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RESUMO 

 
SOUZA, V.C.O. Análise proteômica de tecidos de ratos expostos às diferentes 

formas de mercúrio. 2016. 95 f.. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2016. 

O mercúrio (Hg) é um metal não essencial, encontrado em diferentes formas 
químicas, com propriedades bastante diferentes. Entretanto, todas são tóxicas e 
capazes de alterar inúmeras vias metabólicas. Dentre os efeitos tóxicos da 
exposição ao Hg, tem grande relevância a toxicidade sobre os tecidos renal, cerebral 
e hepático. Os principais efeitos nefrotóxicos decorrentes da exposição ao Hg têm 
sido atribuídos ao estresse oxidativo e produção de espécies reativas do oxigênio 
(ROS), além de causar danos no metabolismo mitocondrial, alterando a 
funcionalidade da membrana celular e a polaridade tubular renal. As formas 
orgânicas do Hg apresentam efeitos tóxicos sobre o sistema nervoso central (SNC), 
com a capacidade de induzir sérios danos ao desenvolvimento neurológico, tais 
como deficiências na fala, hiperatividade, dificuldade de concentração e até mesmo 
desordens semelhantes ao autismo. No tecido hepático, os principais efeitos tóxicos 
ocorrem por alterações no ciclo entero-hepático, processo-chave na excreção do 
mercúrio. A exposição aos metais, de uma maneira geral, ativa um mecanismo que 
modifica a produção alterada de proteínas na tentativa de manter a homeostase e de 
proteger ou reparar macromoléculas que são alvos diretos ou indiretos de 
xenobióticos. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de mapas 
bidimensionais, o perfil de expressão de proteínas em amostras fígado, cérebro e 
rim de ratos expostos a diferentes espécies de mercúrio (inorgânico, metilmercúrio e 
etilmercúrio) comparados aos seus respectivos controles, utilizando a plataforma 
clássica de análise proteômica (2DE e MS). Observou-se que a exposição às 
diferentes formas de Hg modificou a expressão de 139 proteínas, sendo 22 em 
células cerebrais, 19 em células do tecido renal, e 27 em células do tecido hepático. 
Dentre as proteínas diferencialmente expressas, destacaram-se àquelas 
relacionadas diretamente ao estresse oxidativo, nos tecidos hepático e renal e 
relacionadas à homeostase do Ca+2 e à regulação de glutamato na fenda sináptica, 
no tecido cerebral. Este estudo demonstrou que todas as formas de Hg, promoveram 
mudanças no perfil protéico em todos os tecidos e, muitas proteínas alteradas, 
corroboram com os mecanismos de ação do Hg, já previstos na literatura. 

 
Palavras-chave: mercúrio, proteômica, mecanismos de ação. 
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ABSTRACT 

 
SOUZA, V. C. O. Proteomics analysis in rats tissue exposed to different forms 
of mercury. 2016. 95 f. Thesis (Ph.D., Doctoral). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2016. 

Mercury (Hg) is not essential metal found in various chemical species with 
different properties, but all are toxic and can alter numerous metabolic pathways. 
Among the toxic effects of exposure to mercury, it has great relevance to toxicity on 
the kidneys, brain and liver tissues. The main nephrotoxic effects from exposure to 
mercury have been attributed to oxidative stress and production of reactive oxygen 
species (ROS), in addition to causing damage to mitochondrial metabolism by 
changing the functionality of the cell membrane and renal tubular polarity. The 
organic Hg forms present toxic effects on the central nervous system (CNS), with the 
ability to induce serious damage in the neurological deficiencies such as in speech, 
hyperactivity, difficulty concentrating and even disorder similar to autism. In liver 
tissue, the major toxic effects occur by changes in the enterohepatic cycle, key 
process excretion of mercury. Exposure to metals, in general, activates a mechanism 
which changes the production of proteins in an attempt to maintain homeostasis and 
to protect or repair macromolecules that are direct targets or indirect xenobiotics. In 
this sense, the aim of this study was to evaluate, by means of two-dimensional maps, 
protein expression'profiles in liver, brain and kidney samples of rats exposed to 
different species of mercury (inorganic, methylmercury and ethylmercury) compared 
to their respective controls, using the classic platform for proteomic analysis (2DE 
and MS). It was observed that exposure to different forms of Hg modified expression 
of 139 proteins, 22 in brain cells 19 in kidney tissue cells, and 27 in the hepatic tissue 
cells. Among the differentially expressed proteins, they stood out to those directly 
related to oxidative stress in the liver and kidney tissues and related to homeostasis 
of Ca2+ and glutamate regulation in the synaptic cleft, the brain tissue. This study 
demonstrated that all Hg forms modified the protein profile in all tissues, and many 
altered proteins, corroborate the Hg mechanisms of action, as provided in the 
literature. 

 
 
Keywords: mercury, proteomics, mechanisms of action. 
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Introdução  1 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 O Mercúrio e suas Formas de Apresentação no Ambiente 

O mercúrio (Hg) é um elemento químico encontrado naturalmente no solo e 

liberado da crosta terrestre em pequenas quantidades por processos naturais e em 

maiores quantidades pela queima de combustível fóssil, petróleo, pelo processo de 

mineração e desmatamento (PASSOS; MERGLER, 2008). O Hg é um metal não 

essencial e um dos contaminantes ambientais mais conhecidos. A exposição a este 

elemento químico pode induzir severas alterações no organismo animal (STACEY; 

KAPPAS, 1982). O Hg existe basicamente em três formas quimicas: mercúrio 

elementar (Hg0) ou Hg metálico, mercúrio inorgânico (Ino-Hg) e mercúrio orgânico 

(Hg-O), sendo as formas orgânicas mais tóxicas (GOCHFELD, 2003, ATSDR, 1999). 

Além disso, as propriedades tóxicas estão diretamente relacionadas as forma 

químicas do Hg (BERNHOFT, 2012, CARNEIRO et al, 2014a,b, DOREA et al, 2014). 

O Hg na forma elementar é um metal de cor prateada que existe como um 

líquido espesso à temperatura ambiente e encontrado, por exemplo, em 

termômetros, lâmpadas fluorescentes, restaurações de amálgama dentário, entre 

outras fontes (EPA, 2007a). Por outro lado, Ino-Hg descreve uma categoria de 

compostos do metal que ocorre na forma de sais a partir de seus cátions mono e 

divalentes, que inclui cloreto, acetato, sulfeto, e outros (EPA, 2007a, WHO, 2003). 

Compostos a base de Ino-Hg têm sido muito utilizados em uma gama de produtos 

médicos e cosméticos, antissépticos e cremes para clareamento da pele, devido à 

capacidade do cátion de Hg bloquear a produção de melanina na pele. 

A exposição mais comum às formas inorgânicas pode ocorrer pela inalação 

do vapor de Hg originário de amálgamas dentários ou de atividades mineradoras de 

ouro (ATSDR, 1999). O Hg elementar (Hg0) é altamente lipofílico e facilmente 

absorvido pela mucosa oral e pelos pulmões. Após alcançar a corrente sanguínea, o 

Hg0 transpõe membranas, incluindo a barreira hematoencefálica e a placentária e, 

dentro das células, é oxidado pela catalase a Hg2+ (ERCAL; GURER-ORHAN; 

AYKIN-BURNS, 2001). Além disso, no ambiente, o Hg0 pode reagir com oxidantes 

atmosféricos, formando o Hg2+. A forma inorgânica Hg2+ é mais solúvel e pode se 

aderir a partículas na atmosfera e, com a umidade e as chuvas, depositar-se no 

ambiente, principalmente o aquático (FITZGERALD, 1995). 
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Uma vez no ecossistema aquático, o Hg2+ é exposto a condições físico-

químicas que favorecem sua metilação a metilmercúrio (Met-Hg), completando o 

Ciclo do Mercúrio (CLARKSON; MAGOS, 2006) mostrado na Figura 1. 

 

Hg0 Hg2+

MetHgHg0 Hg2+

 

Figura 1. Representação esquemática do ciclo do Hg no ambiente. Sob a forma 

metálica (Hg0), o mercúrio pode sofrer processo de oxidação, tornando um elemento 

hidrossolúvel, o cátion mercúrico (Hg2+). Através da chuva, retorna ao solo e/ou à água e, no 

ambiente aquático, pode ser metilado por microrganismos presentes no sedimento a 

metilmercúrio (Met-Hg), o qual entra na cadeia alimentar, iniciando-se pelos plânctons, 

peixes herbívoros e carnívoros, e finalmente, chega ao homem por meio da pesca.  

 

Após a metilação, o Met-Hg torna-se rapidamente biodisponível e acumula-se 

ao longo da cadeia trófica (MALM, 1998). Dessa forma, as algas e as plantas 

aquáticas apresentam concentrações de Met-Hg poucas vezes maiores do que as 

concentrações em águas. Já os peixes que consomem estas plantas têm 

concentrações maiores, e assim ocorre sua bioacumulação (aumento da 

concentração nos tecidos ao longo do tempo), até que os peixes do topo da cadeia 

alimentar sejam atingidos, apresentando concentrações de Met-Hg até um milhão de 

vezes maiores às das águas onde vivem (GUIMARÃES & FORTI, 1999). 

Hg-O é encontrado principalmente nas formas de Met-Hg e etilmercúrio (Et-

Hg), os quais possuem propriedades químicas similares e são ditos como alquil-

mercuriais de cadeia curta. 
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A principal fonte de exposição ao Met-Hg ocorre por meio do consumo de 

peixes ou de alimentos marinhos contaminados (ATSDR, 1999), sendo que 

aproximadamente 95% do Met-Hg ingerido é absorvido pelo trato gastrointestinal, 

alcançando a corrente sanguínea e se distribuindo por todo o organismo (EPA, 

2001). 

O Et-Hg é usado na forma de timerosal (tiossalicilato sódico de etilmercúrio) 

com a finalidade de antisséptico tópico e como conservante em produtos como 

plasma humano, imunoglobulinas e principalmente, no Brasil, em vacinas 

rotineiramente administradas em crianças, como é o caso da vacina tetravalente 

indicada contra difteria, tétano, coqueluche, meningite e na tríplice viral, vacina 

contra caxumba, rubéola e sarampo (COUNTER & BUCHANAN, 2004). 

Neste sentido, até 2001 alguns trabalhos sugeriram uma predisposição de 

algumas crianças ao autismo após exposição ao timerosal em vacinas (HALSEY, 

1999; PLESS & RISHER, 2000; BRAYDEN et al., 2001; ORAM et al., 2001; SEAL & 

DAUM, 2001, BERNARD et al., 2001). Entretanto, trabalhos posteriores não 

suportam tal hipótese (HVIID ET AL., 2003; PARKER et al., 2004; HAYNEY, 2004). 

A elucidação da toxicocinética do timerosal poderia ajudar a entender sobre a 

incorporação do Hg após a administração de vacinas, podendo confirmar a 

necessidade da substituição do mesmo como conservante. O timerosal em 

concentrações micromolares diminui a viabilidade celular e provoca apoptose celular 

indicado pela ativação de caspases 3 (BASKIN et al., 2003; MAKANI et al., 2002). 

Outros efeitos tóxicos do timerosal podem ser citados, como por exemplo, alteração 

da sinalização de neurotropina, incluindo ligação a mensageiros secundários 

(VANLINGEN et al., 2001), síntese de microtúbulos (ALEXANDRE et al., 2003) e 

inibição do conteúdo de glutationa (UEHA-ISHIBASHI et al., 2004).  

 

1.2 Exposição ao Mercúrio e seus Efeitos 

1.2.1 Mercúrio Inorgânico 

Usos medicinais de compostos contendo íons mercuroso e mercúrico 

praticamente desapareceram, mas o Ino-Hg ainda é o princípio ativo de cremes para 

clareamento da pele amplamente utilizado em muitos países em desenvolvimento 

(WELDON et al., 2000). 

O íon mercúrico, sob a forma dos seus sais solúveis em água, é altamente 

tóxico, uma vez que a ingestão de cerca de 1g pode ser fatal, com um colapso 
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completo da função renal. Além disso, doses menores causam dano aos rins, sendo 

o túbulo proximal o principal alvo. A ação seletiva sobre o rim é, sem dúvida, oriundo 

do ávido acúmulo renal desta forma de mercúrio, porém os mecanismos bioquímicos 

de toxicidade renal ainda são desconhecidos (CLARKSON & MAGOS, 2006). 

Alguns estudos têm indicado que Hg, especialmente na forma inorgânica 

divalente, está associada a doenças autoimunes em animais e, possivelmente, aos 

seres humanos (POLLARD & HULTMAN, 1997). Uma quantidade considerável de 

trabalhos experimentais tem sido dedicada à ação do metal no sistema imune 

(GARDNER & NYLAND, 2016; SOLLOME & FRY, 2015; RICE et al., 2014; LEWIS et 

al., 2013). Modelos animais geneticamente susceptíveis têm sido utilizados para 

caracterizar os efeitos do Hg2+ no sistema imune, ou seja, a linfoproliferação, 

hipergamaglobu-linemia, e desenvolvimento de autoimunidade sistêmica (POLLARD 

& HULTMAN, 1997). 

Embora a ação do Hg em níveis celulares e sistêmicos esteja bem 

caracterizada, os seus mecanismos bioquímicos de ação ainda não estao 

completamente elucidados (POLLARD, 2002). A apoptose de células 

imunocompetentes desempenha um papel fundamental na regulação da atividade 

imune. Neste contexto, a via de sinalização CD95-caspase-3 que medeia a apoptose 

pode desempenhar um papel bioquímico chave na resposta autoimune (WHITEKUS 

et al, 1999;. MCCABE et al, 2003). Em 2005, McCabe e cols. demonstraram que a 

atenuação desta via não é devido a uma ação direta de Hg2+ na caspase-3, mas em 

vez disso, tem como alvo um evento de sinalização na membrana plasmática. 

Portanto, a ação inicial do mercúrio pode estar sobre a superfície da célula. Este 

trabalho foi um dos poucos casos em que houve o cuidado de medir as 

concentrações de mercúrio nas células-alvo in vitro (McCabe et al., 2005). 

 

1.2.2 Metilmercúrio 

As principais vias de exposição do homem ao Met-Hg ocorrem pela ingestão 

de peixes com altas concentrações deste metal (CLARKSON & MAGOS, 2006). 

O Met-Hg produzido pelo processo de biometilação em sedimentos aquáticos 

é incorporado na cadeia alimentar aquática e é submetido a um processo de 

biomagnificação para alcançar concentrações mais elevadas nos tecidos musculares 

de peixes predadores. Mamíferos marinhos carnívoros também têm concentrações 
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elevadas de mercúrio. O grau de biomagnificação depende da localização das 

espécies de peixes na cadeia alimentar (SEGADE & TYSON, 2003). 

A ingestão de Met-Hg depende da quantidade e da espécie de peixe 

consumida. As populações que dependem de peixes como a principal fonte de 

alimento têm os maiores consumos, tais como as populações ribeirinhas na 

Amazônia (GROTTO et. al, 2011; GROTTO et. al, 2010). 

Os efeitos tóxicos do Met-Hg são particularmente notáveis no cérebro, sendo 

os principais sintomas distúrbios visuais, parestesia, perda da audição, tremor 

muscular, distúrbio da motilidade, paralisia e até morte (LEBEL et al., 1996; 

GRANDJEAN et al., 1999; ETO, 2000). Além disso, o Met-Hg é teratogênico 

(STEUERWALD et al, 2000). Em Minamata (Japão), mulheres intoxicadas por Met-

Hg geraram crianças com severos danos cerebrais, tais como paralisia cerebral, 

microcefalia e retardo mental (KONDO, 2000). 

