteinas com massa molar abaixo de 10 kDa, as chamadas metalotioneinas — proteinas que por
apresentarem grande porcentagem de cisteinas (aminodcidos que contém grupos sulfidrila,
classificados como base mole) formam complexos estaveis com o mercurio. Dessa forma, optou-
se por trabalhar com as proteinas presentes na fracdo de menor massa molar, na tentativa de

identificar possiveis proteinas ligadas ao mercurio.

Assim como na primeira etapa do trabalho, o primeiro procedimento também foi a

determinag@o do teor total de proteina nos extratos obtidos a partir da solubilizagdo dos pellets
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proteicos das amostras de tecido hepatico das espécies de peixes estudadas, com o objetivo de
aplicar uma quantidade de massa proteica conhecida nas fitas de IEF das corridas eletroforéticas.
Essas determinagdes foram feitas utilizando-se o método do Biureto (SYKES et al., 1987). As
concentracdes de proteina total nos extratos dos pellets de menor massa molar foram (g L™):

Tecido hepatico — jaraqui: 17,80+0,45, tucunaré: 18,20+0,44 e filhote: 18,60+0,43.

Com base no resultado da concentracdo de proteina total presente nas amostras de tecido
hepatico, foi possivel calcular o volume de amostra (extrato proteico) a ser aplicado nas fitas de
IEF na etapa de hidratacdo, anterior a focalizacao isoelétrica (separagdo das proteinas em 1D), a
fim de se obter uma massa de proteina de 375 ng, que, com base no manual do sistema IEF, pode
favorecer uma melhor separacdo das proteinas no gradiente de pH 3-10 (BERKLMAN &
STENSTEDT 1998). Observa-se também que os resultados obtidos nas amostras de tecido
hepatico apresentam valores bem préoximos, o que demonstra que o processo de extracao foi

eficiente e homogéneo.

4.2. Fracionamento das proteinas por 2D-PAGE

Nessa etapa do trabalho os experimentos de eletroforese 2D-PAGE foram feitos em
quatro repetigdes de corridas, com dois géis cada, das seguintes espécies: jaraqui
(Semaprochilodus sp.), tucunaré (Cichla spp.) e filhote (Brachyplathystoma filamentosum),
utilizando-se os extratos obtidos na ressolubilizagdo dos pellets proteicos de menor massa molar

(<50 kDa).

Os géis obtidos em trés corridas (seis géis) de cada amostra foram utilizados na
determinagdo de mercurio nos SpPOts proteicos e os outros géis obtidos na quarta corridas de cada
amostra foram utilizados para a caracterizagdo das proteinas por ESI-MS/MS dos spots proteicos

que apresentaram mercurio (Figura 7)
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Figura 7. Esquema geral do experimento.

Jaraqu
Tucunare
Filhote

1

Fracionamernto
dasproteinas

!

Desagregacio’
solubilizacdo

el M

& *4 :n rnﬁa

i | - el el | o ol

L N 1 1
R YT I T Y #J
| : | | ok

Mineralizac o Mineralizacdo Mineralizacdo |'
dcidasdosspots acidas dos spots dcidas dos spots Digestio triptical
l L Ara u:teri_za cdo das
proteinaspor
GFAAS GFAAS GFAAS ESI-ME

As analises de correlagdo entre as repeti¢oes dos géis (matching) e a contagem de spots
proteicos obtidos em cada gel foram feitas utilizando-se os pardmetros para obtencdo das
imagens. Nas Figuras 8-10 sdo apresentados um exemplo de cada gel obtido nas quatro
repeti¢des das corridas eletroforéticas das amostras de tecido hepatico das espécies de peixes
estudadas. Os resultados médios das andlises de correlacdo entre as duas repetigdes dos géis,
bem como a contagem média de spots dos mesmos, sdo apresentados na Tabela 4. Os Spots
proteicos destacados com circulo sdo aqueles nos quais foi detectada a presenga de mercurio e

determinada as concentracdes deste elemento por GFAAS (MORAES et al., 2013).
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Figura 8. Gel a 15% (m/v) obtido por 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para amostras de tecido
hepatico de jaraqui. Os numeros e circulos em azul indicam os Spots nos quais foram

identificadas a presenc¢a de mercurio e caracterizados por ESI MS/MS.

B
Figura 9. Gel a 15% (m/v) obtido por 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para amostras de tecido

hepético de tucunaré. Os numeros e circulos em azul indicam os SpotS nos quais foram

identificadas a presen¢a de mercurio e caracterizados por ESI MS/MS.
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Figura 10. Gel a 15% (m/v) obtido por 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para amostras de tecido
hepatico de filhote. Os numeros e circulos em azul indicam os Spots nos quais foram

identificadas a presenc¢a de mercurio e caracterizados por ESI MS/MS.

Filhote (Bracivolathvstoma fllamentosum) figado
gy ol -~ Y o el

Tabela 4. Analise de correlagdo entre os géis considerando quatro corridas eletroforéticas no

fracionamento das proteinas das amostras de tecido hepatico das espécies de peixes estudadas.

