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RESUMO

SOUZA, V.C.O. Andlise protedmica de tecidos de ratos expostos as diferentes
formas de mercurio. 2016. 95 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

O mercurio (Hg) € um metal ndo essencial, encontrado em diferentes formas
quimicas, com propriedades bastante diferentes. Entretanto, todas sao téxicas e
capazes de alterar inUmeras vias metabdlicas. Dentre os efeitos tdxicos da
exposicao ao Hg, tem grande relevancia a toxicidade sobre os tecidos renal, cerebral
e hepatico. Os principais efeitos nefrotoxicos decorrentes da exposi¢cdo ao Hg tém
sido atribuidos ao estresse oxidativo e producdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS), além de causar danos no metabolismo mitocondrial, alterando a
funcionalidade da membrana celular e a polaridade tubular renal. As formas
organicas do Hg apresentam efeitos téxicos sobre o sistema nervoso central (SNC),
com a capacidade de induzir sérios danos ao desenvolvimento neuroldgico, tais
como deficiéncias na fala, hiperatividade, dificuldade de concentracéo e até mesmo
desordens semelhantes ao autismo. No tecido hepatico, os principais efeitos toxicos
ocorrem por alteracbes no ciclo entero-hepatico, processo-chave na excrecdo do
mercurio. A exposicdo aos metais, de uma maneira geral, ativa um mecanismo que
modifica a producéo alterada de proteinas na tentativa de manter a homeostase e de
proteger ou reparar macromoléculas que sdo alvos diretos ou indiretos de
xenobidticos. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de mapas
bidimensionais, o perfil de expressédo de proteinas em amostras figado, cérebro e
rim de ratos expostos a diferentes espécies de mercurio (inorganico, metilmercurio e
etilmercurio) comparados aos seus respectivos controles, utilizando a plataforma
classica de andlise protebmica (2DE e MS). Observou-se que a exposicdo as
diferentes formas de Hg modificou a expressdo de 139 proteinas, sendo 22 em
células cerebrais, 19 em células do tecido renal, e 27 em células do tecido hepético.
Dentre as proteinas diferencialmente expressas, destacaram-se aquelas
relacionadas diretamente ao estresse oxidativo, nos tecidos hepatico e renal e
relacionadas & homeostase do Ca* e & regulacdo de glutamato na fenda sinaptica,
no tecido cerebral. Este estudo demonstrou que todas as formas de Hg, promoveram
mudancas no perfil protéico em todos os tecidos e, muitas proteinas alteradas,
corroboram com os mecanismos de acao do Hg, ja previstos na literatura.

Palavras-chave: mercurio, proted6mica, mecanismos de acéo.



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 Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo 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 Ca®* 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.



1. INTRODUCAO
1.1 O Mercurio e suas Formas de Apresentacdo no Ambiente

O mercurio (Hg) € um elemento quimico encontrado naturalmente no solo e
liberado da crosta terrestre em pequenas quantidades por processos naturais e em
maiores quantidades pela queima de combustivel fossil, petroleo, pelo processo de
mineracdo e desmatamento (PASSOS; MERGLER, 2008). O Hg € um metal ndo
essencial e um dos contaminantes ambientais mais conhecidos. A exposicdo a este
elemento quimico pode induzir severas alteracdes no organismo animal (STACEY;
KAPPAS, 1982). O Hg existe basicamente em trés formas quimicas: mercurio
elementar (Hg®) ou Hg metélico, mercurio inorganico (Ino-Hg) e mercurio organico
(Hg-0), sendo as formas organicas mais toxicas (GOCHFELD, 2003, ATSDR, 1999).
Além disso, as propriedades toxicas estdo diretamente relacionadas as forma
quimicas do Hg (BERNHOFT, 2012, CARNEIRO et al, 2014a,b, DOREA et al, 2014).

O Hg na forma elementar € um metal de cor prateada que existe como um
liguido espesso a temperatura ambiente e encontrado, por exemplo, em
termbémetros, lampadas fluorescentes, restauracdes de amalgama dentario, 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 céations mono e
divalentes, que inclui cloreto, acetato, sulfeto, e outros (EPA, 2007a, WHO, 2003).
Compostos a base de Ino-Hg tém sido muito utilizados em uma gama de produtos
médicos e cosméticos, antissépticos e cremes para clareamento da pele, devido a
capacidade do céation de Hg bloquear a producao de melanina na pele.

A exposicdo mais comum as formas inorganicas pode ocorrer pela inalacdo
do vapor de Hg originario de amalgamas dentarios ou de atividades mineradoras de
ouro (ATSDR, 1999). O Hg elementar (Hg®) é altamente lipofilico e facilmente
absorvido pela mucosa oral e pelos pulmdes. Apds alcancar a corrente sanguinea, o
Hg® transpde membranas, incluindo a barreira hematoencefalica e a placentaria e,
dentro das células, é oxidado pela catalase a Hg** (ERCAL; GURER-ORHAN;
AYKIN-BURNS, 2001). Além disso, no ambiente, o Hg® pode reagir com oxidantes
atmosféricos, formando o Hg?*. A forma inorganica Hg?* é mais solGvel e pode se
aderir a particulas na atmosfera e, com a umidade e as chuvas, depositar-se no
ambiente, principalmente o aquatico (FITZGERALD, 1995).
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Uma vez no ecossistema aquatico, o Hg®* é exposto a condicdes fisico-
quimicas que favorecem sua metilagdo a metilmercurio (Met-Hg), completando o
Ciclo do Mercurio (CLARKSON; MAGOS, 2006) mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo do Hg no ambiente. Sob a forma
metélica (Hg®), o mercario pode sofrer processo de oxidacdo, tornando um elemento
hidrossoltvel, o cation merctrico (Hg?"). Através da chuva, retorna ao solo e/ou & 4gua e, no
ambiente aquatico, pode ser metilado por microrganismos presentes no sedimento a
metilmercdrio (Met-Hg), o qual entra na cadeia alimentar, iniciando-se pelos planctons,
peixes herbivoros e carnivoros, e finalmente, chega ao homem por meio da pesca.

Apos a metilacdo, o Met-Hg torna-se rapidamente biodisponivel e acumula-se
ao longo da cadeia tréfica (MALM, 1998). Dessa forma, as algas e as plantas
aguaticas apresentam concentracfes de Met-Hg poucas vezes maiores do que as
concentracbes em aguas. JA 0s peixes gque consomem estas plantas tém
concentracbes maiores, e assim ocorre sua bioacumulagdo (aumento da
concentracdo nos tecidos ao longo do tempo), até que os peixes do topo da cadeia
alimentar sejam atingidos, apresentando concentracdes de Met-Hg até um milh&o de
vezes maiores as das aguas onde vivem (GUIMARAES & FORTI, 1999).

Hg-O é encontrado principalmente nas formas de Met-Hg e etilmercurio (Et-
Hg), os quais possuem propriedades quimicas similares e sdo ditos como alquil-

mercuriais de cadeia curta.



A principal fonte de exposicdo 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,
alcancando a corrente sanguinea e se distribuindo por todo o organismo (EPA,
2001).

