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Aos dezoito dias do més de fevereiro do ano de dois mil e vinte e dois, as
catorze horas, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos membros: Felipe André dos
Santos (UFMS), Diovany Doffinger Ramos (UFMS), Lincoln Carlos Silva de Oliveira (UFMS),
Marco Antonio Utrera Martines (UFMS) e WELDER ANGELO BALDASSINI (UNESP), sob a
presidéncia do primeiro, para julgar o trabalho do aluno: RAFAEL RODRIGO PIVA
VASCONCELOS, CPF 31086819829, do Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, Curso de
Doutorado, da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, apresentado sob o
titulo "ABORDAGEM METALOPROTEOMICA DO MERCURIO EM AMOSTRAS DE LEITE
MATERNO NAS COMUNIDADES RIBEIRINHAS DA REGIAO AMAZONICA - BRASIL" e orientacdo
de Felipe André dos Santos. O presidente da Banca Examinadora declarou abertos os
trabalhos e agradeceu a presen¢a de todos os Membros. A seguir, concedeu a palavra ao
aluno que expds sua Tese. Terminada a exposicdo, os senhores membros da Banca
Examinadora iniciaram as argui¢cdes. Terminadas as arguicbes, o presidente da Banca
Examinadora fez suas consideragbes. A seguir, a Banca Examinadora reuniu-se para avaliagdo,
e apos, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR AVALIACAO
Dr. Felipe André dos Santos (Interno) APROVADO
Dra. Ana Camila Micheletti (Interno) (Suplente)

Dr. Aroldo Geraldo Magdalena (Externo) (Suplente)
Dr. Diovany Doffinger Ramos (Externo) APROVADO
Dr. Lincoln Carlos Silva de Oliveira (Interno) (Coorientador) APROVADO
Dr. Marco Antonio Utrera Martines (Interno) APROVADO
Dr. WELDER ANGELO BALDASSINI (Externo) APROVADO

RESULTADO FINAL:

Aprovagao
Aprovagao comrevisdo | X

Reprovagio

OBSERVACOES:

Nada mais havendo a ser tratado, o Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a
todos pela presenca.
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RESUMO

Dada a problematica de contaminagcdo por mercurio por fontes naturais e
antropicas na regido estudada, neste trabalho buscou-se identificar e
caracterizar possiveis biomarcadores de proteinas do leite materno, ligadas ao
mercurio, a fim de possibilitar uma indicagao prévia de contaminagao por esse
metal em lactantes. Foram realizadas coletas de 23 amostras de leite e de cabelo
de lactantes ribeirinhas das comunidades de Livramento-AM — Rio Negro e
Abuna-RO, Fortaleza de Abuna-RO, Nova Mutum Parana-RO e Vila da Penha-
RO - Rio Madeira. A quantificacdo de mercurio total nas amostras de leite foi
realizada por espectrometria de absorgc&o atbmica em forno de grafite (GFAAS)
e os resultados ficaram entre 6,03 + 0,48 e 83,49 + 1,08 ug L-'. Ja a concentragéo
de mercurio total nas amostras de cabelo foi realizada utilizando-se a técnica de
absorcao atdmica dedicado a amostras solidas — SMS 100 da Perkin Elmer, e
os resultados ficaram entre 0,33 + 0,005 e 6,53 + 0,04 ng g™'. O processo de
fracionamento do proteoma foi feito por eletroforese bidimensional - 2D PAGE,
com duas repeticdes por amostra. O numero de spots proteicos separados ficou
entre 92 £ 2 e 347 + 3. A correlagdo média entre os géis (metching) ficou entre
75,5 e 94,5%. As distribuicdes dos spots em relagdo aos pontos isoelétricos e
massa molecular apresentaram uma distribuicdo homogénea distribuidos na
faixa de 4 a 9 (ponto isoelétrico) e entre 15 a 75 kDa (massa molecular). O
mapeamento do mercurio nos spots proteicos realizado por GFAAS indicaram
concentragdes na faixa de 0,0011 e 0,0158 ng/mL. Os spots associados ao
mercurio foram caracterizados por espectrometria de massa em sequéncia
acoplada com cromatografia liquida - LS-MS/MS. Em 35% dos spots foi
identificada a Beta-casein O, 35% a Immunoglobulin kappa constant OS, 26% a
Alpha-S1-casein OS e 4% a Immunoglobulin J chain. Essas proteinas foram as
mais expressas quando em contato com o mercurio, podendo ser possiveis

biomarcadoras do mercurio no leite materno.

Palavras-chave: Mercurio, leite materno, metaloproteinas, biomarcadores,
eletroforese bidimensional, espectrometria de absorgéo atdbmica, espectrometria

por eletrospray acoplada a massas.



ABSTRACT

Given a problematic characterization of differentiation through natural sources
and identified by natural sources of identification, in these possible works, linked
to, an indication of natural protein markers by this metal in lactating women.
Twenty-three samples of milk and hair were collected from riverine lactating
women from the communities of Livramento-AM — Rio Negro and Abuna-RO,
Fortaleza de Abuna-RO, Nova Mutum Parana-RO and Vila da Penha-RO — Rio
Madeira. The quantification of total mercury in the milk samples was performed
by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS) and the results
were between 6.03 £ 0.48 and 83.49 = 1.08 pug L-1. As for the total reference
concentration in the hair samples, the absorption technique was performed using
the optics dedicated to continuous samples — Perkin Elmer's SMS 100, and the
results were between 0.33 £ 0.005 and 6.04 ng g-1. The proteome fractionation
process was performed by two-dimensional electrophoresis - 2D PAGE, with two
replications per sample. The number of separate protein spots was between 92
+ 2 and 347 + 3. The apparently average between the gels was between 75.5
and 94.5%. As points in relation to isoelectric points and molecular mass, a
distributed distribution of distributors9 (isoelectric point) between 15 to 7kDa
(molecular mass). The mercury in the spots performed by GFAAS indicated
mapping in the range of 0.011 and 0.0158 ng/mL. The points associated with
mercury were characterized by sequence mass spectrometry coupled with liquid
chromatography - LS-MS/MS. Beta-casein O was identified in 35% of the spots,
35% the constant kappa immunoglobulin OS, 26% the alpha-S1-casein OS and
4% the immunoglobulin chain. These proteins were in contact with the most
expressed, and may be possible biomarkers of breast milk.

Keywords: Mercury, breast milk, metalproteins, biomarkers, two-dimensional
electrophoresis, atomic absorption spectrometry, mass-coupled electrospray
spectrometry.
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1 INTRODUGAO

1.1 Justificativa
Dados do observatoério do mercurio (WWF-BRASIL; FIOCRUZ; CINCIA,
2021), plataforma georreferenciada desenvolvida pela WWF-Brasil, Fiocruz
(Fundagao Oswaldo Cruz), CINCIA (Centro de Innovacion Cientifica Amazonica)
e outras instituicbes, que reune estudos e informacdes sobre contaminacéo do
mercurio na regido Pan-Amazdnica entre os anos de 1980 e 2021, permite a
visualizagdo, em forma georreferenciada, da problematica da contaminagdo de

peixes e humanos por mercurio — Figura 1.
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Figura 1. Dados do observatoério do mercurio (WWF-BRASIL; FIOCRUZ;
CINCIA, 2021) - Visualizagao georreferenciada da contaminagao de peixes e
humanos por mercurio (WWF-BRASIL; FIOCRUZ; CINCIA, 2021).

A polui¢ao por mercurio na bacia do Rio Negro-AM, regido habitada por
comunidades ribeirinhas, apresenta nos dias atuais um sério problema
socioambiental na regido, podendo, neste sentido, ser considerada uma regido
que apresenta caracteristicas de um laboratério natural, na qual o presente
estudo pode ser referéncia para a regiao. Os problemas ambientais nessa regido
causados pelo mercurio, proveniente do garimpo de ouro, nas décadas de 80 e
90, volta a ser discutido entre os pesquisadores devido ao grande potencial de

contaminagao que ainda representa para a sociedade (AMORIM et al., 2000).
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Inicialmente essas altas concentragcbes de mercurio identificadas em
sedimentos, solos, peixes e humanos foram atribuidas a atividade de garimpo.
Entretanto, pesquisas recentes mostram que as elevadas concentracées de
mercurio nos sistemas bidticos e abioticos sdo também identificadas em locais
que nao possui esse tipo de atividade, de extragao de ouro, e nem outros tipos
de acgdes antropicas. Independentemente da fonte de contaminacgao, pesquisas
direcionadas ao esclarecimento dos processos quimicos e bioldgicos da
toxicidade do mercurio sdo de fundamental importdncia para o avango
socioambiental desta regidao (ROULET et al., 2000).

O processo de metilagdo do mercurio, no qual ocorre a transformacao da
sua forma inorganica na organica (metilmercurio), nos ambientes aquaticos é
bem conhecida e também responsavel por tornar viavel a exposicao e
contaminagdo humana pelo consumo de peixes contaminados, sendo que o
pescado € a principal fonte de nutricdo das comunidades ribeirinhas do Rio
Negro-AM. Nos mamiferos, o leite materno € uma via de excregao e pode ser
uma via de exposicdo de compostos toxicos, como o mercurio, aos lactentes
caso a mae tenha sido contaminada pelo metal (AL-SALEH et al., 2013; CUNHA;
COSTA; CALDAS, 2013; MOLINA-VILLALBA et al., 2015).

Algumas proteinas como as metalotioneinas apresentam grande
afinidade por metais téxicos, como o cadmio, chumbo, arsénio e mercurio, o que
permite que essas metaloproteinas atuem como inibidoras da acao tdxica
dessas espécies metalicas. A literatura destaca que a expressdo dessas
proteinas pelos diferentes organismos esta diretamente ligada a absorg¢do dos
metais potencialmente téxicos — destacando-se o cadmio e o mercurio — ou com
a absorcdo em excesso de metais essenciais — como o zinco e o cobre
(NORDBERG, 1998).