Syversen & Kaur (2012) observaram que a síntese de proteína foi alterada em 

todas as áreas do cérebro em ratos tratados com Met-Hg. No entanto, em certas 

populações de células, a síntese protéica foi recuperada, ultrapassando os níveis de 

pré-tratamento, porém permaneceu inibida em outras populações celulares. De 

especial interesse foi a descoberta de que as células granulares do cerebelo, 

conhecidas por serem afetadas por Met-Hg, não mostraram recuperação da síntese 

de proteínas, enquanto que as células de Purkinje do cerebelo, conhecidas por 

serem resistentes ao metilmercúrio, tiveram uma superexpressão de proteínas (HIMI 

et al., 1996; TAKEUCHI & ETO, 1999). 

 

1.2.3 Etilmercúrio 

A principal forma de exposição ao Et-Hg ocorre em decorrência do uso do 

timerosal (tiomersal, mertiolate, mercurocromo ou tiosalicilato de sódio de etil 

mercúrio) (CLARKSON, 2002). O composto contém 49,6% de Hg em sua 

composição e é frequentemente utilizado em frascos multidose de vacinas na ordem 

de 0,003% a 0,01% de Hg (BALL, BALL & PRATT, 2001; DÓREA, 2013). No 

organismo, este composto é dissociado em tiosalicilato de sódio e etilmercúrio (TAN 

& PARKIN, 2000). 

A exposição ao timerosal surgiu como um possível fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças neurocomportamentais. De acordo com Clements e 

cols. (2000), crianças que receberam a série completa de vacinas podem ter sido 
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potencialmente expostas a aproximadamente 187µg de Hg durante os 6 primeiros 

meses de vida. Esta exposição cumulativa excede o limite definido pela Agência de 

Proteção Ambiental Norte-Americana, estimado em 0,1 µgHg/kg de peso 

corpóreo/dia (EPA, 1997). Tal fato gerou interesse para o desenvolvimento de mais 

estudos, alguns deles apontando que o desenvolvimento de autismo e outras 

complicações neurológicas em crianças estaria potencialmente ligado à exposição 

das mesmas ao EtHg por meio da vacinação (BERNARD et al., 2001; DELONG, 

2011). Contudo, outros estudos não suportam tal hipótese (HVIID et al., 2003; 

PARKER et al., 2004; MONTANA et al., 2010). 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), proibiu o uso 

do timerosal no Merthiolate® e similares em 2001, alegando se tratar de uma 

substância organomercurial, com risco de toxicidade e sem controle de utilização. 

A manutenção da utilização do timerosal em vacinas tanto no Brasil quanto 

em outros países em desenvolvimento está muito relacionada ao risco de 

contaminação bacteriana advinda de múltiplas administrações de vacina de um 

mesmo frasco (frascos multidose). Nos EUA e países da Europa as vacinas não 

mais são armazenadas em frascos multidose e, sim, em frascos de dose única, o 

que aumenta o custo da produção e armazenamento. 

Além das crianças, outras populações suscetíveis como gestantes e idosos 

estão expostos ao timerosal, pois quase todas as vacinas contra a gripe no mundo - 

as quais vêm sendo bastante incentivadas a estas populações específicas - contém 

o composto (DÓREA, 2013). 

Os mecanismos de toxicidade do Et-Hg ainda são desconhecidos. 

Provavelmente, o radical etil intacto age sobre o sistema nervoso e a glutationa 

reduzida (GSH) é o mais abundante e essencial tiol intracelular também parece ter 

um efeito protetor para a toxicidade em células neuronais para o Et-Hg (JAMES et 

al., 2005). 

 

1.3. Toxicocinética das Espécies de Mercúrio 

Compreender a cinética das diferentes formas do Hg é fundamental para 

avaliar os seus efeitos biológicos (DÓREA et al., 2013). Cerca de 80% do vapor de 

Hg inalado é transportado para os tecidos, enquanto que esta percentagem aumenta 

para 95% para o Met-Hg ingerido (CLARKSON, 2002). Quanto ao Et-Hg, no entanto, 

pouco se sabe sobre as concentrações de Hg em tecidos humanos após exposição. 
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Acredita-se que esta espécie química de Hg seja consideravelmente absorvida, visto 

suas características químicas e da via rotineiramente utilizada, a intramuscular (IM) 

(ZUIDEMA et al, 1994, CLEMENTS, 2000; CLARKSON, 2002). 

Uma vez na corrente sanguínea, os mecanismos celulares intrínsecos de 

transporte e metabolismo de diferentes formas de Hg são provavelmente os 

responsáveis pela disparidade na distribuição sistêmica, padrões de efeito biológico 

e de potência tóxica (ZALUPS & BRIDGES, 2012). 

O Ino-Hg se acumula principalmente nos rins, seguido pela sua acumulação 

no fígado. Em humanos, estudos demonstram que de 1-16% da dose inicial dada é 

absorvida em um tempo de meia-vida de cerca de 41 dias, e que não há deposição 

significativa de mercúrio na região cerebral durante os primeiros 58 dias. Por outro 

lado, estudos em animais têm demonstrado que 8% do cloreto de mercúrio aplicado 

à pele podem ser absorvidos em 5 horas (SYVERSEN & KAUR, 2012). 

Com relação à toxicocinética dos compostos orgânicos, o Met-Hg acumula-se 

mais no cérebro, devido principalmente ao seu perfil lipofílico e à sua mobilidade 

obtida através da formação de um complexo hidrossolúvel com o aminoácido 

cisteína. A estrutura deste complexo se assemelha ao aminoácido neutro metionina, 

conseguindo entrar nas células por meio de um transportador de aminoácido neutro 

localizado na membrana celular cerebral (figura 2), resultando no acúmulo de Met-

Hg no cérebro (KERPER et al., 1992, SIMMONS-WILLIS et al., 2002). A absorção 

intestinal provavelmente ocorre pelo mesmo mecanismo (MAGRO & MASON, 2002). 

CH3

Hg CH3

Hg

Cys-Met-HgCys Met

 

Figura 2. Formação do complexo hidrossolúvel L-cisteína-Met-Hg e sua 

semelhança com o aminoácido L-metionina. 
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No fígado, Met-Hg é transportado para fora como um complexo com a 

glutationa reduzida - L--glutamil-L-cisteinil-glicina -, utilizando um transportador na 

membrana deste peptídeo (BALLATORI & CLARKSON, 1985; BALLATORI et al., 

1995). Estas vias de transporte também desempenham um papel fundamental na 

eliminação do Met-Hg do corpo. A principal via é pelas fezes, representando até 90% 

da excreção total. O complexo Met-Hg-glutationa, depois de secreção juntamente 

com a bile, é degradado por enzimas extracelulares, liberando, assim, Met-Hg com 

cisteína. Este complexo, por sua vez, muito lipossolúvel, é reabsorvido de volta para 

a corrente sanguínea na vesícula biliar e áreas mais distantes do trato 

gastrointestinal (TGI) (DUTCZAK & BALLATORI, 1994), completando o ciclo entero-

hepático (figura 3). 

Apesar da toxicologia do Met-Hg ser relativamente bem conhecida, a do Et-

Hg é menos compreendida. Até pouco tempo atrás, pensava-se que o Et-Hg teria 

propriedades toxicológicas semelhantes às do Met-Hg, devido à grande similaridade 

entre as estruturas químicas (BURBACHER et al., 2005). Contudo, atualmente, 

sabe-se que algumas propriedades - como a cinética - diferem entre estas formas 

orgânicas de Hg. Um dos estudos clássicos foi realizado em macacos e demonstrou 

que grande parte do Hg estava presente na forma inorgânica e apresentava maior 

afinidade no tecido renal, hepático e menor no cérebro e músculos (BLAIR et al, 

1975). Dez anos depois, Magos (1986) estudou diferenças entre Et-Hg e Met-Hg em 

ratos e constatou que os animais expostos a Et-Hg tiveram menor concentração de 

Hg tecidual, mas maior conteúdo de Ino-Hg no tecido renal e menor de Hg orgânico 

no cérebro em comparação aos animais que foram expostos a Met-Hg. Estes dados 

foram confirmados posteriormente por Zareba e cols. (2007) cujo estudo demonstrou 

que, após administração intramuscular de timerosal, camundongos neonatos, 

passadas 24 a 72 horas da exposição, acumularam significativamente menos Hg 

orgânico no cérebro e mais Ino-Hg nos rins em comparação com os animais que 

receberam Met-Hg. A hipótese a partir de tais resultados é a de que, após a 

administração de timerosal, o Et-Hg é metabolizado a Ino-Hg que, em seguida, 

acumula-se nos rins (DÓREA et al., 2013). 

Outro estudo realizado por BURBACHER e cols. (2005), demonstrou que as 

concentrações de Hg total foram significativamente menores no cérebro de macacos 

bebês que receberam timerosal pela via IM em comparação aos outros recebendo 

Met-Hg por via oral, mas a proporção de Ino-Hg no tecido nervoso foi maior no grupo 
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timerosal, o que corrobora os estudos de ZAREBA et al. (2007), BLAIR (1975) e 

MAGOS (1986). Além disso, a meia-vida biológica do Hg no sangue foi 

estatisticamente menor nos macacos tratados com o timerosal (2,1 e 8,6 dias, inicial 

e final, respectivamente) quando comparada à obtida para o Met-Hg (21,5 dias) 

evidenciando a diferença na eliminação de tais formas de Hg. 

Sabe-se que o Hg tem diferentes tempos de meia-vida biológica de acordo 

com a espécie química e a via de exposição. Para o Met-Hg - após ingestão, a 

absorção é grande, cerca de 95% do Hg é encontrado no sangue (WHO, 1990). A 

meia-vida, neste mesmo compartimento é relativamente longa, de aproximadamente 

50 dias, entretanto há descrição de variações de 35 a 100 dias (SMITH et al.,1994; 

YAGINUMA-SAKURAI et al., 2012; OGA, 2008). O Hg elementar ingerido tem uma 

absorção quase nula (menos de 0,01%) ao passo que quando o mesmo é aspirado 

na forma de vapor, como ocorre, por exemplo, em exposição ocupacional ou ainda, 

por presença de amálgamas dentários, sua absorção torna-se importante (~ 74 %) 

(CLARKSON & MAGOS, 2006). As concentrações sanguíneas de Ino-Hg diminuem 

inicialmente com uma meia-vida rápida de aproximadamente 1 a 3 dias, seguido por 

uma meia-vida mais lenta de cerca de 1 a 3 semanas (BARREGARD et al. 1992; 

SANDBORGH-ENGLUND et al. 1998). 

Para o Et-Hg ou timerosal, em humanos, os dados são mais raros, por haver 

menos estudos em comparação com o Met-Hg e Ino-Hg. No sangue, os valores de 

meia-vida sanguínea para o Et-Hg são estimados em cerca de 7 dias (MILLER & 

CLARKSON, 1973; MAGOS, 2003; PICHICHIERO et al., 2009) mas também há 

relato de períodos ainda menores, como 5,6 e 3,7 dias, respectivamente 

(PICHICHERO et al., 2008; BARREGARD et al., 2011). Assim, nota-se diferença na 

eliminação desta forma orgânica de Hg em comparação ao Ino-Hg e Met-Hg. 

Presumivelmente, o ânion do ácido tiosalicílico ligado ao Et-Hg na molécula 

de timerosal não exerce nenhum efeito especial sobre a absorção do Et-Hg. Isto já 

foi sugerido em 1973, quando MILLER & CLARKSON (1973) observaram as 

mesmas disposições de Hg nos tecidos após doses equivalentes de Et-Hg e 

timerosal. Conforme relatado anteriormente, há trabalhos na literatura sugerindo que 

o Et-Hg forma Ino-Hg mais rapidamente do que o Met-Hg, já que concentrações 

mais elevadas de Ino-Hg foram encontradas nos tecidos após exposição a Et-Hg em 

comparação a Met-Hg. Da mesma forma, MATHESON e cols. (1980) relataram que, 
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após exposição ao timerosal, a proporção de Ino-Hg no sangue representou cerca 

de 50% do Hg total, enquanto que para o Met-Hg, aproximadamente 10%. 

Em termos de excreção, o Ino-Hg é eliminado através da urina e fezes, 

enquanto que a forma orgânica é primeiramente convertida a Ino-Hg, conjugado a 

ácidos biliares (podendo ser reabsorvido) e excretado majoritariamente por meio das 

fezes, apesar de haver também excreção direta do Hg orgânico nas fezes. Passado 

o tempo da exposição, a maioria da carga corporal restante de Hg estará nos rins, 

na forma inorgânica e, neste ponto, é a excreção urinária que prevalece 

(CLARKSON & MAGOS, 2006) (figura 3). 
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Figura 3. Esquema simplificado das fontes de exposição e metabolismo das 

diferentes espécies de Hg. Ino-Hg é absorvido nos pulmões após inalação, e também 

pelo trato gastrointestinal, após a ingestão oral, juntamente com o Met-Hg. Já o Et-Hg é 

absorvido por meio da via intramuscular, após injeção de vacinas. Após absorção, as formas 

orgânicas podem sofrer demetilação e deetilação na corrente sanguínea e nos tecidos, 

completando o ciclo entero-hepático. 
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1.4 Mecanismos de Toxicidade das Espécies de Mercúrio 

Diversos mecanismos são sugeridos para explicar os efeitos tóxicos das 

espécies orgânicas e inorgânicas de Hg, porém acredita-se que nenhum deles atue 

de maneira isolada no organismo. 

Um dos principais mecanismos de toxicidade do Hg é a morte celular, 

principalmente de neurônios. A degeneração neuronal induzida pela exposição ao 

Hg, dependendo da concentração, pode ocorrer tanto por necrose (CASTOLDI et al., 

2000) quanto por apoptose (KUNIMOTO, 1994; CASTOLDI et al., 2000). 

Estudos in vitro sugerem que a concentração de Met-Hg a qual as células 

foram expostas seria um fator crítico, determinando o mecanismo de morte neuronal. 

Assim, altas concentrações de Met-Hg (1,25 -2,5 mg/L) causariam intenso dano 

mitocondrial, lise da membrana plasmática, liberação do conteúdo intracelular e 

reação inflamatória local, resultando em necrose celular (SCHWARTZ et al., 1993). 

Por outro lado, exposições a baixas concentrações de Met-Hg (<251 ug/L) 

causariam, principalmente, morte de células neuronais por apoptose, sem causar 

processo inflamatório e danos no tecido circundante (CASTOLDI et al., 2000). 

Outro mecanismo de toxicidade do Hg que explica o dano oxidativo induzido 

pelo Hg é a sua alta reatividade com os grupos sulfidrílicos (– SH) (SCHURZ; 

SABATER-VILAR; FINK-GREMMELS, 2000). A glutationa reduzida (GSH) é o mais 

abundante e essencial tiol celular livre, e também o principal antioxidante endógeno 

do organismo, responsável pela manutenção do estado redox normal (DRINGEN, 

2000). A GSH serve como uma primeira linha de defesa celular contra os compostos 

de Hg. Tanto o Hg2+ quanto o Met-Hg conjugam-se aos grupamentos –SH da GSH e 

também a resíduos de cisteína de forma covalente, minimizando os efeitos deletérios 

deste metal (OU et al., 1999). 

Esta ação protetora mediada pela GSH pode induzir a depleção deste 

antioxidante e, assim, o organismo fica mais susceptível ao dano oxidativo diante do 

desequilíbrio entre o aumento das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ROS e 

RNS) e diminuição da GSH (SHANKER et al., 2005). 