O Et-Hg é usado na forma de timerosal (tiossalicilato sédico de etilmercurio)
com a finalidade de antisséptico topico e como conservante em produtos como
plasma humano, imunoglobulinas e principalmente, no Brasil, em vacinas
rotineiramente administradas em criancas, como € 0 caso da vacina tetravalente
indicada contra difteria, tétano, coqueluche, meningite e na triplice viral, vacina
contra caxumba, rubéola e sarampo (COUNTER & BUCHANAN, 2004).

Neste sentido, até 2001 alguns trabalhos sugeriram uma predisposicdo de
algumas criancas ao autismo apos exposicdo 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 nao
suportam tal hipétese (HVIID ET AL., 2003; PARKER et al., 2004; HAYNEY, 2004).
A elucidacdo da toxicocinética do timerosal poderia ajudar a entender sobre a
incorporacdo do Hg apdés a administragdo de vacinas, podendo confirmar a
necessidade da substituicio do mesmo como conservante. O timerosal em
concentrac6es micromolares diminui a viabilidade celular e provoca apoptose celular
indicado pela ativacao de caspases 3 (BASKIN et al.,, 2003; MAKANI et al., 2002).
Outros efeitos téxicos do timerosal podem ser citados, como por exemplo, alteracéo
da sinalizacdo de neurotropina, incluindo ligacdo a mensageiros secundarios
(VANLINGEN et al., 2001), sintese de microtubulos (ALEXANDRE et al., 2003) e
inibicdo do conteudo de glutationa (UEHA-ISHIBASHI et al., 2004).

1.2 Exposicao ao Mercurio e seus Efeitos
1.2.1 Mercurio Inorgéanico
Usos medicinais de compostos contendo ions mercuroso e mercurico
praticamente desapareceram, mas o Ino-Hg ainda € o principio ativo de cremes para
clareamento da pele amplamente utilizado em muitos paises em desenvolvimento
(WELDON et al., 2000).
O ion mercdurico, sob a forma dos seus sais solUveis em agua, é altamente

toxico, uma vez que a ingestdo de cerca de 1g pode ser fatal, com um colapso



completo da fungéo renal. Além disso, doses menores causam dano aos rins, sendo
o tubulo proximal o principal alvo. A agéo seletiva sobre o rim €, sem duvida, oriundo
do avido acumulo renal desta forma de mercurio, porém 0s mecanismos bioquimicos
de toxicidade renal ainda sdo desconhecidos (CLARKSON & MAGOS, 2006).

Alguns estudos tém indicado que Hg, especialmente na forma inorganica
divalente, esta associada a doencas autoimunes em animais e, possivelmente, aos
seres humanos (POLLARD & HULTMAN, 1997). Uma quantidade consideravel de
trabalhos experimentais tem sido dedicada a acdo do metal no sistema imune
(GARDNER & NYLAND, 2016; SOLLOME & FRY, 2015; RICE et al., 2014; LEWIS et
al., 2013). Modelos animais geneticamente susceptiveis tém sido utilizados para
caracterizar os efeitos do Hg?* no sistema imune, ou seja, a linfoproliferacéo,
hipergamaglobu-linemia, e desenvolvimento de autoimunidade sistémica (POLLARD
& HULTMAN, 1997).

Embora a acdo do Hg em niveis celulares e sistémicos esteja bem
caracterizada, 0s seus mecanismos bioquimicos de acdo ainda n&o estao
completamente elucidados (POLLARD, 2002). A apoptose de células
imunocompetentes desempenha um papel fundamental na regulacéo da atividade
imune. Neste contexto, a via de sinalizagcdo CD95-caspase-3 que medeia a apoptose
pode desempenhar um papel bioquimico chave na resposta autoimune (WHITEKUS
et al, 1999;. MCCABE et al, 2003). Em 2005, McCabe e cols. demonstraram que a
atenuacao desta via néo é devido a uma acéo direta de Hg®* na caspase-3, mas em
vez disso, tem como alvo um evento de sinalizagdo na membrana plasmatica.
Portanto, a acdo inicial do mercurio pode estar sobre a superficie da célula. Este
trabalho foi um dos poucos casos em que houve o cuidado de medir as

concentragdes de mercurio nas células-alvo in vitro (McCabe et al., 2005).

1.2.2 Metilmercurio
As principais vias de exposicao do homem ao Met-Hg ocorrem pela ingestao
de peixes com altas concentra¢gdes deste metal (CLARKSON & MAGOS, 2006).
O Met-Hg produzido pelo processo de biometilacdo em sedimentos aquaticos
€ incorporado na cadeia alimentar aquatica e é submetido a um processo de
biomagnificacéo para alcancar concentracbes mais elevadas nos tecidos musculares

de peixes predadores. Mamiferos marinhos carnivoros também tém concentragdes



elevadas de mercurio. O grau de biomagnificacdo depende da localizagdo das
espécies de peixes na cadeia alimentar (SEGADE & TYSON, 2003).

A ingestdo de Met-Hg depende da quantidade e da espécie de peixe
consumida. As populacbes que dependem de peixes como a principal fonte de
alimento tém os maiores consumos, tais como as populacdes ribeirinhas na
Amazobnia (GROTTO et. al, 2011; GROTTO et. al, 2010).

Os efeitos toxicos do Met-Hg séo particularmente notaveis no cérebro, sendo
0s principais sintomas disturbios visuais, parestesia, perda da audi¢do, tremor
muscular, distirbio da motilidade, paralisia e até morte (LEBEL et al., 1996;
GRANDJEAN et al.,, 1999; ETO, 2000). Além disso, o Met-Hg € teratogénico
(STEUERWALD et al, 2000). Em Minamata (Japéo), mulheres intoxicadas por Met-
Hg geraram criancas com severos danos cerebrais, tais como paralisia cerebral,
microcefalia e retardo mental (KONDO, 2000).

Syversen & Kaur (2012) observaram que a sintese de proteina foi alterada em
todas as areas do cérebro em ratos tratados com Met-Hg. No entanto, em certas
populacdes de células, a sintese protéica foi recuperada, ultrapassando os niveis de
pré-tratamento, porém permaneceu inibida em outras populacdes celulares. De
especial interesse foi a descoberta de que as células granulares do cerebelo,
conhecidas por serem afetadas por Met-Hg, ndo mostraram recuperacdo da sintese
de proteinas, enquanto que as células de Purkinje do cerebelo, conhecidas por
serem resistentes ao metilmercurio, tiveram uma superexpressao de proteinas (HIMI
et al., 1996; TAKEUCHI & ETO, 1999).

1.2.3 Etilmercdario

A principal forma de exposi¢cdo ao Et-Hg ocorre em decorréncia do uso do
timerosal (tiomersal, mertiolate, mercurocromo ou tiosalicilato de soédio de etil
mercurio) (CLARKSON, 2002). O composto contém 49,6% de Hg em sua
composicéo e é frequentemente utilizado em frascos multidose de vacinas na ordem
de 0,003% a 0,01% de Hg (BALL, BALL & PRATT, 2001; DOREA, 2013). No
organismo, este composto € dissociado em tiosalicilato de sodio e etilmercurio (TAN
& PARKIN, 2000).