Espécies N° médio de spots Correlacio média
de peixes (n=8) entre os géis
(matching)
Jaraqui 276 £6 82+3%
Tucunaré 332+9 80+ 3%
Filhote 308 £7 93+3%

A andlise de correlacdo entre os géis, considerando as quatro corridas eletroforéticas,
demonstrou que em média mais de 80% dos SpOts proteicos estavam presentes nos oito géis das
amostras de tecido hepatico das espécies de peixes estudadas. Deve-se destacar que o nimero
médio de spots encontrados nos géis e o matching (correlagdo entre os géis), considerando quatro
corridas eletroforéticas — com dois géis por corrida — apresentaram desvios padrdes menores que
5%.
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4.3. Avaliacio quantitativa de mercurio

A determinagdo de mercurio nessa etapa do trabalho, além de ter sido feita nas amostras
de tecido hepatico das espécies de peixes estudadas, também foram feitas nos pellets proteicos
obtidos no processo de precipitagdo fracionada das proteinas (pellets com > massa molar e com
< massa molar). O objetivo desse procedimento foi fazer um balango de massa de mercurio em
relagdo a concentracao desse elemento nas amostras de tecidos e nos Spots proteicos. Na Tabela
5 s@o apresentadas as concentragdes de mercurio nos pellets proteicos obtidos, a concentragao de
mercurio nas amostras de tecido hepatico das espécies dos peixes e a concentragdo de mercurio
em padrdo certificado de proteina de musculo de peixe. Foi utilizado o padrao DORM 4 — NRC

para validar o método de determinacdo de mercurio otimizado (MORAES et al., 2013).

Tabela 5. Resultados obtidos na determinagdo de merctrio nos pellets de maior e menor massa

molar (MM), nas amostras de tecido hepatico (TH).

Espécies de peixes  Pelletsde TH  Pellets de TH Tecido
(>MM) (<MM) Hepatico DORM 4 -NRC*
Jaraqui n.d. 277+ 4 426+ 6 -
Tucunaré n.d. 438 +9 674+ 13 -
Filhote n.d. 402+7 617 £11 -
Padrao certificado - - - 403+ 12

Concentragdo de mercurio em pg kg™'; n.d. — ndo detectado.
*Padrio certificado de proteina de musculo de peixe contendo 410 + 55 pg kg™

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que aproximadamente
65% do mercurio presente nas amostras de tecido hepatico esta ligado nas proteinas dos pellets
de massa molar menor que 50 kDa. Como ndo foi detectado mercurio nos extratos dos pellets
proteicos de massa molar maior que 50 kDa, pode-se inferir, considerando que o processo de
extragdo tenha sido eficiente, que 65% do mercurio presente nas amostras de tecido hepatico dos
peixes estudados estdo ligados a fracdo proteica e que 35% pode estar ligado em outros

compostos e/ou macromoléculas, como por exemplo, lipideos.

Ainda, se compararmos as concentracdes de mercurio nas amostras de tecido hepatico
quando comparados com as concentragdes obtidas nas amostras de tecido muscular das espécies
de peixes estudadas (tucunaré - 435 + 11; filhote — 378 + 9 e jaraqui - 1324+4). Esses resultados

estdo de acordo com outros trabalhos da literatura, que destaca maior acimulo de metais
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potencialmente toxicos (como o mercurio) no figado de peixes (AFONSO et al., 2008;
BEBIANNO et al., 2007). No caso, o figado pode conter maior concentragdo de proteinas com
grupos tiois e/ou sulfidrilas, que por apresentarem atomos de enxofre, atuam como base mole
Lewis, formando complexos estaveis com acidos moles de Lewis, como no caso, o mercurio

(PEARSON, 1963).

Os dados apresentados sdo considerados confidveis, pois foram validados com base no
resultado obtido na determinagao de mercurio no padrao certificado DORM 4 — NRC de proteina
de musculo de peixe. A Tabela 5 mostra que o valor experimental do desvio padrao relativo
obtido nas amostras ¢ menor que 3% e, que o valor experimental absoluto do padrio certificado
(403 pg kg'l) ¢ cerca de 2% menor que o valor certificado absoluto (410 pg kg'l), 0 que

comprova a exatidao e precisdo do método otimizado para determinag¢do de mercurio.

As concentragdes de mercurio nos SpPots proteicos obtidos nas corridas por 2D-PAGE
com os pellets de menor massa molar também foram determinadas utilizando-se o método por
GFAAS otimizado (MORAES et al.,, 2013). Essas determinagdes indicaram a presenca de
mercurio nos SpPots proteicos destacados com circulo nos géis de poliacrilamida apresentados nas
Figuras 8-10. A Tabela 6 mostra os valores de concentracdo de mercurio determinados em cada
spot proteico, com suas respectivas massas molares (MM) e pontos isoelétricos (pl), além da

massa de proteina determinada utilizando-se o programa ImageMaster 2D Platinum 7.0.

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 6, pode-se observar que as
concentragdes de merclirio nos SPOtS proteicos apresentam valores na faixa de 12,50 a
83,40 mg g'. No entanto, os resultados apresentados nessas tabelas ndo fornecem muitas
informagdes sem que tenham sido caracterizadas as proteinas desses Spots proteicos. Dessa
forma, foi feita a conversdao da estimativa das massas de Spots proteicos e das massas de
mercurio para quantidade de moléculas de proteinas no spot proteico e quantidade de atomos de
mercurio. Para isso, consideraram-se as respectivas massas molares dos Spots proteicos, a massa
molar do mercurio (200,59 g mol™), a constante de Avogadro (6,022x10%) e que 1 kDa =
1,661x10%* g. Esses calculos possibilitaram a estimativa de quantos atomos de mercurio
estariam presentes por moléculas de spot proteico (LIMA et al., 2010; SANTOS et al., 2011;
NEVES et al., 2012). Os resultados obtidos nesses calculos sdo mostrados na Tabela 7 em
termos de niimero de 4&tomos mercurio por molécula do spot proteico considerado. Os calculos

referentes ao spot JH1 sdo mostrados como exemplo no apéndice II.
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Tabela 6. Valores obtidos na determinagdo da concentracdo de merctrio por GFAAS nos spots

proteicos das amostras de tecido hepatico de jaraqui, tucunaré e filhote.

