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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 ionizagdo por elctrospray
FAAS — espectrometria de absor¢do atdbmica com atomizagao por chama
GFAAS — espectrometria de absor¢ao atdmica em forno de grafite
Hg — mercurio

IEF - Focalizagao Isoclétrica

kDa - KiloDalton (1 Da = 1,661x 10?*g)

kV — quilovolt

mA — miliampere

mM — milimolar

Mm - Massa Molar

Pd — paladio

pH — potencial hidrogenionico

pl - Ponto Isoelétrico

ppb — parte por bilhdo

rpm — rota¢@o por minuto

SDS — dodecil-sulfato de sodio

spot - Banda 2D de proteinas

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

TM — tecido muscular

V —volt

v — volume

Vh — volt-hora

W — watt
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Justificativa da Proposta de Trabalho

Na bacia amazdnica ¢ em seus rios vivem aproximadamente 3 mil espécies
diferentes de peixes. Somente no rio Madeira, que nasce nos Andes bolivianos e percorre
mais de trés mil quilometros até a foz do rio Amazonas, vivem cerca de mil espécies. Essa
riqueza faz do Madeira o rio, entre os ja estudados, com a maior biodiversidade de peixes
do planeta. O rio apresenta uma vazao de mais de 40 milhdes de litros de agua por segundo
no periodo chuvoso. [1]

Um dos aspectos mais marcantes da bacia amazonica ¢ a elevada riqueza da
ictiofauna, que inclui cerca de 3 mil espécies de variados tamanhos, habitos, formas e
cores. Quanto ao tamanho, hd desde espécies pequenas, como as piabas (a maioria
pertencente a familia Characidae), até os maiores, como o pirarucu e a piraiba ou filhote. A
maioria dos peixes siluriformes (peixes caracterizados pelo corpo sem escamas e revestido
por pele nua ou placas Osseas), bagre ou peixe-liso ¢ formado por espécies que
empreendem migracdes longas através do canal principal do sistema Solimdes-Amazonas.
Os principais representantes desse grupo sdo o surubim (Pseudoplatystoma fasciatum),
caparari (P. tigrinum), dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), piramutaba (B. vaillantii)
e piraiba (Brachyplatystoma filamentosum). [1]

A bacia do rio Madeira ¢ a unica que ocupa uma extensdo duas vezes superior a
qualquer outra bacia na regiio amazonica, cobrindo uma area de 1.380.000 km?, distribuida
em territorios do Brasil, da Bolivia e do Peru. A complexidade dessa bacia congrega corpos
d’agua de origens distintas: os rios Mamoré e Beni, que drenam os Andes bolivianos, € o
rio Madre de Dios, que drena os Andes peruanos e desdgua no rio Beni; o rio Guapore,
cujos formadores se localizam nas terras antigas do escudo central brasileiro e; a parte
baixa do rio Madeira, que percorre as terras rebaixadas da bacia sedimentar, onde se
concentram as varzeas do rio Madeira. [1]

O periodo de chuvas inicia-se normalmente no més de outubro, intensificando- se
nos meses de novembro e dezembro. O mesmo se estende até o més de maio, podendo
prolongar-se eventualmente até o més de junho. O periodo mais chuvoso concentra-se entre
os meses de janeiro a margo. Este periodo € conhecido como inverno amazodnico,

caracterizado por ser quente e chuvoso [1]. A vazante do rio se inicia entre o final do més
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de maio ou inicio de junho e o periodo de baixa vazao estende-se até o més de novembro.
A amplitude média da flutuacao do nivel do rio ¢ de 10,8 a 12,4 m, mas entre secas e cheias
extremas pode oscilar entre 15,4 e 21,8 m, com valores de vazio entre 2.322 ¢ 47.236 m>.s”
! calculadas a partir do histérico das cotas medidas no Porto do Cai n’Agua, em Porto
Velho, entre 1967 e 2005. [2,17]

A formagao de grandes represas autentica um papel relevante no desenvolvimento
econdmico e social de um pais. Nos dias atuais, cerca de metade dos rios de todo o mundo
apresentam ao menos uma grande represa e aproximadamente um ter¢co dos paises
dependem de usinas hidrelétricas para gerar mais da metade da sua energia. Estima-se que
existam cerca de 45.000 grandes represas em todo o mundo, sendo que as maiores, sdo a do
Amazonas, do Congo ¢ do Mekong. O Brasil ja apresenta mais de 500 hidrelétricas
espalhadas por todo o pais, o que pode parecer muito em niimeros, mas que na verdade ¢
equivalente a apenas 24% de todo o potencial hidroenergético do pais. Todavia, mudangas
bruscas no ecossistema podem influenciar na disseminac¢ao de doengas ndo endémicas até o
momento, e causar efeitos adversos na saude das comunidades locais devido a
fragmentacdo social causada pela implantacdo das grandes represas. [3, 4].

A implantagdo de complexos hidrelétricos na bacia do rio Madeira, tem motivado
diversos debates cientificos sobre a biodisponibilidade e remobilizacdo de espécies de
mercurio nos reservatorios amazonicos. Estudos realizados em diversos reservatorios do
Brasil, interviram que os compostos de mercurio associados ao material particulado em
suspensdo, plancton e/ou sedimentos, apresentam-se preferivelmente na sua forma
inorganica. Essa forma ocorre principalmente no inicio dos reservatorios, ou seja, a
montante, enquanto que a forma organica vai aumentando sua porcentagem de forma
crescente, atingindo valores maiores proximos as barragens nas areas mais profundas [3].

Devido ao fato de que a polui¢do quimica e bioldgica do rio Madeira se tornou um
dos principais problemas socioambientais daquela regido, o rio acabou se tornando um
laboratorio natural de pesquisas, cujo estudo poderd se tornar uma referéncia para a
Amazonia brasileira. Por essa regido ter sido vitima de exploragdo da garimpagem do ouro
na década de 80 até meados da década de 90, a contaminag@o pelo mercurio que marcou a
regido volta a ser discutida devido aos passivos ambientais deixados resultantes da

atividade de garimpagem de ouro e principalmente pelo potencial de contaminagdo que
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estes passivos representam para a sociedade. Com a construcdo e implantacdo do
Complexo Hidrelétrico Jirau na bacia do rio Madeira, serdo feitas alteragdes ambientais, o
que podera alterar a dindmica do mercurio nessa regido ambiental [3,5]. Devido a
garimpagem do ouro na AmazoOnia, foram atribuidos os altos teores de mercurio
encontrados em peixes, sedimentos e solos por conta desse tipo de exploragdo. No entanto,
estudos recentes mostraram que foram encontradas altas concentragdes de mercirio em
compartimentos bidticos e abidticos sem fontes antropicas, ou seja, em regides que nao
foram exploradas pelo garimpo do ouro ou qualquer outro tipo de exploragdo feita pelo
homem. Portanto podemos concluir que independente da fonte de contaminacdo, a
elucidacao dos mecanismos de toxicidade do mercurio sdo de fundamental importancia
para o desenvolvimento soOcio-ambiental da regido amazonica [5,6]. Sendo assim, o
desenvolvimento de biomarcadores de proteinas relacionadas ao mercurio, poderao indicar
com antecedéncia os possiveis riscos de contaminagdo do pescado e¢ a exposicdo humana,
devido as mudangas ocorridas na qualidade da agua nos reservatorios, podendo evitar que a
populacdo ribeirinha seja influenciada direta ou indiretamente pelos empreendimentos
hidrelétricos na regido amazdnica. “A metaloprotedmica — 4area cientifica proposta
recentemente — integra estudos analiticos e bioquimicos, contemplando o fracionamento e a
caracterizacdo de proteinas associadas a metais. Esta nova area do conhecimento cientifico
tem contribuido para o esclarecimento dos aspectos fisioldgicos e funcionais das
metaloproteinas responsaveis pelo transporte de ions metalicos nos organismos vivos”
[7,8]. A 1identificagdo de biomarcadores de toxicidade do mercurio utilizando a
metaloprotedOmica esta associada as proteinas transportadoras desse elemento que possam
apresentar aumento ou diminuicdo de expressdo, frente as alteragdes das caracteristicas
limnologicas e disponibilidades das espécies mercuriais no ambiente. Dessa forma,
informagdes importantes poderdo ser obtidas em relagdo a elucidagdo dos mecanismos de
absor¢ao desse metal potencialmente toxico pela biota aquatica e pelos seres humanos. A
construcdo e implementacao do Aproveitamento Hidrelétrico Jirau (AHE JIRAU) na bacia
do rio Madeira poderd alterar a dindmica do merclrio nesse compartimento ambiental

devido a alteragdo ambiental do local onde o empreendimento foi instalado [3,5].
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Trabalhos relataram que na ultima década, as concentragdes de mercurio total nas
aguas superficiais dos rios amazonicos (Tapajos, Amazonas, Negro e Madeira) variou
entre 02 e 12 ng/L e o teor de mercurio total no sedimento nestes mesmos rios permaneceu
entre 100 ¢ 400 pg/kg. Estas concentragdes de mercurio estdo dentro dos niveis
considerados naturais dos rios amazoOnicos. No entanto, possiveis transformagdes e
processos de remobilizacdo de espécies mercuriais até entdo indisponiveis, podem alterar
forma quimica dessas espécies, tornando-as labeis para o meio aquatico [4,5].

Com base no exposto, a presente dissertacdo foi dividida em trés capitulos:
Capitulo 1 — apresenta a justificativa da proposta de trabalho com uma breve descri¢ao da
area de estudo e espécies avaliadas, bem como uma introdug¢ao sobre a importancia das
represas de dos complexos hidrelétricos. E por fim, a garimpagem do ouro naquela regido e
a problematica do mercurio, tais como o ciclo, a contaminagdo das aguas amazodnicas,
metilagdo do mercurio, e os diversos problemas causados pelo mercurio ao ser humano sao
discutidos. Capitulo 2 — apresenta os resultados obtidos no estudo metaloprotedmico
quantitativo utilizando 2D PAGE assistida por precipitagcdo fracionada, como componente
de seletividade, no processo de fracionamento do mercurio das amostras de tecido
muscular de tucunaré e filhote. GFAAS foi utilizada como componente de sensibilidade na
determinagdo quantitativa de mercurio nos spots obtidos no fracionamento das proteinas. E
finalmente, as proteinas dos spots proteicos nos quais foi determinada a presenga de
mercurio foram caracterizadas por espectrometria de massas por ionizagdo com eletrospray
em sequéncia (ESI- MS/MS), técnica utilizada como componente estrutural. Os resultados
obtidos nesse capitulo serdo submetidos para publicagdo no periddico journal of the

brazilian chemistry society. Capitulo 3 — apresenta as implica¢des do trabalho.
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Revisdo Bibliogrdfica

Espécies estudadas

Duas espécies de peixes foram escolhidas para o estudo metaloproteomico do
mercurio, considerando seus niveis troficos e, também por se tratarem de espécies bastante
consumidas pela populagdo ribeirinha. As espécies de peixes sdo: filhote

(Brachyplatystoma filamentosum) e tucunaré (Cichla spp.).