Além de depletar a principal defesa antioxidante do organismo, a GSH, tanto 

o Hg inorgânico quanto o Met-Hg podem induzir a produção de ROS, tais como 

peróxido de hidrogênio (H2O2), radical superóxido (O2•
-) e radical hidroxila (OH•) 

(SARAFIAN, 1999; CRESPO-LÓPEZ et al., 2007), causando um desequilíbrio entre 

as espécies antioxidantes e as oxidantes no organismo. Este desequilíbrio gera um 
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estado pró-oxidante, também conhecido como estresse oxidativo. As ROS, então, 

podem atacar e provocar modificações em estruturas como lipídeos (ESTERBAUER, 

CHEESEMAN, 1990), DNA (MARNETT, 1999) e proteínas (HALLIWELL; CHIRICO, 

1993). 

O ataque das espécies reativas ao DNA frequentemente causa dano oxidativo 

ao mesmo, e isto foi demonstrado em ratos expostos ao Met-Hg (JIN et al., 2008). 

Sugere-se que a geração de ROS induzida por metais tóxicos estaria relacionada 

com mecanismos genotóxicos em células de mamíferos (HARTWIG, 1995). Além 

disso, outro efeito deletério do Hg foi a inibição do sistema de reparo do DNA em 

pessoas expostas ao vapor de Hg, contribuindo para os efeitos mutagênicos 

(CEBULSKA-WASILEWSKA et al., 2005). 

Muitos dos mecanismos de toxicidade decorrem da ativação de sistemas que, 

ao serem expostos a condições de estresse, induzem a síntese de proteínas que 

atuam para proteger ou reparar macromoléculas que são os alvos diretos ou 

indiretos de xenobióticos, especialmente metais tais como Hg (ZALUPS, 2000; 

CHANG, 1995). 

A exposição aos metais, de uma maneira geral, ativa no organismo um 

mecanismo de defesa denominado de “resposta ao estresse”, o qual inclui a 

produção alterada de proteínas na tentativa de manter a homeostase, proteger 

tecidos e órgãos contra os danos causados pelo metal e simultaneamente se 

defender das condições adversas (GINSBERG et. al., 2014, GROTTO et. al., 2009, 

MARTINEZ et. al., 2014, MORIMOTO & SANTORO, 1998). 

Durante a exposição a um metal tóxico como o Hg, algumas proteínas 

exercem o papel de antioxidantes endógenos, atuando em processos de oxirredução 

em nosso organismo, eliminando, por exemplo, espécies reativas de oxigênio (ROS). 

Participam deste processo as enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) 

e superóxido dismutase (SOD) (CHANG, 1995). Alternativamente, algumas enzimas, 

tais como metalotioneinas, podem se ligar diretamente aos metais, transportando-os 

até a sua eliminação, parcial ou completa, pela urina. 

Entretanto, algumas enzimas que também participam de processos 

fisiológicos importantes em nosso organismo podem não atuar como agentes 

antioxidantes, mas podem ser alvos diretos de determinados metais tóxicos. Neste 

caso, os metais ao se ligarem aos sítios ativos, podem inativar estas enzimas via 

ligação a grupos cisteína da proteína. Mercúrio é um exemplo dentre os metais que 
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inativa uma série de enzimas por este mecanismo (SCHURZ; SABATER-VILAR; 

FINK-GREMMELS, 2000). 

A atividade de íons metálicos a nível intracelular é largamente controlada por 

várias famílias de proteínas, tanto detoxificantes, protetoras ou simplesmente 

proteínas envolvidas no ciclo celular, proliferação e apoptose (HALL, 2002). 

Entretanto, muitos dos mecanismos de toxicidade de metais, ainda não são 

totalmente conhecidos (HALL, 2002). A compreensão destes mecanismos requer a 

identificação das proteínas envolvidas, sejam elas metaloproteínas ou não, e a 

caracterização de complexos protéicos com metais. Neste sentido, o estudo 

direcionado à expressão de proteínas é de extrema importância na elucidação 

destes e de novos mecanismos de toxicidade, especialmente das diferentes formas 

de Hg. 

 

1.5 Abordagem Proteômica – Aspectos Gerais 

A expressão de proteínas em uma célula ou tecido, conhecido como 

proteoma, não é uma característica fixa de um organismo, como no caso do 

genoma. O proteoma apresenta características muito dinâmicas que mudam a cada 

momento, de acordo com estímulos externos e internos, ou mesmo sob as 

condições na qual o indivíduo se encontra. A análise do proteoma é uma 

representação direta do número total de proteínas num sistema, em termos de 

presença e abundância num determinado tempo específico, sob um conjunto 

definido de condições. O sistema pode ser composto por tecidos, células, plasma / 

soro ou uma organela especial, cujo perfil de expressão protéica precisa ser 

estudado. No caso de estudos clínicos, a análise proteômica pode determinar o 

padrão de expressão de proteínas em presença ou ausência de determinados 

parâmetros ou estímulos. As proteínas que desempenham um papel importante no 

crescimento e/ou sobrevivência de uma célula pode ser identificada e a sua função 

pode ser determinada. Além disso, proteínas específicas, que são expressas pela 

célula somente em algumas condições, como estresse, também podem ser 

identificadas. 

Um dos métodos mais utilizados para conduzir uma análise proteômica é a 

combinação de duas ferramentas analíticas: a eletroforese bidimensional (2DE) e a 

espectrometria de massas (MS). 
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A eletroforese bidimensional consiste basicamente de duas corridas 

eletroforéticas sequenciais, sendo a primeira uma focalização isoelétrica, a qual 

separa as proteínas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pI) e a segunda é uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), a 

qual separa as proteínas de acordo com seu peso molecular (MILLER, et al., 2006). 

Em seguida os “spots” separados contendo as proteínas são recortados do gel e 

digeridos enzimaticamente, geralmente com tripsina. Os peptídeos obtidos por meio 

da digestão são identificados utilizando técnicas de espectrometria de massas, tais 

como MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization - Time Of Flight) e 

ESI-TQ (ElectroSpray Ionization – Triple Quadrupole) (WILKINS et al., 1996), com o 

uso de softwares apropriados e de bioinformática (KANITZ, et al., 1999; HERALD, et 

al., 2003; KLENØ, et al., 2004). 

 

1.5.1 Extração e Quantificação das Proteínas 

A obtenção dos extratos protéicos é um dos passos críticos devido à 

reprodutibilidade exigida em estudos proteômicos e envolve etapas como 

solubilização, desnaturação, redução das proteínas, e procedimentos para remover 

componentes não protéicos, como ácidos nucléicos. Amostras contendo proteínas 

insolúveis, tais como as proteínas de membrana, necessitam ainda da adição de 

reagentes alternativos para auxiliar na solubilização (SANTONI et al., 2000; 

MOLLOY et al., 1999). 

A quantificação das proteínas é uma etapa importante, uma vez que quando 

se aplica quantidades similares das amostras, uma comparação entre os géis pode 

ser feita. O método utilizado para a estimativa da concentração protéica deve ser tal 

que os seus reagentes sejam compatíveis com as substâncias presentes na solução 

de amostra. Neste sentido, o método mais utilizado é o de Bradford, o qual baseia-se 

no princípio do deslocamento máximo de absorvância do corante Coomassie Brilliant 

Blue G-250, na presença de proteínas. Quando o reagente de Bradford não está 

ligado a proteínas, este apresenta uma coloração castanho-avermelhada e tem um 

máximo de absorção em 470nm. Quando ele está ligado a proteínas, por meio de 

interações não covalentes tais como as forças eletrostáticas e de Van der Waals, 

este forma um complexo de cor azul, que tem absorbância máxima em 595nm. A 

interação corante-proteína se dá principalmente através dos resíduos de Arg, 
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embora esta ligação também possa ocorrer em outros resíduos de aminoácidos 

básicos ou aromáticos, tais como His, Lys, Trp, Tyr e Phe (BRADFORD, 1976). 

 

1.5.2 Eletroforese Bidimensional (2DE) 

1.5.2.1 Primeira Dimensão - Focalização Isoelétrica (IEF) 

Para a primeira dimensão, são utilizadas tiras contendo um gel com gradiente 

de pH imobilizado (IPG), as quais separam as proteínas com base no seu ponto 

isoelétrico (pI). As proteínas apresentam propriedades anfotéricas, ou seja, elas 

possuem uma carga líquida, dependendo do pH da solução. O pH específico no qual 

a carga líquida da proteína é zero é conhecido como ponto isoelétrico. Proteínas 

possuem carga líquida negativa em valores de pH acima do seu pI e positiva em 

valores de pH abaixo do seu pI. Na presença de um gradiente de pH e sob a 

influência de um campo elétrico, as proteínas tendem a mover-se no gel em direção 

ao seu pI. O processo é realizado sob condições de tensão constante de uma forma 

em degraus, aplicando inicialmente uma tensão baixa, para evitar a agregação da 

proteína e precipitação, seguido de tensão máxima em que as proteínas se separam 

adequadamente uma das outras (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema de uma focalização isoelétrica. Durante a IEF, as proteínas 

carregadas positivamente tendem a migrar em direção ao cátodo, e aquelas carregadas 

negativamente tendem a migrar em direção ao ânodo para atingir seu pI. Mesmo que uma 

proteína se mova de seu pI, esta ganha uma carga imediatamente e migra de volta ao seu 

pI. 
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1.5.2.2 Segunda Dimensão - SDS-PAGE 

A segunda dimensão da 2DE é um SDS-PAGE (eletroforese em gel de 

poliacrilamida utilizando dodecil sulfato de sódio). Nesta etapa, as proteínas são 

separadas de acordo com o peso molecular, quando um campo elétrico é aplicado. 

As tiras contendo as amostras que foram previamente focalizadas precisam 

passar por uma etapa de equilíbrio antes de serem submetidas à um SDS-PAGE, a 

qual é dividida em dois passos. Em um primeiro momento, as tiras de IPG são 

equilibradas com uma solução contendo ditiotreitol (DTT), a qual mantém as 

proteínas num estado desnaturado e, posteriormente, em uma solução contendo 2-

iodoacetamida (IAA), a qual impede a reoxidação por alquilação dos grupos tiol nas 

proteínas (figura 5). Uma quantidade adequada de solução de equilíbrio também tem 

a finalidade de saturar as tiras IPG com SDS que é necessário para realizar a 

separação na segunda dimensão da eletroforese bidimensional (GRANVOGL, et al., 

2007). 

 

 

Figura 5. Representação esquemática da etapa de equilíbrio das strips. O DTT, 

adicionado ao tampão de equilíbrio, rompe as ligações dissulfureto presentes nas proteínas, 
desnaturando as mesmas e, posteriormente, IAA é adicionado ao tampão de equilíbrio para 
evitar a reoxidação por alquilação dos grupos tiol da proteína. 

 

As proteínas desnaturadas após o tratamento de equilíbrio formam complexos 

com SDS, o qual fornece uma carga líquida negativa constante por unidade de 

massa nas amostras, assegurando que a eletroforese realizada na segunda 

dimensão seja baseada apenas no peso molecular da proteína. O complexo 

proteína-SDS tende a mover-se em direção ao ânodo, na presença de um sistema 

tampão, cujo sistema de Tris-glicina descrito por Laemmli em 1970 é o mais 

rotineiramente utilizado (figura 6). 
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Figura 6. Esquema de um SDS-PAGE: As proteínas separadas nas tiras de IPG, com 

base no ponto isoelétrico são revestidas com SDS para dar uma carga negativa uniforme. 

Na presença de um campo elétrico, estas proteínas, então se separam de acordo com o 

peso molecular. 

 

1.5.3. Coloração, Aquisição e Análise de Imagens dos Géis 

Após o SDS-PAGE, os perfis de separação das amostras de proteína são 

visualizados por coloração dos géis, os quais são obtidos por meio de corantes 

específicos que se ligam às proteínas. Coomassie Blue, um corante geralmente 

usado, interage com as proteínas incorporadas no gel por forças não covalentes 

como eletrostáticas e interações de Van der Walls. As proteínas, em seguida, 

aparecem como pontos azuis sobre um fundo claro (spots). Os géis são, em 

seguida, submetidos a um passo de descoloração antes de serem digitalizados 

utilizando um instrumento de documentação de gel. Essas imagens dos géis corados 

pode, então, ser utilizadas para efeitos de comparação do perfil de expressão de 

proteínas em diferentes amostras com a ajuda de software disponível 

comercialmente. 

 

1.5.4 Digestão in situ com Tripsina em Géis de Poliacrilamida 

Digestão enzimática é realizada com o objetivo de clivar as proteínas de 

interesse presentes na matriz de poliacrilamida, antes da análise por espectrometria 

de massas. Inicialmente, a identificação das proteínas era realizada por 
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transferência de proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose ou PVDF para a 

digestão tripsínica ou para sequenciamento N-terminal. Subsequentemente, o 

avanço tecnológico introduziu a digestão tripsínica in situ em géis de acrilamida para 

a identificação de proteínas de interesse. Identificação por espectrometria de 

massas da proteína alvo depende da eficácia do processo de digestão em gel que 

gera uma mistura de peptídeos por meio de digestão proteolítica. 

A enzima mais utilizada para esta finalidade é a tripsina, a qual hidrolisa a 

proteína no lado C-terminal de lisina e arginina, exceto quando estes são seguidos 

por prolina. Esta enzima possui uma faixa de pH ótima, entre 7 e 9 (BALDWIN, 

2004). 

 

1.5.5 Dessalinização dos Peptídeos Tripsínicos em “Micro-Tips C18” 

Os peptídeos extraídos por meio de digestão enzimática são dessalinificados 

em micro-tips contendo uma resina de fase reversa C18 antes da análise por MS. 

Esses micro-tips são utilizados a fim de se concentrar e purificar os peptídeos, bem 

como remover sais e outros interferentes da análise. A amostra é carregada em 

micro-tip individual, cuja resina foi previamente ativada com metanol, e 

dessalinificada com 3 lavagens consecutivas com uma solução contendo ácido 

fórmico 0,2%, sendo eluída da resina com 30μL de uma solução de metanol a 60% e 

ácido fórmico a 5%. 

 

1.5.6. Escolha da Matriz para Análise por Espectrometria de Massas 

A identificação de proteínas através da espectrometria de massas é uma 

etapa fundamental em análise proteômica e depende dentre vários fatores, da 

escolha da matriz a qual a amostra será acoplada, bem como a preparação da 

mistura amostra/matriz adicionada na placa, a qual influencia diretamente na 

qualidade dos espectros dos peptídeos (SUIZDAK, 1996). 

Matrizes são compostos orgânicos de baixo peso molecular com baixa 

pressão de vapor e volátil. A maioria das matrizes é de natureza ácida, de modo que 

possam facilmente ionizar o alvo para análise. Além disso, a presença da matriz 

protege o analito de degradação, transferindo parte da energia vinda do laser às 

macromoléculas, resultando em uma leve ionização, na qual juntamente com o 

analito, convertem-se para a fase gasosa, permitindo, assim, a identificação da 

proteína, por meio de seus peptídeos (SUIZDAK, 1996). A tabela I mostra alguns 
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exemplos de matrizes usadas na espectrometria de massas, bem como suas 

aplicações. 

 

Tabela I. Exemplos de algumas matrizes disponíveis no mercado e suas 
aplicações. 