A exposicdo ao timerosal surgiu como um possivel fator de risco para o
desenvolvimento de doengas neurocomportamentais. De acordo com Clements e

cols. (2000), criancas que receberam a série completa de vacinas podem ter sido



potencialmente expostas a aproximadamente 187ug de Hg durante os 6 primeiros
meses de vida. Esta exposi¢cdo cumulativa excede o limite definido pela Agéncia de
Protecdo Ambiental Norte-Americana, estimado em 0,1 pgHg/kg de peso
corporeo/dia (EPA, 1997). Tal fato gerou interesse para o desenvolvimento de mais
estudos, alguns deles apontando que o desenvolvimento de autismo e outras
complicagBes neuroldgicas em criancas estaria potencialmente ligado a exposicéo
das mesmas ao EtHg por meio da vacinacdo (BERNARD et al.,, 2001; DELONG,
2011). Contudo, outros estudos nao suportam tal hipotese (HVIID et al.,, 2003;
PARKER et al., 2004; MONTANA et al., 2010).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), proibiu o uso
do timerosal no Merthiolate® e similares em 2001, alegando se tratar de uma
substancia organomercurial, com risco de toxicidade e sem controle de utilizacao.

A manutencao da utilizacdo do timerosal em vacinas tanto no Brasil quanto
em outros paises em desenvolvimento estda muito relacionada ao risco de
contaminagcdo bacteriana advinda de multiplas administracdes de vacina de um
mesmo frasco (frascos multidose). Nos EUA e paises da Europa as vacinas nao
mais sdo armazenadas em frascos multidose e, sim, em frascos de dose Unica, 0
gue aumenta o custo da producéo e armazenamento.

Além das criancas, outras populacdes suscetiveis como gestantes e idosos
estdo expostos ao timerosal, pois quase todas as vacinas contra a gripe no mundo -
as guais vém sendo bastante incentivadas a estas popula¢des especificas - contém
o composto (DOREA, 2013).

Os mecanismos de toxicidade do Et-Hg ainda s&o 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 Mercurio
Compreender a cinética das diferentes formas do Hg € fundamental para
avaliar os seus efeitos biologicos (DOREA 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 concentracdes de Hg em tecidos humanos apds exposicao.



Acredita-se que esta espécie quimica de Hg seja consideravelmente absorvida, visto
suas caracteristicas quimicas e da via rotineiramente utilizada, a intramuscular (IM)
(ZUIDEMA et al, 1994, CLEMENTS, 2000; CLARKSON, 2002).

Uma vez na corrente sanguinea, os mecanismos celulares intrinsecos de
transporte e metabolismo de diferentes formas de Hg s&o provavelmente os
responsaveis pela disparidade na distribuicdo sistémica, padrdes de efeito bioldgico
e de poténcia toxica (ZALUPS & BRIDGES, 2012).

O Ino-Hg se acumula principalmente nos rins, seguido pela sua acumulacéao
no figado. 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 ndo ha deposicao
significativa de mercurio na regido cerebral durante os primeiros 58 dias. Por outro
lado, estudos em animais tém demonstrado que 8% do cloreto de mercurio aplicado
a pele podem ser absorvidos em 5 horas (SYVERSEN & KAUR, 2012).

Com relacao a toxicocinética dos compostos organicos, o Met-Hg acumula-se
mais no cérebro, devido principalmente ao seu perfil lipofilico e a sua mobilidade
obtida através da formacdo de um complexo hidrossolivel com o aminoéacido
cisteina. A estrutura deste complexo se assemelha ao aminoacido neutro metionina,
conseguindo entrar nas células por meio de um transportador de aminoacido neutro
localizado na membrana celular cerebral (figura 2), resultando no acumulo de Met-
Hg no cérebro (KERPER et al., 1992, SIMMONS-WILLIS et al., 2002). A absorc¢éo

intestinal provavelmente ocorre pelo mesmo mecanismo (MAGRO & MASON, 2002).
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Figura 2. Formagdo do complexo hidrossoluvel L-cisteina-Met-Hg e sua

semelhan¢ca com o aminoécido L-metionina.



No figado, Met-Hg é transportado para fora como um complexo com a
glutationa reduzida - L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina -, utilizando um transportador na
membrana deste peptideo (BALLATORI & CLARKSON, 1985; BALLATORI et al.,
1995). Estas vias de transporte também desempenham um papel fundamental na
eliminacao do Met-Hg do corpo. A principal via é pelas fezes, representando até 90%
da excrecédo total. O complexo Met-Hg-glutationa, depois de secrecdo juntamente
com a bile, é degradado por enzimas extracelulares, liberando, assim, Met-Hg com
cisteina. Este complexo, por sua vez, muito lipossoluvel, é reabsorvido de volta para
a corrente sanguinea na vesicula biliar e &reas mais distantes do trato
gastrointestinal (TGI) (DUTCZAK & BALLATORI, 1994), completando o ciclo entero-
hepético (figura 3).

Apesar da toxicologia do Met-Hg ser relativamente bem conhecida, a do Et-
Hg € menos compreendida. Até pouco tempo atras, pensava-se que o Et-Hg teria
propriedades toxicologicas semelhantes as do Met-Hg, devido a grande similaridade
entre as estruturas quimicas (BURBACHER et al., 2005). Contudo, atualmente,
sabe-se que algumas propriedades - como a cinética - diferem entre estas formas
organicas de Hg. Um dos estudos classicos foi realizado em macacos e demonstrou
gue grande parte do Hg estava presente na forma inorganica e apresentava maior
afinidade no tecido renal, hepatico e menor no cérebro e muasculos (BLAIR et al,
1975). Dez anos depois, Magos (1986) estudou diferencas entre Et-Hg e Met-Hg em
ratos e constatou que os animais expostos a Et-Hg tiveram menor concentracédo de
Hg tecidual, mas maior contetddo de Ino-Hg no tecido renal e menor de Hg organico
no cérebro em comparacao aos animais que foram expostos a Met-Hg. Estes dados
foram confirmados posteriormente por Zareba e cols. (2007) cujo estudo demonstrou
que, apos administracdo intramuscular de timerosal, camundongos neonatos,
passadas 24 a 72 horas da exposi¢cdo, acumularam significativamente menos Hg
organico no cérebro e mais Ino-Hg nos rins em comparagdo com 0s animais que
receberam Met-Hg. A hipGtese a partir de tais resultados é a de que, apos a
administracdo de timerosal, o Et-Hg é metabolizado a Ino-Hg que, em seguida,
acumula-se nos rins (DOREA et al., 2013).

Outro estudo realizado por BURBACHER e cols. (2005), demonstrou que as
concentragdes de Hg total foram significativamente menores no cérebro de macacos
bebés que receberam timerosal pela via IM em comparagéo aos outros recebendo
Met-Hg por via oral, mas a proporc¢éo de Ino-Hg no tecido nervoso foi maior no grupo



timerosal, o que corrobora os estudos de ZAREBA et al. (2007), BLAIR (1975) e
MAGOS (1986). Além disso, a meia-vida biolégica 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 a obtida para o Met-Hg (21,5 dias)
evidenciando a diferenca na eliminacéo de tais formas de Hg.