Brachyplatystoma filamentosum

Pimelodidae

Por muito tempo, a familia Pimelodidae abrigou um conjunto de espécies sem uma
sinapomorfia conhecida que a sustentasse. Esse grupo incluia as espécies atualmente
alocadas em Heptapteridae e Pseudopimelodidae, as quais hoje representam grupos
reconhecidamente monofiléticos e distintos dos Pimelodidade sensu stricto. Pimelodidae
sensu stricto € considerado atualmente como um grupo monofilético com base no seguinte
conjunto de sinapomorfias: (1) organizacdo dendritica dos canais do sistema da linha-
lateral da regido da cabeca, (2) condilo palatino do etmoide lateral alargado e (3) uma
unido sutural entre os centros da 5% e 6 vértebras. Posteriormente, uma sinapomorfia
adicional que corrobora o monofiletismo de Pimelodidae: a presenga de um processo
dorso-lateral bifurcado no pré- maxilar [9].

Na sua configuragdo atual, Pimelodidae compreende um conjunto de 83 espécies
endémicas da regido Neotropical, onde a maior diversidade de formas conhecidas ocorre
nas bacias dos rios Amazonas, Parand, Orinoco e nos grandes rios das Guianas. Algumas
espécies apresentam ampla distribuicdo geografica, enquanto outras sdo endémicas de
bacias como as dos rios Magdalena, Maracaibo, de alguns rios do sudeste do Brasil, do
noroeste da Colombia e leste do Panama [9].

Algumas espécies de pimelodideos podem atingir tamanhos muito grandes. Entre
essas, as espécies de Brachyplatystoma e Pseudoplatystoma figuram entre os peixes de
agua doce mais importantes na pesca comercial e de subsisténcia na América do Sul [10].

Morfologicamente, os pimelodideos representam um modelo quase arquetipico de um
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bagre: apresentam corpo nu (sem placas Osseas externas), com uma nadadeira adiposa
relativamente grande e trés pares de barbilhdes longos (um par maxilar e dois
mentonianos). O colorido do corpo pode variar de cinza uniforme até padrdes bastante
elaborados de listras, pintas e manchas escuras e claras. Do ponto de vista biologico e
ecologico, a maior parte dos pimelodideos ¢ composta por peixes de habitos carnivoros, e
algumas espécies de grandes bagres representam predadores de topo de cadeia alimentar.
Algumas espécies consomem frutos (Pimelodus blochii e Phractocephalus
hemioliopterus), enquanto outras tendem a onivoria. As espécies de pimelodus podem
formar grandes cardumes em certas épocas do ano, ¢ muitos pimelodideos apresentam
estratégia reprodutiva sazonal com desova durante a fase de enchente dos rios [10].

A bacia do rio Madeira tem uma grande importancia para os peixes dessa familia,
pois serve como rota migratoria para a reprodug¢do dos chamados “grandes bagres”, que
incluem espécies dos géneros Brachyplatystoma, Pseudoplatystoma, Zungaro e
Platynematichthys, entre outros. Além disso, as corredeiras do rio Madeira foram utilizadas
historicamente como local de pesca desses grandes bagres, que movimentou uma intensa
atividade comercial na regido da Cachoeira do Teotonio em Rondonia. Ainda, essa
cachoeira constitui a localidade-tipo de uma espécie de bagre de grande porte,
Brachyplatystoma tigrinum (descrita originalmente como Merodontotus tigrinus). Mais
recentemente, e surpreendentemente, outra espécie de grande bagre foi descrita para os rios
amazonicos, Brachyplatystoma capapretum, a qual também ocorre no rio Madeira e havia
sido equivocadamente identificada até entdo como B. filamentosum [9].

Para o rio Madeira, no trecho que inclui a foz do rio Mamoré até a foz do rio
Madeira, sdo conhecidas 49 espécies de Pimelodidae. Isso representa mais de 80% das
espécies de pimelodideos conhecidas para a Amazonia, o que evidencia a importancia do
rio Madeira como representagdo da ictiofauna regional. Dessas espécies, pelo menos sete
ainda ndo foram descritas taxonomicamente [11].

A piraiba conhecida também como filhote, bagre-branco ou piratinga € o bagre
amazoOnico que atinge maior tamanho, alcancando em torno de 2,5 m e 300 kg. O peixe
pertencente a familia Pimelodidae (ordem Siluriforme) apresenta coloragdo uniforme,
sendo cinza no dorso e claro no ventre; faixa de dentes do pré-maxilar com uma faixa de

dentes maiores e depressiveis na sua porcao posterior; barbilhdes rolicos e estreitos;
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nadadeiras, adiposa e anal, com base aproximadamente de mesmo tamanho; nadadeira
caudal com lobos arredondados (figura 3). Geralmente o nome filhote ¢ aplicado a
exemplares de menor porte, at¢ 1,5 m de comprimento padrao e 50 kg, e piraiba, a
exemplares maiores. Ocorre em quase toda a bacia amazonica e a captura ¢ realizada
normalmente no canal ou em areas de cachoeiras, com uso de redes de emalhe, espinhéis e
linhada [11].

Além da auséncia de escama, suas principais caracteristicas sao: ampla abertura das
branquias (que se estende além da base das nadadeiras peitorais) e a presenca de trés pares
de barbilhdes tacteis, sendo um par na maxila superior e dois na mandibula [11].

Pode ser encontrada nas bacias do Amazonas e Orinoco, grandes rios das Guianas e
Nordeste do Brasil. Para coleta, usam-se rede de espera, arrasto bentonico e espinhel [9].

Essa ¢ a maior espécie de Siluriformes Neotropical, mas exemplares de grande
porte ja sdo raros na maior parte de sua area de distribui¢do, em funcdo da sobrepesca. Tem
a fama de engolir pessoas que se arriscam a nadar nos grandes rios amazonicos, mas nao
ha casos confirmados de ataques a seres humanos. As piraibas jovens sdo conhecidas
regionalmente como “filhotes”, e apresentam um filamento no lobo superior da cauda que
pode ser varias vezes maior do que o tamanho do corpo em individuos pequenos,

diminuindo essa propor¢ao a medida que o peixe cresce.

Figura 3: Brachyplatystoma filamentosum (peixe popularmente conhecido

por “Filhote”)
Fonte: Adaptado de Queiroz et al., 2013
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Cichlidae

Cichlidae Bonaparte, 1840 ¢ um clado monofilético que inclui aproximadamente
1.600 espécies validas [12], distribuidas na Africa, Américas do Sul, Central e do Norte
(México e sul do Texas), India, Ird, Israel, Madagascar, Siria e Sri Lanka. Os ciclideos
neotropicais incluem mais de 406 espécies validas, formando o maior grupo ‘“nao-
Otophysi” de peixes de agua doce da Ameérica do Sul. No Brasil, os ciclideos sao
conhecidos como acard ou card, caratinga, jacundd, joaninha e tucunaré, entre outros
nomes populares. Eles podem ser facilmente identificados por uma combinagdo de
caracteres externos, tais como: uma unica narina de cada lado da cabeca; linha lateral
normalmente dividida em um ramo anterior mais dorsal e um ramo posterior médio-lateral;
e presenca de espinhos nos primeiros raios das nadadeiras dorsal, anal e pélvica [12,13].

Estudos sobre as relagdes filogenéticas de Cichlidae tém sido realizados nos
ultimos 30 anos utilizando caracteres morfologicos e, mais recentemente, dados
moleculares. Por um lado, o monofiletismo da familia foi definido através das analises
cladisticas, definiu sinapomorfias relacionadas aos arcos branquiais. Autores subsequentes
definiram outras sinapomorfias relacionadas a musculatura, trato digestorio, sistema
sensorial e esqueleto com andlises moleculares, associando caracteres morfologicos com
moleculares, corroboraram o monofiletismo da familia. Apesar de ter incluido neste clado
o género africano Heterochromis Regan, reconheceu uma “dicotomia” entre os ciclideos
do “Velho Mundo” e do “Novo Mundo”. Posteriormente, o monofiletismo deste grupo
neotropical foi novamente corroborado e as relagdes filogenéticas entre seus subgrupos
tém sido elucidadas principalmente por meio de dados moleculares ou combinagdo de
dados morfologicos e moleculares [14].

No Brasil sdao conhecidas aproximadamente 250 espécies, sendo que
aproximadamente 60% ocorrem na bacia amazonica. Os ciclideos brasileiros
compreendem desde espécies de pequeno porte, com 2,5 — 3,0 cm de comprimento padrao,
até espécies de grande porte como os tucunarés (Cichla spp.), que chegam a 75 cm. Os
ciclideos brasileiros habitam os mais variados ambientes: igarapés de terra firme, varzeas e
igap0s, a calha principal dos rios e lagos. Algumas formas estdo adaptadas a ambientes
reofilicos, vivendo preferencialmente em corredeiras e proximas a cachoeiras, como as

espécies de Retroculus, e algumas de Crenicichla; outras vivem em ambientes fortemente
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lénticos, como as espécies de Symphysodon, Pterophyllum Heckel, Chaetobranchus Heckel
¢ Chaetobranchopsis Steindachner [9].

Existe uma grande variedade de habitos alimentares dentro dos ciclideos, sendo
encontradas espécies herbivoras, planctivoras, moluscivoras, invertivoras e piscivoras,
embora aparentemente a maioria das espécies seja carnivora oportunista. Muitas espécies
de ciclideos apresentam dimorfismo sexual, que pode incluir variagdes no padrdao de
colorido, prolongamento de raios das nadadeiras dorsal e anal e a presenca de uma
gibosidade na regido pos-occipital em individuos machos adultos sexualmente maduros.
Além disso, todas as espécies possuem algum tipo de cuidado com a prole, uni ou
biparental, que pode envolver a defesa do ninho, o carregamento dos ovos e/ou alevinos na
boca, ¢ até¢ a produg¢do de um tipo especial de muco para alimentacdo e protecdo dos
filhotes no acara- disco (Symphysodon aequifasciatus Pellegrin) [11].

No mercado de peixes ornamentais, os ciclideos sdao altamente apreciados por
conta da diversidade de formas e de colorido e pela complexidade comportamental. Alguns
peixes neotropicais, como os dos géneros Apistogramma, Astronotus, Cichlasoma,
Laetacara, Mikrogeophagus, Pterophyllum e Symphysodon, sdo amplamente cultivados,
enquanto alguns outros despertam interesse dos aquaristas mais experientes, por conta da
dificuldade da manutencdo e reprodu¢do em cativeiro, como por exemplo, algumas
espécies de Crenicichla e Teleocichla. O tucunaré (Cichla spp.) ¢ o ciclideo de maior
destaque na pesca esportiva e comercial, porém os mercados pesqueiros regionais € a pesca
de subsisténcia abrangem outros peixes, como o acaratinga (Geophagus spp.), acara-prata
(Chaetobranchus semifasciatus), acara- bicudo (Satanoperca spp.) e acara-agu (Astronotus
spp.) [1].

As primeiras espécies de Cichlidae do rio Madeira foram formalmente descritas
pelo austriaco Johann Jacob Heckel em 1840, a partir do vasto material reunido pelo
também austriaco Johann von Natterer, que veio na missdo Austriaca e realizou coletas no

Brasil de 1817 a 1835 [1].
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Cichla spp.