Matriz Aplicações 

Ácido sinapínico Peptídeos e proteínas > 10kDa 

Ácido α-ciano-4-hidróxicinâmico Peptídeos e proteínas < 10kDa 

Ácido 3-hidróxi-picolínico Oligonucleotídeos maiores 

Ácido 2 5-di-hidróxibenzóico 
Peptídeos, carboidratos básicos, glicolipídeos, 

pequenas moléculas 

Ácido 2,4,6 tri-hidróxi acetofenona 
Oligonucleotídeos menores, carboidratos ácidos 

e glicopeptídeos 

Ácido1-(4-hidróxi-fenil-azo)-benzóico Proteínas e polímeros 

Ácido 2-aminobenzóico Oligonucleotídeos 

 

1.5.7. Espectrometria de Massas 

Espectrometria de massas é uma técnica analítica extremamente valiosa, na 

qual moléculas em uma amostra são ionizadas em fase gasosa, e são 

subsequentemente separados no espectrômetro de massas de acordo com sua 

razão massa-carga, m/z (TANAKA et al., 1998; WILSON & WALKER, 2010). Os 

espectrômetros de massa são constituídos basicamente por 5 itens: a) um sistema 

de alto vácuo, utilizando-se uma série de bombas (ex. bombas turbomoleculares, 

etc.); b) um sistema de introdução de amostras (amostras líquidas podem entrar por 

capilares ou amostras sólidas podem ser colocadas em placas específicas); c) uma 

fonte de ionização, na qual as amostras são convertidas em íons e transferidas para 

a fase gasosa; d) um analisador de massas, que pode ser de vários tipos, tais como 

TOF (time of light), quadrupolo, quadrupolo-ion trap, etc.; e e) um detector, cuja 

função é fazer com que as informações do analisador de massa sejam convertidas 

em sinais elétricos, que são, então, multiplicados pelos tubos foto-multiplicadores e 

lidos pelo sistema de dados WILSON & WALKER, 2010).  

Dentre os modelos de espectrômetros mais utilizados para o estudo de 

proteínas e peptídeos, destacam-se: MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization - Time Of Flight) e ESI-TQ (ElectroSpray Ionization – Triple 

Quadrupole) (WILKINS et al., 1996). 
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A técnica de MALDI-TOF consiste na deposição de uma determinada amostra 

em uma matriz capaz de fornecer prótons (ou H+) para o processo de ionização dos 

componentes da amostra. Quando esta matriz absorve a energia emitida por um 

laser, ocorre a transferência de prótons da matriz para os componentes da amostra 

e ao mesmo tempo desencadeia-se um processo de dessorção, o que possibilita a 

passagem da amostra do estado sólido para o gasoso. Dessorção é um fenômeno 

pelo qual uma substância é liberada através de uma superfície. O processo é o 

oposto de sorção (isto é, adsorção e absorção ocorrendo simultaneamente). A 

absorção é a incorporação de uma substância em um estado, para outro estado 

diferente (por exemplo, líquidos a serem absorvidos por um sólido, ou gases a serem 

absorvidos por um líquido). Adsorção é a adesão física ou ligação de íons e 

moléculas na superfície de outra molécula. 

Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos são direcionados para o 

analisador do tipo TOF, onde são acelerados através de um campo elétrico dentro 

de um tubo a vácuo, até que atinja o detector. Neste tubo a vácuo, os componentes 

da amostra são separados de acordo com suas m/z, chegando ao detector em 

diferentes tempos, formando os espectros de massa (figura 7). 

MALDI
Aceleração da 

amostra ionizada
Separação (TOF) Detecção

LASER

 

Figura 7. Esquema da técnica de MALDI-TOF. A amostra é misturada com uma matriz 

sobre uma placa de metal condutora. Depois da cristalização da matriz junto com a amostra, a placa 

metálica é introduzida no espectrômetro de massas, onde é bombardeada com breves pulsos de 

laser. As moléculas dessorvidas e ionizadas são aceleradas por meio de um campo elétrico e entram 

em um tubo metálico submetido a vácuo (tubo de vôo, por onde as moléculas passam) até atingirem 

o detector. Os íons com tamanho menor (m/z) viajam mais rapidamente pelo tubo de vôo do que os 

de tamanho maior, formando os espectros de massa de acordo com sua razão m/z e com picos que 

indicam quantidades variáveis de cada substância analisada (analito). Para a identificação dos 

analitos, cada pico é comparado com um banco de dados, arquivo contendo todas as impressões 

digitais das moléculas. 
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1.5.8. Western Blotting (WB) 

Western blotting é uma técnica largamente utilizada para imunodetecção de 

proteínas após a separação destas por eletroforese em gel e transferência para 

membrana adsorvente (KURIEN & SCOFIELD, 2006). Esta técnica permite detectar, 

caracterizar e quantificar múltiplas proteínas, principalmente aquelas que estão em 

baixas quantidades em determinada amostra (KURIEN & SCOLFIELD, 2003). 

O processo de transferência pode ocorrer por difusão simples; transferência a 

vácuo; eletroblotting, sendo esta última a mais utilizada. O eletroblotting pode ser 

realizado por imersão completa de um sanduíche gel-membrana em uma solução 

tampão (transferência úmida) ou colocando o sanduíche gel-membrana entre papel 

filtro absorvente em um tampão de transferência (transferência semi-seca) 

(PAGANO, 1999; KURIEN & SCOFIELD, 2006). 

O processo de transferência mais comumente utilizado consiste no contato 

direto entre o gel proveniente da eletroforese e uma membrana, geralmente de 

nitrocelulose ou PVDF, sob aplicação de um campo elétrico, num ambiente imerso 

em tampão básico. A capilaridade do gel permite que o tampão entre nos poros e 

remova as proteínas para a membrana, mantendo-as separadas. As proteínas se 

ligam quase irreversivelmente com a membrana através de interações hidrofóbicas. 

Após a transferência, a membrana é incubada com uma “solução bloqueadora”, 

cuja finalidade é de cobrir as regiões da membrana que não possuem as proteínas 

submetidas à eletroforese. O bloqueio inibe a ligação inespecífica entre os 

anticorpos a serem aplicados e a membrana. Esta solução pode ser composta por 

leite, albumina bovina (BSA), Triton X-100, Nonidet P-40 e Tween 20, os quais são 

eficazes na remoção de ligações protéicas. Leite seco desnatado e BSA são 

rotineiramente utilizados em procedimentos de imunodetecção de proteínas para 

evitar ligações inespecíficas (KURIEN & SCOFIELD, 2003; KURIEN & SCOFIELD, 

2006). 

Após o bloqueio, a membrana é tratada com anticorpo reativo para a proteína 

que se deseja analisar (anticorpo primário), podendo ser monoclonal ou policlonal, 

dissolvido em uma solução de PBS (PAGANO, 1999). Na etapa seguinte, a 

membrana é submetida a lavagens consecutivas para remoção dos anticorpos que 

não se ligaram aos seus antígenos (proteínas) correspondentes. Posteriormente, a 

membrana é incubada com o anticorpo secundário, o qual é específico para a 

espécie animal na qual foi desenvolvido o anticorpo primário. O anticorpo 
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secundário, comumente, está complexado a uma enzima reveladora, a qual, na 

medida em que for incubada com seu substrato específico, emitirá um sinal, por 

exemplo, fotossensível (KURIEN & SCOFIELD, 2003). A quantificação deste sinal é 

a medida indireta de quanto de proteína-alvo (antígeno) está presente na amostra 

(figura 8) 
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Membrana 

SDS-PAGE 
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Secundário 

Substrato

Coloração

 

Figura 8. Esquema da técnica de Western Blotting evidenciando a adição de 

anticorpos. 

 

Existem quatro tipos principais de detecção do sinal no Western Blotting : 

a) Colorimétrica – Neste método a detecção depende da incubação da membrana 

com um substrato que reaja com a enzima reveladora, como a peroxidase, que está 

conjugada ao anticorpo secundário. Esta reação converte o corante solúvel em 

insolúvel, colorindo a membrana e gerando as bandas. 

b) Quimioluminescente – Os métodos de detecção quimioluminescentes são 

caracterizados pela incubação da membrana com substrato que emita luz após a 

reação com a enzima reveladora. A luz emitida é capturada por um filme fotográfico 

ou por câmeras digitais e a análise é feita por densitometria. A quimioluminescência 

é um dos métodos mais sensíveis de detecção no WB; 

c) Radioativa – Diferentemente das técnicas de detecção anteriores, este método 

não necessita de substratos enzimáticos uma vez que o anticorpo secundário está 

acoplado a uma sonda radioativa, o que permite a associação de filmes médicos de 

raios-X para revelação diretamente com o WB. 
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d) Fluorescente – Assim como a detecção radioativa, esta técnica não necessita 

de substratos enzimáticos, pois o anticorpo secundário está acoplado a uma sonda 

fluorescente. Quando excitada no comprimento de onda apropriado, esta sonda 

emite a fluorescência que é captada por um fotosensor, como uma câmera CCD, 

permitindo a análise das bandas por densitometria. A detecção fluorescente também 

é considerada um dos métodos mais sensíveis de detecção no WB. 

 

1.6 Proteômica: uma Nova Ferramenta para Elucidar Mecanismos de 

Toxicidade de Metais 

A contaminação de ecossistemas e exposição a metais tóxicos é de grande 

preocupação em todo mundo. Alguns destes metais são encontrados naturalmente 

no ambiente, devido a sua liberação em quantidades substanciais como 

consequência de atividades geológicas e/ou antropogênicos. Embora alguns desses 

metais sejam micronutrientes essenciais em baixas concentrações, eles podem 

causar vários efeitos deletérios quando em excesso (LUQUE-GARCIA et al., 2011; 

TITZ et al., 2014). 

A maioria dos estudos realizados até agora para avaliar a toxicidade de 

metais se concentraram no desenvolvimento de técnicas analíticas para a 

determinação de metais em diferentes amostras, principalmente usando técnicas de 

análise elementar (espectroscopia de absorção e emissão atômica e espectrometria 

de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)), sendo este último a 

técnica analítica mais amplamente utilizada para análise multielementar e 

especiação química. No entanto, pouco tem sido feito para entender os mecanismos 

moleculares relacionados à toxicidade dos metais e as maneiras na quais estes 

interagem com os organismos (TITZ et al., 2014). 

Nos últimos anos, o aprimoramento de técnicas para separação e 

identificação de proteínas e a expansão do conhecimento na área genômica têm 

levado a um aumento na aplicação da análise proteômica para responder às 

questões biológicas. 

Proteômica, ou a análise sistemática de proteínas expressas por um genoma, 

é uma ferramenta poderosa não somente para descrever proteomas completos em 

uma organela, célula, órgão ou tecido, mas também comparar proteomas afetados 

por diferentes condições fisiológicas (aqueles resultantes da exposição a metais 

tóxicos, por exemplo). Estudos visando à identificação de alterações na expressão 
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de proteínas individuais ou grupo de proteínas associados com a exposição a metais 

tóxicos poderiam ajudar na compreensão sobre os mecanismos de toxicidade destes 

metais (TITZ et al., 2014, LUQUE-GARCIA et al., 2011). 

 

 

 

Figura 9. Número de publicações de estudos proteômicos baseados em metais 

até 2015. 

 

 

Dentre os metais tóxicos, uma grande atenção tem sido dada ao cádmio, 

devido à sua alta toxicidade mesmo em baixas concentrações. A figura 9 mostra que 

o número de publicações na área proteômica, até 2015, relacionadas ao cádmio é 

muito maior do que com os outros metais, incluindo mercúrio, destacando a 

necessidade de ampliação nos estudos sobre mercúrio. Esta estimativa foi extendida 

até 2015 a partir do trabalho de Luque-Garcia e cols. (2011) mostrando dados até 

2011. Para isso, foi utilizando o Web of Science como base de dados e como 

palavras chave específicas (“proteomics” and “the name of each metal”).  

A maioria das análises proteômicas tem estudado o efeito dos metais tóxicos 

em diferentes organismos e demonstraram que proteínas relacionadas com 

mecanismos de defesa antioxidante são diferencialmente expressas em resposta a 

toxicidade do metal. Embora alguns trabalhos tentaramresponder a estas questões, 

ainda são necessários mais estudos envolvendo estratégias proteômicas, para 
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esclarecer, não apenas o modo de ação dos metais, mas também identificar 

biomarcadores específicos (LUQUE-GARCIA, 2011; WANG et al., 2015). 
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2. HIPÓTESE 

 

A exposição às diferentes formas de Hg promove alterações na expressão do 

proteoma em diversos tecidos. Sendo assim, a identificação destas proteínas 

diferencialmente expressas corroborará de forma fundamental na elucidação de 

novos mecanismos de toxicidade, além de ratificar os mecanismos já propostos. 

Ademais, a identificação de proteínas anteriormente não relacionadas ao metal 

apontará caminhos na elucidação destes mecanismos de toxicidade, bem como 

delineará outros novos. Essas proteínas também poderão ser de grande relevância 

na identificação de novos candidatos a biomarcadores de exposição ao Hg. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo estudar o perfil de expressão de proteínas 

em várias amostras de tecidos de ratos (fígado, cérebro e rim), quando estes foram 

tratados com diferentes espécies de mercúrio (inorgânico, metilmercúrio e 

etilmercúrio) e em ratos controle, utilizando a plataforma clássica de análise 

proteômica (2DE e MS). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Obter mapas bidimensionais (2DE) de extratos protéicos de diferentes 

amostras de tecido de ratos (fígado, cérebro e rim), tratados com diferentes espécies 

de mercúrio (Ino-Hg, Met-Hg e Et-Hg); 

 

Comparar os níveis de expressão destas amostras ao perfil de expressão de 

amostras do grupo controle e selecioná-las para identificação; 

 

Identificar as proteínas diferencialmente expressas obtidas, utilizando 

espectrometria de massas; 

 

Correlacionar algumas proteínas identificadas aos mecanismos de ação do 

Hg. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Equipamentos 

Para a extração e quantificação das proteínas foram utilizados centrífuga 

refrigerada Solab modelo SL-703, homogeneizador mecânico Fisatom modelo 713D, 

e leitor de Elisa Molecular Devices. 

Para a eletroforese bidimensional foram utilizados focalizador isoelétrico 

IPGPhor III e sistema de eletroforese vertical modelo MiniVE (GE Healthcare, 

Uppsala, Sweden). Para a aquisição das imagens foi utilizado Scanner modelo 

ImageScanner III (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). 

Para a identificação das proteínas foi utilizado espectrômetro de massas 

MALDI-TOF-TOF (Axima Performance - Kratos-Shimadzu, Manchester, UK). 

Para ensaios por western blotting foram utilizados o sistema Semi Dry, 

modelo Trans Blot SD Cell (BioRad Laboratories), E filme radiográfico AGFA. 

 

4.2 Reagentes e Soluções 

Água deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 Mcm) obtida pelo 

sistema Milli-Q (Millipore®) foi utilizada em todo o trabalho. 

Strips IPG de 7cm, 3-11 NL, IPG buffer 3-11NL, membranas de PVDF e cover 

fluid foram obtidos da GE Healthcare (Uppsala, Sweden). 

Cloreto de sódio ≥ 99,8%, glicina ≥ 99%, trizma-base ≥99,9%, CHAPS (3-[(3-

Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) ≥ 98%, coquetel de 

inibidores de proteases, acrilamida ≥ 99%; N,N-metileno bis-acrilamida albumina 

sérica bovina ≥ 98%, acetona, ácido tricloroacético 99%, ditiotreitol ≥ 99%, 

iodoacetamida, uréia, tiouréia ≥ 99%, dodecil sulfato de sódio ≥ 99%, sulfato de 

amônio ≥ 99%; persulfato de amônio ≥ 98%; TEMED ≥ 99%; hidróxido de sódio 

99,99%, Triton® X-100, azida sódica ≥ 99,5%, agarose, azul de bromofenol, glicerol≥ 

99%, metanol grau HPLC, etanol 95%, butanol ≥ 99%; ácido acético ≥99,8%, corante 

coomassie blue G-250, ácido o-fosfórico 85%; bicarbonato de amônio, acetonitrila 

grau HPLC, ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico e ácido fórmico ≥ 98% foram 

comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Reativo de Bradford (Quick StartTM Dye Reagent 1x) foi obtido pela BioRad e 

tripsina foi obtida da Promega (Madison – EUA). 