Considerando o exposto, estudos relacionados ao desenvolvimento de
biomarcadores de expressdes de metaloproteinas ligadas ao mercurio poderéo
demonstrar previamente os riscos de contaminagcido da populacéo ribeirinha da
regidao do Rio Negro-AM. Nesse sentido, a metaldmica, como area de pesquisa,
contempla estudos analiticos, biolégicos e bioquimicos, abrangendo os
sequenciamentos, expressdo e a caracterizagdo de proteinas ligadas e/ou
associadas a metais. Esta inovadora area que esta crescendo rapidamente nos

ultimos anos (Figuras 2 e 3) vem contribuindo no esclarecimento tanto nos
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aspectos funcionais quanto fisioloégicos das metaloproteinas ou proteinas ligadas
aos metais nos organismos vivos (HARAGUCHI, 2004). O esclarecimento de
espécies mercuriais complexadas por proteinas utilizando analises metalémica
e de especiagao permitira pesquisas sobre possiveis aumento ou diminui¢cado de
expressdo dessas proteinas, frente as alteragbes fisiolégica do leite e
disponibilidades das espécies mercuriais no ambiente, fornecendo informacgdes
importantes em relacéo ao transporte de mercurio nos seres humanos.

A Figura 2 traz um grafico das publicagdes cientificas, disponiveis no
portal da CAPES/MEC (“Portal de Periédicos Capes/MEC,” 2021) com estudos
contendo em seus titulos “Metallomics” ou “Metallomic”. Observa-se que se
tratam de estudos relativamente novos, iniciados na década de 2000 e com
aumento a partir de 2009, mantendo desde esse ano com uma média de 165

publicacdes/ano.
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Figura 2. Pesquisa no portal de periddicos da CAPES/MEC. Filtro utilizado: No
titulo - Metallomics ou Metallomic. Fonte: Autoria prépria

A Figura 3 traz um grafico das publicagdes cientificas, disponiveis no
portal da CAPES/MEC (“Portal de Peridédicos Capes/MEC,” 2021) com estudos
contendo em seus titulos “Metal” e “Protein”. Observa-se que se tratam de
estudos que se iniciaram na década de 1990 e que vem crescendo de forma

continua desde entao.
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titulo - Metal e Protein. Fonte: Autoria propria
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1.2 Problematica do mercurio no Rio Madeira

O Rio Madeira é considerado o 17° maior rio em extensdo no mundo,
contendo 3.315 km, sendo um dos principais afluentes do Rio Amazonas,
banhando os estados de Rondbdnia e Amazonas. Sua nascente esta localizada
na Cordilheira dos Andes, na Bolivia, sendo denominado na regido como Rio
Beni. Seu curso d’agua segue descendo ao norte, passando por inumeras
cadeias de montanhas, encontra com o Rio Mamoré-Guaporé, tornando-se,
entéo, o Rio Madeira, ja em solo brasileiro (CEMADEN, 2018).

O Rio Madeira representa um importante recurso hidrelétrico tanto para o
Brasil, contemplando as usinas de Jirau e Santo Antdnio, quanto para a Bolivia,
contemplando a usina de Cachuela Esperanza. Sua representatividade e
importancia vai além da capacidade de geragdo de energia, uma vez que
também é utilizado pela populagdo em geral da regidao para pesca, irrigagao
agricola, transporte hidroviario e extracdo de minérios (JABUR, 2016).

A atividade garimpeira de ouro na regido do Rio Madeira, e no préprio rio,
teve inicio por volta de 1978, abrigando 192 km? da regiao, sendo regularizada
pelo Ministério de Minas e Energia, que criou a Reserva Garimpeira do Rio
Madeira. A extragdo via garimpo desenvolveu-se no local por meio de balsas e
dragas nas laterais do rio, com tratores de esteiras e bombas de pressao (AIRES,
2004).
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O processo extrativista do ouro, pelo processo de amalgamagdo com
mercurio, sendo utilizado de forma desenfreada e desequilibrada por quase trés
décadas trouxe como consequéncia a contaminagao por mercurio do solo, agua

e do ar, chegando até a populagao da regido (MEIRELLES, 2004).

1.3 Mercurio — Fonte Antrépica e Natural
Estudos das ultimas décadas demonstram que as aguas e peixes de
algumas regides da Amazénia tem historico de contaminagdo por mercurio.
Acreditava-se que essa contaminagao era proveniente apenas das atividades do
grimpo de ouro — Figura 4, que introduziu na regiao de 1980 a 2013 cerca de

200.000 toneladas de mercurio .

—

Figura 4. Sobrevoo regista areas de garimpos ilegais dentro da Terra Indigena
Yanomami, em Roraima, em abril de 2021. Foto: CHRISTIAN BRAGA /
GREENPEACE

Na década de 2000, Olalf Malm e Wilson Jardim estudaram regides do
Rio Negro sem atividades garimpeiras e, identificaram concentragbes de
mercurio entre cinco e dez vezes maiores das identificadas regides de garimpo,
como no Madeira. As formacdes rochosas vulcanicas dos Andes - sul do Peru,

onde nasce, sdo ricas em mercurio e, entdo, concluem que as altas
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concentragdes de mercurio identificadas no rio tem mais influéncia natural que
antrépica (FADINI; JARDIM, 2001).

A propriedade de se volatizar do Hg para a atmosfera, representa um risco
invisivel e perigoso, sendo os solos de floresta o principal deposito deste vapor
de mercurio, sendo repassado para a atmosfera, e os mais altos indices deste
vapor sdo identificados préximos as partes do rio em que era intensa a atividade
mineradora (BASTOS et al., 2008).

1.4 O desmatamento e a geracao de energia hidrelétrica

Independentemente de a fonte de mercurio ser natural ou antropica,
acdes humanas como o desmatamento e a constru¢cao de barragens para a
geragao de energia elétrica podem agravar a problematica e, por isso, devem
ser monitorados.

A retirada da mata altera o equilibrio do mercurio na natureza. Dados do
Inpe (INPE, 2021) — Figura 5, trazem que ap0s picos histéricos de desmatamento
na Amazonia legal de 29.100 km? em 1995 e 27.800 km? em 2004, observou-se
uma redugdo na ordem de 504% apos 10 (dez) anos — 5.000 km? em 2014.
Porém, nos ultimos 5 (cinco) anos — entre 2015 e 2020, o aumento do

desmatamento foi da ordem de 118%, atingindo 10.900 km? em 2020.
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Figura 5. Grafico do desmatamento da Amazénia legal entre 1988 e 2020.
(INPE, 2021)

O resultado de 2020 contraria compromissos diplomaticos, politicos e
legais assumidos pelo governo brasileiro nos ultimos anos. O decreto 9.578/2018

2019 —
2020 e— O,
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(DIARIO OFICIAL DA UNIAO - SECAO 1 - 23/11/2018, 2018), que trata da
Politica Nacional sobre Mudanga do Clima (PNMC), estimava 3.900 km? de
desmatamento da Amazoénia legal em 2020 e, o valor atingido é 180% maior.

O aumento no desmatamento deixa o solo mais exposto — Figura 6,
podendo alterar o ciclo natural do mercurio, aumentando a lixiviagdo de mercurio
natural para os rios € a evaporagao do mercurio para a atmosfera, que se

espalha por meio das chuvas, podendo contaminar uma vasta regiao.

Bolivia

Figura 6. Desmatamento na regido de Ronddnia. Acima, foto de satélite em
1988. Abaixo, foto de satélite em 2018. (QUADROS; ZANLORENSSI; MAIA,
2021)

Também, o represamento dos rios, necessario para a instalagao de usinas

hidrelétricas, modifica o fluxo do mercurio, que antes era transportado por meio
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das correntes dos rios até o mar e, agora, ficam por muito tempo nos
reservatorios, alterando as condig¢des fisico-quimicas e biolégicas da agua e do
sedimento, podendo deslocar o equilibrio quimico no sentido da transformagéao
do mercurio ibnico (ions mercurico € mercuroso) em sua forma organica,
principalmente em metilmercurio — sua forma mais toxica (FADINI; JARDIM,
2001).

Dos 9523 empreendimentos geradores de energia elétrica em operagao
no Brasil, 61,02% (5811) utilizam como matriz a d4gua — Figura 7. Ainda, o
Programa Decenal de Expanséo de Energia tem como meta a instalagdo de mais

50 novas usinas hidrelétricas até 2027 no Amazonas.

214 ~111 49

B Hidrico M Fo6ssil mEOGlica M Biomassa MSolar ® Nuclear B Undi-Elétrica

Figura 7. Matriz por origem de combustivel (ANEEL, 2021)

O Brasil possui um grande potencial energético, que deve ser aproveitado.
Porém, a sustentabilidade dos projetos deve ser sempre levada em
consideragao para que os impactos ambientais sejam minimizados. No caso do
mercurio, levando em consideragao muitos estudos ja realizados, é fundamental
que seja monitorado para minimizar seu impacto na vida das populagdes
ribeirinhas, animais e meio ambiente.

A Figura 8 traz as usinas em operagao, em faze de construgédo e em

estudo na bacia do Madeira.
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Figura 8. A esquerda, vinte e duas usinas hidrelétricas em operagdo na bacia do
Vinte e duas usinas em operagao na Bacia do Madeira. A direita, cinco usinas

hidrelétricas em fase de constru¢do ou em estudo na Bacia do Madeira (ANEEL,
2021).