O tucunaré ¢ um peixe de agua doce com distribuicdo na Amazdnia e nas regioes
Sudeste, Centro-Oeste ¢ Nordeste do Brasil. Esse peixe habita agudes, represas e rios. E
um peixe carnivoro, alimentando-se principalmente de peixes e camardes. Persegue a
presa, ou seja, apos iniciar o ataque, nao desiste até conseguir captura-la. Formam casais e
se reproduzem em ambientes Iénticos, onde constroem ninhos e cuidam da prole. O
tucunaré ¢ um peixe de escamas, com corpo alongado e um pouco comprimido. Sua
coloracdo ¢ amarelada, com manchas pretas e verticais distribuidas regularmente pelo
corpo. Todos os tucunarés apresentam uma mancha redonda (ocelo) no pedunculo caudal
(figura 4). E bastante rapido, agressivo, forte e muito sedentirio (ndo realizando
migragdes). Com habitos diurnos, pode chegar a 30 cm ou mais de 1 m de comprimento

total [14].

Figura 4: Cichla spp. (peixe popularmente conhecido por “Tucunaré”)

Fonte: Adaptado de Queiroz et al., 2013
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Problemdtica do Mercurio

A Ameacga

O merctrio (Hg) e todos os seus compostos sao potencialmente toxicos nao apenas
ao ser humano, mas também para todo a vida selvagem e ecossistema. Grande quantidade
desse metal torna-se fatal para o homem, no entanto, doses consideradas baixas podem
também causar repercussdes adversas graves tanto no desenvolvimento neuroldgico,
quanto imunoldgico, cardiovascular e reprodutivo. Na natureza, o Hg desacelera os
processos microbioldgicos no solo e no meio ambiente, esse elemento pode se transformar
em metilmercurio (MeHg), sua forma mais toxica e prejudicial ao ser humano. O MeHg
tem a capacidade de atravessar a barreira placentaria, tendo predisposi¢do em se concentrar
no cérebro, inibindo assim o desenvolvimento cerebral do feto. Assim, a preocupacao

principalmente com gestantes, lactantes e criangas [15].

O Ciclo

O Hg ¢ o tinico metal conhecido que se apresenta no estado liquido em temperatura
ambiente e a 0°C, ¢ inodoro, e além disso, o unico elemento (com excessao dos gases
nobres) cujo vapor ¢ monoatdmico em temperatura ambiente (25°C). Atualmente novas
metodologias e técnicas tém se tornado disponiveis nos estudos ambientais, o que vem
causando um maior entendimento por parte dos pesquisadores sobre esse elemento em
sistemas naturais. O Hg ¢ um elemento que pode existir em um grande nimero de formas
quimicas e com diferentes propriedades. A conversdao entre essas diferentes formas
proporciona a base para o modelo de distribuicdo em ciclos locais e globais e, seu
enriquecimento bioldgico nos organismos. Os grupos mais importantes sdo: Hg elementar,
as espécies de Hg inorganico e organico. Processos naturais podem contribuir para
emissoes de Hg, tais como ressuspensdao de particulas do solo através dos ventos,
emanacgdes vulcanicas, queimadas e através do solo e aguas superficiais. As mudancgas
climaticas também pode disponibilizar o Hg contido em rochas, entretanto, a atividade

humana tem contribuido muito para o aumento dos niveis globais de Hg, situagdo que ¢
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extremamente preocupante. Todavia, mesmo o mecanismo de deposi¢ao do Hg através da
atmosfera seja de grande importancia e algumas vezes responsavel pela contaminagdo em
regides remotas e distantes de industrias, deve-se levar em consideragdo o ciclo
biogeoquimico do Hg em solos e ambientes aquaticos. O Hg liberado na atmosfera por
fontes naturais ou antropicas na forma de Hg’ sofre oxidagdio na interface solido-liquido
(neblina, goticulas de chuva) e por meio de reagdes mediadas pelo ozonio e raios
ultravioletas torna-se Hg?*. Este retorna ao ambiente aquatico e terrestre carreado pela
agua da chuva ou adsorvido a pequenas particulas. O cation mercurio também pode se
originar do rompimento da ligagdo carbono-merctirio de compostos organomercuriais, por
meio de processos quimicos ou biologicos. No ambiente aquético, o Hg** é adsorvido
preferencialmente na superficie dos sedimentos, acidos humicos, material particulado e
argilas por processos de co-precipitagdo e interagdes de superficie, podendo formar grande
quantidade de complexos e de quelantes com o material organico. Nas camadas superiores
do sedimento, que sdo biologicamente ativas, o Hg?" é, em parte, metilado por bactérias,
incluindo as sulfato redutoras, transformamdo-se em metilmercurio e depois a etilmercurio
na interface agua-sedimento ¢ também, no perifiton das macrofitas aquaticas. O MeHg ¢
rapidamente absorvido pelos organismos marinhos e desta forma sera bioacumulado e
biomagnificado ao longo da cadeia trofica. Logo, os organismos de topo de cadeia
apresentardo as maiores concentracoes de Hg total e MeHg. Em menor extensdao, o MeHg ¢
também demetilado a Hg** e posteriormente reduzido a Hg’, retornando a atmosfera. Na
Figura 5 estdo ilustradas as diferentes origens do Hg [16,17].

Como resultado de emissdes antrdpicas, a taxa de deposi¢do atmosférica de Hg ¢
aproximadamente trés vezes maior do que no tempo pré-industrial e tem aumentado nas
proximidades das regides industrializadas. Companhias termoelétricas movidas a carvao,
industrias de processamento de metais, de incineracdo de lixo, ldmpadas fluorescentes,
producdo de baterias, de cloro, industria de mineragdo e esgotos e outros residuos sdo as
principais fontes de contaminagdo de Hg causadas pelo proprio homem. Dadas as
caracteristicas alarmantes do quadro descrito, na maioria dos paises, as emissoes de Hg de
origem antropica tiveram uma queda significativa em virtude do controle mais rigido
exercido pelos Orgdos governamentais, embora ainda, verifiquem-se concentragdes

elevadas deste elemento em muitas partes do mundo. Algumas sdo principalmente devidas
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a fontes locais, notadamente a extragdo de ouro em pequena escala na América do Sul,
Africa e Asia. Mas como poluente “transfronteirico” que é, o Hg pode igualmente ser
transportado a nivel global para regides distantes da sua fonte. Isso significa que alguma
polui¢do de carater local, vista a curto prazo, podera se juntar a reserva global a longo
prazo. Tal fato teve também como resultado, a contaminacao de regides com poucas ou

nenhumas fontes de Hg, como o Artico [18].
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Figura 5: Origem do Hg (adaptado de Azevedo, 2003). []

No Brasil, a extracdo de ouro, entre outras, ¢ uma grande fonte de contaminagao,
principalmente nas regides Amazonica e Centro-Oeste, em que o metal é extraido do

minério pela amalgamagdo com Hg [18].

Contaminagdo das Aguas Amazénicas

A Amazodnia foi marcada na década de 80 até meados da década de 90 pela intensa
atividade garimpeira, o que causou grande contaminacdo pelo mercurio. Estima-se que a
emissdo anual de Hg na bacia amazonica naquela época tenha atingido a impressionante
marca de 200 toneladas, sendo o Brasil, a Bolivia, a Venezuela, a Guiana ¢ a Colombia os
maiores emissores. A bacia superior do rio Madeira foi a segunda mais importante regiao

produtora de ouro de garimpo na Amazonia e essa atividade apresentou o fator de emissao
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médio de Hg de aproximadamente 1,3 kg de Hg para 1 kg de ouro produzido nesta bacia.
A emissdo total do merctrio ¢ compreendida em cerca de 35-45% na forma liquida
(metalica) liberada diretamente para os rios, solos e drenagens nas areas de garimpo, e
cerca de 55-65% na forma volatil (vapor) emitido para a atmosfera durante a queima da
amalgama de ouro-mercurio (AuHg), quando o ouro ¢ purificado nas casas compradoras.
Estas emissOes resultam em concentracdes extremamente elevadas tanto nas regides
garimpeiras quanto nas proximidades dos grandes centros, onde se localizavam as casas
compradoras [5].

Para uma avaliagcdo da contaminac¢do dos recursos de uma regido, como a bacia do
rio Madeira e sua populagdo, ¢ preciso ndo sO determinagdes do mercurio nos
compartimentos ambientais, mas também se faz necessario o conhecimento biogeoquimico
de seus ecossistemas, ja que sdo os processos biogeoquimicos que controlam a
biodisponibilidade deste metal. As mudangas no uso da terra pela agropecudria, o
desmatamento, as queimadas, a dragagem anual que ocorre em alguns pontos da Hidrovia
do rio Madeira, podem acelerar processos de remobilizagdo do mercurio presente em solos
e sedimentos fluviais. Além disso, as caracteristicas particulares de ambientes amazdnicos
— como condi¢des andxidas e acimulo de matéria organica dissolvida — podem ainda criar
condicdes ideais para a metilacdo do mercurio, obtendo metilmercirio — forma quimica
mais toxica desse elemento [5].

Observa-se que nos ultimos anos as concentragdes de mercurio t€ém se mantido
dentro dos niveis naturais nos rios amazOnicos, no entanto, sabe-se que essas
transformagdes e os processos de remobilizacdo das espécies mercuriais até entdo
indisponiveis, podem alterar sua forma quimica, tornando-as biodisponiveis, ou seja,

disponibilizando-as para os ciclos ecoldgicos e o meio aquatico [5, 6].

Metilagéo do Hg

Diversos trabalhos relatam diferentes formas de metilagdo do Hg [16,17]. Quando
as concentracdes de oxigé€nio sdo baixas, o processo de produgdo e degradagdao de Hg ¢
predominantemente microbiano. Acredita-se que a degradacdo solar seja a principal via

para a decomposi¢do do metilmercurio na superficie da coluna de agua. Contudo, em agua
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doce e nas zonas aquaticas costeiras, micro-organismos anaerobicos prosperando em zonas
anoxicas (como sedimentos bentdnicos, solo saturado, coluna de agua 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). O mercurio associado ao material
particulado em suspensdo tende a sedimentar, enquanto o mercurio dissolvido encontra-se
mais biodisponivel e pode ser incorporado pela biota. O processo de metilagio do
mercurio, que aumenta significativamente sua biodisponibilidade e acumulagdo ao longo
da cadeia alimentar, ¢ favorecido em ambientes aquaticos andxicos ou suboxicos,
levemente acidos, com concentracdes elevadas de matéria organica dissolvida e atividade
microbioldgica intensa. Em 4areas de remanso, lagos marginais, de inundacdo e¢ em
reservatorios artificiais, essas caracteristicas biogeoquimicas estdo mais propensas a
ocorrer [16-19].

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
propor¢ao ¢ mais de um kg de mercurio para cada kg de ouro extraido [16]. 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 [16].