Anticorpos primários anti-GST (26H1) mouse mAb código 2624 e anti-GAPDH 

(14C10) rabbit mAb código 2110 foram obtidos pela Cell Signaling Technology. 
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Anticorpos secundários conjugados à peroxidase anti-mouse IgG código 0741806 e 

anti-rabbit IgG código 0741516 foram obtidos pela KPL. 

Cloretos de metil, etilmercúrio (CH3HgCl, CH3CH2HgCl) foram obtidos pela 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Solução de cloreto de mercúrio II, 10 mg/L em HNO3 0,5% v/v foi obtido pela 

PerkinElmer. 

Todas as soluções e amostras foram armazenadas em frascos de polietileno 

após prévio tratamento para eliminação de contaminantes. Frascos de plástico e 

materiais de vidro foram mergulhados em solução contendo 10 % v/v HNO3 por 24 

h, lavados 5 vezes com água Milli-Q e secos em capela de fluxo laminar classe 100. 

Todas as operações para preparo das soluções foram realizadas em sala limpa 

classe 1000. 

 

4.3 Escolha da Dose e Tratamento dos Animais 

Normalmente, os estudos experimentais com animais utilizam doses de Hg 

muito elevadas, muitíssimas vezes superiores às concentrações em que o homem 

está exposto, criando situações de estudo irreais. Dessa forma, neste estudo 

utilizou-se dose de Met-Hg baseada no estudo de GROTTO et al., 2011, que 

mostram efeitos toxicos a baixas doses de exposição. Assim, a dose escolhida foi de 

140 µg/kg/dia de CH3HgCl. 

Com relação à adminstração de Et-Hg, foi levada em consideração a 

exposição humana decorrentes da presença do timerosal em vacinas. Crianças que 

receberam a série completa de vacinas, contendo timerosal, potencialmente podem 

ter acumulado acima de 187,50 ug de etilmercúrio durante os primeiros seis meses 

de vida (CLEMENTS et al., 2000 & AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1999) 

e, portanto, a dose escolhida foi de 800 µg/kg/dia de CH3CH2HgCl. 

E, finalmente, como relação à adminstração de Ino-Hg, foi levada em 

consideração a exposição por amálgamas dentários e por ingestão oral e a dose 

escolhida foi de 100 µg/kg/dia de HgCl2 (ATSDR, 2006). 

Sendo assim, foram utilizados ratos machos Wistar (190 a 210 gramas), 

mantidos em salas com ciclos claro/escuro de 12 horas com temperatura controlada 

(22-25C) e alimentados com ração habitual (Purina-Labina) e água filtrada. 

Soluções de Met-Hg e Ino-Hg foram administradas por gavagem, diariamente, e os 

animais foram sacrificados após 60 dias, enquanto que o Et-Hg foi administrado via 
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intramuscular, em dose única, e sacrificados após 4 horas. Quanto aos grupos 

controles, nestes foram administrados soro fisiológico, tanto por gavagem, quanto 

via intramuscular. 

 

Os animais foram divididos em 5 grupos, contendo 3 animais por grupo: 

Grupo 1 – Controle 1: Administração de soro fisiológico e ração por 60 dias; 

Grupo 2 - Administração sub-crônica de 100 µg/kg/dia Ino-Hg por 60 dias; 

Grupo 3 – Administração sub-crônica de 140 µg/kg/dia de Met-Hg por 60 dias; 

Grupo 4 – Controle 2: Administração de soro fisiológico e ração e eutanásia após 

4 horas; 

Grupo 5 – Administração aguda de 800 µg/kg de Et-Hg e eutanásia após 4 horas; 

 

Ao final do tratamento, os ratos foram eutanaziados com sobredose dos 

anestésicos ketamina e xilazina intraperitonial, de acordo com a aprovação do 

Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, 

(Número de aprovação do processo: 2012.1.1268.53.1, Anexo I). Retirou-se fígado, 

cérebro e rins. Todas as amostras foram armazenadas a –80 oC para posterior 

extração de proteínas. 

 

4.4 Extração e Quantificação das Proteínas 

Todas as amostras de tecidos foram mecanicamente homogeneizadas com o 

auxílio de um homogeneizador, em tampão de homogeneização contendo Tris-HCl 

30 mM (pH 7,0), NaCl 50 mM, CHAPS 4 % e coquetel de inibidores de proteases. Os 

lisados foram centrifugados a 14000 rpm por 30 minutos para eliminação de 

fragmentos celulares. Para obtenção das proteínas solúveis, o sobrenadante foi 

precipitado com TCA 20 % em banho de gelo por 30 minutos e lavados 3 vezes com 

acetona gelada, intercalados por centrifugação a 1000 rpm durante 10 minutos. 

Após a última lavagem, foi retirado o excesso de acetona e os tubos foram secos a 

temperatura ambiente para que as proteínas fiquem aderidas às suas paredes. 

Foram adicionados 400 μL de tampão de eletroforese 2D contendo uréia 7 M, 

tiouréia 2 M e CHAPS 4 %, seguidos de cinco ciclos de 5 minutos em banho de 

ultrassom contendo gelo para eficiente solubilização das proteínas. 

A quantificação de proteínas foi realizada em microplacas pelo método 

colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976). Para que seja possível quantificar 
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uma amostra desconhecida, é necessário estabelecer uma relação linear de 

absorbância versus massa da proteína, o que normalmente é feito através da 

confecção de uma curva padrão, cotendo quantidades conhecidas de uma 

determinada proteína, como a albumina sérica bovina (BSA) (BRADFORD, 1976). 

Alíquotas dos extratos protéicos foram diluídas 1:200 em H2O e um volume de 

20 μL foi aplicado em microplacas. Para obtenção da curva padrão, utilizou-se a 

proteína BSA, nas quantidades de 0,5 a 2,0 μg em um volume final de 20 μL, diluída 

em H2O. Foi adicionado, a cada poço, 200 μL da solução de reação de Bradford (Kit 

Quick StartTM Bradford Dye Reagent, 1X, Bio-Rad). Após incubação durante 15 

minutos a temperatura ambiente, a absorbância das amostras foi determinada em 

um espectrofotômetro com leitor de ELISA (Molecular Devices), com leitura em 595 

nm. Todos os ensaios de quantificação foram realizados em triplicata, sendo feita 

uma nova curva padrão a cada ensaio. 

 

4.5 Eletroforese Bidimensional (2DE) 

4.5.1 Focalização Isoelétrica 

Foram utilizadas fitas IPG de 7 cm com faixa de pH 3-11 não linear (GE 

Healthcare), sendo a focalização isoelétrica realizada em um sistema de eletroforese 

horizontal IPGPhor III (GE Healthcare). A aplicação das amostras foi feita durante a 

etapa de rehidratação dos géis IPG utilizados na focalização isoelétrica 

(RABILLOUD et al., 1994). Durante esse processo, as fitas IPG foram incubadas 

durante 12 horas a 20 ºC com a solução de rehidratação (7,7 M uréia, 2,2 M de 

tiouréia e 4,4 % CHAPS e 65 mM de DTT, IPG buffer 0,5% e traços de bromofenol), 

contendo a amostra a ser focalizada, sendo utilizados 125 L para cada fita de 7 cm. 

O processo de separação eletroforética foi realizado a 20 ºC, utilizando 50 µA/fita 

IPG, compreendendo uma série de etapas sequenciais: 500 V por 1h (step and 

hold), 1000 V por 1 hora (gradient) e 8000 V por 2 horas e 30 minutos (gradient) e 

8000 V até atingir 40000 Vh (step and hold). 
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4.5.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Após a focalização isoelétrica, as proteínas foram submetidas à redução e 

alquilação. As fitas IPG foram incubadas durante 15 minutos na solução de equilíbrio 

(Tris-HCl 50 mM, uréia 6 M, SDS 2 % (m/v), glicerol 30 % (v/v), traços de azul de 

bromofenol, contendo o agente redutor (DTT 65 mM). Em seguida, o excesso de 

solução foi retirado e as fitas IPG foram incubadas durante 15 minutos com a 

solução de equilíbrio contendo o agente alquilante (iodoacetamida 0,1 M). 

O SDS-PAGE foi realizado em sistema de eletroforese vertical (Mini HoeferTM 

GE Healthcare), utilizando géis 10 cm  10 cm  1,0 mm, homogêneos contendo 

12,5 % de acrilamida (LAEMMLI, 1970). Uma vez equilibradas, as fitas IPG foram 

posicionadas sobre os géis da segunda dimensão, nos quais, padrão contendo 

marcadores de peso molecular (1 µg), previamente diluído em tampão de amostra 

(Tris-HCl 125 mM, pH 6,8, SDS 4 %, glicerol 20 % e traços de azul de bromofenol) e 

fervido por 5 minutos foi aplicado em pedaço de papel de filtro e posicionado na 

superfície do gel, próximo à parte ácida da fita IPG. O sistema foi fixado com uma 

solução de agarose 0,5 % (m/v) e as proteínas submetidas à separação 

eletroforética com as seguintes condições de corrida: 10 mA/gel, 300 V e 10 W, até a 

entrada de todo marcador (azul de bromofenol) e depois aumentada para 15 mA/gel 

até o final da corrida. Os géis foram fixados em etanol, ácido acético e água 

(40:10:50) e corados com coomassie blue. 

 

4.6 Obtenção e Análise de Imagens dos Géis 

Após a coloração dos géis, as imagens foram digitalizadas utilizando o 

sistema de aquisição de imagem LabScan (GE Healthcare), que capta a imagem por 

transmitância, fornecendo maior resolução e precisão e evitando distorção da 

imagem. O processamento e a análise comparativa dos mapas bidimensionais foram 

realizados com a utilização do software ImageMaster versão Platinum 7.0 (GE 

Healthcare). 

Uma vez digitalizados, os mapas-2D foram processados, o que envolve a 

detecção dos “spots”, subtração do “background”, calibração pelo padrão de peso 

molecular e calibração pela faixa de ponto isoelétrico, além de uma avaliação da 

reprodutibilidade dos géis bidimensionais. O processamento destes géis permite 

obter, para cada “spot” ou proteína, um valor de massa molecular aparente, de ponto 
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isoelétrico, de volume e de volume normalizado (calculado com base na soma dos 

volumes de todos os “spots” presentes no gel). Após o processamento, foi realizado 

o pareamento entre diferentes géis, para identificação dos “spots” coincidentes entre 

eles e, consequentemente, daqueles exclusivos de uma ou outra amostra. Essa 

análise comparativa foi realizada entre os géis contendo amostras controles e 

tratadas simultaneamente. 

A diferença de expressão foi obtida através da razão de volume normalizado 

para cada grupo de spots (grupo de spots são aqueles presentes em todos os géis, 

na mesma localização). Esse valor é calculado pelo software com base no gel 

conhecido como referência (controle) e considera uma faixa de valores que engloba 

uma tendência central de valores (o valor médio da % Vol dos grupos de spots 

dentro de uma classe) e a dispersão destes valores. Foram considerados spots 

diferencialmente expressos aqueles que tiveram alteração média de %Vol ≥ 2 vezes. 

 

4.7 Proteólise Limitada: Digestão Enzimática por Tripsina 

Os spots considerados diferencialmente expressos foram selecionados e 

recortados para identificação. Para isso, a digestão in situ das proteínas será 

realizada conforme descrito por Neuhoff e cols. (1988). Os spots recortados foram 

lavados 4x com solução de NH4HCO3 100 mM em acetonitrila (ACN) 50 % para a 

remoção de SDS e corante, sendo em seguida, desidratados com ACN 100 %. Os 

spots completamente secos em SpeedVac (Savant) foram rehidratados com 10 μL 

de uma solução contendo 0,5 μg de tripsina (Promega, Madison – EUA), em solução 

NH4HCO3 50 mM, pH 8,0. Após rehidratação dos spots por cerca de 30 minutos, 

foram adicionados 50 μL de NH4HCO3 50 mM, volume suficiente para cobrir o gel. A 

reação foi mantida a 37 ºC por 24 horas e, após esse período, interrompida pela 

adição de 5 μL de ácido fórmico 98 % e mantida a temperatura ambiente para 

extração dos peptídeos. O extrato foi conservado em freezer (-20 ºC) até a etapa de 

dessalinização dos peptídeos para análise por espectrometria de massas. 

 

4.8 Dessalinização dos Peptídeos Tripsínicos em “Micro-Tips C18” 

Para a dessalinização dos peptídeos foram utilizadas “Micro-Tips C18”, 

ponteiras de micropipeta contendo resina hidrofóbica C18 (POROS R2, Perseptive 

Biosystems, USA). Esse processo possibilita a retirada do sal e outros componentes 

da amostra que possam interferir na análise por espectrometria de massas. A resina 
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foi ativada com 100 L de metanol 100% e equilibrada 3 vezes com 100 L de ácido 

fórmico 0,2 % (v/v). A solução contendo os peptídeos resultantes da digestão in situ 

foi então carregada, sendo realizadas, em seguida, 3 lavagens com 100 L de ácido 

fórmico 0,2% (v/v). Após a lavagem, os peptídeos foram eluídos da resina com 30 L 

de solução ácido fórmico 5% (v/v) em metanol 60% (v/v) e completamente secos em 

SpeedVac (Savant). 

 

4.9 Espectrometria de Massas 

Os peptídeos tripsínicos foram diluídos 1:1 com uma solução de matriz 

orgânica (ácido α-cianohidróxicinâmico 1%, ácido trifluoroacético 0,1% e acetonitrila 

50%), aplicados, em duplicata, e a placa foi deixada a temperatura ambiente para 

cristalização completa da matriz. Depois, foi analisada em um espectrômetro de 

massas MALDI-TOF-TOF (Axima Performance - Kratos-Shimadzu, Manchester, UK), 

localizado no laboratório do Prof. Dr. José César Rosa, do Centro de Química de 

Proteínas, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São 

Paulo. Os espectros dos peptídeos (Peptide Mass Fingerprinting) foram obtidos e as 

sequências de peptídeos tripsínicos foram deduzidas a partir de íons fragmentos dos 

tipos b e y, produzidos por dissociação por colisão induzida de alta energia. O 

servidor MASCOT Matrix Science foi usado para pesquisar no banco de dados de 

proteínas Swiss-Prot (http://www.expasy.ch/sprot/). Probabilidades de 

correspondência de proteína foram determinadas usando MASCOT protein scores, 

com a confiança de identificação indicado pelo número de matching e da cobertura 

da sequência da proteína pelos peptídeos correspondentes. A presença de pelo 

menos um peptídeo com íons significativos foi necessária para a identificação 

positiva da proteína. Somente os resultados estatisticamente significativos obtidos 

pelo MASCOT (p <0,05) foram incluídos na análise. Os espectros obtidos mediram a 

massa por carga do(s) íon(s) precursores e de seus íons obtidos por fragmentação 

por colisão induzida (CID-MS/MS) por gás inerte (hélio) e uma energia de colisão 

fixa de 20 keVolt. 

 

4.10 Identificação de Proteínas em Banco de Dados 

Os espectros de massa obtidos foram submetidos automaticamente ao 

programa MASCOT versão 2.2.04 e pesquisados contra o banco de dados de 
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proteínas SwissProt 57.2.fasta (contendo 466.739 sequências). Os seguintes 

parâmetros foram considerados: digestão por tripsina, 1 falha de clivagem permitida, 

tolerância de massa molecular do íon precursor de 0,5 Da e 0,8 para os íons 

fragmentos, modificação fixa por carboxiamidometilação de cisteínas e modificação 

variável por oxidação de metionina. Somente foram considerados os dados 

estatisticamente significantes obtidos pelo programa MASCOT (p:S0,05) com escore 

mínimo de 30 para cada peptídeo (http://www.matrixscience.com). 