Spots Massa Molar pl Massa de Concentracao
Proteicos (kDa) proteina de Hg
(1g) (mg g
JH1 13,00 4,10 0,90 25,80
JH2 13,80 4,10 2,10 27,10
JH3 13,60 5,30 9,50 28,30
JH4 14,60 5,60 8,50 12,90
JHS 11,50 6,10 5,80 35,00
JH6 11,60 7,20 2,10 51,00
JH7 12,50 3,10 1,90 14,00
TH1 12,30 3,90 12,60 15,50
TH2 12,50 4,10 36,40 15,90
TH7 11,40 6,10 3,00 31,00
THS 12,40 6,40 1,00 29,90
THY 11,60 7,30 2,10 33,40
TH10 12,20 7,60 1,50 13,30
TH11 12,60 9,30 5,10 15,00
FH1 12,20 3,50 2,30 14,50
FH2 12,70 3,80 8,50 14,90
FH3 14,10 4,90 5,90 13,00
FH4 13,60 5,70 3,20 12,50
FHS 11,50 6,20 4,30 33,90
FHo6 12,30 6,90 6,10 15,40
FH7 12,20 8,00 4,70 14,20
FHS 13,30 8,00 5,90 14,10
FH9 10,50 8,90 0,60 83,40
FH10 13,70 4,90 2,40 12,50
JH1-JH7 spots do figado de jaraqui; TH1-TH2 e TH7-TH11 spots do figado de tucunaré; FH1-FH10 spots do
figado de filhote.
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Tabela 7. Estimativa do numero de dtomos de merctrio por molécula de spot proteico das

amostras de tecido hepatico de jaraqui, tucunaré e filhote.

Spots N° de moléculas N° de 4tomos N’ de 4tomos de Hg
Proteicos no spot proteico de Hg por molécuas de
x10" x10" proteina
JH1 4,00 7,00 1,70
JH2 9,00 17,00 1,90
JH3 42,00 81,00 1,93
JH4 35,00 33,00 0,94
JHS 30,00 61,00 2,03
JH6 11,00 32,00 2,91
JH7 9,00 8,00 0,90
TH1 62,00 59,00 0,95
TH2 176,00 174,00 0,99
TH7 16,00 28,00 1,80
THS 5,00 9,00 1,80
TH9 11,00 21,00 1,90
TH10 7,00 6,00 0,86
TH11 24,00 23,00 0,96
FH1 11,00 10,00 0,90
FH2 40,00 38,00 0,95
FH3 25,00 23,00 0,92
FH4 14,00 12,00 0,86
FHS 23,00 44,00 1,90
FH6 30,00 28,00 0,93
FH7 23,00 20,00 0,87
FHS 27,00 25,00 0,93
FH9 4,00 15,00 3,80
FH10 10,00 9,00 0,90

JH1-JH7 spots do figado de jaraqui; TH1-TH2 e TH7-THI11 spots do figado de tucunaré; FHI-FH10 spots do
figado de filhote.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 7 € possivel estimar a propor¢ao de
atomos de mercurio por molécula de spot proteico, dividindo-se um valor pelo outro. Dessa
forma, € possivel fazer as seguintes inferigdes: os spots do tecido hepatico JH4, JH7, TH1,TH2,
TH10-TH11, FHI1-FH4, FH6-FHS8 e FH10, apresentam aproximadamente um atomo de merctrio
por molécula de spot proteico; os Spots do tecido hepatico JH1, JH2, JH3, JHS, TH7-TH9 e FHS5,
apresentam aproximadamente dois 4tomos de mercurio por molécula de spot proteico; o spot do
tecido hepatico JH6, apresenta trés atomos de mercurio por molécula de Spot proteico; e o spot
do tecido hepatico FH9, apresenta quatro atomos de mercurio por molécula de spot proteico.
Esses resultados, embora estimativos, sugerem que pode existir uma relagdo estequiométrica

entre o nimero de 4&tomos de merctrio e o nimero de moléculas dos spots proteicos, o que seria
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uma possivel indicagdo de que esses Spots podem se tratar de metaloproteinas (LIMA et al.,

2010; SANTOS et al., 2011; NEVES et al., 2012).

4.4. Caracterizacio dos spots proteicos por ESI MS/MS

Concluidas as etapas de fracionamento das proteinas por 2D-PAGE, analise da imagens
dos géis contendo os Spots proteicos, avaliagdo quantitativa do mercurio nos pellets e nos spots
proteicos — sendo estas as estratégias de estudo utilizando as componentes de seletividade e de
sensibilidade — partiu-se entdo para a etapa de caracterizagao dos SpPOts proteicos nos quais foram
identificados e quantificados mercurio, utilizando-se a componente estrutural e como ferramenta
a espectrometria de massas. Assim, utilizando as condigdes experimentais descritas no iten 5.9,
nessa etapa do trabalho foram analisados por ESI MS/MS todos os spots proteicos destacados
com circulos nos géis obtidos por 2D-PAGE e apresentados nas Figuras 8-10. Foi possivel
caracterizar com sucesso 18 proteinas, de um total de 24 spots proteicos, considerando os Spots
nos quais foi identificada a presencga de mercurio e estimado o nimero de atomos desse elemento
no Spot proteico com base na sua concentragdo determinada por GFAAS (LIMA et al., 2010;
SANTOS et al., 2011; NEVES et al., 2012; MORAES et al., 2013).