Sabe-se que o Hg tem diferentes tempos de meia-vida biolégica de acordo
com a espécie quimica e a via de exposicdo. Para o Met-Hg - ap0s ingestao, a
absorcdo 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 ha descricdo de variacfes de 35 a 100 dias (SMITH et al.,1994;
YAGINUMA-SAKURAI et al., 2012; OGA, 2008). O Hg elementar ingerido tem uma
absorcdo quase nula (menos de 0,01%) ao passo que quando o0 mesmo é aspirado
na forma de vapor, como ocorre, por exemplo, em exposi¢do ocupacional ou ainda,
por presenca de amalgamas dentérios, sua absor¢cdo torna-se importante (~ 74 %)
(CLARKSON & MAGOS, 2006). As concentracfes sanguineas de Ino-Hg diminuem
inicialmente com uma meia-vida rapida 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 sao mais raros, por haver
menos estudos em comparacdo com o Met-Hg e Ino-Hg. No sangue, os valores de
meia-vida sanguinea para o Et-Hg sédo estimados em cerca de 7 dias (MILLER &
CLARKSON, 1973; MAGOS, 2003; PICHICHIERO et al.,, 2009) mas também ha
relato de periodos ainda menores, como 5,6 e 3,7 dias, respectivamente
(PICHICHERO et al., 2008; BARREGARD et al., 2011). Assim, nota-se diferenca na
eliminacdo desta forma organica de Hg em comparacao ao Ino-Hg e Met-Hg.

Presumivelmente, o anion do acido tiosalicilico ligado ao Et-Hg na molécula
de timerosal ndo exerce nenhum efeito especial sobre a absor¢cdo do Et-Hg. Isto ja
foi sugerido em 1973, quando MILLER & CLARKSON (1973) observaram as
mesmas disposi¢cdes de Hg nos tecidos apds doses equivalentes de Et-Hg e
timerosal. Conforme relatado anteriormente, ha trabalhos na literatura sugerindo que
o Et-Hg forma Ino-Hg mais rapidamente do que o Met-Hg, ja que concentracdes
mais elevadas de Ino-Hg foram encontradas nos tecidos ap0s exposi¢do a Et-Hg em

comparacao a Met-Hg. Da mesma forma, MATHESON e cols. (1980) relataram que,
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apos exposicdo ao timerosal, a propor¢cdo de Ino-Hg no sangue representou cerca
de 50% do Hg total, enquanto que para o Met-Hg, aproximadamente 10%.

Em termos de excrecdo, o Ino-Hg € eliminado através da urina e fezes,
enquanto que a forma organica € primeiramente convertida a Ino-Hg, conjugado a
acidos biliares (podendo ser reabsorvido) e excretado majoritariamente por meio das
fezes, apesar de haver também excrecao direta do Hg organico nas fezes. Passado
o tempo da exposicado, a maioria da carga corporal restante de Hg estara nos rins,
na forma inorganica e, neste ponto, é a excrecdo urinaria que prevalece
(CLARKSON & MAGOS, 2006) (figura 3).
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Figura 3. Esquema simplificado das fontes de exposi¢cdo e metabolismo das
diferentes espécies de Hg. Ino-Hg é absorvido nos pulmdes ap6s inalacédo, e também
pelo trato gastrointestinal, apds a ingestédo oral, juntamente com o Met-Hg. Ja o Et-Hg é
absorvido por meio da via intramuscular, apos injecao de vacinas. Apos absorcao, as formas
organicas podem sofrer demetilacdo e deetilagdo na corrente sanguinea e nos tecidos,
completando o ciclo entero-hepatico.



1.4 Mecanismos de Toxicidade das Espécies de Mercurio

Diversos mecanismos sao sugeridos para explicar os efeitos tdxicos das
espécies organicas e inorganicas 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 neurdnios. A degeneracédo neuronal induzida pela exposicao ao
Hg, dependendo da concentracdo, pode ocorrer tanto por necrose (CASTOLDI et al.,
2000) quanto por apoptose (KUNIMOTO, 1994; CASTOLDI et al., 2000).

Estudos in vitro sugerem que a concentracdo de Met-Hg a qual as células
foram expostas seria um fator critico, determinando o mecanismo de morte neuronal.
Assim, altas concentracbes de Met-Hg (1,25 -2,5 mg/L) causariam intenso dano
mitocondrial, lise da membrana plasmatica, liberacdo do conteudo intracelular e
reacdo inflamatoria local, resultando em necrose celular (SCHWARTZ et al., 1993).
Por outro lado, exposicbes a baixas concentragbes de Met-Hg (<251 ug/L)
causariam, principalmente, morte de células neuronais por apoptose, sem causar
processo inflamatdrio 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 sulfidrilicos (- 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 endégeno
do organismo, responsavel pela manutencdo do estado redox normal (DRINGEN,
2000). A GSH serve como uma primeira linha de defesa celular contra os compostos
de Hg. Tanto o Hg®* quanto o Met-Hg conjugam-se aos grupamentos —SH da GSH e
também a residuos de cisteina de forma covalente, minimizando os efeitos deletérios
deste metal (OU et al., 1999).

Esta acdo protetora mediada pela GSH pode induzir a deplecdo deste
antioxidante e, assim, o organismo fica mais susceptivel ao dano oxidativo diante do
desequilibrio entre o0 aumento das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e
RNS) e diminuicdo da GSH (SHANKER et al., 2005).

Além de depletar a principal defesa antioxidante do organismo, a GSH, tanto
o Hg inorganico quanto o Met-Hg podem induzir a producdo de ROS, tais como
peroxido de hidrogénio (H.0,), radical superoxido (Oz*) e radical hidroxila (OHe)
(SARAFIAN, 1999; CRESPO-LOPEZ et al., 2007), causando um desequilibrio entre

as espeécies antioxidantes e as oxidantes no organismo. Este desequilibrio gera um



estado pré-oxidante, também conhecido como estresse oxidativo. As ROS, entao,
podem atacar e provocar modificagfes em estruturas como lipideos (ESTERBAUER,
CHEESEMAN, 1990), DNA (MARNETT, 1999) e proteinas (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 geracdo de ROS induzida por metais toxicos estaria relacionada
com mecanismos genotoxicos em células de mamiferos (HARTWIG, 1995). Além
disso, outro efeito deletério do Hg foi a inibicdo do sistema de reparo do DNA em
pessoas expostas ao vapor de Hg, contribuindo para os efeitos mutagénicos
(CEBULSKA-WASILEWSKA et al., 2005).

Muitos dos mecanismos de toxicidade decorrem da ativacao de sistemas que,
ao serem expostos a condi¢cdes de estresse, induzem a sintese de proteinas que
atuam para proteger ou reparar macromoléculas que sdo os alvos diretos ou
indiretos de xenobidticos, especialmente metais tais como Hg (ZALUPS, 2000;
CHANG, 1995).

A exposicdo aos metais, de uma maneira geral, ativa no organismo um
mecanismo de defesa denominado de “resposta ao estresse”, o qual inclui a
producdo alterada de proteinas na tentativa de manter a homeostase, proteger
tecidos e Orgdos contra os danos causados pelo metal e simultaneamente se
defender das condi¢des adversas (GINSBERG et. al., 2014, GROTTO et. al., 2009,
MARTINEZ et. al., 2014, MORIMOTO & SANTORO, 1998).