 

4.11 SDS-PAGE e Western Blotting 

Amostras de proteínas (10 ug) foram separadas por SDS-PAGE em gel 10% 

segundo Laemmli (1970). Foi utilizado o sistema vertical Mini-PROTEAN (BioRad 

Laboratories) conforme instruções do fabricante. Foi utilizado padrão de peso 

molecular para proteínas Spectra Multicolor Broad Range Ladder (26634, Thermo 

Scientific, Waltham, MA, EUA). As amostras foram submetidas à separação 

eletroforética com as seguintes condições de corrida: 12 mA/gel, 110 V durante 90 a 

120 min. A corrida foi feita em tampão Tris-glicina (Tris 25 mM, pH 8,3, SDS 0,1 %, 

glicina 250 mM.  

Em seguida, as proteínas foram eletrotransferidas para membrana de PVDF 

(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido), utilizando tampão 

de transferência (bicarbonato de sódio 10 mM, carbonato de sódio 3 mM, pH 9,9) por 

1,5 h a 350 mA/gel. Após a transferência, a membrana foi incubada em solução de 

bloqueio (solução salina tamponada de Tris (TBS/T) – Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 150 

mM, Tween-20 0,1%, com leite desnatado 5%) por 1 h a temperatura ambiente. 

Após bloqueio, a membrana foi lavada 3x com TBS/T por 5 min e incubada 1 h a 

temperatura ambiente com o anticorpo primário diluído 5000 vezes em TBS/T. A 

seguir, a membrana foi novamente lavada com TBS/T durante 5 min, 3x e incubada 

por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo secundário conjugado a peroxidase 

diluído 3000 vezes em solução de bloqueio, seguido de lavagem com TBS/T. 

A visualização dos imunocomplexos por quimioluminescência foi realizada a 

partir da adição de solução de ECL – enhanced chemiluminescense (Tris 0,1 M pH 

8,5, ácido p-coumárico 400 uM, luminol 2,5 mM) acrescido de 0,009% de peróxido 

de hidrogênio. A membrana de PVDF foi exposta a filme de autoradiografia (AGFA) 

para detecção da imunomarcação. A quantificação das bandas foi realizada por 

densitometria usando o software ImageLabTM (BioRad Laboratories), localizado no 

http://www.matrixscience.com/
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laboratório da Profa. Dra. Andreia Machado Leopoldino, da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

 

 

4.12 Análise Estatística 

As diferenças significativas na expressão de proteínas entre os grupos 

experimentais (com base nas alterações médias de ±2 vezes do volume normalizado 

dos spots pareados), foi realizada por meio de análise de variância de 1 via 

(ANOVA) utilizando p<0,05, obtidos com auxílio do software ImageMaster Platinum® 

v. 7. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Extração e Quantificação das Proteínas 

A obtenção dos extratos protéicos é um dos passos críticos devido à 

reprodutibilidade exigida em estudos proteômicos e envolve etapas como 

solubilização, desnaturação, redução das proteínas, e procedimentos para remover 

componentes não protéicos, como ácidos nucléicos. A adição de inibidores de 

proteases é feita logo no início da extração, para garantir que as proteínas não 

sejam degradadas. Durante a extração, foi avaliada a eficiência de dois tampões de 

homogeneização, sendo o primeiro contendo CHAPS e outro contendo Triton X-100, 

como detergente para lise das células. Após a extração e quantificação dos extratos 

utilizando os diferentes tampões, aquele contendo CHAPS mostrou-se mais eficiente 

e foi escolhido para ser usado em todo o trabalho. 

Os extratos protéicos foram quantificados pelo método de Bradford, pois é 

compatível com a solução de lise, a qual contém agentes altamente desnaturantes 

(uréia e tiouréia) e detergente (CHAPS). A tabela II mostra as concentrações de 

proteínas encontradas nas amostras de cérebro, rim e fígado durante os 60 dias de 

tratamento com Ino-Hg e Met-Hg, bem como as amostras contendo Et-Hg tratadas 

por 4 horas. 
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Tabela II. Concentrações protéicas dos extratos obtidos a partir dos diferentes 
tecidos de ratos controle e expostos à Ino-Hg e Met-Hg durante 60 dias e à Et-
Hg por 4 horas. A tabela mostra os valores médios ± SD, em mg mL

-1
 de cada amostra, obtidos 

pela leitura em triplicata das mesmas. A diferença estatistica entre elas foi inferior a 10%. 

Extratos Protéicos 

Amostra Concentração (mg mL
-1

) 

Cérebro  

   Controle 5,18 ± 0,48 

   Ino-Hg 5,25 ± 0.51 

   Met-Hg 5,86 ± 0,60 

   Et-Hg 6,56 ± 0,66 

Rim  

   Controle 4,99 ± 0,51 

   Ino-Hg 5,09 ± 0,44 

   Met-Hg 5,80 ± 0,58 

   Et-Hg 4,71 ±0,49 

Fígado  

   Controle 10,2 ± 0,98 

   Ino-Hg 8,73 ± 0,91 

   Met-Hg 14,1 ± 1,32 

   Et-Hg 21,7 ± 2.23 

 

 

5.2 Estudo da Reprodutibilidade dos Géis Obtidos por 2DE 

Uma vez obtidos os extratos celulares, as proteínas foram submetidas à 

eletroforese bidimensional, cuja técnica permite separar, simultaneamente, centenas 

de proteínas diferentes, possibilitando a análise de amostras complexas. 

Para uma primeira avaliação, com o propósito de padronizar o 

desenvolvimento do gel bidimensional e fixar alguns parâmetros para a análise de 

imagens, foi utilizado extrato de proteína de fígado de ratos tratados com Met-Hg 

(Figura 10). De acordo com a figura 10, os géis apresentaram reprodutibilidades 

adequadas entre si, as quais ficaram entre 95,7 e 99,8% para o ponto isoelétrico e 

entre 90,1 e 99,0% para a massa molecular. 
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Figura 10. Estudo da reprodutibilidade das amostras. Foram utilizados géis 

bidimensionais obtidos por IEF com IPG-3-11NL de fígado de ratos tratados com Met-Hg por 

60 dias. O gel é 12,5% com dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma quantidade de 

600 µg de proteínas foi aplicada ao gel. 

 

Uma vez padronizada a corrida eletroforética, a próxima etapa a ser estudada 

foi a homogeneidade das amostras individuais, devido ao tamanho amostral. Para 

isso, foi utilizado extrato protéico de fígado de cada rato tratado com Met-Hg. Os 

géis foram feitos em duplicata para cada amostra, nos quais foi detectado o número 

de spots em cada um deles, demostrados na tabela III. 

 

Tabela III. Número de spots detectados usando software ImageMaster versão 
Platinum 7.0 (GE Healthcare). Foram analisados géis, em duplicata, de amostras de 

fígado de cada animal contido no grupo tratado com Met-Hg. 
 n° de spots detectados 

Gel 1 (rato 1) 366 

Gel 2 (rato 1) 356 

Gel 1 (rato 2) 354 

Gel 2 (rato 2) 359 

Gel 1 (rato 3) 363 

Gel 2 (rato 3) 370 

Média 361,33 

Desvio Padrão 6,12 

Intervalo de Confiança 95% (354,91;367,75) 

 

Com o objetivo de saber se as amostras estão normalmente distribuídas, a 

partir dos dados obtidos da tabela III, foi possível construir um gráfico conhecido 
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como Normal Probability Plot, no qual os dados são representados graficamente 

contra uma distribuição normal teórica de tal maneira que os pontos devem formar 

uma linha reta aproximada. Pontos fora desta linha reta indicam desvios da 

normalidade . (GHASEMI & ZAHEDIASL, 2012). A figura 11 apresenta o número de 

spots obtidos em cada amostra versus seus valores esperados em relação à 

normalidade (z-escore teórico). 
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Figura 11. Normal probability plot de amostra de extrato protéico de fígado de 

cada rato tratado com Met-Hg. O gráfico apresenta uma distribuição simétrica, 

aproximadamente normal. 

 

Como os animais possuíam as mesmas características (todos machos, 

linhagem, peso, etc.), foram tratados e mantidos nas mesmas gaiolas, e como o 

conjunto de géis individuais apresentou uma distribuição simétrica, 

aproximadamente normal (figura 11), foi feito um pool do extrato protéico de cada 

tecido, uma vez que não foi observada variabilidade entre os géis individuais das 

amostras, uma vez que todos os géis apresentaram número de spots semelhantes, 

com valores pertencentes ao intervalo de confiança de 95% (tabela III). 

A eletroforese bidimensional apresenta, entretanto, certas limitações quando 

consideramos a análise de proteínas dotadas de algumas características específicas 

ou expressas em pequenas quantidades. 

Proteínas hidrofóbicas, tais como proteínas de membrana, são geralmente 

insolúveis, o que dificulta sua migração durante a IEF. Além disso, as proteínas com 
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alto peso molecular apresentam migração limitada na segunda dimensão em SDS-

PAGE, necessitando de géis com malha de poliacrilamida de 3 a 5% de 

concentração para uma separação eficiente. Porém, géis preparados com esta 

malha são extremamente frágeis e de difícil manipulação, o que os tornam inviáveis. 

Além disso, proteínas que apresentam pI<3 e pI>10 geralmente são de difícil 

focalização isoelétrica, uma vez que as fitas IPG disponíveis comercialmente, 

utilizadas durante a IEF, excluem essa faixa de pH. 

Para todas as amostras deste estudo foi realizada uma focalização isoelétrica 

utilizando strips de 7 cm não lineares com faixa de pH de 3 a 11 e a segunda 

dimensão foi realizada em géis de poliacrilamida a 12,5%. 

 

5.3 Análise Proteômica do Fígado de Ratos Expostos às Diferentes Formas 

de Hg 

As figuras 12 e 13 mostram as imagens de géis bidimensionais contendo 

600µg de proteínas do grupo controle e amostras de fígado tratadas por 60 dias com 

Ino-Hg e Met-Hg (figura 12) e por 4horas com Et-Hg (figura 13). 
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Figura 12. Eletroforese bidimensional obtida por IEF com IPG-3-11NL de 

extratos de fígado de ratos tratados com as diferentes formas de mercúrio, por 

60 dias. Os géis são 12,5% com dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma quantidade 

de 600 µg de proteínas foi aplicada ao gel. A) Controle, B) Ino-Hg e C) Met-Hg. 
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Figura 13. Eletroforese bidimensional obtida por IEF com IPG-3-11NL de 

extratos de fígado de ratos tratados com Et-Hg, por 4 horas. Os géis são 12,5% 

com dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma quantidade de 600 µg de proteínas foi 

aplicada ao gel. A) Controle e B) Et-Hg. 

 

A figura 14 mostra a imagem do gel 2DE do extrato protéico da amostra de 

fígado controle, contendo 600 µg de proteínas após a análise diferencial, o qual 366 

matches foram identificados, sendo 46 deles diferencialmente expressos, quando 

comparados ao gel contendo extrato protéico da amostra de fígado de ratos tratados 

por 60 dias com Met-Hg. O mesmo procedimento foi feito para a comparação entre 

extrato protéico da amostra de fígado controle, comparado à de ratos tratados por 60 

dias com Ino-Hg, no qual 352 matches foram identificados, sendo 51 deles 

diferencialmente expressos e por 4 horas com Et-Hg, no qual 356 matches foram 

identificados, sendo 39 deles diferencialmente expressos (géis não demonstrados). 

 



Resultados e Discussão          44 

97,0

66,0

30,0

20,1

45,0

3,0 11,0 pI

MW

14,4

 

Figura 14. Gel controle demonstrando a análise comparativa dos géis IPG-3-

11NL, de amostras de fígado controle e tratado com Met-Hg por 60 dias 

utilizando o software ImageMaster versão 7.0 Platinum. Os spots selecionados 

foram submetidos à digestão enzimática com tripsina e os peptídeos extraídos do gel foram 

analisados por espectrometria de massas. 

 

Na Tabela IV estão demonstrados os spots selecionados como 

diferencialmente expressos, entre amostras de fígado controle e tratados com as 

diferentes formas de Hg, identificados por espectrometria de massas. 
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Tabela IV. Identificação das proteínas diferencialmente expressas por 
espectrometria de massas de amostras de fígado expostas às diferentes 
espécies de mercúrio. Análise dos spots de proteínas separadas por gel 2D IPG-pH 3 a 

11 gradiente não linear (IPG-3-11NL), hidrolisadas por tripsina e submetidas à 
espectrometria de massas. 

ID 

sp

ot 

ID proteína Massa (kDa)  Expressão 

130 Serum albumin 70,70  ↓ Met-Hg   ↓ Ino-Hg 

134 Nucleoside diphosphate kinase A 

 

17,30  ↑ Met-Hg   ↑ Ino-Hg 

135 Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 4 64,30  ↓ Met-Hg   ↑ Ino-Hg 

136 Glutathione S-transferase Mu 1 26,07  ↑ Met-Hg 

137 D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mitochondrial 38,60  ↓Met-Hg 

138 Receptor expression-enhancing protein 4 29,81  ↑ Ino-Hg 

139 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial 34,54  ↓Met-Hg 

140 Sphingosine kinase 1 42,96  ↓Met-Hg 

141 NAD kinase 2, mitochondrial 48,43  ↓Met-Hg 

142 Fructose-bisphosphate aldolase B 40,00  ↓Met-Hg 

143 Phenylalanine-4-hydroxylase 52,30  ↑ Ino-Hg 

144 ATP synthase subunit beta, mitochondrial 56,32  ↓ Met-Hg   ↓ Ino-Hg 

145 Calreticulin 48,14  ↓ Met-Hg 

146 Protein disulfide-isomerase 57,31  ↓ Met-Hg   ↑ Et-Hg 

149 Phosphoglucomutase-1 61,65  ↓ Et-Hg 

150 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2 44,54  ↓ Et-Hg 

151 Cytochrome b5" 15,35  ↑ Et-Hg 

153 Endoplasmin 93,00  ↓ Et-Hg 

157 10 kDa heat shock protein, mitochondrial 10,90  ↓ Et-Hg 

159 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 18,09  ↓ Et-Hg 

160 Nucleoside diphosphate kinase B 17,39  ↓ Et-Hg 

164 Argininosuccinate synthase 46,75  ↑ Et-Hg 

165 Dimethylglycine dehydrogenase, mitochondrial 96,27  ↓ Et-Hg 

169 Catechol O-methyltransferase 29,81  ↓ Met-Hg   ↓ Et-Hg 

175 Malate dehydrogenase, cytoplasmic  36,63  ↓ Met-Hg 

176 Protein disulfide-isomerase A3 57,04  ↓ Met-Hg 

177 Sulfotransferase 1A1 34,17  ↓ Met-Hg 
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Figura 15. Gráfico de a distribuição das proteínas identificadas em amostras de 

fígado, de acordo com as espécies de Hg. 

 

De acordo com a figura 15, o tratamento com as formas orgânicas foi 

responsável pela maioria das proteínas diferencialmente expressas no tecido 

hepático, demonstrando que o fígado possui um papel central no metabolismo, uma 

vez que está envolvido em várias reações de desintoxicação e, portanto, é 

considerado o principal órgão alvo da toxicidade de xenobióticos, tais como o 

mercúrio (VERGILIO et al, 2015). 

A análise por WB revelou que a administração de Met-Hg proporcionou um 

aumento na expressão da proteína Glutationa S-Transferase (GST) (tabela IV), 

quando comparada à amostra controle. Este experimento foi realizado utilizando 

triplicatas biológicas de extratos protéicos de fígado e a análise da intensidade das 

bandas foi obtida com o auxílio do software ImageLab, a qual demonstrou um 

aumento médio de 28% no nível da proteína (figura 16). 
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Figura 16. Imunomarcação da proteína Glutationa S-Transferase, identificada 

por espectrometria de massas, em amostras de fígado controle e tradado com 

Met-Hg e Ino-Hg. O aumento da expressão de GST foi confirmado por Western Blotting 

utilizando o anticorpo para GST. A proteína GAPDH foi utilizada para o cálculo da 

porcentagem relativa da GST nas diferentes formas de exposição. No canto superior a 

direita, variação de expressão da proteína GST, destacadas em géis 2D IPG-3-11NL. 