1.5 Toxicidade do mercurio
O mercurio é téxico e suas formas organicas lipossoluveis - metilmercurio
e dimetilmercurio, potencializam sua toxicidade, possuindo propriedades
cumulativas de bioacumulagédo (lenta eliminagdo no organismo) e de
biomagnificagdo (acumulo ao longo da cadeia tréfica) — Figuras 9 e 10, podendo
contaminar diversas formas de vida (LACERDA; SOLOMONS, 1992; PFEIFFER
et al., 1989).
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Figura 9. Bioacumulagdo e Biomagnificagdo do mercurio organico. Fonte:
propria.

Na natureza, o mercurio é apresentado sob trés diferentes formas, sendo
elas: metalica, inorgénica e organica, que podem ser absorvidas no organismo
humano por meio da absorgéo dérmica, inalagéo ou ingestdo (MOURAO, 2016).
As formas inorganicas do mercurio, em condigbes especificas de pH e
concentragcdo de matéria organica presentes nos sedimentos de rios, séo
transformadas em metilmercurio, sua forma organica mais tdxica que
biomagnifica e bioacumula (JEDRYCHOWSKI et al., 2006).

Formas metalica e Hg® Hg*, Hg?*| CHsHg* e (CH3)?Hg Formas

inorganica: menos A organicas:
toxicas | EE ? a @ mais toxicas

Figura 10. Toxicidade das formas de mercurio — inorganicas menos toxicas e organicas
mais téxicas. Fonte: Propria.

A contaminagdo humana por metilmercurio ocorre, majoritariamente, por

via oral, sendo absorvido por via gastrointestinal, e rapidamente distribuido aos
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tecidos pela corrente sanguinea, atravessando a barreira hematoencefalica do
cortex, se acumulando no sistema nervoso central (SNC) (MOURAO, 2016).

Os principais sintomas de contaminacao por metilmercurio em criangas e
adultos sdo: dorméncia nas extremidades e ao redor dos labios, dificuldades
para andar, dificuldades na fala, tremores, diminuicdo do campo visual, surdez e
deficiéncia intelectual, atingindo sistema nervoso, sendo uma substancia
altamente neurotoxica (WHO, 1990).

Diversos estudos ja indicam que peixes de diversas areas da regido
amazébnica contém altas concentragdes de mercurio, podendo contaminar a
populagao que tem no peixe sua base alimentar(BOISCHIO; BARBOSA, 1993).

Os estudos sobre a toxicidade do mercurio no organismo humano tiveram
inicio apds o surto de contaminagao ocorrido em Minamata, Japao, na década
de 1950, quando aproximadamente 600 pessoas morreram devido ao consumo
de peixes contaminados por metilmercurio provenientes de rios que recebiam
efluentes industriais contendo mercurio (WHO, 1990).

A partir desse incidente, e dos estudos realizados a época, o conjunto de
sintomas das pessoas contaminadas recebeu o nome de “Doenga de Minamata”,
sendo eles: comprometimento neurolégico, parestesia, constricdo do campo
visual, ataxia, deficiéncia auditiva, comprometimento motor e da fala (WHO,
1990).

Em 2013, na convencdo de Minamata, 129 paises, entre eles o Brasil,
reconheceram a problematica global das contaminagdes por mercurio e se
comprometeram em reduzir a exposi¢cao humana e ambiental a esse metal. Em
2014, a convencéo foi endossada pela Organizagdo Mundial de Saude — OMS
(NILADRI BASU et al., 2014).

1.6 A toxicidade do mercurio e o aleitamento materno
A amamentagdo é muito importante para o desenvolvimento de um
recém-nascido, porém estudos indicam que o leite também pode transferir para
o lactente substancias téxicas, entre elas o mercurio, que estejam presentes no
corpo da lactante (TUNDISI, 1999).
Ainda em Minamata — Figura 11, observou-se que as maes contaminadas
deram a luz a criangas com sérios problemas neurologicos e diversos estudos

posteriores, indicaram que o mercurio tem a capacidade de passar pela placenta,
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causando problemas para o feto e também para os bebés por meio do

aleitamento materno.

Children with Congenital ru'ina.rna'ta Dizzase dustointavtenine
methdmem:ury poisoning (Harada 19267,

Figura 11. Criangas com a doencga congénita de Minamata devido a exposi¢cao
ao metilmercurio intrauterino. Foto: Modificado de HARADA, 1986

A transferéncia do mercurio da mae para o feto, ocorre a partir das trocas
sanguineas, atingindo o cérebro do bebe, sendo a quantidade de mercurio no
sangue fetal maior que no sangue da mée (SYVERSEN; KAUR, 2012). Durante
a gravidez nao existe nenhuma barreira que impega a intoxicagéo do feto pela
mae contaminada pelo mercurio, mesmo que o contato com a substancia tenha
sido por meio de pequenas quantidades, o bebe fica susceptivel a contaminacgao.
A exposicao do bebe ao mercurio também se evidencia, por meio do aleitamento
materno, que, por se tratar de uma via de excreg¢do do organismo da mulher,
transfere a substancia nociva e toxica junto com outras substancias benéficas do
leite (CUNHA; COSTA; CALDAS, 2013).

Tanto a forma organica do Hg quanto a inorganica sao passadas ao bebé
por meio das glandulas mamarias. A meia vida do mercurio em mulheres é de
aproximadamente 75 dias, no periodo de lactacdo este tempo é reduzido para
em torno de 42 dias, indicando alta mobilizacdo de Hg em lactantes
(GREENWOQOD et al., 1978), porém os niveis de mercurio no leite materno,
estdo relacionadas com questdes sociodemograficas, socioecondmicas e
alimentares da mae, assim quanto maior a exposicao a substancia, maior sera a
exposicao do filho (AL-SALEH et al., 2013).
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1.7 Biomarcadores

Detectar precocemente a contaminagdo por agentes quimicos pode
reduzir significativamente efeitos adversos na saude. A exposigdo a esses
agentes pode ser medida utilizando-se a monitorizagdo de amostras ambientais,
como agua, ar e sedimentos ou por monitorizagdo biolégica, medindo
parametros bioldgicos denominados indicadores biolégicos ou biomarcadores
em sangue, urina, leite e outros (COELHO; AMORIM, 2003).

Na Amazdnia o quadro clinico de intoxicagdo por mercurio é semelhante
ao da malaria. Nesse contexto, a utilizacdo de biomarcadores que possam
monitorar a presenga de mercurio antes que se torne um problema para a saude
de pessoas e animais, pode contribuir para que ndo ocorram intoxicagdes por
mercurio. (OPAS; OMS, 2011)

Para a avaliagdo da adequacdo de um biomarcador para mercurio,
algumas caracteristicas devem ser consideradas: correlagcdo deste com as
varias formas e concentragdes de mercurio, variagdes da exposigao ao longo do
tempo, caracteristicas culturais da populagéo e a tecnologia disponivel para os
estudos (OPAS; OMS, 2011).

1.8 Os metais e as proteinas

No final do século 19, o padre austriaco Gregor Mendel, com seus estudos
sobre ervilhas, deu inicio para o que décadas mais tarde foi chamado de
genbmica (SALZANO, 2000). A genbmica estuda todos os genes de um
organismo, enumerando sequéncias de aminoacidos. A expectativa a época era
que a genbmica nos daria diversas explicagbes, como por exemplo o
funcionamento dos organismos vivos, o que nao se concretizou.

Em 1938, o quimico sueco Jons Jakob Berzelius utilizou pela primeira vez
o termo “proteina” para descrever uma classe especifica de macromoléculas
composta por cadeias de aminoacidos, que sdo abundantes nos organismos
vivos. Em 1975, tiveram inicio os primeiros estudos que podem ser chamados
de protedmica com a introdugao da técnica do gel bidimensional e a identificagéo
de algumas classes de proteinas(FLUIDIC ANALYTICS, 2019).

A partir dos primeiros estudos proteémicos, concluiu-se que o genoma é

totalmente dependente do proteoma que trata do conjunto de todas as proteinas
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expressas por um genoma. Enquanto a gendmica fornece informagdes
estatisticas, a protedmica possibilita uma visdo mais abrangente dos organismos
celulares e acelulares, assim como de seus processos.

Baseado nos estudos sobre a gendmica e a protebmica, em 2002 o
professor japonés Hiroki Haraguchi propds uma nova area de estudo — a
metaldmica — Figura 12, que destaca o papel fundamental dos metais em
sistemas bioldgicos, sendo responsaveis por muitas fungdes das proteinas.
Cerca de 40 % das proteinas sdo metaloproteinas, o que embasa a importancia
dessa area de estudo (SUGIMOTO, 2007).

GenOmica ProteOmica Metaldomica

Figura 12. Evolucao - Gendmica, Protedmica e Metalémica. Fonte: Prépria

Inumeros metais sao determinantes para o funcionamento de processos
bioldgicos, como é o caso do ferro contido na porfirina da hemoglobina. Por outro
lado, alguns metais como o cromo hexavalente, antiménio, arsénio, cadmio ou
mercurio sao xenobidticos, espécies quimicas estranhas no organismo e que séo
téxicas (VIEIRA, 2017).

Os ions metalicos atuam na estabilizacdo de biomoléculas por meio da
protecdo de cargas negativas, como na hemoglobina (estabilizada pelo ferro) e
na vitamina B12 (estabilizada pelo cobalto). Também, no aspecto funcional,

alguns ions como o ferro, cobre, zinco, cobalto e magnésio mudam
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reversivelmente seu estado de oxidacdo, funcionando como catalisadores de
sistemas enzimaticos (VIEIRA, 2017). Em contrapartida, alguns metais
xenobidticos se ligam a metaloproteinas, fazendo com que percam total ou
parcialmente suas fungdes no organismo o que leva a um desequilibrio. O
mercurio, por exemplo, possui grande afinidade aos sitios com grupos sulfidrilas,
podendo ocupar esse local e prejudicar sua fungao biolégica (ROSATO;
VALASATAVA; ANDREINI, 2016).