Hg e a Saude

As primeiras evidéncias dos efeitos neurotoxicologicos do Hg, em conseqiiéncia da
ingestdo materna de alimentos contaminados, foram observadas em criancas na cidade de
Minamata, Japao, na década de 50, onde o MeHg liberado de uma industria quimica
contaminou as aguas da baia local, contaminando os peixes consumidos pela populagdo. O
Hg nos peixes estd principalmente na forma de MeHg, o qual € caracterizado por sua alta
biodisponibilidade. Neste acidente, onde moluscos analisados exibiram concentragdes de
11 a 40 mg kg, provocando lesdes neuroldgicas e até mortes, o Hg passou a ser

considerado um dos metais mais perigosos no que diz respeito a contaminacao ambiental e
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a saude humana. A populagdo afetada apresentou problemas neurologicos e as criangas
nascidas das maes contaminadas exibiram severas deficiéncias em seu desenvolvimento
neural, mesmo em casos nos quais havia completa auséncia de sinais clinicos nas maes.
Concluiu-se, a partir disso, que o cérebro fetal ¢ muito suscetivel aos efeitos deletérios do
MeHg em niveis mais baixos do que aqueles que produziam efeitos detectdveis em recém-
nascidos ou em adultos. Em 1953, a doenca de Minamata foi reconhecida como uma
doenga neuroldgica e chamou a atengdo do mundo todo para o problema da intoxicacao por
metais toxicos. As intoxicagdes com Hg sdo evidenciadas por sintomas tais como:
tremores, rigidez, ataxia entre outros. Relatos similares ao de Minamata ocorreram no
Iraque nos anos de 1971 e 1972, quando a populagao consumiu pao fabricado com farinha
de trigo cujas sementes haviam sido tratadas com fungicida que continha MeHg em sua
formulagao [19,20].

Estudos procurando estabelecer uma relagdo dose-resposta comegaram entao a ser
realizados, utilizando-se os niveis de MeHg encontrados nos cabelos das maes como um
indicador da exposi¢do e relacionando-os ao desenvolvimento neural de criangas expostas
no periodo pré-natal. Apods estes episodios de intoxicagdo com Hg, as pesquisas foram
direcionadas na avaliagdo dos possiveis efeitos da exposi¢do cronica a niveis mais baixos
de MeHg ambiental, particularmente em criangas cuja dieta materna incluia quantidades
substanciais de peixe ou outros frutos do mar. Com relagdo a possivel carcinogenicidade
do Hg, estudos epidemiologicos realizados nas populagdes expostas € ndo expostas ao Hg,
bem como, em pessoas que sobreviveram ao acidente de Minamata, ndo foram
conclusivos. Entretanto, outros estudos deverdo ser realizados, visto que a populacdo
amostrada foi pequena, a descricdo dos casos clinicos foi insuficiente e a fonte de
exposicao ao Hg nao foi identificada com certeza [21].

A carcinogenicidade do MeHg também foi investigada em iniumeros estudos e nao
foi estabelecida nenhuma relagdo significativa entre bioacumulagdo de MeHg e cancer.
Estudos também mostraram que a exposicao ao Hg pode afetar a funcdo imunoldgica
(National Research Council, 2000). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA)
estabeleceu um novo limite para MeHg de 0,1 microgramas de Hg por quilo de peso
corporeo por dia (0,1 ug kg™ por dia) (EPA, 1997). Esse valor é 4,7 vezes menor do que o
valor de 0,47 pg kg' por dia, preconizado pela Organizacio Mundial da Satde. A
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concentragio média de Hg em peixes de d4gua doce e marinhos é cerca de 0,2 mg kg'. Em
termos praticos, isso significa que uma pessoa pesando 60 kg, em média, pode consumir
somente 30g de peixe por dia. E essencial, que a metodologia analitica seja capaz de
distinguir entre o Hg total e o MeHg, de modo a avaliar o impacto potencial de Hg na
saude humana, em grupos de populagdes expostas. A maior fonte de MeHg na alimentagao
esta nos peixes, frutos do mar e derivados; para peixes comestiveis a concentracao nao
deve exceder 0,5 mg kg'! de Hg total, sendo que, em média, 85% se encontra na forma de
MeHg. Nos EUA, a concentracdo média de Hg total encontrada nos peixes e frutos do mar
¢ de 0,24 mg kg! para atum (principalmente enlatado); 0,46 mg kg! para camardo; 0,10
mg kg'! para linguado; 0,05 mg kg'! para mexilhdo; 0,25 mg kg™ para caranguejo/lagosta;
0,05 mg kg'! para salmio; 0,04 mg kg! para ostra; 0,42 mg kg™! para truta e 0,06 mg kg
para sardinha [21].

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu para
as aguas de classe I, II, e III o limite de 0,0002 mg L' de Hg e para 4dguas salinas e
salobras, 0,0001 mg L!. Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser
langados, direta ou indiretamente nos corpos de 4gua, em niveis de 0,001 mg L' de Hg.
Visto a necessidade de constante aperfeicoamento das a¢des de controle sanitario na area
de alimentos e visando a prote¢do a satide da populagdo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), na Portaria n ° 685, de 27 de agosto de 1998 também estabeleceu
regulamentos técnicos sobre contaminantes em alimentos para inumeros elementos
toxicos, incluindo o Hg. Este Regulamento Técnico estabeleceu o limite maximo de
tolerancia para o Hg total em 1 mg kg™ para peixes predadores e 0,5 mg kg™! para peixes
nao predadores e produtos da pesca. Diversos fatores afetam os niveis de MeHg em peixes,
entre eles: a dieta e o nivel trofico das espécies, sendo neste caso a espécie carnivora a que
mais contribui para o acimulo de Hg na forma organica, chegando a acumular nove vezes
mais que outras espécies [22,23].

O consumo de pequenas quantidades de peixe contaminado pode afetar
acentuadamente a ingestdo de MeHg em seres humanos e as preocupagdes referentes ao

Hg estdo baseadas em seus efeitos no ecossistema e a saude humana [23].
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Biomagnificagdo na Cadeia Alimentar

O metilmercurio pode ser facilmente absorvido pela biota aquatica, o que nao
acontece com a sua forma metélica, e tende a acumular-se nos organismos € magnificar-se
através da cadeia alimentar. Na Amazonia, como o peixe ¢ a principal fonte de alimento, o
consumo de peixes predadores, como o tucunaré e o filhote, pode representar um risco para
a saude humana dessas populagdes, principalmente para mulheres em idade reprodutiva e
para as criangas, ja que o mercurio ¢ reconhecidamente um agente teratogénico (o
metilmercurio da mae ¢ transferido para a placenta e transportada para o feto). O sistema
nervoso central ¢ o alvo principal do metilmercurio, afetando principalmente areas
especificas do cérebro, como cerebelo e lobos temporais, sendo principais efeitos
neurotoxicos em humanos: ataxia (perda da coordenagdo dos movimentos voluntarios);
disartria (problemas nas articulagdes das palavras); parestesia (perda da sensibilidade nas
extremidades das maos e pés e em torno da boca); visdo de tinel (constricio do campo
visual); e perda da audicao [7, 9].

A meia-vida biologica do mercurio em peixes, dependendo da espécie, pode ser de
varios anos. As concentragdes elevadas de mercurio em peixes sdo comumente encontradas
naquelas espécies que ocupam o topo da cadeia alimentar. Entretanto, a extensao da cadeia
alimentar, a taxa de crescimento individual e a idade do peixe sdo fatores responsaveis pela
variabilidade dos niveis de mercurio nos predadores. Outra varidvel a ser considerada ¢ a
mudanga dos habitos alimentares que frequentemente variam em funcdo da fase de
desenvolvimento, assim como podem variar significativamente entre individuos da mesma
espécie [10, 13]. Diversos trabalhos desenvolvidos nas ultimas duas décadas destacam as
altas concentragdes de merctrio determinadas nos peixes amazonicos. De uma forma geral,
todas essas pesquisas apontam a bioacumulagdo ao longo da cadeia trofica como a
responsavel pelo alto teor de mercurio nos peixes amazonicos. As algas e as plantas
aquaticas dos rios amazOnicos apresentam concentracdes de mercurio maiores que as
concentragdes encontradas nas aguas desses rios. Dessa forma, como os peixes se
alimentam exclusivamente dessas algas e plantas, apresentam concentragdes de mercurio
ainda maiores e, assim por diante, até atingirem peixes como o pintado ou a piranha, que

apresentam concentragdes um milhdo de vezes superiores as das dguas dos rios [11, 14].



30

O aumento significativo da concentragdo de merclirio nos peixes de maior
longevidade pode estar relacionado ao fato desse elemento apresentar baixa taxa de
eliminagdo pelo organismo. Ou seja, a medida que o organismo envelhece, as
concentragdes de mercirio aumentam constantemente e, 0s organismos que apresentam
maior longevidade apresentardao maiores concentragdes. Outro aspecto a ser considerado ¢
que, a medida que subimos na cadeia trofica, ndo apenas a concentracdo de mercurio
aumenta, mas também a taxa de conversdo em metilmercurio. Por exemplo, um peixe
carnivoro adulto pode apresentar mais de 90% do mercurio na forma metilada, enquanto
que esse valor nas 4guas dos rios ndo ultrapassa os 2%. Portanto, em resumo, o mercurio
de origem natural e/ou antropica, ao entrar nos ecossistemas aquaticos, participa de ciclos
biogeoquimicos mediados por microorganismos, onde serd transformado quimicamente,
bioacumulado e biomagnificado na cadeia tréfica. Sendo assim, os peixes predadores, ao
acumularem altos niveis de mercurio, podem funcionar como veiculos desta forma quimica

para seus consumidores, como répteis, aves, mamiferos e por fim, seres humanos [15,18].

Proteémica

Com a codificagao do genoma humano, o qual consiste no conjunto de todos os
genes, os cientistas voltaram suas pesquisas ao sequenciamento de proteinas. Uma
pesquisa esta diretamente ligada a outra, pois sdo as proteinas que carregam as mensagens
dos genes para controlar as fun¢des do organismo [24].

Um dos grandes desafios do século 21, segundo o norte americano Walter Gilbert,
sera codificar as proteinas que os genes produzem e suas fungdes biologicas exercidas ao
longo da vida, podendo assim viabilizar novas drogas e terapias [24].

O termo proteoma foi elaborado por Wilkins e Williams em 1993, para descrever o
complemento proteico total do genoma [26].

O genoma de um organismo ¢ essencialmente estatico e o DNA, do qual pode ser
extraido em principios de uma Unica célula, contém toda informag¢do. Em contraste, o
proteoma observavel de uma tUnica célula, definido como a cole¢do de todas as proteinas
existentes em seu fenotipo molecular especifico € bastante dinamico e dependente do

estado da célula. Portanto, o proteoma ndo ¢ estaciondrio, mas muda com o
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desenvolvimento do organismo e com qualquer mudanga no seu ambiente. Uma vez que o
proteoma muda mais que o genoma, ¢ possivel entdo obter-se mais informagdo do
organismo estudando-se o proteoma [27].

O proteoma ¢ mais complexo que o genoma, ndo apenas devido ao nimero de
proteinas, mas, também, devido as inimeras possibilidades de interagdes entre elas ¢ a
estrutura tridimensional que a mesma possui, indo interferir decisivamente no papel que
ela realiza [25,27].