 

Um dos principais mecanismos de toxicidade que explica o dano oxidativo 

induzido pelo Hg é a sua alta reatividade com os grupamentos sulfidrílicos (-SH) 

(SCHURZ; SABATER-VILAR; FINK-GREMMELS, 2000). A GSH é o mais abundante 

e essencial tiol celular livre, e também o principal antioxidante endógeno do 

organismo, responsável pela manutenção do estado redox normal (DRINGEN, 

2000). A GSH serve como uma primeira linha de defesa celular contra os compostos 

de Hg (OU et al., 1999). Tanto o mercúrio orgânico, quanto o inorgânico conjugam-

se aos grupamentos tiólicos da GSH, com a finalidade de eliminação deste metal do 

organismo minimizando seus efeitos. 

Glutationa S-transferases compreendem uma família de enzimas, as quais 

catalisam o ataque nucleofílico da GSH na forma reduzida a compostos eletrofílicos, 

como por exemplo, ROS (HUBER et al., 2008), tornando este conjugado mais 

hidrossolúvel, o qual é melhor eliminado (KLAASSEN, 2013). No tecido hepático, 5% 

das proteínas citosólicas são compostas por GSTs (WILCE & PARKER, 1994). 

Quando o organismo está exposto a altas concentrações de Hg, há uma 

elevação da concentração de GSH, com a finalidade de diminuir o dano oxidativo e, 
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consequentemente há uma superexpressão da GST (tabela IV), o qual foi observado 

neste estudo. Porém, a produção de ROS (O2
-, H2O2 e OH) é um processo 

fisiológico, uma consequência natural da respiração, que ocorre durante a síntese de 

ATP. De acordo com alguns estudos, a ligação do mercúrio à enzima ATP Sintase, 

provoca uma inibição significativa da mesma. Além disso, a ligação do Hg à 

glutationa reduzida (GSH) é estimulada pela enzima GST (BHATTACHARYA, et. al., 

1997; KADE, 2012). Todos esses achados corroboram com o atual estudo, o qual 

demonstrou por meio do perfil proteômico de extratos hepáticos, que a exposição ao 

Hg causa uma superexpressão da GST, com o objetivo de evitar a formação de 

ROS, que por sua vez é responsável pela disfunção mitocondrial, o que desencadeia 

a inibição da enzima ATP Sintase, que pode levar à morte celular e, 

consequentemente, dano hepático durante a exposição ao metal (figura 17). 
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Figura 17. Modelo sugerido para o mecanismo bioquímico de ação do Hg, a 

partir da análise do extrato protéico de fígado de animais tratados com o metal 

e sua relação entre as proteínas GST e ATP Sintase e o dano hepático. A 

superexpressão da proteína GST causa injúria hepática devido a um aumento do estresse 

oxidativo, levando à disfunção da mitocôndria. A queda na produção de ATP, observada na 

diminuição da expressão da enzima ATP Sintase Mitocondrial, é devido à sua ligação ao Hg, 

bem como ao aumento da atividade da GST. 
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5.4 Análise Proteômica do Cérebro de Ratos Expostos às Diferentes Formas 

de Hg 

As figuras 18 e 19 mostram as imagens de géis bidimensionais contendo 600 

µg de proteínas de controle e amostras de cérebro tratadas por 60 dias com Ino-Hg 

e Met-Hg (figura 18) e por 4horas com Et-Hg (figura 19). 
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Figura 18. Eletroforese bidimensional obtida por IEF com IPG-3-11NL de 

extratos de cérebro de ratos tratados com as diferentes formas de mercúrio, 

por 60 dias. Os géis são 12,5 % com dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma 

quantidade de 600 µg de proteínas foi aplicada ao gel. A) Controle, B) Ino-Hg e C) Met-Hg. 
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Figura 19. Eletroforese bidimensional obtida por IEF com IPG-3-11NL de 

extratos de cérebro de ratos tratados com Et-Hg, por 4 horas. Os géis são 12,5 % 

com dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma quantidade de 600 µg de proteínas foi 

aplicada ao gel. A) Controle e B) Et-Hg. 

 

A figura 20 mostra a imagem do gel 2DE de cérebro controle, contendo 600 

µg de proteínas, após a análise diferencial, no qual foram identificados 312 matches, 

sendo 42 deles diferencialmente expressos, quando comparados ao gel contendo 

amostra de cérebro de ratos tratados por 60 dias com Met-Hg. O mesmo 

procedimento foi feito para a comparação entre extrato protéico da amostra de 

cérebro controle, comparado à de ratos tratados por 60 dias com Ino-Hg, no qual 

361 matches foram identificados, sendo 57 deles diferencialmente expressos e por 4 

horas com Et-Hg, no qual 354 matches foram identificados, sendo 44 deles 

diferencialmente expressos (géis não demonstrados). 
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Figura 20. Análise comparativa dos géis IPG-3-11NL, de amostras de cérebro 

controle e tratado com Met-Hg por 60 dias utilizando o software ImageMaster 

versão 7.0 Platinum. Os spots selecionados foram submetidos à digestão enzimática 

com tripsina e os peptídeos extraídos do gel foram analisados por espectrometria de 

massas. 

 

Na Tabela V estão demonstrados os spots selecionados como 

diferencialmente expressos, entre amostras de cérebro controle e tratados com as 

diferentes formas de Hg, identificados por espectrometria de massas. 
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Tabela V. Identificação das proteínas diferencialmente expressas por 
espectrometria de massas de amostras de cérebro expostas às diferentes 
espécies de mercúrio. Análise dos spots de proteínas separadas por gel 2D IPG-pH 3 a 

11 gradiente não linear (IPG-3-11NL), hidrolisadas por tripsina e submetidas à 
espectrometria de massas. 

ID spot ID proteína Massa (kDa) pI Expressão 

2 Calbidin 30,20 4,71 ↑ Met-Hg   ↑ Et-Hg 

5 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 20,90 5,48 ↑ Ino-Hg   ↑ Et-Hg 

6 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 25,17 5,14 ↓ Ino-Hg   ↓ Met-Hg 

9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 18,09 8,34 ↓ Ino-Hg ↓ Met-Hg ↓ Et-Hg 

10 Calretinin 31,50 4,94 ↓ Ino-Hg ↓ Met-Hg ↑ Et-Hg 

12 Gamma-enolase 47,51 5,03 ↑ Ino-Hg 

14 Phosphoglycerate kinase 44,91 8,02 ↑ Ino-Hg 

17 60 kDa heat shock protein 61,09 5,91 ↓ Met-Hg   ↓ Et-Hg 

22 Triosephosphate isomerase 27,35 6,89 ↑ Ino-Hg 

28 Alpha-synuclein 14,48 4,74 ↓ Ino-Hg   ↓ Met-Hg 

38 Protein DJ-1 20,19 6,32 ↓ Met-Hg 

42 Calmodulin 16,83 4,09 ↓ Met-Hg   ↓ Et-Hg 

62 Cofilin 18,75 8,22 ↑ Ino-Hg   ↑ Met-Hg 

63 Fructose-bisphosphate aldolase A 39,78 8,31 ↓ Ino-Hg  ↓ Met-Hg  ↓ Et-Hg 

64 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 59,83 9,22 ↓ Met-Hg 

73 Cytochrome c oxidase 16,35 6,09 ↓ Ino-Hg 

75 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 16,07 5,88 ↑Ino-Hg   ↑Met-Hg 

76 Nucleoside diphosphate kinase B 17,39 6,92 ↓ Ino-Hg  ↓ Met-Hg  ↓ Et-Hg 

78 Triosephosphate isomerase 27,35 6,89 ↑Ino-Hg    ↓Met-Hg 

81 Glutamine synthetase 42,98 6,64 ↓ Met-Hg   ↓ Et-Hg 

83 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 58,29 6,63 ↑Met-Hg 

90 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 61,72 8,05 ↓ Met-Hg 
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Figura 21. Gráfico demonstrando a distribuição das proteínas identificadas em 

amostras de cérebro, de acordo com as espécies de mercúrio. 
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Foram observadas diferenças na expressão protéica frente à exposição a 

todas as formas de Hg (figura 21), porém com maior ênfase para Met-Hg e Ino-Hg. A 

proteômica tem se tornado cada vez mais uma ferramenta valiosa para a 

compreensão de mecanismos de toxicidade e descoberta de biomarcadores de 

exposição, contribuindo para maior controle dos casos de exposição e prevenção de 

efeitos tóxicos (MILLER et al, 2014). Portanto, o amplo entendimento da fisiologia 

neuronal e das vias de sinalização, bem como o conhecimento das funções 

neuronais implica no conhecimento da função de proteínas envolvidas em tais 

processos. Vários investigadores abordaram a análise de expressão de proteína em 

regiões do cérebro ou do cérebro inteiro (LUBEC et al, 2003; YANG et al, 2004; 

2005; YIN et al, 2007; YU et al, 2004). No entanto, a utilização de proteínas totais 

em toxicologia é ainda muito limitada. 

Estudos anteriores avaliaram o perfil de proteínas de células cerebrais 

expostas a Met-Hg de saguis (Callithrix jacchus), beluga juvenil (Huso huso) e 

medaka (Oryzias melastigma) cérebro (KEYVANSHOKOOH et al, 2009; SHAO et al, 

2015; WANG et al., 2011) e no tecido hepático de bacalhau do Atlântico 

(KARLSENA et al., 2014). No entanto, o presente estudo é, para o nosso 

conhecimento, o primeiro que reporta o efeito do Met-Hg sobre o perfil de expressão 

de proteínas em células cerebrais de ratos, contribuindo para elucidação dos 

mecanismos de neurotoxicidade desse metal. 

A tabela V mostra as proteínas identificadas no presente estudo, das quais 

podem-se destacar àquelas relacionadas ao metabolismo e atividade catalítica. 

Nossos resultados estão de acordo com Wang e cols. (2011) e Keyvanshokooh e 

cols., (2009), os quais apresentaram uma diminuição na expressão de proteínas 

relacionadas ao metabolismo (por exemplo, glutamina sintetase e piruvato quinase) 

em cérebro de medaka (Oryzias melastigma) exposto ao mercúrio e uma diminuição 

na expressão de calmodulina no cérebro de beluga exposta ao metilmercúrio 

(KEYVANSHOKOOH et al., 2009), respectivamente. 

A exposição a organomercuriais é conhecida por estar associada a efeitos 

prejudiciais no sistema nervoso central (COUNTER et al., 2002; NI et al. 2012). No 

entanto, a compreensão abrangente do mecanismo associado com os efeitos 

neurotóxicos continua por ser elucidado. Três eventos-chave relacionados com a 

neurotoxicidade induzida por Hg estão bem estabelecidas: (i) geração de ROS, (ii) 
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perturbação da homeostase do Ca2+ e (iii) liberação de glutamato, além do processo 

de morte celular. Estes mecanismos estão descritos abaixo. 

O processo de apoptose tem sido relatado em vários estudos como um dos 

eventos tóxicos decorrentes da exposição Hg e os com destaque para o papel 

central do Ca2+ neste efeito neurotóxico, uma vez que a homeostase do Ca2+ 

desempenha um papel crucial nos processos de lesão celular e o aumento da sua 

concentração intracelular é um dos mecanismos pelo qual Hg induz a morte de 

células neuronais. Corroborando com estes mecanismos, foi demonstrado que o uso 

de bloqueadores dos canais de Ca2+ apresenta proteção contra os efeitos tóxicos do 

Hg (XU et al., 2012). Por sua vez, o mecanismo de toxicidade do Met-Hg envolve a 

liberação do íon a partir dos estoques intracelulares, influxo do meio extracelular e 

inibição do efluxo de Ca2+. Além disso, o efeito inibitório do Met-Hg sobre a Na+ K+-

ATPase e Ca2+-ATPase contribui para um significativo aumento de Ca2+ intracelular 

em células neuronais, o que pode levar a um aumento da liberação de 

neurotransmissores e de produção de ROS, ativação de proteases celulares e, 

finalmente, pode promover a morte celular e degeneração neuronal (LIMKE et al., 

2004; LIMKE et al., 2003). 

O presente estudo indicou um aumento da expressão da enzima superóxido 

dismutase (SOD), uma proteína envolvida nos processos de antioxidantes em 

células, como uma consequência da exposição Met-Hg. A produção excessiva de 

ROS pode desencadear na célula um aumento das defesas antioxidantes, para 

prevenir o dano celular. Muitos estudos demonstraram que os neurônios respondem 

a exposição Met-Hg com produção de ROS aumentada, que representa um 

mecanismo chave de danos celulares (ASCHNER et al, 2007; CHOI et al., 1996, 

FARINA et al, 2011a; 2011b, ZIMMERMANN et al, 2014), uma vez que o cérebro 

representa um órgão altamente vulnerável ao estresse oxidativo devido a sua alta 

taxa de metabolismo (ASCHNER et al., 2007). Em células do cérebro, a exposição 

ao Hg modifica a função fisiológica das mitocôndrias, contribuindo para o aumento 

da produção de ROS, resultando em estresse oxidativo, redução do potencial de 

membrana mitocondrial (MMP), e perturbações do transporte de elétrons, o que 

sugere que as mitocôndrias possam ser uma das organelas alvo para a ação 

neurotóxica mediada por Hg (DREIEM et al, 2005; GAO et al, 2007; YIN et al., 2007). 

Além disso, o estresse oxidativo também desempenha um papel importante em 

doenças degenerativas. É bem conhecido que ROS pode mediar a neurotoxicidade 
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induzida por Met-Hg em vários modelos experimentais e alterações mitocondriais 

pode iniciar uma cascata de eventos, culminando na morte celular (apoptose ou 

necrose) (ASCHNER et al, 2007; BERNARDI et al, 1998; KROEMER & REED, 2000; 

YIN et al, 2011). 

No momento, vários estudos relataram que a apoptose ocorre como resultado 

de toxicidade orgânica Hg (SANTOS et al, 2016; SOKOLOWSKI et al, 2011; 

CECCATELLI et al., 2010), mas os mecanismos moleculares não estão 

completamente elucidados. No entanto, as evidências indicam que o íon Ca2+ está 

ligado a este efeito neurotóxico. Homeostase do Ca2+ desempenha um papel crucial 

nos processos de lesão celular. A liberação de íons intracelulares, um influxo de 

Ca2+ a partir de meio extracelular, e inibição do efluxo de Ca2+ é uma parte 

necessária do mecanismo que leva ao Ca2+ excedente, no interior da célula. Por 

conseguinte, o efeito inibidor de Met-Hg em Na+ -K+ -ATPase e de Ca2+ -ATPases 

contribui para um significativo aumento de Ca2+ intracelular em células neuronais, o 

que pode levar a um aumento da liberação de neurotransmissores e excesso de 

produção de ROS, ativação de proteases celulares e, finalmente, a promoção da 

morte celular e degeneração neuronal (LIMKE et al. 2003, 2004) 

Verificou-se uma superexpressão de calbindina em células cerebrais após a 

exposição ao Met-Hg e Et-Hg, sugerindo que a expressão aumentada simula um 

mecanismo de defesa, uma vez que que Hg promove a elevação da concentração 

intracelular de Ca2+, induzindo danos ou mesmo levando a apoptose da célula. 