Em alguns spots proteicos foram encontradas mais de uma proteina na busca no banco de
dados, o que pode ocorrer no processo de caracterizacdo de proteinas por espectrometria de
massas (RISON et al., 2000). No entanto, foi assumido uma condi¢do de compromisso no
fechamento da classe de proteina, considerando o maior score e/ou cobertura e, também os dados
de massa molar e pl obtidos por 2D-PAGE (experimental) em relagdo a massa molar tedrica
obtidas no banco de dados Uniprot (WWW.UNIPROT.ORG). As Tabelas 8-10 apresentam os
dados de caracterizagdo obtidos na andlise por ESI MS/MS com a provavel proteina identificada
com base nas condigdes descritas acima. Em relagdo as proteinas ndo identificadas em 6 spots
proteicos, foi devido a dificuldade para fechar o processo de caracterizacao foi devido ao fato de
se encontrar mais de uma possibilidade para a sequéncia de peptideos. No entanto, serd dada

continuidade nos trabalhos de busca no banco de dados procurando fechar a caracterizacdo

desses Spots proteicos.
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Tabela 8. Proteinas identificadas utilizando EST MS/MS nas amostras de tecido hepatico de Jaraqui.

pI/MM do MM MM
S([;)gt Proteina Acesso Score tedrica Cobze/rtura Peptideos sequenciados
spot ESI Uniprot (%)
JH1 Parvalbumin beta PRVB SQUCE  48.5226 4,10/13,00 11.98 11.30 9.43 SGFIEEEELK
JH2 Parvalbumin-2 PRV2 DANRE  47.7782 4,10/13,80 12.30 11.60 10.09 LFLQNFSAGAR
JH3 Nio identificada - - 5,30/13,60 - - - -
JH4 Nio identificada - - 5,60/14,60 - - - -
gus  Ubiquitin-408 ribosomal RS27A_ICTPU  126.013 6,10/11,50 19.80 18.00 5.77 ESTLHLVLR GGAKK
protein S27a
JH6 Keratin. type II cytoskeletal 8  K2C8 DANRE  745.119 7,20/11,60 59.40 57.80 2.12 LALDIEIATYR
gy OOSribosomalproteinL36. oyl ANRE 509635 3,10/12,50 14.05 12.94 11.21 SLVGSLTR SALKK

mitochondrial
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Tabela 9. Proteinas identificadas utilizando ESI MS/MS nas amostras de tecido hepatico de Tucunaré.

p/MMdo MM
Spot Gel Proteina Acesso Score ) ESI MM teérica Uniprot Cobertura (%) Peptideos sequenciados
SpPo

Parvalbumin alpha PRVA CYPCA 549.6608 11.80 11.60 10.09 LFLQNFSAGAR
THI e 3901230

Parvalbumin beta PRVB SQUCE 139.6307 ~’ ’ 11.97 11.30 9.43 SGFIEEEELK IGIDEFAALVKA
TH2 Parvalbumin-2 PRV2 DANRE 193.7939 4,10/12,50 12.30 11.60 10.09 LFLQNFSAGAR NFFAKVGLSAK
TH7 Zinc finger and BTB domain-containing protein 24 ZBT24 DANRE 61.8005 6,10/11,40 79.60 75.40 3.13 SALPPSSSSPAVLALHSATHK
THS Keratin. type II cytoskeletal 8 K2C8 DANRE 74.8358 6,40/12,40 59.379 57.760 2.12 LALDIEIATYR
TH9 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a RS27A ICTPU 135.2119 7,30/11,60 19.80 18.00 11.54 ESTLHLVLR EGIPPDQQR
TH10 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a RS27A ICTPU 32.1558 7,60/12,20 19.80 18.00 5.77 ESTLHLVLR TLSDYNIQK
TH11 Dual specificity protein phosphatase 22-B DS22B DANRE 106.8153 9,30/12,60 21.40 20.60 8.74 VLPDLYLGNFKDARDR
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pI/MM do MM MM
Spot Gel Proteina Acesso Score tedrica Cobsrtura Peptideos sequenciados
spot ESI  Uniprot (%)
FH1 Glycolipid transfer protein GLTP DANRE  13.7211 3,50/ 12,20 24.99 23.95 6.7 FIQVLLQSLVDGDK
FH2 Naio identificada - - 3,80/12,70 - - - -
FH3 Naio identificada - - 4,90/14,10 - - - -
FH4 Naio identificada - - 5,70/13,60 - - - -
FH5 Ubiquitin-40S ribosomal RS27A ICTPU  101.5258  6,20/11,50 19.80  18.00 11.54 ESTLHLVLR EGIPPDQQR
protein S27a

Betaine--homocysteine S- AGPWTPEAAAEHPEAVR AGSNVMQTFTFYASDDK
FH6 methyliransferase | BHMT! DANRE 144233 6,90/12,30 46.50  44.10 9.5 AGPWTPEAAAEHPEAVROLHR
FH7 Macoilin-2 MACO2 DANRE  15.7996 8,00/12,20 81.96 78.30 2.58 QEREAEEAAAAAAAAASK
FHS8 Nio identificada - - 8,00/13,30 - - - -

N-terminal Xaa-Pro-Lys DVPPTVDGMLGGYGSISSIDINGSKK
FH9 N-methyltransferase 1 NTMIA _DANRE  72.7424 8,90/10,50 26.50 2530 11.66 DVPPTVDOMLGGYGSISSIDINGSKK
FH10 GTP cyclohydrolase 1 GFRP DANRE 2688754  490/13,70 1030  10.02 11.24 PYILISTQIR

feedback regulatory protein
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Os resultados apresentados nas tabelas 8-10 mostram que foi possivel caracterizar por
ESI MS/MS 17 proteinas. Nos spot proteicos nos quais foram identificadas mais de uma
proteina, pode-se inferir que no caso, tratam-se de isoformas e/ou fragmentos de uma proteina de
maior massa molar (OFFER et al., 1993). A seguir discutiremos a fun¢do dessas proteinas
caracterizadas nos Spots proteicos analisados por ESI MS/MS fracionadas do tecido hepatico das

amostras de peixes estudadas.