Durante a exposicdo a um metal téxico como o Hg, algumas proteinas
exercem o papel de antioxidantes enddégenos, atuando em processos de oxirreducao
em nosso organismo, eliminando, por exemplo, espécies reativas de oxigénio (ROS).
Participam deste processo as enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx)
e superoéxido dismutase (SOD) (CHANG, 1995). Alternativamente, algumas enzimas,
tais como metalotioneinas, podem se ligar diretamente aos metais, transportando-os
até a sua eliminacéo, parcial ou completa, pela urina.

Entretanto, algumas enzimas que também participam de processos
fisiolégicos importantes em nosso organismo podem n&ao atuar como agentes
antioxidantes, mas podem ser alvos diretos de determinados metais toxicos. Neste
caso, 0S metais ao se ligarem aos sitios ativos, podem inativar estas enzimas via

ligacdo a grupos cisteina da proteina. Mercurio € um exemplo dentre os metais que



inativa uma série de enzimas por este mecanismo (SCHURZ; SABATER-VILAR;
FINK-GREMMELS, 2000).

A atividade de ions metélicos a nivel intracelular é largamente controlada por
varias familias de proteinas, tanto detoxificantes, protetoras ou simplesmente
proteinas envolvidas no ciclo celular, proliferacdo e apoptose (HALL, 2002).
Entretanto, muitos dos mecanismos de toxicidade de metais, ainda n&o s&o
totalmente conhecidos (HALL, 2002). A compreensédo destes mecanismos requer a
identificacdo das proteinas envolvidas, sejam elas metaloproteinas ou néo, e a
caracterizagcdo de complexos protéicos com metais. Neste sentido, o estudo
direcionado a expressdo de proteinas é de extrema importancia na elucidacdo
destes e de novos mecanismos de toxicidade, especialmente das diferentes formas
de Hg.

1.5 Abordagem Protedmica — Aspectos Gerais

A expressdo de proteinas em uma célula ou tecido, conhecido como
proteoma, ndo é uma caracteristica fixa de um organismo, como no caso do
genoma. O proteoma apresenta caracteristicas muito dindmicas que mudam a cada
momento, de acordo com estimulos externos e internos, ou mesmo sob as
condigbes na qual o individuo se encontra. A andlise do proteoma é uma
representacdo direta do numero total de proteinas num sistema, em termos de
presenca e abundancia num determinado tempo especifico, sob um conjunto
definido de condic¢des. O sistema pode ser composto por tecidos, células, plasma /
soro ou uma organela especial, cujo perfil de expressédo protéica precisa ser
estudado. No caso de estudos clinicos, a andlise proteémica pode determinar o
padrdo de expressao de proteinas em presenca ou auséncia de determinados
parametros ou estimulos. As proteinas que desempenham um papel importante no
crescimento e/ou sobrevivéncia de uma ceélula pode ser identificada e a sua funcéo
pode ser determinada. Além disso, proteinas especificas, que sédo expressas pela
célula somente em algumas condicbes, como estresse, também podem ser
identificadas.

Um dos métodos mais utilizados para conduzir uma analise protedmica é a
combinacdo de duas ferramentas analiticas: a eletroforese bidimensional (2DE) e a

espectrometria de massas (MS).



A eletroforese bidimensional consiste basicamente de duas corridas
eletroforéticas sequenciais, sendo a primeira uma focalizacdo isoelétrica, a qual
separa as proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) e a segunda é uma
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), a
qual separa as proteinas de acordo com seu peso molecular (MILLER, et al., 2006).
Em seguida os “spots” separados contendo as proteinas sao recortados do gel e
digeridos enzimaticamente, geralmente com tripsina. Os peptideos obtidos por meio
da digestdo sao identificados utilizando técnicas de espectrometria de massas, tais
como MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight) e
ESI-TQ (ElectroSpray lonization — Triple Quadrupole) (WILKINS et al., 1996), com o
uso de softwares apropriados e de bioinformatica (KANITZ, et al., 1999; HERALD, et
al., 2003; KLENG, et al., 2004).

1.5.1 Extracédo e Quantificacdo das Proteinas

A obtencdo dos extratos protéicos € um dos passos criticos devido a
reprodutibilidade exigida em estudos protedmicos e envolve etapas como
solubilizacéo, desnaturacéo, reducdo das proteinas, e procedimentos para remover
componentes ndo protéicos, como acidos nucléicos. Amostras contendo proteinas
insolaveis, tais como as proteinas de membrana, necessitam ainda da adi¢cdo de
reagentes alternativos para auxiliar na solubilizacdo (SANTONI et al.,, 2000;
MOLLOY et al., 1999).

A quantificacdo das proteinas € uma etapa importante, uma vez que quando
se aplica quantidades similares das amostras, uma comparacao entre os geis pode
ser feita. O método utilizado para a estimativa da concentracéo protéica deve ser tal
gue 0s seus reagentes sejam compativeis com as substancias presentes na solucéo
de amostra. Neste sentido, 0 método mais utilizado € o de Bradford, o qual baseia-se
no principio do deslocamento maximo de absorvancia do corante Coomassie Brilliant
Blue G-250, na presenca de proteinas. Quando o reagente de Bradford ndo esta
ligado a proteinas, este apresenta uma coloracdo castanho-avermelhada e tem um
maximo de absorcdo em 470nm. Quando ele esta ligado a proteinas, por meio de
interacdes ndo covalentes tais como as forgcas eletrostaticas e de Van der Waals,
este forma um complexo de cor azul, que tem absorbancia maxima em 595nm. A

interacdo corante-proteina se da principalmente através dos residuos de Arg,



embora esta ligagdo também possa ocorrer em outros residuos de aminoacidos

bésicos ou aromaticos, tais como His, Lys, Trp, Tyr e Phe (BRADFORD, 1976).

1.5.2 Eletroforese Bidimensional (2DE)
1.5.2.1 Primeira Dimensdao - Focalizacao Isoelétrica (IEF)

Para a primeira dimenséo, sdo utilizadas tiras contendo um gel com gradiente
de pH imobilizado (IPG), as quais separam as proteinas com base no seu ponto
isoelétrico (pl). As proteinas apresentam propriedades anfotéricas, ou seja, elas
possuem uma carga liquida, dependendo do pH da solucao. O pH especifico no qual
a carga liquida da proteina é zero € conhecido como ponto isoelétrico. Proteinas
possuem carga liguida negativa em valores de pH acima do seu pl e positiva em
valores de pH abaixo do seu pl. Na presenca de um gradiente de pH e sob a
influéncia de um campo elétrico, as proteinas tendem a mover-se no gel em direcao
ao seu pl. O processo € realizado sob condi¢des de tensdo constante de uma forma
em degraus, aplicando inicialmente uma tensdo baixa, para evitar a agregacado da
proteina e precipitacdo, seguido de tensdo maxima em gue as proteinas se separam

adequadamente uma das outras (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de uma focalizag&o isoelétrica. Durante a IEF, as proteinas
carregadas positivamente tendem a migrar em direcdo ao catodo, e aquelas carregadas
negativamente tendem a migrar em direcdo ao anodo para atingir seu pl. Mesmo que uma
proteina se mova de seu pl, esta ganha uma carga imediatamente e migra de volta ao seu

pl.




1.5.2.2 Segunda Dimensé&o - SDS-PAGE

A segunda dimensdo da 2DE é um SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida utilizando dodecil sulfato de sodio). Nesta etapa, as proteinas sdo
separadas de acordo com o peso molecular, quando um campo elétrico € aplicado.