Dentre as metaloproteinas, tem-se a classe das metalotioneinas (MTs)
citosdlicas de baixa massa molecular (entre 6 e 7 kDa), que sdo compostas por
uma cadeia de aproximadamente 60 aminoacidos. Nas metalotioneinas,
aproximadamente 30% sao cisteinas e seus grupos tiol — SH, que possuem Zn?*
naturalmente ligado a sua molécula. O zinco das MTs pode ser substituido por
outros ions metalicos que possuam maior afinidade por seus sitios de ligagdes,
como Cd?*, Hg?*, Cu', Ag?*, e Au™ (SANTOS, 2013).

Essa afinidade por alguns metais toxicos, faz essas proteinas serem de
grande interesse de estudos pois estdo envolvidas em processos de
desintoxicagdo do organismo por metais. As MTs s&o mais abundantes no
figado, pois é o principal 6rgao desintoxicante do organismo, que produz essas

proteinas para proteger a estrutura celular (HAUSER-DAVIS et al., 2014).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Quantificacdo de mercurio
Diversas técnicas podem ser utilizadas para a quantificacdo de mercurio

e a escolha da mais adequada deve levar em consideragdo alguns aspectos,
como:

e Limite de deteccao necessario;

e Faixa de trabalho necessaria;

¢ Quantidade de amostra disponivel;

e Matriz de interesse;

¢ |[nterferentes;

e Estrutura fisica necessaria;

e Custo.
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As técnicas mais comumente utilizadas para a quantificagdo de mercurio estao

listados na tabela 1.

Tabela 1. Métodos mais frequentemente utilizados para a quantificacido de
mercurio e seus respectivos limites de detecgao (MICAROLI; BUENO; JARDIM,

2000).
. Limite de Detecgao
Método Relatado
Método Colorimétrico 0,01-0,1 mg g™’
Espectrometria de Absor¢cao Atémica - Forno de grafite 11na o
(GF AAS) 99
Espectrometria de Absorcdo Atdbmica - Vapor frio - 0,01-1 ng g-'

(CVAAS)

Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica - Vapor frio -
(CVAFS)

0,001-0,01 ng g™

Analise por Ativacdo com Neéutrons - Instrumental

(INAA) 1-10 ng g
Radioguimica (RNAA) 0,01-1 ng g
Cromatografia Gasosa - Detector de Captura Eletrénica 0,01-0,05 ng g’
Cromatografia Gasosa - Detector de Emissao Atémica ~0,05ng g’
Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa 0,1ngg’
Cromatografia Gasosa - CVAAS / CVAFS 0,01-0,05 ng g™’
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Detector de 1 L
Ultravioleta ngm
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CVAAS 0,5 ng mL""
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CVAFS 0,08 ng mL"!
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. Limite de Detecgao

Método Relatado
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Eletroquimico 0,1-1 ng mL""
Plasma Acoplado Indutivamente - Espectrometria de 0,01 ng mL"
Massa (ICP MS) ’
Plasma Acoplado Indutivamente - Espectrometria de 2 ng mL-"
Emisséo Atdmica (ICP AES)
Espectrometria Fotoacustica 0,05 ng
Fluorescéncia de Raio X 5ng/g-1mgg’
Métodos Eletroquimicos 0,1-1 mg g™’
Analisador de Filme de Ouro 0,05 mg g

Para o presente trabalho, foram utilizadas as técnicas de CVAFS para a
quantificacdo de mercurio total em leite, GFAAS para a quantificacdo de mercurio
total nos spots proteicos e absorgdo atdbmica com decomposicéo térmica para a

quantificacdo de mercurio total em cabelo.

2.1.1 Espectrometria de fluorescéncia atdbmica com geracao de vapor frio

Os atomos de mercurio florescem e absorvem por uma radiagéo de 253,7
nm, passando do estado fundamental ('So) para o estado excitado (3P1). A
espectrometria de fluorescéncia atbmica do vapor frio (CV-AFS) consiste da
deteccgao do sinal de fluorescéncia emitido pelo mercurio elementar e € uma das
técnicas mais sensiveis para a sua quantificacado (MICAROLI; BUENO; JARDIM,
2000).

Para a determinagao, os compostos de mercurio presentes na amostra
devem ser convertidos para a forma i6nica Hg?* pela agéo de agentes oxidantes.
O mais comum é a utilizagdo de misturas de acidos, que devem ser escolhidos
de acordo com a matriz a ser estudada. Apds a oxidagdo, o Hg?* é reduzido a
Hg® através do uso de SnCl2 ou NaBHs para que fique disponivel para ser
quantificado. Se necessario limites de quantificacdo mais baixos, o mercurio
pode ser pré-concentrado em coluna contendo areia de quartzo recoberta por
ouro (MICAROLI; BUENO; JARDIM, 2000).

2.1.2 Espectrometria de Absorgao Atémica em Forno de Grafite (GFAAS)
Quando um atomo em seu estado fundamental absorve energia em

comprimento de onda especifico na forma de luz, ocorre a absorgao atbmica. A
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absorcdo aumenta de forma diretamente proporcional a quantidade de atomos
no caminho o6tico e, desta forma, é possivel quantificar os elementos de acordo
com a quantidade de luz que absorvem (PERKIN ELMER, 2008).

Resumidamente, a espectrometria de absor¢gédo atémica requer — Figura

13:

e Fonte de luz primaria — normalmente usada uma lampada de catodo
oco (HCL) ou lampada de descarga sem eletrodo (HCL);

e Fonte de calor — para a produgao de atomos livres, € necessaria
uma fonte de calor, sendo que as mais utilizadas séo as chamas de
ar / acetileno ou 6xido nitroso / acetileno;

e Monocromador — para dispersar os varios comprimentos de onda
emitidos pela fonte de radiagao e selecionar o feixe de interesse;

e Detector — para medir a luz com precisao;

e Sistema informatizado — para processar o sinal e exibicdo dos
resultados.

HCL or Monochromator
EDL Lamp
—u—M<B
Flame Detector

Figura 13. Esquema simplificado de um espectrometro de absor¢géo atbmica
(PERKIN ELMER, 2008).

A introducdo da amostra na chama é realizada na forma de um aerossol
formado pelo sistema de introducdo de amostra formado por um nebulizador e
uma camara spray. O queimador fica alinhado de forma que o feixe de luz passe
pela chama, onde a luz é absorvida (PERKIN ELMER, 2008).

A principal limitacdo dessa técnica € que sistema de introducdo de
amostras é relativamente ineficiente, sendo que apenas uma pequena fracdo da
amostra (cerca de 1%) atinge a chama e a amostra passa rapidamente pelo

caminho de luz, levando o limite de detecgdo para a faixa de mg L. Para
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menores limites de quantificacdo, pode entdo ser utilizada a vaporizagao
eletrotérmica utilizando um forno de grafite (PERKIN ELMER, 2008).

Na espectroscopia de absorgédo atdmica com forno de grafite — Figura 14,
a amostra é introduzida em um tubo de grafite, que & primeiramente aquecido
para a remocido do solvente e dos principais componentes da matriz, para
apenas entdo atomizar a amostra restante. Dessa forma, praticamente todo
analito (entre 90 e 100%) é atomizado e os atomos ficam retidos no tubo, no
caminho da luz, por um periodo de tempo prolongado, melhorando
significativamente a sensibilidade — faixa de ug L' (PERKIN ELMER, 2008).

HCL or Monochromator
EDL Lamp
‘
=_1—y H <
Graphite Tube Detector

Figura 14. Esquema simplificado de um espectrometro de absor¢gdo atbmica
com forno de grafite (PERKIN ELMER, 2008).
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2.1.3 Espectrometria de Absorgao Atomica com decomposigao térmica e
amalgamacao em coluna de areia de ouro

Na espectrometria de absorcdo atdbmica com decomposicdo térmica e
amalgamacé&o em coluna de areia de ouro, amostras solidas primeiramente sdo
secas para remoc¢ao de qualquer umidade. Entdo, ocorre a decomposigao
térmica das amostras a altas temperaturas, convertendo todo o mercurio
presente na amostra em Ho volatil. Os gases gerados sao entéo transportados
para um tubo catalitico aquecido para a remocado de 6xidos de enxofre e de
nitrogénio e de halogénios que podem interferir na quantificagdo do mercurio.

O mercurio elementar (Hgo) gasoso gerado passa por um processo de
amalgamagao em uma coluna contendo areia de quartzo recoberta por ouro,
ficando retido. Essa coluna é entdo aquecida para a uma temperatura suficiente
para volatilizar o mercurio que € transportado por um gas inerte de arraste
(nitrogénio ou argdnio) até o detector de absorgao atémica para ser quantificado

em comprimento de onda de 253,65 nm — Figura 15.

Figura 15. Funcionamento do equipamento SMS 100 da Perkin Elmer (PERKIN
ELMER, [s.d.])
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Essa técnica tem a vantagem de reduzir e até eliminar o tratamento prévio
das amostras, reduzindo o tempo de analise e reduzindo fontes de contaminacao
provenientes do preparo. Uma outra vantagem é que um unico conjunto de
condicdes de operacdo pode ser usado para a analise de matrizes diferentes e

utilizando padrdes analiticos aquosos para a curva analitica.