4.5. - 39S Ribosomal protein L.36 mitochondrial

Trata-se de uma proteina componente da subunidade do ribossomo mitocondrial,
participando ativamente na sintese de outras proteinas no interior da mitocondria. Essa proteina
nao esta associada a ions metalicos considerando as informacdes obtidas na literatura até o
momento (MANJULI et al., 2008). No entanto, apresentam na sequéncia peptidica cadeias
terminais com atomos de nitrogénio que podem formar ligacdes ndo especificas com ions
metalicos divalentes, como o mercurio, formando uma proteina do tipo metal-binding (GARCIA
et al., 2006; MANJULLI et al., 2008). O spot JH7 de tecido hepatico de jaraqui foi caracterizado
como sendo essa proteina com mercurio incorporado em sua estrutura, mas, com baixa

intensidade, ndo podendo ser candidato a um possivel biomarcador desse elemento.

4.6. — Parvalbumin

E uma proteina de baixa massa molar (11-12 kDa), apresenta as isoformas parvalbumin-
2, parvalbumin alfa e parvalbumin beta, todas as trés isoformas normalmente se ligam a ions
calcio. Essa proteina estd diretamente envolvida em processos de relaxamento muscular apos
ocorréncia de contragdo. Essa proteina ¢ basicamente formada por sequéncias peptidicas que
contém serina e alanina — aminoacidos que apresentam estruturas com grupos carboxilicos,
amino e hidroxila, suscetiveis a complexagao de ions metalicos divalentes, principalmente calcio
e magnésio (BERBEL et al., 1996). A Parvalbumin ligada ao mercurio foi a proteina mais
identificada nos spots proteicos analisados, sendo que a isoforma parvalbumin-2 foi
caracterizada nos spots JH2 e TH2 de tecido hepatico de jaraqui e tucunaré, respectivamente; a
parvalbumin alfa foi caracterizada no spot TH1 de tecido hepatico de tucunaré; e a parvalbumin
beta foi caracterizada nos spots JH1 e THI1 de tecido hepatico de jaraqui e tucunaré,
respectivamente. A literatura até o momento ndo apresenta nenhum trabalho que discute a
possibilidade da ligagdo de merctrio e/ou outros metais potencialmente toxicos na parvalbumin
ou em suas isoformas. No entanto, por essa proteina apresentar sitios de ligacdes de metais

divalentes disponiveis, podem formar ligacdes com fons Hg*" (GARCIA et al., 2006; BERBEL
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et al., 1996). Dessa forma, pode-se inferir que o mercurio pode ter se incorporado as isoformas
da parvalbumin por liga¢des nao especificas formando uma proteina metal-binding, nao sendo
configurado como um cofator metalico (GARCIA et al., 2006). Deve-se destacar que todos os
spots caracterizados com isoformas da parvalbumin ligadas ao mercurio apresentaram
intensidade significativa e relagdo estequiométrica entre nimero de adtomos de mercurio por
moléculas de spots proteicos, o que pode candidatar esses SPOtS a possiveis biomarcadores de

mercurio.

4.7. - Ubiquitin -40S ribosomal protein S27a

Proteina que, quando ligada de forma covalente, pode estar envolvida na repara¢dao do
DNA, regulacdo do ciclo celular, endocitose, degradacdo lisossomal; pode também estar
envolvida em processos de sinalizagdo que conduzem a ativacdo do fator de transcrigdo NF-
kappa-B; e na sua forma livre, pode ativar proteinas quinases e ter papel na sinalizac¢ao celular.
Essa proteina apresenta dominios com grupos especificos para ligagdo de zinco (zinc-finger
metal binding domains) (CHEVALIER et al.,, 1996). Por apresentar dominios especificos
ligados a atomos de zinco, que apresentam caracteristicas semelhantes ao mercurio (dcido mole),
pode também se ligar a outros ions divalentes como o cobre, o cddmio e o merctrio (GARCIA et
al., 2006; PEARSON ET AL., 1963; CHEVALIER et al., 1996). Os spots JHS5, TH9, TH10 e
FHS5 de tecido hepatico de jaraqui, tucunaré e filhote, respectivamente, foram caracterizados
como sendo essa proteina com mercurio incorporado em sua estrutura. Como todos esses Spots
apresentaram intensidade significativa, podem ser considerados possiveis candidatos a
biomarcadores de mercurio. Os dados obtidos por GFAAS demonstraram que esses SpOts
apresentam uma ralacao estequiométrica com o mercurio, o que reforca a hipotese dessa proteina

atuar como biomarcador desse elemento.

4.8. - GTP Cyclohydrolase 1 feedback regulatory protein (GCHRF)

Trata-se de uma enzima que ajuda na regulagdo da biossintese de tetrahidrobiopterina,
por meio da inibicdo de retorno da taxa da enzima limitante GTP ciclo I (GTP CHI), sendo
codificada pelo gene GCHREF. A tetrahidrobiopterina ¢ o cofator necessario para a hidroxilagao
de aminoacidos aromaticos e formacao da sequéncia peptidica (YONEYAMA et al., 2001).
Postula-se que essa enzima pode atuar na regulagdo do metabolismo da fenilalanina no figado e
na producdo de neurotransmissores de aminas biogénicas e do 6xido nitrico. Essa enzima possui
cadeias laterais compostas por dois grupos tiis que normalmente apresentam Zn>" coordenado.