As tiras contendo as amostras que foram previamente focalizadas precisam
passar por uma etapa de equilibrio antes de serem submetidas & um SDS-PAGE, a
qual é dividida em dois passos. Em um primeiro momento, as tiras de IPG sé&o
equilibradas com uma solucdo contendo ditiotreitol (DTT), a qual mantém as
proteinas num estado desnaturado e, posteriormente, em uma solucdo contendo 2-
iodoacetamida (IAA), a qual impede a reoxidagao por alquilacdo dos grupos tiol nas
proteinas (figura 5). Uma quantidade adequada de solucéo de equilibrio também tem
a finalidade de saturar as tiras IPG com SDS que € necessario para realizar a
separacao na segunda dimensao da eletroforese bidimensional (GRANVOGL, et al.,
2007).
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Figura 5. Representacdo esquematica da etapa de equilibrio das strips. O DTT,
adicionado ao tampdao de equilibrio, rompe as ligagfes dissulfureto presentes nas proteinas,
desnaturando as mesmas e, posteriormente, IAA é adicionado ao tampao de equilibrio para
evitar a reoxidagao por alquilacéo dos grupos tiol da proteina.

As proteinas desnaturadas ap0s o tratamento de equilibrio formam complexos
com SDS, o qual fornece uma carga liquida negativa constante por unidade de
massa has amostras, assegurando que a eletroforese realizada na segunda
dimensdo seja baseada apenas no peso molecular da proteina. O complexo
proteina-SDS tende a mover-se em direcdo ao anodo, na presenca de um sistema
tampdo, 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 proteinas separadas nas tiras de IPG, com
base no ponto isoelétrico sdo revestidas com SDS para dar uma carga negativa uniforme.
Na presenca de um campo elétrico, estas proteinas, entdo se separam de acordo com o
peso molecular.

1.5.3. Coloracéao, Aquisicao e Analise de Imagens dos Géis

Apbs o SDS-PAGE, os perfis de separacdo das amostras de proteina séo
visualizados por coloracdo dos géis, 0os quais sdo obtidos por meio de corantes
especificos que se ligam as proteinas. Coomassie Blue, um corante geralmente
usado, interage com as proteinas incorporadas no gel por forcas ndo covalentes
como eletrostaticas e interacdes de Van der Walls. As proteinas, em seguida,
aparecem como pontos azuis sobre um fundo claro (spots). Os géis sdo, em
seguida, submetidos a um passo de descoloracdo antes de serem digitalizados
utilizando um instrumento de documentacédo de gel. Essas imagens dos geéis corados
pode, entdo, ser utilizadas para efeitos de comparagédo do perfil de expressdo de
proteinas em diferentes amostras com a ajuda de software disponivel

comercialmente.

1.5.4 Digestéo in situ com Tripsina em Géis de Poliacrilamida
Digestdo enzimatica € realizada com o objetivo de clivar as proteinas de
interesse presentes na matriz de poliacrilamida, antes da analise por espectrometria

de massas. Inicialmente, a identificacdo das proteinas era realizada por
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transferéncia de proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose ou PVDF para a
digestdo tripsinica ou para sequenciamento N-terminal. Subsequentemente, o
avanco tecnoldgico introduziu a digestéo tripsinica in situ em géis de acrilamida para
a identificacdo de proteinas de interesse. Identificacdo por espectrometria de
massas da proteina alvo depende da eficacia do processo de digestdo em gel que
gera uma mistura de peptideos por meio de digestao proteolitica.

A enzima mais utilizada para esta finalidade € a tripsina, a qual hidrolisa a
proteina no lado C-terminal de lisina e arginina, exceto quando estes sdo seguidos
por prolina. Esta enzima possui uma faixa de pH 6tima, entre 7 e 9 (BALDWIN,
2004).

1.5.5 Dessalinizacédo dos Peptideos Tripsinicos em “Micro-Tips C18”

Os peptideos extraidos por meio de digestdo enzimética sdo dessalinificados
em micro-tips contendo uma resina de fase reversa C18 antes da analise por MS.
Esses micro-tips séo utilizados a fim de se concentrar e purificar os peptideos, bem
como remover sais e outros interferentes da analise. A amostra é carregada em
micro-tip individual, cuja resina foi previamente ativada com metanol, e
dessalinificada com 3 lavagens consecutivas com uma solucdo contendo &cido
férmico 0,2%, sendo eluida da resina com 30uL de uma solugao de metanol a 60% e

acido formico a 5%.

1.5.6. Escolha da Matriz para Andlise por Espectrometria de Massas

A identificacdo de proteinas atraves da espectrometria de massas € uma
etapa fundamental em analise protedmica e depende dentre varios fatores, da
escolha da matriz a qual a amostra sera acoplada, bem como a preparacdo da
mistura amostra/matriz adicionada na placa, a qual influencia diretamente na
qualidade dos espectros dos peptideos (SUIZDAK, 1996).

Matrizes sdo compostos organicos de baixo peso molecular com baixa
pressdo de vapor e volatil. A maioria das matrizes é de natureza acida, de modo que
possam facilmente ionizar o alvo para analise. Aléem disso, a presenca da matriz
protege o analito de degradacéao, transferindo parte da energia vinda do laser as
macromoléculas, resultando em uma leve ionizacdo, na qual juntamente com o
analito, convertem-se para a fase gasosa, permitindo, assim, a identificacdo da

proteina, por meio de seus peptideos (SUIZDAK, 1996). A tabela | mostra alguns



exemplos de matrizes usadas na espectrometria de massas, bem como suas

aplicacoes.

Tabela |. Exemplos de algumas matrizes disponiveis no mercado e suas
aplicacoes.

Matriz Aplicacbes

Acido sinapinico Peptideos e proteinas > 10kDa
Acido a-ciano-4-hidréxicinamico Peptideos e proteinas < 10kDa
Acido 3-hidréxi-picolinico Oligonucleotideos maiores

o o ) ) Peptideos, carboidratos basicos, glicolipideos,
Acido 2 5-di-hidroxibenzéico i
pequenas moléculas

o o Oligonucleotideos menores, carboidratos acidos
Acido 2,4,6 tri-hidroxi acetofenona i .

e glicopeptideos
Acido1-(4-hidroxi-fenil-azo)-benzoico Proteinas e polimeros

Acido 2-aminobenzoico Oligonucleotideos

1.5.7. Espectrometria de Massas

Espectrometria de massas € uma técnica analitica extremamente valiosa, na
gual moléculas em uma amostra sdo ionizadas em fase gasosa, e Sséo
subsequentemente separados no espectrdmetro de massas de acordo com sua
razdo massa-carga, m/z (TANAKA et al., 1998; WILSON & WALKER, 2010). Os
espectrometros de massa sao constituidos basicamente por 5 itens: a) um sistema
de alto vacuo, utilizando-se uma série de bombas (ex. bombas turbomoleculares,
etc.); b) um sistema de introducdo de amostras (amostras liquidas podem entrar por
capilares ou amostras sélidas podem ser colocadas em placas especificas); ¢) uma
fonte de ionizacéo, na qual as amostras sao convertidas em ions e transferidas para
a fase gasosa; d) um analisador de massas, que pode ser de varios tipos, tais como
TOF (time of light), quadrupolo, quadrupolo-ion trap, etc.; e €) um detector, cuja
funcéo é fazer com que as informagdes do analisador de massa sejam convertidas
em sinais elétricos, que sdo, entdo, multiplicados pelos tubos foto-multiplicadores e
lidos pelo sistema de dados WILSON & WALKER, 2010).