2.2 Estudo proteémico

2.2.1 Eletroforese

A eletroforese € uma técnica, segundo a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC), de migragao elétrica de particulas coloidais carregadas
ou polieletrélitos imersos em uma solugdo (ALMEIDA, 2010) e sua descoberta
ainda € motivo de discussdo na comunidade cientifica, apesar de ser mais
comumente atribuida ao cientista alem&o Ferdinand Friedrich von Reuss. Reuss
apos a realizagao de dois experimentos, nos quais se passava uma corrente
elétrica por meio de agua que se encontrava em um recipiente dividido por uma
parede porosa, notou que ocorria um fluxo de agua e particulas do material
poroso do anodo para o catodo (CARVALHO; DOMINGUES, 2016).

A descoberta foi publicada por ele em 1809 apresentando como
justificativa que o efeito observado se tratava de eletro-osmose (CARVALHO;
DOMINGUES, 2016), porém muitos autores defendem que o efeito na realidade
retratava a eletroforese e alegam que este seria entdo o primeiro registro do
fenbmeno. Além disto, existem indicios de que o quimico francés Nicolas
Gautherot observou o processo de eletroforese em um de seus experimentos em
1801, ou seja, cerca de 8 anos antes da publicagdo de Reuss (VASCONCELLOS
et al., 2018).

Atualmente sabe-se que na eletroforese a resisténcia do meio utilizado
como suporte, a carga efetiva e a concentragdo do tampao influenciam
diretamente na forgca de deslocamento de uma particula sob corrente elétrica
constante. Ao se referir, por exemplo, as proteinas é preciso observar que estas
possuem cargas positivas e negativas, apresentando mobilidade eletroforética
inversamente proporcional a viscosidade do meio e diretamente proporcional a
carga (LACERDA, 1995).
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2.2.2 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE)

Os fundamentos e metodologias da eletroforese bidimensional foram
primeiramente introduzidas por Klose, em Berlim, e O’Farrell, nos Estados
Unidos, em 1975. Tratava-se da combinacdo da focalizac&o isoelétrica e da
eletroforese em gel de poliacrilamida, que tornava possivel a separagéo das
proteinas em duas dimensdes. Na primeira dimenséo, a propriedade das cargas
das proteinas é explorada por meio da focalizagao isoelétrica (IEF), onde um
gradiente de pH é formado no gel. Na segunda dimensdo, é explorada a
propriedade da massa molecular (MM) das proteinas em condi¢gdo desnaturante,
ou seja, na presencga do detergente docecil sulfato de sédio (SDS). Cada spot
resultante no gel 2D-PAGE corresponde a uma espécie proteica presente na
amostra (ANEEL, 2019; BARBOSA; DOREA, 1998).

Apesar de ser uma técnica antiga, combinando-se os dois processos de
separacgao proteica torna-se possivel que a eletroforese bidimensional apresente
uma maior e melhor capacidade de separagao de misturas complexas, podendo
chegar a mais de 10.000 proteinas em um unico gel (ANEEL, 2019).

Para garantir que cada spot represente uma espécie de proteina, as
interacbes moleculares proteicas precisam ser rompidas, submetendo-as a
processos de desnaturagcao, desagregacdo, reducdo e solubilizagdo. As
condigdes da 2D-PAGE devem ser ajustadas em fungdo do tipo de amostra
estudada e a classe de proteina que se deseja pesquisar (SANTOS, 2013).

A eficiéncia na separacdo das proteinas da eletroforese 2D-PAGE
possibilita realizar estudos comparativos que podem facilitar a identificagao de
espécies a biomarcadores entre os spots dos geéis. Nos estudos protedmicos a
identificacdo de diferengas quanto a expressao de proteinas e a verificagao de
spots novos ou ausentes, € uma das principais aplicagdes (VIEIRA, 2017).

2.2.3 Eletroforese no estudo do leite materno

O leite trata-se de um fluido biolégico composto basicamente por agua,
lactose, gordura, compostos inorganicos e proteinas, sendo a caseina e as
proteinas do soro do leite as principais variando em proporcéo de acordo com a

espécie (PRADO, 2002). No caso do leite materno estudos o reconhecem como
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sendo o unico alimento capaz de fornecer varios macronutrientes, compostos
bioativos e elementos interativos (hormdnios e compostos antimicrobianos), para
criangas recém-nascidas e desta forma atender a todas as suas necessidades
(CRUZ; FABRIZY, 1995).

A amamentacdo também proporciona para o recém-nascido protecido e
reagcao contra infecgdes e inflamagdes, maturagdo do trato gastrointestinal,
desenvolvimento e crescimento aprimorados dos tecidos infantis, reducédo do
risco de alergias, doengas cardiovasculares e hipercolesterolemia, além de
promover o bem-estar psicolégico da mae e do bebé. Nos primeiros dias é
produzido o colostro, que apresenta grande quantidade de componentes
imunoldgicos e fatores de desenvolvimento, porém com teor de gordura mais
baixo. Nas semanas seguintes o leite materno passa por uma transicdo
apresentando niveis mais elevados de lactose e vitaminas lipo e hidrossoluveis,
assim como uma redugao na quantidade de componentes imunolégicos (CRUZ;
FABRIZY, 1995).

A analise das proteinas presentes no leite materno pode ser feita pela
protebmica, que pode ser definida como uma técnica de identificagao,
quantificacado e estudo das modificagdes pds traducionais das proteinas em uma
célula, tecido, fluidos biolégicos ou mesmo organismos. Neste sentido as
descobertas desta area estdo diretamente relacionadas com os avangos nos
métodos de separagdo e deteccdo simultdnea de proteinas nas amostras do
estudo, sendo as técnicas de eletroforese bidimensional e cromatografia as mais
utilizadas e estudadas para fornecer resultados cada vez mais eficientes e
sensiveis quando falamos em identificacdo e quantificagdo de niveis de
expressdo de proteinas por espectrometria de massa (ANEEL, 2019; LINK;
ROSA, 2000).

2.2.4 Digestao Tripidica

ApoOs serem extraidas e fracionadas pelos processos eletroforéticos, as
proteinas a serem analisadas nos estudos protedmicos e/ou metaloproteémicos
devem passar por digestdo proteolitica, que é uma etapa critica no
sequenciamento por espectrometria de massas. Nessa etapa, as proteinas sao

fracionadas em peptideos de massas molares que podem ser analisadas pelos
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espectrOmetros de massas. Para esse trabalho, foi utilizada a digestéo tripidica,
que é a mais utilizada por produzir peptideos na faixa de 600 a 2500 Da, possuir
alta atividade proteolitica e por ter custo relativamente mais baixo que outras
enzimas (CAVECCI, 2014).

Existem dois tipos de digestdo proteolitica: em gel de poliacrilamida
(proteina obtida na separacao eletroforética) e em solugao (proteina presente na
solugao do extrato proteico. A tripsina cliva as ligagcdes peptidicas das proteinas
apos os grupos carboxilas dos residuos de argininas (Arg) e de lisinas (Lis),
exceto quando essas ligagbes sdo com residuos de prolina (Pro), ou seja,
ligagbdes Arg-Pro ou Lis-Pro (CAVECCI, 2014). Apds essa etapa de digestao, os

peptideos podem ser caracterizados utilizando-se a espectrometria de massas.

2.2.5 Espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (ESI-

MS/MS)

Em 1984, Masamichi Yamashita e John B. Fenn introduziram a
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS/MS), técnica
de ionizagéo capaz de ionizar moléculas com massa acima de 1.000 Daltons, o
que possibilitou conhecermos com mais detalhes as macromoléculas biolégicas
(BUSTILHOS, [s.d.]). Por possuir alta seletividade e sensibilidade, assim como
relativa facilidade de uso e baixo consumo de amostra, essa técnica desde entéao
esta sendo amplamente utilizada. Entre as substancias que podem ser
analisadas estao as proteinas, acidos nucleicos e complexos metalicos idnicos
ou com sitios acidos ou basicos (CAVECCI, 2014).

A ionizacéao por eletrospray requer a formagao de um spray eletrostatico
do analito. Para isso, a solugdo € bombeada em baixo fluxo (4L min') em um
capilar metalico de cerca de 0,1 mm de didmetro e mantido sob um campo
eletrostatico de 1 a 7kV. Esse, posicionado entre 1 e 3 cm de um contra eletrodo,
conduz a solugao ao sistema de amostragem do espectrémetro de massas. Por
migracao eletroforética, o campo elétrico na ponta do capilar leva ao acumulo de
cargas na superficie do liquido, deformando a gota que recebe o nome de cone
de Taylor. Essa gota permanece presa ao capilar até que a densidade de carga
na sua superficie e o aumento da repulsdao entre os ions superam a tensao

superficial, ocorrendo a liberagdo de pequenas gotas com alta densidade de
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carga. Como resultado final, os ions tornam-se completamente dessolvatados.

Os ions moleculares carregados formados, sdo guiados para o detector de

massas, sendo assim possivel identificar as moléculas — Figura 16 (BUSTILHOS,
[s.d.]; CAVECCI, 2014).

IONZACAO INTERFACE ANALISADOR DE MASSAS/CARGA (m/z) DETECCAO
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Figura 16. Diagrama esquematico da fonte de ions eletrospray acoplado a um
espectrémetro de massas Tandem (ESI-MS/MS) (CAVECCI, 2014)

3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral
Identificar possiveis metaloproteinas biomarcadoras de toxicidade do

mercurio e de espécies mercuriais aplicaveis a vigildncia ambiental e saude

humana em amostras de leite materno de comunidades ribeirinhas do

Amazonas, de forma a contribuir com a estimativa da magnitude de exposigao

total ou parcial ao mercurio.