Acredita-se que a coordenacio do Zn®" ioniza os grupos hidroxila que atuam com nucleéfilos do
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anel imidazol presente na GTP (YONEYAMA et al., 2001). Por apresentar tais cadeias laterais
coordenadas com zinco, que apresentam caracteristicas semelhantes aos fons Hg*" (4cido mole),
pode-se inferir que o mercirio possa deslocar os fons Zn®" dos grupos tiois, ligando-se as cadeias
laterais da GCHRF (GARCIA et al., 2006; PEARSON ET AL., 1963; YONEYAMA et al.,
2001). O spot FH10 de tecido hepatico de filhote foi caracterizado como sendo essa enzima com
mercurio incorporado em sua estrutura. Como esse Spot apresentara intensidade significativa,
pode ser considerado possivel candidato a biomarcadore de mercurio. Os dados obtidos por
GFAAS demonstraram que esse Spot apresenta uma relagdo estequiométrica com o mercurio, o

que reforga a hipotese dessa enzima atuar como biomarcador desse elemento.

4.9. - Keratin. type II cytoskeletal 8

Proteina que atua na liga¢do do aparelho contratil a distrofina nos costdmeros do musculo
estriado, podendo apresentar mais de uma isoforma. Essa proteina ¢ dita sub-sarcolemal, pois se
encontra nessa regido das fibras musculares. Sdo essas proteinas sub-sarcolemais que agregam
mecanicamente a unidade contratil do musculo a membrana plasmatica, prevenindo danos
ao sarcolema (TUSNADY & SIMON, 1998). A literatura ndo apresenta nenhum trabalho que
discute a possibilidade da ligacdo de mercurio a Keratin. type Il cytoskeletal 8. No entanto, como
essa proteina apresenta residuos de leucina, arginina e isoleucina com grupos carboxilico e
amino terminais que apresentam sitios de liga¢des para metais divalentes, podem formar liga¢des
com ions como Hg2+ (GARCIA et al., 2006; TUSNADY & SIMON, 1998). Essas liga¢des,
mesmo ndo sendo especificas, caracterizam uma proteina metal-binding, ndo configurando o
mercurio como um cofator metalico (GARCIA et al., 2006). O spot JH6 de tecido hepatico de
jaraqui foi caracterizado como sendo essa proteina com mercurio incorporado em sua estrutura.
Como esse Spot ndo apresentou expressdo significativa, mesmo considerando que os dados
obtidos por GFAAS demonstraram que existe relacdo estequiométrica com o mercurio, este Spot

ndo apresenta caracteristicas de biomarcador de mercurio.

4.9.1. - Betaine-homocysteine S-methyltransferase 1

Metaloenzima de zinco envolvida na regulacdo do metabolismo da homocisteina, e
apresenta mais de uma isoforma. Encontra-se exclusivamente no figado e no rim de animais e
humanos. Converte betaina e dimetilglicina homocisteina em metionina, e participa também da
reagdo de oxidagdo irreversivel da colina (GONZALEZ et al., 2004). A Betaine-homocysteine S-
methyltransferase 1, por apresentar zinco ligado aos sitios de coordenagdo formados por grupos

v, . , A . ;1 . ~ ’ 2+ 1 s
tiois de cisteinas da sequéncia peptidica, pode ter a incorporagdo de ions Hg™ (4cido mole, como
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0 Zn2+) nesses sitios de coordenacdo (GARCIA et al., 2006; PEARSON et al.,, 1963;
GONZALEZ et al., 2004). O spot FH6 de tecido hepatico de filhote foi caracterizado como
sendo essa metaloenzima com mercurio incorporado em sua estrutura. Mesmo apresentando
intensidade média, as caracteristicas de base mole e a comprovagdo da existéncia de relagao
estequiométrica mercurio/spot proteico, € possivel inferir que o spot FH6 pode ser candidato a

biomarcador de mercurio.

4.9.2. - Zinc finger and BTB domain containing protein 24

Proteina localizada no nucleo das células e que apresenta um dominio zinc finger (dedo
de zinco) como fator de transcri¢do, e apresenta mais de uma isoforma monomérica (URRUTIA,
2013). Como outras proteinas que apresentam esse fator de transcrigdo, a Zinc finger and BTB
domain containing protein 24 apresenta o dominio KRAB (caixa de Kruppel associated). As
funcdes propostas para essa proteina, e outras da sua classe, incluem a repressdo da transcri¢ao
da RNA polimerase I, II e III, além de promover liga¢ao splicing do RNA e pode atuar também
na manuten¢ao da proliferagao de diferenciacao celular e transformagao neoplasica (URRUTIA,
2013). O zinco encontra-se coordenado na Zinc finger and BTB domain containing protein 24
por meio dos grupos tiois de dois residuos de histidina e cisteina, possibilitando um dobramento
no dominio zinc finger e tornando possivel a interagdo dessa proteina com o DNA (URRUTIA,
2013). A presenca de cisteina (base mole) em sua sequéncia peptidica pode favorecer a ligagcdo
de ions Hg2+ (acido mole) (GARCIA et al., 2006; PEARSON et al., 1963]. O spot TH7 de tecido
hepatico de tucunaré foi caracterizado como sendo essa proteina com mercurio incorporado em
sua estrutura. Esse spot apresenta intensidade significativa e os dados obtidos por GFAAS
demonstraram que existe relagdo estequiométrica com o mercurio, o que o qualifica como

candidato a biomarcador de mercurio.