A andlise de proteomas possui varias aplicacdes e a demanda de trabalhos nessa
area tem crescido exponencialmente nos ultimos anos. O atendimento dessa demanda vai

depender do apoio continuado aos grupos de pesquisa em proteinas e proteomas [26].

Metalémica

Como ja definido acima, a protedmica envolve o estudo das propriedades das
proteinas, tais como o nivel de expressao, as modificagdes pos-traducionais € as interagdes,
em ampla escala, de modo a obter uma visdo global dos processos celulares [24,27].

Ja a metaldmica ¢ um campo de pesquisa que deve estar relacionada com a
genOmica e a protedmica, pois a sintese e as fungdes metabdlicas dos genes e das proteinas
ndo ocorrem sem a presenca de ions metalicos ou metaloenzimas, que sdo metaloproteinas
que atuam como catalisadores bioldgicos na regulagdo das reagdes bioldgicas e das fungdes
fisiologicas em células e 6rgaos [28]. A metalomica tem como objetivos a verificagdo da
distribuicao das espécies metalicas e metaldides, bem como a elucidagdo dos aspectos
fisiologicos e funcionais das biomoléculas que contenham ions metalicos em suas
estruturas, tais como as metaloproteinas e as proteinas ligadas a metais [29]. Na
metalomica, sdo definidos como “metalomas™ os ions metalicos ou espécies metaloides
presentes em um sistema bioldgico (células, tecidos, fluidos ou organismos), na forma livre
ou complexado [30].

Uma das mais importantes tecnologias analiticas para estabelecer a metaldomica

como ciéncia dos biometais ¢ a especiacdo quimica para a identificacdo especifica de
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metalomas bioativos, uma vez que a identificacdo dos metalomas e a elucidagdo de fungdes
bioquimicas ou fisiologicas nos sistemas biologicos sao alvos da metalomica [31].

O estudo do metaloma pode fornecer informagdes tais como: (i) elemento (espécie
metalica ou metaldide) distribuido entre os compartimentos celulares de determinado tipo
de célula; (i1) seu meio de coordenagdo (qual biomolécula estd incorporado ou a qual
bioligante estd complexado); (iii) as concentragcdes das espécies metalicas individuais
presentes e (iv) a estrutura da biomolécula [30,31].

A informagdo metaldmica pode ser classificada em (i) metaldmica qualitativa:
identificacao das espécies metalicas individuais; (ii) metaldmica quantitativa: determinagao
das concentracdes destas espécies e (iii) metalomica comparativa: monitoramento das
altera¢des do metaloma de determinado organismo, sob a influéncia de estimulo externo. O
estudo destas biomoléculas ¢ denominado “metaloprotedmica” [32,33].

Os estudos metalomicos, na visao analitica, consistem em trés componentes
principais: (i) a técnica de separacao; isto €, a contribui¢do para o isolamento das espécies-
alvo da matriz, denominada como componente de seletividade; (ii) o detector especifico
para moléculas; objetivando a sua caracterizacdo, denominado como componente
estrutural; e (iii) o detector sensivel para a quantifica¢do dos elementos; denominado como
componente de sensibilidade [26,34].

Considerando o exposto acima, o presente trabalho teve como objetivos o
fracionamento das proteinas por 2D PAGE, o mapeamento quantitativo por espectrometria
atdmica da por¢do mercurial nos spots proteicos e a caracterizagdo dos spots nos quais

foram identificados o metal estudado por ESI MS/MS.
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O Capitulo II: “Estratégias metalomicas para fracionamento de mercurio em
amostras de tecido muscular de tucunaré (Cichla spp.) e filhote (Brachyplatystoma

filamentosum) da regido  amazonica”, apresentou como objetivos:

a) Identificacdo e caracterizacdo de metaloproteinas presentes em

amostras de tecido muscular de Brachyplatystoma filamentosum e Cichla spp.;

b) Desenvolver e validar métodos analiticos visando o
fracionamento/separag¢do de proteinas por eletroforese 2D-PAGE de amostras de

tecido muscular de Brachyplatystoma filamentosum e Cichla spp;

c) Identificar e quantificar por GFAAS a preseng¢a de Merctrio nos

spots proteicos;

d) Caracterizar as proteinas presentes nos spots nos quais foram

identificados a presenca de Hg por ESI MS/MS;

O trabalho foi redigido de acordo com as normas do periddico Journal of

the Brazilian Chemical Society
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Resumo

Este trabalho apresenta os resultados de fracionamento de proteinas ligadas ao
merctrio em amostras de musculo de tucunaré (Cichla spp.) e filhote (Brachyplatystoma
filamentosum) oriundos do complexo hidrelétrico de Jirau, na Bacia do Rio Madeira,
regido amazonica do Brasil. O proteoma do musculo dessas espécies foi separado por
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (PAGE 2D). O merctrio presente nos
spots proteicos foi determinado por espectrometria de absor¢ao atomica em forno de
grafite (GFAAS) ap6s mineralizacdo acida assistida por banho de ultra-som. Os spots
proteicos que apresentaram mercurio foram caracterizados por espectrometria de massas
por ionizagdo com eletrospray em sequéncia (ESI- MS/MS) apés digestdo triptica. As
determinagdes GFAAS indicaram que 65% do mercurio estd ligada a fragdo proteica com
massa molar (Mm) inferior a 90 kDa. As concentragdes de mercurio nos spots
apresentaram-se na faixa de 13,60 — 17,10 mg g'. Com base nas concentragdes de
mercurio, foi possivel estimar que os spots proteicos continham aproximadamente um
atomo de mercurio por molécula de proteina. A andlise por ESI-MS / MS permitiu
caracterizar em dez spots proteicos as seguintes proteinas e/ou enzimas: parvalbumina-2
(Mm = 12,40, pI = 3,80); parvalbumina alfa (Mm = 12,40, pI = 3,80); parvalbumina beta
(Mm = 12,40, pI = 3,80); ubiquitina-40S proteina ribossomica S27a (Mm = 11,60, pl =
6,10); GTP cyclohydrolase 1 proteina reguladora de feedback (Mm = 13,00, pI = 4,00) e
proteina de transmembrana 186 (Mm = 14,00, pI = 4,70).

Palavras-chaves: Metaloproteinas, GFAAS, 2D-PAGE
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Abstract

This paper presents the results of mercury fractionation in muscle samples of
tucunaré (Cichla spp.) and filhote (Brachyplatystoma filamentosum) from the JIRAU
Hydroelectric Power Plant in the Madeira River Basin in the Amazon region of Brazil. The
proteome of the fishes muscle was separated by two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2D PAGE). The mercury present in the protein spots was determined by
graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS) after acid mineralization in an
ultrasound bath. The protein spots in which the presence of mercury was detected were
characterised by electrospray ionisation tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) after
tryptic digestion. The GFAAS determinations indicated that 65% of the mercury was
linked to the protein fraction with a molar mass (Mm) of less than 90 kDa. The mercury
concentration in the eleven spots in this protein fraction was present were in the range
13.60 to 17.10 mg g’'. Based on mercury concentrations, it was possible to estimate that
the protein spots contained approximately one atom of mercury per protein molecule.
Analysis by ESI-MS / MS protein allowed the characterization of ten spots as proteins and
/ or following enzymes: parvalbumin-2 (MW = 12.40, pl = 3.80); parvalbumin alpha (Mm
= 12.40, pl = 3.80); parvalbumin beta (Mm = 12.40, pI = 3.80); ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a (Mm = 11.60, pl = 6.10); GTP cyclohydrolase 1 regulatory protein of
feedback (Mm = 13.00, pI = 4.00) and transmembrane protein 186 (Mm = 14.00, pl =
4.70).

Keywords: Metalloproteins, GFAAS, 2D-PAGE
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Introdugao

A poluigdo quimica e biologica na bacia do rio Madeira configura um dos
principais problemas socioambientais da Amazdnia. A contaminagdo pelo mercurio, que
marcou a Amazonia 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 [1].

A construgdo e implementacdo do Aproveitamento Hidrelétrico Jirau na bacia do
rio Madeira poderd, em virtude das alteragcdes ambientais, modificar as espécies quimicas
do mercurio, disponibilizando-as para o meio aquatico. Espécies mercuriais, como por
exemplo o metilmercurio, estando disponiveis no meio aquatico, podem ser absorvidas
pela biota aquatica, acumular-se nos organismos e magnificar-se através da cadeia
alimentar [2].

Na Amazoénia, o peixe ¢ a principal fonte de alimento para as populagdes
ribeirinhas. Diversos trabalhos desenvolvidos nas ultimas duas décadas destacam as altas
concentragcdes de mercurio determinadas nos peixes amazonicos. De forma geral, todas
essas pesquisas, apontam a bioacumulacao ao longo da cadeia trofica como a responsavel
pelo alto teor de mercurio nos peixes amazonicos. O mercurio de origem natural e/ou
antropica, ao entrar nos ecossistemas aquaticos, participa de ciclos biogeoquimicos
mediados por microorganismos, onde sera transformado quimicamente, bioacumulado e
biomagnificado na cadeia trofica. Sendo assim, os peixes predadores, como a dourada, ao
acumularem altos niveis de mercurio podem funcionar como veiculos desta forma quimica
para seus consumidores, como répteis, aves e seres humanos [3,4].

Assim, o consumo de peixes pode representar um risco a saude dessas populacdes
ribeirinhas. A determinacdo de espécies mercuriais em amostras bioldgicas apresenta
dificuldades devido as baixas concentragdes que essas espécies apresentam nessas
amostras e também porque a toxicidade depende da espécie mercurial analisada. Nesse
contexto, o desenvolvimento de biomarcadores relacionados a0 mapeamento e expressoes
de metalotioneinas associadas ao merctirio podera indicar previamente 0s riscos

relacionados a contaminacao do pescado dos rios amazdnicos [5,6]. A metalomica, recente
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area de pesquisa, permitiu a integracao estudos analiticos e bioquimicos de elevada
complexidade, contemplando o sequenciamento e a caracterizagdo de proteinas associadas
a metais. Esta nova area do conhecimento cientifico tem contribuido na elucidagdo dos
aspectos fisioldgicos e funcionais das metaloproteinas responsaveis pelo transporte de ions
metalicos nos organismos vivos. A elucidacdo de espécies mercuriais complexadas por
proteinas e/ou enzimas utilizando a metalomica e analise de especiagdo permitira estudo
detalhado do aumento ou diminuicdo de expressdo dessas metaloproteinas, frente as
alteracdes das caracteristicas limnoldgicas e disponibilidades das espécies mercuriais no
ambiente dos rios amazdnicos. Nesse aspecto, as metaloproteinas e/ou proteinas metal-
ligante caracterizadas nessas condigdes de estudo, poderdo ser utilizadas como
biomarcadoras de toxicidade do mercurio no pescado da regido amazonica [5-8].
Considerando o exposto, o presente trabalho apresenta os resultados metalomicos
quantitativos da analise de tecido muscular de tucunaré (Cichla spp.) e filhote
(Brachyplatystoma filamentosum) utilizando eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (PAGE 2D) para obter o proteoma do tecido muscular, espectrometria de
absorcdo atomica em forno de grafite (GFAAS) para determinagdo quantitativa de
mercurio nos spots protéicos e espectrometria de massas por ionizagdo com eletrospray em
sequéncia (ESI- MS/MS) para caracterizagdo dos spots protéicos que apresentaram

mercurio ligado em suas estruturas.