3.2

Objetivos especificos
Desenvolver e validar métodos analiticos visando o]
fracionamento/separacao de proteinas por 2D-PAGE de amostras de leite

materno coletados em comunidades ribeirinhas do Amazonas;

Identificar possiveis metaloproteinas biomarcadoras de mercurio por meio

da andlise das imagens obtidas de géis de 2D PAGE;
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e Otimizar procedimentos de extragdo de mercurio das proteinas para
posterior mapeamento por GFAAS e proceder analise de especiag¢ao nas

amostras de leite materno;

e Caracterizar as proteinas presentes nos spots onde foi identificada a
presenca de mercurio por LC/ESI-MS/MS.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Trabalhos de Campo

Todo o processo metodolégico envolvendo os trabalhos de campo, ou
seja, estabelecimento das estagbes de amostragens, foram conduzidos por
pesquisadores que desenvolvem o Programa de Monitoramento do
Comportamento de mercurio na Area do HE Jirau, programa este financiado pela
Agéncia Nacional de Energia Elétrica - ANEEL. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica da Faculdade de Medicina da UNB - CEP-FM 038/2010. Antes
de qualquer coleta, todas as lactantes que concordarem em participar do estudo
foram submetidas a uma breve entrevista para checagem do aceite da coleta de
amostra leite materno. Essas lactantes foram selecionadas por uma equipe
formada por uma médica, uma psicologa e uma enfermeira. O processo de
coleta do leite materno foi feito entre o primeiro e o décimo sétimo més apés o
parto, seguindo normas técnicas da REDEBLH (BLH-IFF/NT-16.04 — Ordenha:
Procedimentos Higiénico-Sanitarios). A base legal desse programa de
monitoramento € norteada por determinagdes da Legislagdo Brasileira
(Portarias, Resolugdes, Decretos, Instrugdes Normativas).

As amostras de cabelo e leite das lactantes foram coletadas em 4
comunidades da regido do alto Rio Madeira a margem esquerda do rio, sendo
elas: Nova Mutum Parana, Vila da Penha, Abuna e Fortaleza do Abuné, areas
de influéncia do reservatorio da UHE Jirau, no estado de Rondénia (Figura 17).
Na regido do alto Rio Negro no estado do Amazonas, foram visitadas 2
comunidades, Livramento e Santa Isabel, porém apenas na comunidade de

Livramento as lactantes concordaram em participar do estudo.
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Figura 17. Area de estudo

As amostras de cabelo e leite foram coletadas com o apoio da empresa
Venturo Analises Ambientais, empresa responsavel pelo monitoramento de
mercurio no reservatorio da Usina Hidrelétrica de Jirau. A empresa Venturo
auxiliou com o transporte terrestre e aquatico e com a equipe médica e de
psicologos na coleta de leite materno. Antes de qualquer coleta, as voluntarias
que concordaram em participar deste estudo foram submetidas a uma breve
entrevista para certificagdo do aceite da coleta de amostra bioldgica, sendo que
todas assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e responderam
um questionario. As amostras de cabelo foram coletadas para a avaliacdo dos
niveis de exposicao ambiental por via alimentar ao mercurio. As amostras de
cabelo (aproximadamente 5 g) foram coletadas da regido da nuca, com tesoura
de agco e por pessoal previamente treinado. Ja as amostras de leite materno
foram coletadas pelas proprias lactantes, por ordenha manual, em frascos de
vidro esterilizados e entregues para a equipe do trabalho.

Foram no total 24 lactantes que concordaram e participar do estudo,
sendo 12 lactantes de comunidade do rio Negro e 12 lactantes de comunidades

do Rio Madeira, com idade média de 26,5 + 9 anos, variando entre 18 e 35 anos.
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O tempo de lactagdo variou entre 1 e 12 meses (Tabela 1). Todas as
participantes se autodefiniram como donas de casa. Uma participante — a 26,
declarou ter vivido e/ou trabalhado em regides de garimpo na bacia do rio
Madeira. Nenhuma delas declarou ter tido atividades garimpeiras ao longo do
ultimo ano. Ainda, quatro participantes, a lactante 2, 9, 12 e 26, declararam fazer

uso de cigarro e consumo de bebida alcéolica em ocasides especiais.

Tabela 1. Identificacdo das lactantes com o tempo de lactacido e as comunidades

onde residem.

Comunidades Lactante Tempo de Lactagio
Livramento — AM 1 1 més
Livramento — AM 2 6 meses
Livramento — AM 3 10 meses
Livramento — AM 4 3 meses
Livramento — AM 5 12 meses
Livramento — AM 6 2 meses
Livramento — AM 7 2 meses
Livramento — AM 8 1 més
Livramento — AM 9 12 meses
Livramento — AM 10 1 més
Livramento — AM 11 1 més
Livramento — AM 12 5 meses

Abuna — RO 21 1 més
Abuna — RO 22 12 meses
Abuna — RO 23 11 meses
Nova Mutum — RO 24 4 meses
Nova Mutum — RO 25 7 meses

Fortaleza do Abuna — RO 26 1 més
Fortaleza do Abuna — RO 27 7 meses
Fortaleza do Abuna — RO 28 6 meses
Fortaleza do Abuna — RO 29 10 meses
Vila da Penha — RO 30 8 meses

Vila da Penha — RO 31 1 més
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Comunidades Lactante Tempo de Lactagio

Abuna — RO 32 9 meses

Estudos apontam que a exposicdo ambiental ao mercurio esta
relacionada com a dieta alimentar, e que sua principal via de contaminagao é o
consumo de peixes. Dessa forma, informacgdes sobre os habitos alimentares das
lactantes s&o fundamentais para a avaliagao da exposi¢céo ao mercurio (ZHANG;
WONG, 2007).

Utilizando questionarios de frequéncia alimentar, realizou-se o inquérito
recordatorio do consumo de diversos alimentos ao longo dos 7 dias anteriores
ao momento da entrevista, além de perguntas abertas sobre as fontes de
proteina animal das participantes. Dentre as participantes da comunidade de
Livramento (Rio Negro) as fontes de proteina animal foram peixe (7), frango (4)
e da Caca (1). Dentre as participantes das comunidades do Rio Madeira, as
fontes de proteina animal foram carne bovina (6), frango (3) e peixe (3).

Ao considerar a frequéncia do consumo de carne de bovina, frango e
peixe ao longo dos 7 dias anteriores ao inquérito, a comunidade de Livramento
Rio Negro tem a carne de peixe como a mais consumida (79% das refeigdes),
seguida da carne de frango (13% das refeigbes) e de caca (8% das refeigdes).
Ja nas comunidades do Rio Madeira a carne de gado foi a mais consumida (73%
das refei¢des), seguida da carne de peixe (21% das refei¢cdes) e de frango (6%
das refeicdes).

Todas as amostras de leite materno, apds o processo de coleta, foram
devidamente identificadas, preparadas e armazenadas na Base de Operacoes
do Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico. Posteriormente, as
amostras foram encaminhadas para os laboratérios de estudos metaldmicos da
Faculdade de Ciéncias e Engenharia da UNESP/Tupé, onde foram feitos os
procedimentos especificos para extragdo, fracionamento e para o estudo
metaloprotedmico.

As amostras de cabelo foram coletadas — Figura 18, utilizando-se um
protocolo internacional para avaliar o nivel de exposi¢ao ambiental ao mercurio.
Essa metodologia foi escolhida pois ja €& acreditada e reconhecida

internacionalmente.
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Figura 18. Coleta de cabelo e leite

4.2 Equipamentos e acessoérios

sequir:
[ ]
[ ]

Para esse trabalho, foram utilizados os equipamentos e acessorios a

Agitador do tipo Vértex, Thermolyne M-37600 (Dubuque, EUA);

Areia de quartzo recoberta por ouro;

Balanga analitica, Mettler AE100 (Bedford, EUA);

Balanga analitica, Mettler AE200 (Bedford, EUA);

Banho Maria, UNIQUE USC 1800 (Indaiatuba, Brasil);

Centrifuga refrigerada, Hettich Zentrifugen Universal 320/320R (Newport
Pagnell, Reino Unido);

Cubas para eletroforese do tipo SDS-PAGE, GE Healthcare (Uppsala,
Suécia);

Espectrofotdmetro de Fluorescéncia Atdmica, Brooks Rand modelo Il
Espectrofotdbmetro  UV/Visivel, = ThermoSpectronic  Genesys 6
(Rochester, EUA);

Espectrometro de Absorgao Atémica (CVAAS), PerkinElmer SMS 100
Mercury Analyzer (PerkinElmer, Inc., Shelton, CT)

Mesa Agitadora, Tecnal TE - 140 (Piracicaba, Brasil);

Sistema de purificacdo, PURELAB ultra, ELGA Ultraionic (USA);
Sistema para eletroforese 2D-PAGE, GE Healthcare Ettan™ Daltsix
(Uppsala, Suécia);
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Sistema para focalizacdo isoelétrica, Amersham Biosciences EPS1001
(Uppsala, Suécia);
Vidrarias convencionalmente utilizadas em laboratérios de Quimica

Analitica.

4.3 Reagentes e solugdes

Foram utilizados reagentes de pureza analitica e, as solugdes foram

preparadas utilizando-se agua deionizada. Foram utilizadas solugdes de acido

nitrico ou cloridrico 10% (v/v) para a descontaminag&o por imerséo por 12h das

vidrarias e plasticos. Entdo, todo o material foi lavado com agua deionizada e

seco em temperatura ambiente.