4.9.3. - Dual specificity protein phosphatase 22-B

Enzima fosfatase que ativa a via de sinalizagdo JNK, onde desfosforila e desativa a p38 e
ativa o estresse da proteina quinase/c-Jun N-terminal quinase (SAPK/JNK). Apresenta isoforma
monomeérica, mas normalmente ¢ um dimero (DENHARDT, 1996). Como todas as fosfatases,
participa de mecanismos cataliticos por meio de residuos de histidina e cisteina ligados
covalentemente com o grupo fosfato (DENHARDT, 1996; GIVANT-HORWITZ et al., 2004). A
presenca de cisteina (base mole) na sequéncia peptidica da Dual specificity protein phosphatase
22-B pode coordenar ions com caracteristicas de 4cido mole, como o Hg”" (GARCIA et al.,

2006; PEARSON ET AL., 1963). O spot THI11 de tecido hepatico de tucunaré¢ foi caracterizado
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como sendo essa enzima com mercurio incorporado em sua estrutura. Esse Spot apresenta
intensidade significativa e os dados obtidos por GFAAS demonstraram que existe relagdo

estequiométrica com o mercurio, o que o qualifica como candidato a biomarcador de mercurio.

4.9.4. - N — Terminal Xaa — Pro — Lys N — Methyltransferase 1

Enzima que participa da metilagdo do N-terminal de proteinas alvo que contém a
sequéncia (Ala/Pro/Ser)-Pro-Lys, quando o iniciador metil é clivado. Também chamada de alfa-
N-metiltransferase, participa durante a mitose da formagdo do fuso bipolar normal e da
segregacao dos cromossomos agindo sobre os genes RCC1 (VLIEGHE et al., 2010). Sua
estrutura ¢ formada principalmente por sequéncias peptidicas de alanina, lisina, prolina e serina,
mas apresenta um ligante S-adenosil-L-metionina (VLIEGHE et al., 2010). Essa enzima foi
caracterizada no spot FH9 de tecido hepatico de filhote, com intensidade significativa. A
presenga em sua estrutura de ligantes com metionina (base mole) pode favorecer a ligagdo de
ions Hg2+ (4cido mole) (GARCIA et al., 2006; PEARSON ET AL., 1963). Além disso, também
apresentou relagdo estequiométrica com mercurio, apresenta assim caracteristicas necessarias

para atuar como uma possivel candidata a biomarcador de mercurio.

4.9.5. - Macoilin-2

Com mais de uma isoforma, essas proteinas sdo caracterizadas por diversos dominios
transmembranas especificos do sistema nervoso e altamente conservados em relacdo ao N-
terminal e por regides de espiral enrolada no C-terminal. A Macoilin-2 ainda foi pouco estudada
e os trabalhos da literatura apresentam o seu proteoma em rela¢do a vermes presentes no tecido
hepatico (IMIELINSK et al., 2012). Alguns estudos mostram que essa proteina pode atuar na
troca transiente de fons Ca”" em alguns neurénios (IMIELINSK et al., 2012). A sequéncia
peptidica dessa proteina apresenta principalmente residuos de alanina, glutamina, arginina e
lisina em sua estrutura (IMIELINSK et al.,, 2012). A incorporacdo de ions metéalicos com
caracteristicas de acidos moles pela Macoilin-2 até o momento nao foi discutida na literatura e a
sequéncia peptidica dessa proteina nao apresenta residuos de aminoacidos com sitios de base
mole, como a metionina e a cisteina. O spot FH7 de tecido hepatico de filhote foi caracterizado
como sendo uma isoforma dessa proteina e com intensidade significativa, no entanto, conforme
relata a literatura, essa proteina é encontrada em vermes que podem estar presentes no figado de
organismos, o que dificulta a atuacdo dessa proteina como biomarcador no presente estudo, ja

que estes vermes podem ou ndo estar presentes no figado dos peixes em estudo.
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5. CONCLUSOES

O uso da 2D-PAGE como componente de seletividade no fracionamento de proteinas
mostrou bastante eficiente neste trabalho, separando com eficacia uma vasta quantidade de spots
proteicos por gel das espécies de peixes estudada. A espectrometria de absor¢ao atomica em
forno de grafite, como ferramenta componente de sensibilidade demonstrou ser uma técnica
robusta e permitiu quantificagdes do mercurio presente nas amostras de extratos proteicos,
pellets e spots proteicos.

A analise das imagens dos géis de eletroforese 2D-PAGE e a quantificagdo do mercurio
nos extratos proteicos de massas >50 e <50 kDa, permitiu concluir que o mercurio encontra-se
ligado em proteinas de baixo masssa molar, ja que nos extratos de massa molar maior que 50
kDa nao foi detectado a presenca de mercurio.

As relagdes de atomos de mercurio por moléculas de proteinas, considerando a
intensidade dos Spots no gel e, caracterizagdo destes por espectrometria de massas (ESI-MS)
permite inferir que hd uma grande possibilidade do uso destas proteinas e/ou enzimas como

biomarcadoras de merctrio em peixes.

As proteinas encontradas nos Spots proteicos de jaraqui, tucunaré e filhote possuem
grandes possibilidades de serem candidatas a biomarcadoras de mercurio em peixes foram: 39S
Ribosomal protein L36 mitochondrial, (Spot 07 jaraqui); Parvalbumin, (Spots 1 e 2 jaraquie 1 e 2
tucunaré); Ubiquitin - 40S ribosomal protein S27a, (Spots 5 jaraqui, 9 € 10 tucunaré e 5 filhote);
Betaine-homocysteine S-methyltransferase 1, (spot 6 filhote); Zinc finger and BTB domain
containing protein 24, (spot 7 tucunaré); Dual specificity protein phosphatase 22-B, (spot 11
tucunaré). Estes spots proteicos além de apresentarem relacdo estequiométrica entre os atomos
de mercurio por moléculas de proteina, apresentaram intensidade significativa nos géis,
reforcando ainda mais a possibilidade do uso dessas proteinas como possiveis biomarcadoras de

mercurio em peixes da regido da AHE-JIRAU/Porto Velho - Rondénia.