Parte Experimental

Equipamentos e Acessdrios

Sistema para eletroforese 2D-PAGE, marca GE Healthcare, modelo Ettan™
Daltsix (Uppsala, Suécia); Sistema para focalizacdo isoelétrica, marca Amersham
Biosciences, modelo EPS1001 (Uppsala, Suécia); Espectrometro de absorcdo atdmica
SHIMADZU AA 6800 com sistema de atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite GFA-
EX7 e amostrador automatico ASC-6100; Banho de Ultrassom UNIQUE ULTRASONIC
CLEANER, modelo USC1800A; Espectrometro de massas com fonte de ionizagdo por ESI
e analisador de massas hibrido Xevo G2 Q-TOF (Waters, Milford, MA, EUA), acoplado
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com sistema nanoAcquity Ultra Performance LC (Waters, Milford, MA, EUA); Sistema

Montage® In-Gel Digest,, Milipore.

Reagentes, Solugbes e Limpeza de Vidrarias

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica espectroscopica e/ou
cromatografica, sendo as solugdes preparadas todas com agua ultrapura (18,2 MQ cm™)
obtida em sistema de purificacio PURELAB Ultra, marca ELGA LABWATER (Saint

Maurice, Franga), e estdo listados a seguir:

Bicarbonato de amoénio (Sigma); Acetonitrila (J. T. Baker); Tripsina (Promega);
Acido Férmico (Sugma-Aldrich); Solugdo 50 mmol L' em Bicarbonato de aménio;
Solugdo 25 mmol L' em Bicarbonato de amonio; Solu¢do descorante 50% (v/v) em
acetonitrila e 25 mmol L™! em Bicarbonato de aménio; Solugio de reducio 20 mmol L' em
ditiotreitol (Affymetrix) e 50 mmol L' em Bicarbonato de aménio; Solugio de alquilagdo
55 mmol L! em iodocetamida (GE Healthcare) e 50 mmol L' em Bicarbonato de aménio;
Solugdo 100 pg mL™! de tripsina e 50 mmol L™ em 4cido acético; Solugdo bloqueadora 5%
(v/v) em écido férmico e 50% (v/v) em acetonitrila; Solugdo eluente A 1% (v/v) em acido
formico e 50% (v/v) em acetonitrila; Solugdo eluente B 1% (v/v) em acido formico e 60%

(v/v) em metanol (J. T. Baker).

Todos os frascos de estocagem de amostras e solucdes, vidrarias e os vials do
amostrador do espectrometro de absorg¢do atdomica foram lavados com Extran® (J. T.
Baker) 10% (v/v) em seguida com acido nitrico (J. T. Baker) 10% (v/v) por 24 horas.
Posteriormente, foram lavados com 4gua ultrapura e secos em estufa, exceto as vidrarias

volumétricas, secas a temperatura ambiente.
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Coleta das Amostras

Todo o processo de amostragem foi feito considerando a sazonalidade regional
(cheia, enchente, vazante e seca). A Figura 1 mostra os pontos de coleta ao longo do rio

Madeira até o AHE Jirau.

Figura 1

Apbs o processo de coleta, os peixes foram anestesiados e em seguida eutanasiados
para retirada das amostras de tecido muscular. Um pool de amostra de musculo de cada
uma das espécies de peixes coletados (tucunaré e filhote) foi entdo transferido para frascos
de polipropileno de 15 mL e armazenadas em gelo seco a -70°C na Base de Operagdes do
Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico, localizada na area do Canteiro de Obras
do AHE lJirau. Posteriormente, as amostras foram encaminhadas para o laboratorio de
estudos metalomicos (Laboratorio de Bioanalitica) do Instituto de Biociéncias —

Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP.

Preparacéo das Amostras para Eletroforese 2D-Page

ExtragGo das Proteinas

Cerca de 2 g do pool das amostras de tecido muscular de tucunaré e filhote, foi
macerada em volume equivalente de agua ultrapura (propor¢do 1:1), com auxilio de
almofariz e pistilo. Em seguida, os extratos contendo as proteinas foram separados da parte
solida por centrifugacdo por 30 minutos a 16.000 .g a 4°C, em centrifuga refrigerada. Os
extratos proteicos obtidos dessas amostras foram transferidos para vials de 2 mL e foram
utilizados posteriormente para quantificagdo dos teores proteicos totais, de mercurio total,

e para as precipitacdes das proteinas que seriam utilizadas nas corridas eletroforéticas

[5,6].
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Precipitagdo Fracionada e Ressolubilizagdo das Proteinas

A precipitacao das proteinas contidas nos extratos proteicos foi feita em duas etapas
(precipitacdo fracionada). Na primeira etapa, aliquotas de 1 mL de solug¢dao etanol—
cloroformio e do extrato proteico foram transferidas para vials de 2 mL, na proporg¢do 1:1
(v/v). A mistura homogénea foi mantida em geladeira por 15 minutos, tempo suficiente
para formagdo de precipitado proteico. ApOs esse tempo, a mistura heterogénea foi
centrifugada por 30 min a 16.000 .g a 4°C. O sobrenadante foi entdo separado para nova
submissdo a precipitacdo e os precipitados obtidos (pellets com proteinas de alta massa
molar) foram mantidos nos vials e guardados em freezer a -20°C para determinagdo de
mercario total. As massas dos pellets foram determinadas pela diferenca das massas

iniciais dos vials vazios e das massas finais dos vials com os pellets [5].

Na segunda etapa de precipitagdo, em vials de 2 mL foi adicionado 1 mL do
sobrenadante retirado da primeira etapa ¢ 400 uL de solugdo etanol-acido cloridrico, na
proporcao 2,5:1 (v/v). Essa etapa de precipitacdo foi conduzida em freezer a -20°C durante
3 horas, garantindo assim que a precipitagdo ocorresse de maneira quantitativa. Em
seguida, a mistura heterogénea foi centrifugada a 16.000 g a 4°C em centrifuga refrigerada
por 30 min, descartando-se o sobrenadante. O precipitado proteico (pellet de interesse) foi
lavado quatro vezes com 1 mL de etanol gelado (-20°C) para remogdo de resquicios de

acido cloridrico [5].

Este procedimento foi conduzido com réplicas para se garantir a obtengdo de pellets
que seriam utilizados tanto para a quantificagdo de proteina total e mercurio total, quanto

para as corridas de 2D-PAGE.

Para a quantificagdo de proteina total o precipitado proteico foi ressolubilizado em
solugdo a 0,50 mol L' de NaOH; ja para a determinacdo de merctrio total foi feita
mineralizacdo acida do precipitado conforme descrito na pagina seguinte, procedimento
este ja publicado [S]. Para as separagoes eletroforéticas, o pellet foi ressolubilizado em

tampao especifico.
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Determinagdo de Proteina Total

A determinac¢do de proteina total nos extratos dos pellets na segunda etapa do
processo de precipitagdo das proteinas foi feita utilizando-se o método do Biureto,
empregando albumina de soro bovino como padrdo. A determinacdo de proteina total nos
extratos dos pellets permite calcular o volume de extrato proteico que contenha 375 ug de
proteina, para ser aplicado em cada fita de IOF utilizada na primeira etapa da eletroforese

bidimensional [9,10].

Corridas Eletroforéticas

O pellet de massa molar inferior a 90 kDa obtido anteriormente, foi diluido em
solugdo de solubilizagdo contendo uréia 7 mol L-1; tiouréia 2 mol L-1; CHAPS (3-[(3-
colaminopropil)-dimetilamonio]-1-propano sulfonato) a 2% (m/v); anfélitos 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 250puL 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 solu¢do contendo a propria amostra. As fitas foram reidratadas por 12 h
em caixa de hidratacdo a temperatura ambiente, em seguida, levadas para o sistema de
focalizacgdo isoelétrica (IEF) EttanTM IPGphorTM 3. As corridas IEF das fitas (gradiente
de pH de 3 a 10) foram realizadas utilizando a seguinte programagao de tensdo: Etapa 1 =
500 V, com actimulo de 500 Vh; Etapa 2 = 1.000, com acimulo de 800 Vh; Etapa 3 =
10.000 V, com actimulo de 11.300 Vh; Etapa 4 = 10.000 V com actimulo de 3.000 Vh [7,8,
11-13].

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 solu¢do de composicao similar, entretanto, o DTT foi substituido por

iodoacetamida 2,5% (m/v), para se obter a alquilagdo dos grupos tidis das proteinas e com
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i1sso prevenir uma possivel reoxidagdo. 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 - -
fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica
(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 programacgdo da
corrida, feita na cuba SE 600 Ruby (GE Healthcare Bioscience AB), foi: Tensdo (V) —
Etapa 1 = 90, Etapa 2 = 250; Corrente Elétrica (mA) — Etapa 1 = 25, Etapa 2 = 25;
Poténcia (W) - Etapa 1 =100, Etapa 2 = 100; Tempo (h) — Etapa 1 = 0,5, Etapa 2 =3 [7.8,
11-13].

Ap6s a corrida, as proteinas foram fixadas no gel, durante 1h, empregando-se uma
solugdo contendo acido 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 [7,8].

Determinagdo de Hg Total

A determinagdo de mercurio total nas amostras de tecido muscular e hepatico dos
peixes, nos extratos proteicos, nos pellets e nos spots proteicos foi feita por espectrometria
de absorcdo atomica em forno de grafite (GFAAS) conforme procedimento descrito a
seguir [10].

As amostras de tecido muscular, extratos, pellets e spots proteicos foram
mineralizadas da seguinte forma: cerca de 50 mg (pesadas em triplicata em balanga
analitica com precisdo de centésimo de miligrama) de amostra de tecido muscular, e/ou 9
spots proteicos (obtidos das réplicas de trés corridas — em cada corrida obteve-se 3 géis),
e/ou a massa total dos pellets proteicos de cada uma das duas etapas da precipitagdo
fracionada (~100 mg; obtidos pela diferenga da massa inicial do microtubo e a massa final,
depois da precipitacdo das proteinas) foram transferidos para frascos de digestdo de 5 mL.
Para cada frasco de digestdo foram transferidas aliquotas de 0,5 mL de acido sulfarico
concentrado e 0,25 mL de peréxido 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
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poténcia, até completa mineralizacao 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. Para validacdo do método de mineralizagao foi utilizado
padrio certificado Fish Protein DORM 4 — NRC contendo 410+55 pg kg de mercurio
total.

Para a determinagdo de mercurio foi utilizado espectrometro de absor¢ao atomica
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 1dmpada de citodo oco de mercurio
SHIMADZU, operada com corrente minima de 12 mA e corrente maxima de 400 mA
(corrente utilizada na correcdo de fundo — BG). O comprimento de onda utilizado foi de
253,7 nm e resolugdo espectral de 0,5 nm. Argoénio foi utilizado como gas inerte,
mantendo-se um fluxo constante de 1 L min!' durante todo o programa de aquecimento,
exceto na etapa de atomizagdo, na qual o fluxo de gas 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 pL de solu¢do modificadora
tungstato de sédio 1000 mg L' foram injetadas dentro do atomizador, a 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 util do tubo foi de aproximadamente 450 queimas [15].