Os seguintes reagentes/solugdes foram utilizados para o desenvolvimento

desta etapa do trabalho:

Acetona P.A., C3HeO, MM = 58,08 g mol' (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido Acético Glacial, C2H402, MM = 60,05 g mol”' (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA);

Acido Cloridrico, HCI, MM = 36,46 g mol"" (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido Etilenodiaminotetracético dipotassico (K2EDTA),
C10H1408N2K2.2H20, MM = 404,46 g mol"' (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA);

Acido Fosférico 85%, HsPOs, MM = 98,00 g mol' (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA);

Acido Nitrico, HNO3, MM = 63,01 g mol"' (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Acido sulfurico (Mallinckrodt), utilizado na mineralizagdo dos spots
proteicos;

Acrilamida, C3HsNO, MM = 71,08 g mol' (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia);

Agarose grau Biologia Molecular (BioAgency, S&o Paulo, Brasil);
Albumina de Soro Bovino (GE Healthcare UK);

Azul de Bromofenol, C19H9BrsNaOsS, MM = 691,94 g mol! (Bioagency,
Séao Paulo, Brasil);

Azul de Coomassie G-250, C47Hs0N3NaO7S2, MM = 854,03 g mol* (J.T.
Baker, Phillipsburg, EUA);
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Benzocaina, CoH11NO2, MM = 165,19 g mol' (Synth, Diadema, Brasil);
Cloreto de Bromo: solugéo preparada a partir de KBr e KBrO4 (Alpha-
Aesar) e HCI de acordo com EPA 1999, utilizado na oxidagdo do
mercurio durante o processo de quantificagéo do Hg total;

Cloreto Estanoso (Mallinckrodt), utilizado na redu¢do do mercurio no
processo de quantificagdo do Hg total;

Cloridrato de Hidroxilamina (Mallinckrodt), utilizado na decomposi¢ao do
cloreto de bromo durante o processo de quantificagao do Hg total;
Ditiotreitol (DTT), C4H1002S2, MM = 154,24 g mol’' (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia);

Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), C12H2sNa04S, MM = 288,28 g mol"
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Etanol, C2HsO, MM = 46,07 g mol' (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
Fitas para focalizacao isoelétrica com anfdlitos imobilizados de pH 3 a
10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Fitas para focalizacao isoelétrica com anfélitos imobilizados de pH 4 a7
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Glicerol 87%, C3HsO3, MM = 92,09 g mol' (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia);

lodoacetamida, C2H4INO, MM = 184,96 g mol-' (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia);

Metanol, CH4O, MM = 32,04 g mol' (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

N, N’, N, N’-tetrametilenodiamina (TEMED), CsH1sN2, MM = 116,20 g
mol-! (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

N, N’-metilenobisacrilamida, C7H1oN202, MM = 154,17 g mol"
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Oleo Mineral (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Padrdao Protéico de Massa Molar (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia);

Peréxido de Hidrogénio (Mallinckrodt), utilizado na mineralizagdo dos
spots proteicos.

Persulfato de Amonio, N2HsS20s, MM = 228,20 g mol" (Mallinckrodt,

Paris, Franca);



53

e Sulfato de Amoénio, HsN204S, MM = 132,14 g mol' (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA);

e Sulfonato de 3-[3-cloroamidopropil-dimetilamonio]-1-propano (CHAPS),
C32Hs58N207S, MM = 614,88 g mol' (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

e Tiouréia, CH4N2S, MM = 76,12 g mol' (GE Healthcare, UK);

e  Tris-hidroximetil amino metano, C4H11O3N, MM = 121,14 g mol"
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

e Uréia, CH4sN20, MM = 60,06 g mol' (BioAgency, S&o Paulo, Brasil).

4.4 Determinagao da concentragcao de proteina total

Para quantificacdo da concentracido de proteina total, fez-se necessario
realizar um procedimento prévio de precipitagdo das proteinas. A precipitagcao
das proteinas dos extratos proteicos de leite materno foi realizada adicionando-
se solucao gelada de acetona 80% (v/v) na proporgéo de 1:4 (amostra:acetona).
Essa precipitagao realizada durante 3 horas a 20 °C, garantindo assim que a
precipitacdo ocorresse de maneira quantitativa. Em seguida o precipitado
proteico foi centrifugado a 10000 rpm em ultracentrifuga refrigerada (BioAgency)
por 10 min e o sobrenadante foi retirado. O precipitado proteico foi lavado mais
duas vezes com a mesma solugdo utilizada para a precipitagdo (acetona). Apés
esses procedimentos, os precipitados proteicos foram solubilizados em tampao
contendo uréia (7 mol L"), tiouréia (2 mol L"), CHAPS (2% m/v), anfélitos de pH
3 a 10 a 0,5% (v/v), azul de bromofenol (0,002%) e 2,8 mg de DTT, para ser

utilizada nas corridas eletroforéticas.

4.5 Separacgoes eletroforéticas

Na primeira etapa das separacdes eletroforéticas os extratos proteicos de
leite materno foram aplicados em fitas de 13 cm para focalizagao isoelétrica que
continham um gel pré-fabricado com os anfdlitos imobilizados de pH 3 a 10.
Essas fitas foram colocadas em um aparato, sobre o qual permaneceram por um
periodo de 12h a temperatura ambiente para serem hidratadas com o extrato
proteico. A essas fitas foram aplicadas aproximadamente 375 ug de proteina da
amostra (C = 1,5 ug uL-' — volume aplicado de 250 mL). Além do extrato proteico

foi adicionado 900 uL de 6leo mineral sobre as fitas. Apds esse periodo, a fita
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hidratada foi levada ao sistema para focalizagdo isoelétrica (Amersham
Biosciences) para corrida em primeira dimensao da eletroforese bi-dimensional
— figuras 19 e 20, seguindo o programa descrito na tabela 2. (POLLARD;
HULTMAN, 1997; SYVERSEN; KAUR, 2012).

Figura 19. Focalizagao isoelétrica (Amersham Biosciences)

Tabela 2. Programa utilizado na separacgao eletroforética em primeira dimensao
(IEF) para fitas com gradiente de pH de 3 a 10

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

Apds o término da focalizagao isoelétrica, as fitas com as proteinas
separadas em fungdo do ponto isoelétrico (Pl) foram “equilibradas” em duas
etapas. Na primeira etapa foram usados 10 mL de solugédo contendo uréia 6 mol
L', SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol L', azul de bromofenol
0,002% (m/v) e DTT 2% (m/v). Essa etapa denominada reducé&o tem a finalidade
de manter as proteinas em suas formas reduzidas. Na segunda etapa foi utilizada

uma solugcdo de composigdo similar, porém substituindo-se o DTT por



55

iodoacetamida 2,5% (m/v). Esta etapa é denominada alquilag&o e sua finalidade
€ alquilar os grupos tidis das proteinas, prevenindo que eles sejam reoxidados
durante o processo eletroforético. Cada uma dessas etapas durou cerca de 15

minuto e foi realizada sob leve agitacdo em mesa agitadora (Quimis).

A - CORRIDA ELETROFOREI: ICA
HREAaEODASHIS |y EM PRIMEIRA DIMENSAO

4 horas Fuaps Tensio  Acumale
) h
] S0ub 500
000 B]

3 o0 11300
4 1000 300

Figura 20. Corrida eletroforética em primeira dimenséo

ApOs a etapa de equilibrio das fitas, foi realizada a segunda dimensao do
processo eletroforético (SDS-PAGE). A fita foi colocada acima de um gel de
poliacrilamida 12,5 m/v, previamente preparado em placa de vidro de 180 x 160
x 1,5 mm. O géis de poliacrilamida foram preparados a partir das seguintes
solugdes: Acrilamida, N, N’-metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino
metano, Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS), N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina
(TEMED), Acido Cloridrico (HCI) para ajustar o pH para 8 e Persulfato de
Amédnio. Foi colocado sobre o gel de poliacrilamida, ao lado da fita, um pedacgo
de papel de filtro, ao qual foi aplicado 10 uL de padrdo de massa molecular
contendo as proteinas B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbénica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1
kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa). A fita e o papel de filtro foram vedados com
uma solugao quente de agarose 0,5% (m/v), de modo a garantir o contato destes
com o gel de poliacrilamida. Em seguida a corrida eletroforética em segunda
dimenséo foi realizada em sistema para eletroforese 2D-PAGE (GE Healthcare),

ilustrado nas Figuras 21 e 22, em duas etapas, conforme descritas na Tabela 3.
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Figura 21. Corrida eletroforética em segunda dimenséao

SDS - PAGE
r\ agafo 0.5% {\ -
e Py -.‘ A} "

Gel de
poliacrilamida

36 horas

Figura 22. Passo a passo 2D-PAGE

Tabela 3. Programa utilizado na separagao eletroforética em segunda dimensao
(2D-PAGE) para separacao das proteinas por massa molecular

Etapa
1 2
Tensao (V) 100 160
Corrente Elétrica (mA) 290 290
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Etapa
1 2
Poténcia (W) 100 100
Tempo (min) 30 350

Ap0s o periodo de corrida, as proteinas foram reveladas empregando-se
o corante Coomassie colidal, que consiste em uma solugao de sulfato de amdnio
8% (m/v), acido fosfoérico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v) e
metanol 25% (v/v). Antes de serem coradas as proteinas foram fixadas, durante
1h, empregando-se uma solugao contendo acido acético 10% (v/v) e etanol 40%
(v/v). O corante ficou em contato com o gel durante 72 h e depois foi removido
por sucessivas lavagens com agua deionizada. Os géis obtidos foram, por fim,

escaneados em Scanner (GE Healthcare).