De forma geral, os resultados obtidos podem ser considerados inéditos, considerando os
peixes amazdnicos estudados, constituindo o start inicial de estudos metalaprotedmicos
relacionados com a toxicidade de mercurio em peixes. Os SpPots proteicos caracterizados e que
apresentaram caracteristicas de biomarcador poderdo ser utilizados no acompanhamento, em
nivel protedmico, das concentragdes de mercurio nas espécies de peixes estudadas apos a total

inundagdo do complexo hidrelétrico da Usina de Jirau, que até o momento ainda ndo aconteceu.
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Entretanto, um acompanhamento onde possa dispor de um periodo de monitoramento mais

prolongado dessas proteinas, deve ser levado em consideragao.
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7. APENDICES
Apéndice I

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA GERAL E APLICADA

CONTAGEM DE CREDITOS EM ATIVIDADES COMPLEMENTARES

(De acordo com Portaria 12/09-SPG/IBB/UNESP)
Aluno: José Cavalcante Souza Vieira

Nivel: ( x ) Mestrado — minimo: 05 créditos; ( ) Doutorado — minimo: 10 créditos

Atividade Equivaléncia Quanti- | Total de | Numero do
em créditos dade créditos Anexo

I. ATIVIDADES DE ENSINO (Maximo 03 créditos para o Mestrado e 06 créditos para o Doutorado)

1. Aulas em curso fundamental ou médio 30 horas =01
crédito
2. Aulas em curso de extensio 15 horas =01
crédito
3. Aulas em curso superior 15 horas =01
crédito
4. Aulas em poés-graduagdo (como convidado) 04 horas =01
crédito
5. Monitoria voluntaria 30 horas =01
crédito
Il. PUBLICAGCOES (Exigéncia de cumprimento de no minimo 02 créditos para o Mestrado e 04 para o
Doutorado)
1. Em periddico cientifico com indice de impacto igual ou 10 créditos 2 20 2
superior a2 mediana da area de CB-I, subarea GBG
(CAPES)
2. Em periddico cientifico com indice de impacto igual ou 05 créditos
superior a 50% da mediana da area de CB-I, subarea GBG
(CAPES)
3. Em periddico cientifico com indice de impacto menor a 02 créditos
50% da mediana da area de CB-I, subarea GBG (CAPES)
4. Resumos em eventos cientificos internacionais 02 créditos 11 22 14
5. Resumos em eventos cientificos nacionais 01 crédito
6. Resumos em eventos cientificos estaduais ou regionais 0,5 crédito 1 0,5 1
7. Resumos em periddico cientifico com indice de impacto 02 créditos
igual ou superior a mediana da area de CB-I, subarea GBG
(CAPES)
8. Resumos em periddico cientifico com indice de impacto 02 créditos
igual ou superior a 50% da mediana da area de CB-I,
subarea GBG (CAPES)
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9. Resumos em periddico cientifico com indice de impacto
menor a 50% da mediana da area de CB-I, subarea GBG
(CAPES)

01 crédito

10. Livro (autoria ou co-autoria)

10 créditos

11. Capitulo de livro (autoria ou co-autoria)

5 créditos

III. PARTICIPACOES EM EVENTOS CIENTIFICOS

(Exigéncia de cumprimento de no minimo 02 créditos para o Mestrado e 04 para o Doutorado)

1. Participag@o em evento internacional 02 créditos 1 2 1
2. Participa¢do em evento nacional 01 créditos
3. Participag@o em evento estadual ou regional 0,5 crédito 1 0.5 1
4. Palestra proferida em evento cientifico nacional 02 créditos
5. Palestra proferida em evento cientifico estadual ou 01 créditos
regional
IV. ESTAGIOS (Maximo 03 créditos para o Mestrado e 06 créditos para o Doutorado)
1. No exterior 15 horas =01
crédito
2. No pais 30 horas =01
crédito
15 horas =01 3 1 3
V. CURSOS OU MINI-CURSOS crédito
ASSISTIDOS
(Maximo 03 créditos - Mestrado e 06 - Doutorado)
5 palestras=01 5 1 5
VI. PALESTRAS ASSISTIDAS crédito
(Maximo 03 créditos - Mestrado e 06 - Doutorado)

TOTAL DE CREDITOS

47 Créditos

Ly

(%/

Pedro de Magalhaes Padilha

(Nome e Assinatura do Orientador)

Botucatu, 11 de novembro de 2013.

José Cavalcante Souza Vieira

(Nome e Assinatura do Aluno)
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Apéndice 11

Exemplo de calculo para o spot JH1

Dados do Spot JH1:

MM = 13,00 kDa = 13000 Da MM g, = 200,59 g mol™
M proteina = 0,90 pg = 0,9X10'6g n° Avogadro = 6,02 x 10%
[Hg] spot s = 25,80 mg ¢! 1Da=1,661x10*g

Calculo do nimero de moléculas de proteinas no spot

[ ) J— 1,661 x 10%* g

13000 Da------------ x (g) x=2,159x10"g

P8 15 S (1 ol pu— 1 mol

09x10°g y (moléculas) y =420 x 10" moléculas de proteina

Calculo do numero de atomos de mercurio

25,80 mg de Hg ------------ 1 g de proteina

Z (mg) ---0,9 x 10 g (m proteina) z=2,322x10"mg=2,322x 10" ¢
200,59 g (MM Hg) ---------- 6,02x10%

PIRY) S (| S —— w (4tomos) w=6,971x 10" = 7,00 x 10" atomos de Hg

Relacio de atomos de mercurio por molécula de proteina

n° de dtomos de mercirio.  _ 7,00x10%° _ 1,70=2,00 atomos de Hg por
n° de moléculas de proteinas  4,20x 10%3 molécula de proteina
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