Dentre os modelos de espectrometros mais utilizados para o estudo de
proteinas e peptideos, destacam-se: MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization - Time Of Flight) e ESI-TQ (ElectroSpray lonization — Triple
Quadrupole) (WILKINS et al., 1996).



A técnica de MALDI-TOF consiste na deposi¢cado de uma determinada amostra
em uma matriz capaz de fornecer prétons (ou H*) para o processo de ionizacéo dos
componentes da amostra. Quando esta matriz absorve a energia emitida por um
laser, ocorre a transferéncia de protons da matriz para os componentes da amostra
e ao mesmo tempo desencadeia-se um processo de dessorcao, o que possibilita a
passagem da amostra do estado sélido para o gasoso. Dessor¢cdo € um fendmeno
pelo qual uma substancia € liberada através de uma superficie. O processo é o
oposto de sorcdo (isto €, adsorcdo e absorcdo ocorrendo simultaneamente). A
absorcdo € a incorporacdo de uma substancia em um estado, para outro estado
diferente (por exemplo, liquidos a serem absorvidos por um sélido, ou gases a serem
absorvidos por um liquido). Adsorcdo € a adesdo fisica ou ligacdo de ions e
moléculas na superficie de outra molécula.

Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos séo direcionados para o
analisador do tipo TOF, onde sdo acelerados através de um campo elétrico dentro
de um tubo a vacuo, até que atinja o detector. Neste tubo a vacuo, os componentes
da amostra sdo separados de acordo com suas m/z, chegando ao detector em

diferentes tempos, formando os espectros de massa (figura 7).
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Figura 7. Esquema da técnica de MALDI-TOF. A amostra ¢ misturada com uma matriz
sobre uma placa de metal condutora. Depois da cristalizacdo da matriz junto com a amostra, a placa
metdlica é introduzida no espectrometro de massas, onde é bombardeada com breves pulsos de
laser. As moléculas dessorvidas e ionizadas sao aceleradas por meio de um campo elétrico e entram
em um tubo metalico submetido a vacuo (tubo de vbo, por onde as moléculas passam) até atingirem
o detector. Os ions com tamanho menor (m/z) viajam mais rapidamente pelo tubo de véo do que os
de tamanho maior, formando os espectros de massa de acordo com sua raz80 m/z e com picos que
indicam quantidades variaveis de cada substancia analisada (analito). Para a identificacdo dos
analitos, cada pico é comparado com um banco de dados, arquivo contendo todas as impressées
digitais das moléculas.



1.5.8. Western Blotting (WB)

Western blotting € uma técnica largamente utilizada para imunodeteccao de
proteinas apods a separacdo destas por eletroforese em gel e transferéncia para
membrana adsorvente (KURIEN & SCOFIELD, 2006). Esta técnica permite detectar,
caracterizar e quantificar multiplas proteinas, principalmente aquelas que estdo em
baixas quantidades em determinada amostra (KURIEN & SCOLFIELD, 2003).

O processo de transferéncia pode ocorrer por difuséo simples; transferéncia a
vacuo; eletroblotting, sendo esta Ultima a mais utilizada. O eletroblotting pode ser
realizado por imersdo completa de um sanduiche gel-membrana em uma solucéo
tampao (transferéncia umida) ou colocando o sanduiche gel-membrana entre papel
filtro absorvente em um tampdo de transferéncia (transferéncia semi-seca)
(PAGANO, 1999; KURIEN & SCOFIELD, 2006).

O processo de transferéncia mais comumente utilizado consiste no contato
direto entre o gel proveniente da eletroforese e uma membrana, geralmente de
nitrocelulose ou PVDF, sob aplicacdo de um campo elétrico, num ambiente imerso
em tampdo basico. A capilaridade do gel permite que o tampao entre nos poros e
remova as proteinas para a membrana, mantendo-as separadas. As proteinas se
ligam quase irreversivelmente com a membrana através de intera¢des hidrofobicas.

Apés a transferéncia, a membrana € incubada com uma “solugéo bloqueadora”,
cuja finalidade é de cobrir as regibes da membrana que ndo possuem as proteinas
submetidas a eletroforese. O bloqueio inibe a ligacdo inespecifica entre os
anticorpos a serem aplicados e a membrana. Esta solu¢cdo pode ser composta por
leite, albumina bovina (BSA), Triton X-100, Nonidet P-40 e Tween 20, 0os quais sao
eficazes na remocdo de ligacBes protéicas. Leite seco desnatado e BSA sdo
rotineiramente utilizados em procedimentos de imunodeteccdo de proteinas para
evitar ligacdes inespecificas (KURIEN & SCOFIELD, 2003; KURIEN & SCOFIELD,
2006).

Apds o bloqueio, a membrana é tratada com anticorpo reativo para a proteina
gue se deseja analisar (anticorpo primario), podendo ser monoclonal ou policlonal,
dissolvido em uma solucdo de PBS (PAGANO, 1999). Na etapa seguinte, a
membrana € submetida a lavagens consecutivas para remoc¢ao dos anticorpos que
nao se ligaram aos seus antigenos (proteinas) correspondentes. Posteriormente, a

membrana € incubada com o anticorpo secundario, o qual é especifico para a

espécie animal na qual foi desenvolvido o anticorpo primario. O anticorpo



secundario, comumente, estd complexado a uma enzima reveladora, a qual, na
medida em que for incubada com seu substrato especifico, emitira um sinal, por
exemplo, fotossensivel (KURIEN & SCOFIELD, 2003). A quantificacdo deste sinal é
a medida indireta de quanto de proteina-alvo (antigeno) esta presente na amostra

(figura 8)
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Figura 8. Esquema da técnica de Western Blotting evidenciando a adi¢do de

anticorpos.

Existem quatro tipos principais de detec¢éo do sinal no Western Blotting :

a) Colorimétrica — Neste método a deteccdo depende da incubagdo da membrana
com um substrato que reaja com a enzima reveladora, como a peroxidase, que esta
conjugada ao anticorpo secundario. Esta reacdo converte o corante sollvel em
insoltvel, colorindo a membrana e gerando as bandas.

b) Quimioluminescente — Os meétodos de deteccdo quimioluminescentes sao
caracterizados pela incubacdo da membrana com substrato que emita luz apos a
reacdo com a enzima reveladora. A luz emitida é capturada por um filme fotografico
ou por cameras digitais e a analise é feita por densitometria. A quimioluminescéncia
é um dos métodos mais sensiveis de detec¢éo no WB,;

c) Radioativa — Diferentemente das técnicas de deteccao anteriores, este método
nao necessita de substratos enzimaticos uma vez que o anticorpo secundario esta
acoplado a uma sonda radioativa, o que permite a associagéo de filmes médicos de

raios-X para revelacéo diretamente com o WB.



d) Fluorescente — Assim como a deteccao radioativa, esta técnica ndo necessita
de substratos enziméticos, pois o anticorpo secundario esta acoplado a uma sonda
fluorescente. Quando excitada no comprimento de onda apropriado, esta sonda
emite a fluorescéncia que é captada por um fotosensor, como uma camera CCD,
permitindo a analise das bandas por densitometria. A detec¢éo fluorescente também
é considerada um dos métodos mais sensiveis de deteccdo no WB.