Digestdo Triptica dos Spots Proteicos para Caracteriza¢Go por ESI-MS/MS

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

3. Os seguimentos foram transferidos para

segmentos de aproximadamente 1 mm
microtubos de 2 mL contendo 4cido acético 1% e mantidos em geladeira até os passos

subseqiientes, descritos no Boletim Técnico da Walters, que se resume em 4 etapas: a)
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remogao do corante; b) reducdo e alquilacao; c¢) digestao triptica das proteinas; d) eluicao

dos peptideos [16,18].

Caracterizagdo das Proteinas por ESI MS/MS

As aliquotas das solugdes contendo os peptideos foram analisadas para obtencao
dos espectros de massas utilizando Plataforma UPLC em espectrometro de massa com
fonte ionizagdo 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) [18].

Resultados e DiscussGo

Determinagdo da Concentragdo e Proteina Total

A obtengdo dos pellets proteicos foi feita utilizando-se o processo de precipitagdo
fracionada, descrita acima, com o objetivo de obter uma fracdo com proteinas maiores que
90 kDa e outra fragdo com proteinas menores que 90 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 (aminoacidos que contém grupos sulfidrila, classificados como base mole)
formam complexos estaveis com o mercurio [19]. Dessa forma, optou-se por trabalhar com
as proteinas presentes na fragdo de menor massa molar considerando que as determinagdes
por GFAAS ndo indicaram presenga de merctrio na fracdo de massa molar maior que 90
kDa.

Foi determinado o teor total de proteina nos extratos obtidos a partir da
solubilizagdo dos pellets proteicos 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 [12]. As concentracdes de proteina total nos
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extratos dos pellets de menor massa molar foram (g L!): Tecido muscular — tucunaré:
13,10+0,40 e filhote: 11,80+0,34. Com base no resultado da concentragao de proteina total
presente nos extratos de tecido muscular foi possivel calcular o volume de extrato a ser
aplicado nas fitas de IEF a fim de se obter uma massa de proteina de 375 pg. Com base no
manual do sistema IEF, essa massa de proteina permite uma melhor separacdo das
proteinas no gradiente de pH 3-10 [13]. Os resultados obtidos nas mostras de tecido
muscular apresentam valores bem proximos, o que demonstra que o processo de extracao

foi eficiente e homogéneo.

Fracionamento das Proteinas por 2D-Page

Os experimentos de eletroforese 2D-PAGE foram feitos em seis repeticdes de
corridas, com trés géis cada, para as amostras de tecido muscular das seguintes espécies:
tucunaré (Cichla spp.) e filhote (Brachyplatystoma filamentosum), utilizando-se os extratos
obtidos na ressolubilizagdo dos pellets proteicos de menor massa molar (< 90 kDa). Os
géis obtidos em trés corridas (nove géis) de cada amostra foram utilizados na determinagao
de merclrio nos spots proteicos € os outros géis obtidos nas outras trés corridas de cada
amostra foram utilizados na caracterizacdo das proteinas por ESI MS/MS dos spots
proteicos que apresentaram mercurio.

As analises de correlagdo entre as repeti¢des dos géis (matching) ¢ a contagem de
spots proteicos obtidos em cada gel foram feitas utilizando-se os parametros para obtengao
das imagens conforme descrito em trabalhos anteriores [8, 9, 13]. Nas Figuras 2 e 3 sdo
apresentados um exemplo de cada gel obtido nas seis repeti¢des das corridas eletroforéticas
das amostras de tecido muscular das espécies de peixes estudadas. Os spots proteicos
destacados com circulo sdo aqueles nos quais foi detectada a presenga de mercurio e
determinada as concentragdes deste elemento por GFAAS [10]. Os resultados médios das
analises de correlacdo entre as trés repetigoes dos géis, foram 76 + 4 % para tucunaré, e 77
+ 5 % para filhote. A contagem média de spots nos géis foram 458 + 15 para tucunaré, e

338+ 13.

Figura 2



53

Figura 3

A analise de correlagao entre os géis, considerando as trés corridas eletroforéticas,
demonstrou que em média mais de 74% dos spots proteicos estavam presentes nos nove
géis das amostras de tecido muscular das espécies de peixes estudadas. Deve-se destacar
que o namero médio de spots encontrados nos géis e o matching (correlagdo entre os géis),
considerando trés corridas eletroforéticas — com trés géis por corrida — apresentaram
desvios padrdes menores que 5%. Os resultados obtidos demonstraram que as condig¢des da
2D-PAGE otimizadas foram mais eficientes quando comparadas com outras condi¢des de

corridas da literatura [14 e 15].

Avalia¢@o Quantitativa de Hg

A determinagdo de mercurio total foi feita nas amostras de tecido muscular das
espécies de peixes estudadas, nos spots proteicos e nos pellets proteicos obtidos no
processo de precipitacdo fracionada das proteinas (pellets com > massa molar ¢ com <
massa molar). O objetivo desse procedimento foi fazer um balanco de massa de merctrio
em relacdo a concentragdo desse elemento nas amostras de tecidos e nos spots proteicos.
Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentragdes de mercurio nos pellets proteicos obtidos, a
concentracdo de mercurio nas amostras de tecido muscular das espécies de peixes e a
concentracdo de mercurio e no padrao certificado de proteina de musculo de peixe DORM

4 — NRC para validar o método de determinagao de mercurio otimizado [10].

Tabela 1

Analisando-se o0s resultados apresentados na Tabela 1, observa-se que
aproximadamente 65% do merctrio presente nas amostras de tecido muscular estd ligado
nas proteinas dos pellets de massa molar menor que 90 kDa. Como ndo foi detectado
mercurio nos extratos dos pellets proteicos de massa molar maior que 90 kDa, pode-se
inferir, considerando que o processo de extragdo tenha sido eficiente, que 65% do mercurio
presente nas amostras de tecido muscular dos peixes estudados estdo ligados a fracao

roteica e que 35% pode estar ligado em outros compostos e/ou macromoléculas.
p q p g p
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Os dados apresentados sdo considerados bastante confidveis porque foram
validados com base no resultado obtido na determinacao de mercurio no padrao certificado
DORM 4 — NRC de proteina de musculo de peixe. Conforme mostra a Tabela 1, o valor
experimental do desvio padrdo relativo obtido nas amostras ¢ menor que 1% e o valor
experimental absoluto do padrio certificado (408 ug kg!) é cerca de 0,50 % menor que o
valor certificado absoluto (410 pg kg'), comprovando assim a exatiddo e precisdo do

método otimizado para determinagao de mercurio.

As concentracdes de merctrio nos spots proteicos obtidos nas corridas por 2D-
PAGE com os pellets de menor massa molar também foram determinadas utilizando-se o
método por GFAAS otimizado [10]. Essas determinacdes indicaram a presenca de
mercurio nos spots proteicos destacados com circulo nos géis de poliacrilamida
apresentados nas Figuras 2 e 3. A Tabela 2 mostra os valores de concentragdo de mercurio
determinados em cada spot proteico, com suas respectivas massas molares (Mm) e pontos
isoelétricos (pl), além da massa de proteina e o nimero de moléculas em cada spot proteico
identificado bem como o numero de atomos de mercurio em cada spot proteico
determinado utilizando-se o programa ImageMaster 2D Platinum 7.0.

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 2, pode-se observar que as
concentragcdes de mercurio nos spots proteicos apresentam valores na faixa de 13,60 a
17,10 mg g'. No entanto, esses resultados ndo fornecem muitas informagdes sem que
tenham sido caracterizadas as proteinas desses spots proteicos. Dessa forma, foi feita a
conversao da estimativa das massas de spots proteicos e das massas de mercurio para
quantidade de moléculas de spot proteico e quantidade de 4tomos de merctrio. 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 1 kDa = 1,661x10%* g,
Esses célculos possibilitaram a estimativa de quantos atomos de merclrio estariam
presentes por moléculas de spot proteico [8, 9, 13]. Os resultados obtidos nesses célculos
sdo mostrados também na Tabela 2 em termos de niimero de 4tomos de merctrio por

molécula do spot proteico considerado.

Tabela 2
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Os resultados obtidos por meio dos célculos estequiométricos permitiram estimar
que os spots do tecido muscular T1-T5 e F1-F6 apresentam aproximadamente um atomo
de mercurio por molécula de spot proteico. Esses resultados, embora estimativos, sugerem
que pode existir uma relacao estequiométrica entre o numero de dtomos de mercurio € o
numero de moléculas dos spots proteicos, o que seria uma possivel indicagdo de que esses

spots podem se tratar de metaloproteinas e/ou proteinas metal-ligante [4, 8, 9, 13].

Caracterizagdo dos Spots Proteicos por ESI-MS/MS

A caracterizacdo dos spots proteicos nos quais foram identificados e quantificados
mercurio, foi feita por espectrometria de massas por ionizagdo com eletrospray em

sequéncia (ESI- MS/MS).

As Tabelas 3 e 4 apresentam os dados de caracterizagdo obtidos na analise por ESI
MS/MS com a provavel proteina identificada com base nas condig¢des descritas acima.
Como ¢ normal na analise de caracterizagdo de spots proteicos, foi encontrada mais de uma
proteina na busca no banco de dados [14, 15, 16]. No entanto, foi considerando o maior
score e/ou cobertura no trabalho de bioinformatica. 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) também foram considerados.
Tabela 3
Tabela 4