Calbindina é uma proteína que se liga ao Ca2+, e exibe várias funções relacionadas 

com o movimento destes íons através de células do sistema nervoso. Esta proteína 

está localizada na membrana plasmática e participa na modulação da bomba de 

cálcio (CHOI & JEUNG, 2008). Calbindina é muito abundante no tecido cerebral, que 

é entre 0,1 e 1,5% das proteínas solúveis totais e tem um papel importante na 

manutenção da função neuronal, alterando interações sinápticas do hipocampo que 

modulam a atividade de canais de Ca2+ e a apoptose (HONTANILLA et al., 1998). 

Alguns estudos sugerem que esta proteína atua como um agente neuroprotetor, 

ajustando a concentração de Ca2+ no interior das células com potencial para uso no 

tratamento de doenças neurodegenerativas (BELLIDO et al., 2000; CHRISTAKOS & 

LIU, 2004; KOJETÍN et al., 2006). Assim, aumentos na concentração de calbindina 

podem fornecer um controle eficaz da homeostase do Ca2+ prevenindo a injúria 

celular. 
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Neste estudo, observou-se também a redução da proteína glutamina sintetase 

(GS) no tecido cerebral. Esta enzima está presente em astrócitos e promove a 

conversão do glutamato em glutamina, que regula a concentração de glutamato na 

fenda sináptica e mantém as suas concentrações extracelulares abaixo dos níveis 

tóxicos. O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório nas células neuronais 

de mamífero, onde ele desempenha um papel chave na resposta à lesão 

(FEATHERSTONE, 2010). No entanto, altas concentrações de glutamato na fenda 

sináptica fazem com que ele passe a atuar como uma neurotoxina potente, 

induzindo a lesão neuronal e à morte (MELDRUM, 2000; OZAWA et al, 1998). A 

neurotoxicidade mediada por glutamato ocorre devido à elevada ativação do N-metil-

D-aspartato (NMDA), um tipo de receptor de glutamato, o que leva ao aumento do 

influxo de Ca2+ para dentro dos neurônios (OZAWA et al., 1998; PIVOVAROVA & 

ANDREWS, 2010).  

Níveis intracelulares de Ca2+ aumentados estão associados com a geração de 

estresse oxidativo, por conseguinte, levando à ativação de vias importantes 

envolvidas com a neurotoxicidade e morte celular (CECCATELLI et al. 2010). 

Alternativamente, Ca2+ pode interferir no funcionamento das mitocôndrias, onde 

pode estimular a geração de ROS (REYNOLDS & HASTINGS, 1995), induzindo 

disfunção mitocondrial e consequente geração de H2O2 que, por si próprio, já é um 

potente inibidor da captação de glutamato (MORI et al., 2007). 

Yee & Choi, (1996) relataram que exposição a Met-Hg resulta na geração de 

ROS, as quais podem inativar ou degradar a proteína GS, e, além disso, Met-Hg 

pode inativar GS por meio da interação com grupos tióis da enzima. Avanços na 

compreensão do papel do glutamato na neurotoxicidade induzida por Met-Hg foi 

derivado a partir de estudos in vitro com células neuronais, mostrando que Met-Hg 

inibe prontamente a captação de glutamato na fenda sináptica (ASCHNER et al., 

2000). Met-Hg também bloqueia a captação de glutamato em vesículas sinápticas de 

rato (PORCIÚNCULA et al., 2003), sugerindo que os níveis aumentados de 

glutamato no meio extracelular podem representar uma consequência bioquímica da 

exposição do metal (JUÁREZ et al., 2002). Os mecanismos moleculares que 

medeiam aumento da liberação e diminuição da captação de glutamato na 

toxicidade do Met-Hg ainda não estão completamente compreendidos. No entanto, 

este estudo propõe um modelo para o mecanismo bioquímico possível em que, há 

uma redução na expressão de GS e a superexpressão de calbindina, e pode 
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explicar uma grande parte do mecanismo de toxicidade induzida pela ação do Hg 

(Figura 22). 
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Figura 22. Modelo sugerido para o mecanismo bioquímico de ação do Met-Hg, 

a partir da análise do extrato protéico de cérebro de animais tratados com o 

metal. Esquema sugerindo a contribuição de Met-Hg para a expressão de Glutamina 

Sintase (GS) e da Calbindina (CALB) proteínas no tecido cerebral. A exposição ao metal 

causou o decréscimo na expressão da proteína GS, causando o acúmulo de glutamato no 

neurônio pré-sináptico e na fenda sináptica. Este acúmulo leva a ativação do receptor 

NMDA de glutamato que, por sua vez ativa um canal de íons, favorecendo o acúmulo de 

Ca2+ no neurônio pós-sináptico, causando estresse oxidativo que, por sua vez contribuiu 

para o aumento na expressão de CALB, com o objetivo de retirar Ca2+ intracelular e manter 

a homeostase do sistema. (Adaptado de Souza et al, 2016) 
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5.5 Análise Proteômica do Rim de Ratos Expostos às Diferentes Formas de 

Hg 

As figuras 23 e 24 mostram as imagens de géis bidimensionais contendo 600 

µg de proteínas de controle e amostras de rim tratadas por 60 dias com Ino-Hg e 

Met-Hg (figura 23) e por 4horas com Et-Hg (figura 24). 
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Figura 23. Eletroforese bidimensional obtida por IEF com IPG-3-11NL de 

extratos de rim de ratos tratados com as diferentes formas de mercúrio, por 60 

dias. Os géis são 12,5 % com dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma quantidade de 

600 µg de proteínas foi aplicada ao gel. A) Controle, B) Ino-Hg e C) Met-Hg. 

 

Figura 24. Eletroforese bidimensional obtida por IEF com IPG-3-11NL de 

extratos de rim de ratos tratados com Et-Hg, por 4 horas. Os géis são 12,5% com 

dimensões de 10 cm  10,5 cm  1 mm. Uma quantidade de 600 µg de proteínas foi 

aplicada ao gel. A) Controle e B) Et-Hg. 



Resultados e Discussão          59 

A figura 25 mostra a imagem do gel 2DE de rim controle, contendo 600 µg de 

proteínas, após a análise diferencial, na qual foram identificados 328 matches, 

sendo 51 deles diferencialmente expressos, quando comparados ao gel contendo 

amostra de rim de ratos tratados por 60 dias com Met-Hg. O mesmo procedimento 

foi feito para a comparação entre extrato protéico da amostra de rim controle, 

comparado à de ratos tratados por 60 dias com Ino-Hg, no qual 366 matches foram 

identificados, sendo 48 deles diferencialmente expressos e por 4 horas com Et-Hg, 

no qual 342 matches foram identificados, sendo 46 deles diferencialmente expressos 

(géis não demonstrados). 

 

 

 

Figura 25. Análise comparativa dos géis IPG-3-11NL, de amostras de rim 

controle e tratado com Met-Hg por 60 dias utilizando o software ImageMaster 

versão 7.0 Platinum. Os spots selecionados foram submetidos à digestão enzimática com 

tripsina e os peptídeos extraídos do gel foram analisados por espectrometria de massas. 

 

Na Tabela VI estão demonstrados os spots selecionados como 

diferencialmente expressos, entre amostras de rim controle e tratados com as 

diferentes formas de Hg, identificados por espectrometria de massas. 
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Tabela VI. Identificação das proteínas diferencialmente expressas por 
espectrometria de massas de amostras de rim expostas às diferentes espécies 
de mercúrio. Análise dos spots de proteínas separadas por gel 2D IPG-pH 3 a 11 

gradiente não linear (IPG-3-11NL), hidrolisadas por tripsina e submetidas à espectrometria 
de massas. 

ID spot ID proteína Massa (kDa) pI Expressão 

3 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial 56,45 6,63 ↓ Met-Hg 

7 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 47,05 6,53 ↓ Met-Hg 

8 Argininosuccinate synthase 46,75 7,63 ↓ Met-Hg 

10 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial 24,89 8,96 ↑ Met-Hg 

11 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 16,07 5,88 ↑ Met-Hg   ↑Ino-Hg 

12 Major urinary protein 21,01 5,85 ↑ Met-Hg 

13 Peroxiredoxin-6 24,86 5,64 ↑ Met-Hg 

15 L-lactate dehydrogenase B chain 36,87 5,70 ↓ Met-Hg 

16 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 31,80 5,75 ↑ Met-Hg 

19 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit α-mitochondrial 40,04 6,47 ↓ Met-Hg 

44 Calmodulin 16,83 4,09 ↓ Met-Hg 

45 Aminoacylase-1A 46,06 6,03 ↑ Et-Hg 

46 Dna J homolog subfamily C member 16 89,21 6,83 ↓ Met-Hg 

47 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 59,83 9,22 ↓ Met-Hg 

48 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C 144,78 5,60 ↓ Met-Hg   ↓ Et-Hg 

50 Ribonuclease UK114 14,35 7,79 ↓ Met-Hg   ↓ Et-Hg 

51 Major urinary protein 21,01 5,85 ↓ Met-Hg 

56 Urokinase-type plasminogen activator 49,35 8,07 ↓ Ino-Hg ↓Met-Hg ↓Et-Hg 

57 ATP synthase subunit d, mitochondrial 18,81 6,17 ↓ Ino-Hg  ↓ Met-Hg 
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Figura 26. Gráfico demonstrando a distribuição das proteínas identificadas em 

amostras de rim, de acordo com as espécies de mercúrio. 
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De acordo com a figura 26, a exposição ao Met-Hg foi responsável pela 

maioria das proteínas diferencialmente expressas no tecido renal. De acordo com 

alguns estudos, Ino-Hg é a principal forma acumulada nos rins (SYVERSEN & 

KAUR, 2012), sugerindo que a forma inorgânica eliminada neste órgão é devido à 

conversão do Met-Hg à forma inorgânica. 

Os principais efeitos nefrotóxicos decorrentes da exposição ao Hg têm sido 

atribuídos ao estresse oxidativo e produção de ROS, além de causar danos no 

metabolismo mitocondrial e microssomal, alterando a funcionalidade da membrana 

celular e a polaridade tubular renal (ZALUPS & LASH, 1994). 

A produção de ROS constitui uma característica intrínseca ao metabolismo 

aeróbico e pode ser deletéria aos organismos os devido à oxidação de biomoléculas 

tais como ácidos nucléicos (DNA), proteínas e lipídeos, dando origem, por exemplo, 

a mutações genéticas, agregação de proteínas e comprometimento de membranas 

biológicas, respectivamente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). 

No tecido renal dos animais expostos ao Ino-Hg e Met-Hg foi observada uma 

superexpressão da enzima SOD, a qual apresenta papel fundamental na 

manutenção do equilíbrio entre a produção de ROS e a capacidade antioxidante dos 

tecidos, uma vez que sua principal função é metabolizar o radical superóxido, 

altamente reativo, gerando peróxido de hidrogênio e oxigênio, reduzindo 

potencialmente o risco de danos oxidativos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; 

OKADO-MATSUMOTO & FRIDOVICH, 2001). A SOD se distribui 

predominantemente no citoplasma, mas também se encontra no núcleo, 

peroxissomo e no espaço intermembrana da mitocôndria (MILLER, 2012; 

VALENTINE, DOUCETTE & ZITTIN-POTTER, 2005). Um dos mecanismos de 

toxicidade do mercúrio está relacionado à indução do estresse oxidativo, 

demonstrado pelo aumento na geração de produtos de peroxidação lipídica, perda 

de grupamentos sulfidrila, aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e 

diminuição das enzimas antioxidantes (AZIRA, BIJUR & WILLIAMS; 1998, 

SHIMOJO, KUMAGAI & NAGAFUNE, 2002). 

Quando as células renais são expostas ao Hg, ocorre uma modificação na 

função fisiológica da mitocôndria, o que contribui para o aumento da produção de 

ROS levando a condição de estresse oxidativo, redução do potencial de membrana 

mitocondrial e alteração na cadeia de transporte de elétrons; o que sugere que as 

mitocôndrias podem ser uma das organelas alvo para a ação nefrotóxica de Hg 
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(DREIEM et al., 2005; GAO et al., 2007). Outra enzima, cujo aumento na expressão 

foi observado no tecido renal dos animais expostos a Hg foi a Peroxiredoxina (PRD), 

uma proteína com atividade de peroxidase, importante na linha de defesa 

antioxidante. Assim como a catalase, a PRD catalisa a redução de peróxidos. 

O aumento na expressão dessas proteínas sugere que, durante a exposição, 

houve um aumento da produção de espécies reativas, principalmente do radical 

superóxido, deslocando o equilíbrio da reação da SOD, no sentido de formação de 

peróxido de hidrogênio, e este, por sua vez, sendo reduzido por meio do 

recrutamento de PDR (figura 27). Os resultados do presente trabalho corroboram 

com outros estudos que reportam que o rim é um órgão que acumula grandes 

concentrações de Ino-Hg e como consequência ocorre um aumento na atividade de 

enzimas antioxidantes resultante do acúmulo do metal; aumentando, dessa forma, a 

capacidade antioxidante das enzimas presentes neste órgão para reduzir os danos 

provenientes do estresse oxidativo (HUSSAIN et al., 1999). 

 

 

Figura 27. Modelo sugerido para o mecanismo bioquímico de ação do Hg entre 

as proteínas SOD e PRD e o efeito nefrotóxico. A exposição ao Hg no tecido renal 

causa um aumento de ROS, o que leva ao aumento na expressão das proteínas SOD e 

PRD, as quais contribuem para a detoxificação, devido a formação de H2O2, produzido pela 

SOD e, posterior redução com formação de água, pela PRD. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Para o nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que demonstrou 

alterações no perfil de expressão de proteínas em diferentes tecidos de ratos 

(fígado, cérebro e rim), após o tratamento com distintas espécies de Hg (Met-Hg, Et-

Hg e Ino-Hg).  

No tecido hepático, observou-se que as formas orgânicas de mercúrio (Met-

Hg, Et-Hg) contribuíram com 66,6% das alterações no perfil protéico. Dentre as 

proteínas alteradas, destacaram-se a diminuição na expressão da enzima ATP 

Sintase e o aumento na expressão da Glutationa S-Trasferase com o objetivo de 

evitar a formação de ROS, espécies responsáveis pela disfunção mitocondrial e, 

consequentemente, inibição da produção de ATP. 

Com relação ao tecido cerebral, foram observadas diferenças na expressão 

protéica frente à exposição a todas as formas de Hg, porém com maior ênfase para 

Met-Hg e Ino-Hg. A exposição ao Met-Hg causou o decréscimo na expressão da 

proteína Glutamina Sintase, causando o acúmulo de glutamato no neurônio pré-

sináptico e na fenda sináptica, causando ativação do receptor NMDA, levando a 

abertura de um canal de íons, favorecendo o acúmulo de cálcio no neurônio pós-

sináptico, causando estresse oxidativo que, por sua vez contribuiu para o aumento 

na expressão de CALB, com o objetivo de retirar cálcio intracelular e manter a 

homeostase do sistema. 

Apesar de vários estudos apontarem os rins como principal órgão relacionado 

à forma inorgânica do Hg, no presente estudo foi observado que, o Met-Hg 

contribuiu com 70% das alterações no perfil protéico renal, com destaque para o 

aumento na expressão das proteínas Superóxido Dismutase e Peroxiredoxina. O 

aumento da SOD contribui no processo de detoxificação, deslocando o equilíbrio da 

reação no sentido de formação de peróxido de hidrogênio, o que, por sua vez 

provoca o aumento da PRD, a fim de reduzir a ROS formada, produzindo água. 

Finalmente, este estudo demonstrou que todas as formas de Hg, promoveram 

mudanças no perfil protéico em todos os tecidos e, em acordo com a literatura, 

destacou a capacidade do Met-Hg em alterar um maior número de proteínas quando 

comparada às outras formas (Et-Hg e Ino-Hg) administradas. 
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