1.6 Protebmica: uma Nova Ferramenta para Elucidar Mecanismos de
Toxicidade de Metais

A contaminacdo de ecossistemas e exposicao a metais toxicos é de grande
preocupacdo em todo mundo. Alguns destes metais sdo encontrados naturalmente
no ambiente, devido a sua liberacdo em quantidades substanciais como
consequéncia de atividades geoldgicas e/ou antropogénicos. Embora alguns desses
metais sejam micronutrientes essenciais em baixas concentracdes, eles podem
causar varios 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 analiticas para a
determinacdo de metais em diferentes amostras, principalmente usando técnicas de
analise elementar (espectroscopia de absorcdo e emissdo atbmica e espectrometria
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)), sendo este Ultimo a
técnica analitica mais amplamente utilizada para andlise multielementar e
especiacdo quimica. No entanto, pouco tem sido feito para entender os mecanismos
moleculares relacionados a toxicidade dos metais e as maneiras na quais estes
interagem com os organismos (TITZ et al., 2014).

Nos dltimos anos, o0 aprimoramento de técnicas para separacdo e
identificacdo de proteinas e a expansdo do conhecimento na area gendmica tém
levado a um aumento na aplicacdo da andlise protebmica para responder as
guestdes bioldgicas.

ProteGmica, ou a analise sistematica de proteinas expressas por um genoma,
€ uma ferramenta poderosa ndo somente para descrever proteomas completos em
uma organela, célula, érgédo ou tecido, mas também comparar proteomas afetados
por diferentes condigbes fisiologicas (aqueles resultantes da exposicdo a metais

toxicos, por exemplo). Estudos visando a identificacdo de alteracdes na expressao



de proteinas individuais ou grupo de proteinas associados com a exposicado a metais
toxicos poderiam ajudar na compreensédo sobre os mecanismos de toxicidade destes
metais (TITZ et al., 2014, LUQUE-GARCIA et al., 2011).
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Figura 9. Numero de publicacdes de estudos proteémicos baseados em metais
até 2015.

Dentre os metais téxicos, uma grande atencdo tem sido dada ao cadmio,
devido a sua alta toxicidade mesmo em baixas concentracdes. A figura 9 mostra que
0 numero de publicacdes na area protedbmica, até 2015, relacionadas ao cadmio é
muito maior do que com 0s outros metais, incluindo mercuario, destacando a
necessidade de ampliacdo nos estudos sobre mercurio. 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 especificas (“proteomics” and “the name of each metal”).

A maioria das analises protedmicas tem estudado o efeito dos metais toxicos
em diferentes organismos e demonstraram que proteinas relacionadas com
mecanismos de defesa antioxidante séo diferencialmente expressas em resposta a
toxicidade do metal. Embora alguns trabalhos tentaramresponder a estas questoes,

ainda sdo necessarios mais estudos envolvendo estratégias protedmicas, para



esclarecer, ndo apenas o modo de acdo dos metais, mas também identificar
biomarcadores especificos (LUQUE-GARCIA, 2011; WANG et al., 2015).
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2. HIPOTESE

A exposicao as diferentes formas de Hg promove alteracdes na expresséo do
proteoma em diversos tecidos. Sendo assim, a identificacdo destas proteinas
diferencialmente expressas corroborard de forma fundamental na elucidagédo de
novos mecanismos de toxicidade, além de ratificar os mecanismos ja propostos.
Ademais, a identificacdo de proteinas anteriormente ndo relacionadas ao metal
apontara caminhos na elucidacdo destes mecanismos de toxicidade, bem como
delineara outros novos. Essas proteinas também poderdo ser de grande relevancia

na identificagdo de novos candidatos a biomarcadores de exposi¢cdo ao Hg.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo estudar o perfil de expressédo de proteinas
em Vvarias amostras de tecidos de ratos (figado, cérebro e rim), quando estes foram
tratados com diferentes espécies de mercurio (inorganico, metilmercario e
etilmercurio) e em ratos controle, utilizando a plataforma classica de analise
protedmica (2DE e MS).

3.2 Objetivos Especificos
Obter mapas bidimensionais (2DE) de extratos protéicos de diferentes
amostras de tecido de ratos (figado, cérebro e rim), tratados com diferentes espécies

de mercurio (Ino-Hg, Met-Hg e Et-HQ);

Comparar os niveis de expressao destas amostras ao perfil de expressao de

amostras do grupo controle e seleciona-las para identificacao;

Identificar as proteinas diferencialmente expressas obtidas, utilizando

espectrometria de massas;

Correlacionar algumas proteinas identificadas aos mecanismos de acdo do
Hg.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Para o nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que demonstrou
alteracdes no perfil de expressdo de proteinas em diferentes tecidos de ratos
(figado, cérebro e rim), apds o tratamento com distintas espécies de Hg (Met-Hg, Et-
Hg e Ino-Hg).

No tecido hepatico, observou-se que as formas organicas de mercurio (Met-
Hg, Et-Hg) contribuiram com 66,6% das alteracbes no perfil protéico. Dentre as
proteinas alteradas, destacaram-se a diminuicdo na expressdo da enzima ATP
Sintase e 0 aumento na expressao da Glutationa S-Trasferase com o objetivo de
evitar a formacdo de ROS, espécies responsaveis pela disfuncdo mitocondrial e,
consequentemente, inibicdo da producédo de ATP.

Com relacdo ao tecido cerebral, foram observadas diferencas na expressao
protéica frente a exposicdo a todas as formas de Hg, porém com maior énfase para
Met-Hg e Ino-Hg. A exposicdo ao Met-Hg causou o decréscimo na expressao da
proteina Glutamina Sintase, causando o acumulo de glutamato no neurbnio pré-
sinaptico e na fenda sindptica, causando ativacdo do receptor NMDA, levando a
abertura de um canal de ions, favorecendo o acumulo de célcio no neurénio pos-
sinaptico, causando estresse oxidativo que, por sua vez contribuiu para 0 aumento
na expressdo de CALB, com o objetivo de retirar calcio intracelular e manter a
homeostase do sistema.

Apesar de varios estudos apontarem os rins como principal 6rgéo relacionado
a forma inorganica do Hg, no presente estudo foi observado que, o Met-Hg
contribuiu com 70% das alteracdes no perfil protéico renal, com destaque para o
aumento na expressdo das proteinas Superéxido Dismutase e Peroxiredoxina. O
aumento da SOD contribui no processo de detoxificacdo, deslocando o equilibrio da
reacdo no sentido de formacédo de peroxido de hidrogénio, o que, por sua vez
provoca o aumento da PRD, a fim de reduzir a ROS formada, produzindo agua.

Finalmente, este estudo demonstrou que todas as formas de Hg, promoveram
mudancas no perfil protéico em todos os tecidos e, em acordo com a literatura,
destacou a capacidade do Met-Hg em alterar um maior nimero de proteinas quando

comparada as outras formas (Et-Hg e Ino-Hg) administradas.
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