As proteinas e/ou enzimas caracterizadas nos dez spots proteicos foram:
Parvalbumina - proteina de baixa massa molar (11-12 kDa), apresenta as isoformas
parvalbumina-2, parvalbumina alfa e parvalbumina beta, todas as trés isoformas
normalmente se ligam a ions célcio. 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

complexacdo de ions metdlicos divalentes, principalmente calcio e magnésio [17]. A


http://www.uniprot.org/

56

Parvalbumina ligada ao mercurio foi a proteina mais identificada nos spots proteicos
analisados, sendo que a isoforma parvalbumina-2 foi caracterizada nos spots T1, T3 e T5
de tecido muscular de tucunaré; a parvalbumina alfa foi caracterizada nos spots T1, T3 e
T5 de tecido muscular de tucunaré; e a parvalbumina beta foi caracterizada nos spots T1 e
T2 de tecido muscular de tucunaré e F1 e F2 de tecido muscular de filhote. A literatura até
o momento ndo apresenta nenhum trabalho que discute a possibilidade da ligagdo de
mercurio e/ou outros metais potencialmente toxicos na parvalbumina ou em suas
isoformas. No entanto, por essa proteina apresentar sitios de ligacdes de metais divalentes
disponiveis, podem formar ligacdes com ions Hg?* [17,18]. Dessa forma, pode-se inferir
que o mercurio pode ter se incorporado as isoformas da parvalbumina por ligagdes ndo
especificas formando uma proteina metal-binding, ndo sendo configurado como um cofator
metalico [17]. Deve-se destacar que todos os spots caracterizados com isoformas da
parvalbumina ligadas ao merclrio apresentaram expressdo significativa, o que pode
candidatar esses spots a possiveis biomarcadores de mercurio; Ubiquitina-40S proteina
ribossdbmica S27a - proteina que, quando ligada de forma covalente, pode estar envolvida
na reparagao do DNA, regulacdo do ciclo celular, endocitose, degradacao lisossomal; pode
também estar envolvida em processos de sinalizacdo que conduzem a ativagao do fator de
transcricdo NF-kappa-B; e na sua forma livre, pode ativar proteinas quinases e ter papel na
sinalizag¢do celular. Essa proteina apresenta dominios com grupos especificos para ligagao
de zinco (zinc-finger metal binding domains) [19]. Por apresentar dominios especificos
ligados a atomos de zinco, que apresentam caracteristicas semelhantes ao mercurio (4cido
mole), pode também se ligar a outros ions divalentes como o cobre, o cddmio e o mercurio
[18, 19, 20]. Os spots T4 e F6 de tecido muscular de tucunaré e filhote, respectivamente,
foram caracterizados como sendo essa proteina com merclrio incorporado em sua
estrutura. Como esses spots apresentaram expressao 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 refor¢a a hipotese dessa proteina atuar como biomarcador desse elemento; GTP
Cyclohydrolase 1 proteina reguladora de feedback (GCHRF) - enzima que ajuda na
regulagdo da biossintese de tetrahidrobiopterina, por meio da inibi¢ao de retorno da taxa da

enzima limitante GTP ciclo I (GTP CHI), sendo codificada pelo gene GCHRF. A
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tetrahidrobiopterina ¢ o cofator necessario para a hidroxilagdo de aminoacidos aromaticos
e formagdo da sequéncia peptidica [21]. Postula-se que essa enzima possa atuar na
regulacdo 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 tidis que normalmente apresentam Zn>" coordenado. Acredita-se que a
coordenagdo do Zn?" ioniza os grupos hidroxila que atuam com nucledfilos do anel
imidazol presente na GTP [21]. Por apresentar tais cadeias laterais coordenadas com zinco,
que apresentam caracteristicas semelhantes aos fons Hg?* (4cido mole), pode-se inferir que
o mercurio possa deslocar os fons Zn>" dos grupos tidis, ligando-se as cadeias laterais da
GCHREF [11, 18, 20, 21]. O spot F3 de tecido muscular de filhote foi caracterizado como
sendo essa enzima com mercurio incorporado em sua estrutura. Como esse spot apresenta
expressdo significativa, pode ser considerado possivel candidato a biomarcador 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; Proteina de Transmembrana 186 - como toda proteina
transmembrana, postula-se que essa proteina também desempenha a fungdo de transporte
de ions, fun¢do receptora e até, em alguns casos, como enzimas [22]. Essa proteina ¢
formada por sequéncias peptidicas com glicina, prolina, histidina e aminodcidos
hidrofobicos, como a cisteina, que apresenta grupo tiol na sua estrutura [22, 23]. A
presenca de grupos tidis e a possivel atuacdo no transporte de ions podem justificar a
incorporagdo de mercurio pela Proteina de Transmembrana 186, considerando a grande
afinidade de grupos tidis (base mole) por esse ion [19]. O spot F5 de tecido muscular de
filhote foi caracterizado como sendo essa proteina com merclrio incorporado em sua
estrutura. Como esse spot apresentou expressdo significativa e os dados obtidos por
GFAAS demonstraram que existe ralagdo estequiométrica com o mercurio, pode-se inferir

que este spot possa atuar como biomarcador de mercurio.

Conclusbes

A utilizagdo da 2D-PAGE como componente de seletividade no fracionamento de

proteinas mostrou-se bastante eficiente, separando com eficdcia uma vasta quantidade de
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spots proteicos por gel. A GFAAS como componente de sensibilidade permitiu quantificar
0 merclrio presente nos extratos proteicos; nos extratos dos pellets e nos extratos acidos
dos spots proteicos do tecido muscular das espécies de peixes estudadas. A andlise das
imagens dos géis de eletroforese 2D-PAGE e a quantificagdo do mercurio nos extratos
proteicos, permitiu concluir que o mercurio encontra-se ligado em proteinas de massa
molar menor que 15 kDa. As andlises por ESI-MS/MS dos spots proteicos que
apresentaram mercurio permitiram caracterizar as seguintes proteinas e/ou enzimas, com
grandes possibilidades de serem biomarcadoras de mercurio: Parvalbumina e suas
isoformas; Ubiquitin-40S proteina ribossémica S27a; GTP Cyclohydrolase 1 proteina
reguladora de feedback (GCHRF) e Proteina de transmembrana 186. Os spots proteicos
caracterizados além de apresentarem relagdo estequiométrica entre os atomos de mercurio
por moléculas de proteina, apresentaram intensidade significativa nos géis, reforgando a
possibilidade do uso dessas proteinas como possiveis biomarcadoras de mercurio em
peixes da regido. De forma geral, os Spots proteicos caracterizados e que apresentaram
caracteristicas de biomarcador poderdo ser utilizados no acompanhamento, em nivel
protedmico, das concentragdes toxicas de mercurio nas espécies de peixes da regido

amazonica.
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Implicagbes

A metalomica vem crescendo como um novo campo de investigacao que
integra estudos de espécies metalicas com estudos de macromoléculas, mais
especificamente as proteinas. O aprimoramento de métodos analiticos que
permitem a investigacao segura das metaloproteinas, inclusive aquelas que podem
possuir maior afinidade com o mercurio.

Esse trabalho contribui para o start de estudos metalaprotedmicos
relacionados com a toxicidade de mercirio em peixes. Os SpPOtS proteicos
caracterizados e que apresentaram caracteristicas de biomarcador poderdo ser
utilizados no acompanhamento, em nivel protedomico, das concentragdes de

mercurio nas espécies de peixes estudadas.
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Figura 2. Gel a 15% (m/v) obtido por 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para amostras de
tecido muscular de tucunaré. Os niimeros e circulos em vermelho indicam os spots nos
quais foram identificadas a presenca de mercurio e caracterizados por ESI MS/MS.
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Figura 3. Gel a 15% (m/v) obtido por 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para amostras de
tecido muscular de filhote. Os nimeros e circulos em vermelho indicam os spots nos
quais foram identificadas a presenca de mercurio e caracterizados por ESI MS/MS.
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Tabela 1. Resultados obtidos na determinagdo de merctrio nos pellets de maior e menor
massa molar (Mm), nas amostras de tecido muscular (TM) de tucunaré e filhote.

Espécies  de peixes Pellets de TM Pellets de TM Tecido
(>Mm) (<Mm) Muscular
Tucunaré n.d. 290+ 4 435+ 11
Filhote n.d. 248 +3 378+ 9
DORM 4 -NRC* - - 408 + 3

Concentragdo de merctrio em pg kg'!; n.d. — ndo detectado.

*Padrdo certificado de proteina de musculo de peixe contendo 410 + 55 ug kg™
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Tabela 2. Valores obtidos na determinagdo da concentragdo de mercurio por GFAAS
nos spots proteicos das amostras de tecido muscular de tucunaré e filhote.

Ne° de Ne° de
Massa
Massa Concentragao moléculas atomos
Spots de
) Molar pl ) de Hg no spot de
Proteicos proteina ) .
(kDa) ( (mg g proteico merclrio
he) x10'? x10"2
T1 12,40 3,80 14,80 16,50 704 733
T2 13,00 4,10 23,90 15,10 1100 1083
T3 12,70 4,30 11,10 15,60 530 520
T4 11,60 6,10 0,30 17,10 16 15
T5 11,90 7,20 0,33 16,90 17 18
F1 13,00 3,50 4,40 15,20 204 201
F2 13,10 3,80 22,40 15,50 1030 1042
F3 13,00 4,00 9,30 14,90 430 416
F4 14,40 4,20 5,40 13,90 230 225
F5 14,00 4,70 5,00 13,60 215 204
F6 12,00 7,30 0,12 16,50 6 6

T1-TS5 spots do musculo de tucunaré; F1-F6 spots do musculo de filhote.



Tabela 3. Proteinas identificadas utilizando ESI MS/MS nas amostras de tecido muscular de tucunaré.
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) pl/Mm do Mm Mm ) .
Spot Proteina Acesso Score tedrica C"t(’ﬁ/”)“ ra Peptideos sequenciados
Gel spot ESI Uniprot 0
LFLQNFSAGAR
. IGVDEFALLVK
Parvalbumin-2 PRV2 DANRE  956.2759 12.25 11.62 21.1 NFFAKVGLSAK
IGVDEFALLVKA
T1 3,80/12,40
Parvalbumin alpha PRVA CYPCA  563.0951 11.82 11.45 10.09 LFLQNFSAGAR
. SGFIEEEELK IGIDEFAALVK
Parvalbumin beta PRVB_SQUCE 136.415 11.97 11.26 19.81 IGIDEFAAL VKA
LFLQNFSAGAR
Parvalbumin-2 PRV2 DANRE  337.1367 12.25 11.62 28.44 DEDVAAALK
4,10/13,00 IGVDEFALLVK
T2
Parvalbumin beta PRVB _SQUCE  286.4008 11.98 11.26 19.81 SGFIEEEELK IGIDEFAALVK
Parvalbumin alpha PRVA CYPCA  178.6003 11.816 11.45 10.09 LFLQNFSAGAR
T3 4,30/ 12,70
Parvalbumin-2 PRV2 DANRE 178.6003 12.253 11.62 10.09 LFLQNFSAGAR
T4 Ubiquitin-408 ribosomal  po>70 1oTPU  106.5555 6,10/ 11,60 19.76 17.90 5.77 ESTLHLVLR
protein S27a
Parvalbumin alpha PRVA CYPCA 99.6065 11.816 11.451 10.09 LFLQNFSAGAR
TS5 7,20/1,90
Parvalbumin-2 PRV2 DANRE 99.6065 12.253 11.622 10.09 LFLQNFSAGAR
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Tabela 4. Proteinas identificadas utilizando ESI MS/MS nas amostras de tecido muscular de filhote.

IIMmdo ~ Mm  Mm
Sgé)lt Proteina Acesso Score P tedrica Cotzg/r;ura Peptideos sequenciados
Fl ParV]jgt’;mm PRVB SQUCE 53.4902 3,50/13,00 11979 11263  9.43 SGFIEEEELK
F2 Par"sgz:mm PRVB_SQUCE 221.4044 3,80/3,10  11.979 11263  9.43 SGFIEEEELK
GTP
F3  cyclohydrolase
| feedback ~ GFRP_DANRE 145.1465 4,00/13,00  10.304 10.018  28.09 LETGPTMVGDEYSDPSIMNYLGARK
regulatory
protein
Nao
F4 identificada ) i ) i i i )
DIYVPVSDVVTLGDSGDSR
s lransmembrane pn ;a0 pANRE 515611 4.70/1400 26093 25720  8.77
protein 186 RDIYVPVSDVVTLGDSGDSR
Ubiquitin-40S ESTLHLVLR
F6 ribosomal ~ RS27A_ICTPU 303.1158 7,30/12,00  19.764 17.999  25.00

protein S27a

TLTGKTITLEVEPSDTIENVK