4.6 Tratamento de imagens

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

O tratamento das imagens — Figura 23, foi sempre realizado para trés géis

de leite materno obtidos de um mesmo processo de separacao eletroforética.
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Figura 23. Tratamento das imagens

Iniciou-se pelo ajuste de contraste da imagem do gel de forma a melhorar
a visualizacao pelo analista. Depois, realizou-se a selecdo de uma pequena
regido do gel, a qual continha spots de expresséao intermediaria. Os parametros
para a detecgdo, smooth (fixa o numero de vezes que o programa homogeneisa
a regiao selecionada antes de seguir a detecgao) — 5, saliency (medida que se
baseia na curvatura do spot, filtra spots reais) — 39 e area (elimina regides
menores que as indicadas) — 48. Em seguida, estendeu-se estes parametros
para todo o gel por meio de uma ferramenta do programa para a deteccao
automatica.

A equivaléncia entre os spots dos trés géis (matching) foi realizada pela
definigdo manual de 04 landmarks (Spots claramente definido e indicados nos
dois géis). Nesta etapa de matching o gel com maior numero de spots foi
selecionado como sendo o gel padrao para se realizar a comparagao entre os
trés géis. Neste processo nao foi preciso fazer ajuste manual dos spots, pois 0s
géis apresentaram uma boa correlagdo (matching >75%).

Por fim, os spots dos trés géis foram comparados quanto a sua

distribuicao, volume, intensidade relativa, Pls e MM.
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4.7 Determinagao de mercurio total nas amostras de cabelo
Para a quantificacdo de mercurio total nas amostras de cabelo, foi
utilizado um espectrometro de absorcao atdbmica dedicado para quantificagcao de

mercurio em amostras solidas — equipamento SMS 100 da Perkin Elmer — Figura

Figura 24. Espectrémetro de absorgédo atdbmica dedicado para quantificagao de
mercurio em amostras solidas — equipamento SMS 100 da Perkin EImer

Primeiramente, as amostras de cabelo foram cortadas com tesoura inox
em pedacos de aproximadamente 5 mm. Entdo, as amostras foram transferidas
para um filtro qualitativo inserido em um funil de vidro sobre um béquer. O cabelo
foi entdo lavado por trés vezes com acetona PA (aproximadamente 10 mL),
intercalando com lavagem com agua purificada (aproximadamente 10 mL). Apds
a lavagem, o cabelo foi transferido para outro papel filtro para secagem. Apos a
secagem, foi inserido na “barquinha” de niquel previamente tarada para ser
pesada. Apods o registro da massa do cabelo, as “barquinhas” foram colocadas
no rack do amostrador automatico para serem automaticamente inseridas no

forno do equipamento.

4.8 Determinagdo de mercurio total em leite por Fluorescéncia Atémica
Primeiramente, as amostras de leite foram descongeladas a temperatura
ambiente para posterior transferéncia de 0,5 mL para béquer de 250 mL de forma
alta. Entao, foi adicionado sob agitacdo 3,0 mL de solugdo de perdxido de
hidrogénio 30% (v/v) e deixou-se em repouso por 12 horas. Apds esse periodo,

adicionou-se aliquotas de 1,0 mL de acido nitrico concentrado e 4,0 mL de acido
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sulfurico concentrado. Os béqueres foram entdo cobertos por filme plastico
contendo pequenos furos para garantir refluxo e saida de vapores e levados a
chapa aquecedora para aquecimento a 60 °C por 2 horas. Entao, foi adicionado
15,0 mL de solugédo de permanganato de potassio sob leve agitagao e deixou-se
em repouso por 12 horas. A solugao foi transferida para balées volumétricos de
25 mL e completou-se os volumes com agua ultrapura (SANTOS, 2013).

A solucdo contendo a amostra foi entdo transferida para um frasco de
vidro especifico para o amostrador automatico do equipamento e foi adicionado
100 L de cloreto estanoso (SnCl2) para a volatilizagdo do mercurio por redugao
— 8Sn?*) + Hg?*1) — Sn**() + Hg%(g). O frasco entdo foi imediatamente fechado e
vertido algumas vezes para homogeneizagdo. Apds essa etapa, as solugdes
ficam estaveis por até 48 horas para serem quantificadas.

O sistema utilizado para quantificagcdo do mercurio total (Figura 25) é

composto por um amostrador automatico, um modulo para mercurio total e um
detector por CV-AFS.
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Figura 25. Espectrometro de Fluorescéncia Atdmica, MERX da BrooksRand. 1
(amostrador automatico); 2 (mddulo mercurio total); 3 (mddulo para especiagao
de mercurio); 4 (detector por CV-AFS).

Os frascos contendo as amostras com o mercurio na forma Hg® foram
entao colocados no amostrador automatico onde uma agulha perfura o septo,
injeta argdnio, borbulhando a solugao, e transporta o Hg® para ser quantificado
— Figura 26.
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—— AQUINa do amostrador

Saida - Argbnio + Hg®— para coluna de areia de ouro

— Entrada - Argénio (purga)

Figura 26. Purga das amostras com argénio. (VASCONCELOQOS, 2016)

Apds a purga, 0 gas passa por uma coluna contendo cal sodada para a
remogao de umidade, que pode interferir na analise. O gas de arraste contendo
0 mercurio passa entdo por uma armadilha de coleta contendo quartzo recoberto
por ouro que adsorve o mercurio. Automaticamente essa armadilha é aquecida
e libera o mercurio para uma armadilha analitica que o adsorve e libera
automaticamente apds aquecimento, sendo transportado para o detector de
fluorescéncia contendo uma lampada que emite em comprimento de onda de
253,7 nm, o comprimento de onda de maior fluorescéncia do mercurio e
um tubo fotomultiplicador que permite a quantificacdo do mercurio total —

Figura 27.
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Figura 27. Funcionamento do mddulo mercurio total para quantificagdo por
fluorescéncia atdmica. Fonte: (BROOKS RAND INSTRUMENTS, [s.d.]) Adaptada
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4.9 Determinacao de mercurio total nas amostras de leite materno, nos
pellets e spots proteicos
Trés spots proteicos, aproximadamente 50 mg, recortados dos géis de
poliacrilamida foram transferidos para tubos de digestdo de 5 mL. Para cada tubo
de digestdao foram transferidas aliquotas de 1,0 mL de acido sulfurico
concentrado e 0,25 mL de peréxido de hidrogénio 30% (m/m). O conjunto de
tubos foi colocado em bloco digestor com leve aquecimento, até completa
mineralizacdo das amostras (extrato transparente). Em seguida, os extratos
acidos obtidos foram transferidos para baldes volumétricos de 5 mL

completando-se os volumes com agua ultrapura — Figura 28.

_ - Vol. Final 5 mL

Figura 28. Processamento dos spots proteicos para posterior quantificagao de
mercurio total

A quantificacdo de mercurio total nos spots proteicos foi feita por
espectrometria de absor¢ao atdbmica em forno de grafite, SHIMADZU modelo AA-
6800 equipado com corretor de absor¢ao de fundo com lampada de deutério e
sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma integrada e
amostrador automatico ASC-6100. Foi utilizada lampada de catodo oco de
mercurio SHIMADZU, operada com corrente minima de 12 mA e corrente
maxima de 400 mA (corrente utilizada na corregdo de fundo — BG). O
comprimento de onda utilizado foi de 253,7 nm e resolucao espectral de 0,5 nm.
Argbnio foi utilizado como gas inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1 L

min-! durante todo o programa de aquecimento, exceto na etapa de atomizagao,
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na qual o fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de absorbéncia foram medidos

em area de pico por apresentar melhor repetibilidade dos resultados.

4.10 Digestao triptica dos spots proteicos e identificagcao das proteinas
por LC/ESI-MS/MS
Os spots foram recortados dos géis em segmentos de aproximadamente
1 mm3, transferidos para tubos de 2,0 mL contendo 200 uL de acido acético 5%
e armazenados a 4 °C. Posteriormente, os segmentos de gel foram lavados por
trés vezes em uma solugéo contendo acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato
de amoénio (AmBic) 0,025 mol L' por 30 minutos para serem descorados. Em
seguida, foram desidratados duas vezes em acetonitrila P.A. por 10 minutos.
Depois de desidratados, os spots foram submetidos a redugdo com DTT 20 mmol
L em AmBic 0,05 mol L' incubados por 40 minutos a 56 °C, substituido por
solucdo de IAA a 0,055 mol L' em AmBic 0,05 mol L'. Apés 30 minutos no
escuro em temperatura ambiente o liquido foi removido e os fragmentos lavados
em AmBic 0,025 mol L', em seguida desidratados em ACN P.A. A ACN
descartada e os residuos remanescentes foram evaporados em temperatura
ambiente por cinco minutos.
Para a digestédo das proteinas, os fragmentos de gel foram reidratados em
15 uL de solugao contendo 150 ng de tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry,
Promega, EUA) em AmBic 0,025 mol L' por 15 minutos. Em seguida foi
adicionado 50 yL de AmBic 0,025 mol L' para total cobertura dos spots e o
material foi incubado a 37 °C por 14 horas. Ao fim das 14 horas a agao da tripsina
foi interrompida pela adi¢do de 15 pL de solugéo bloqueadora (ACN 50% (v/v) e
acido formico 5% (v/v)). Os peptideos foram eluidos com duas lavagens de 15
minutos com solucdo de eluicdo A (ACN 50% (v/v) e acido formico 1% (v/v) ),
uma lavagem de 15 minutos com solucao de eluicdo B (metanol 60% (v/v) e
acido férmico 1% (v/v) ) e mais duas lavagens com ACN p.a, a 45 °C sob
sonicagdo em banho ultrassénico (Ultracleaner 1600A, Unique, Brasil) com 40
KHz de frequéncia fixa e poténcia de 30W. Aa solucdes contendo os peptideos
extraidos foram submetidas a concentracdo em concentrador a vacuo
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) em temperatura ambiente, por 2-3 horas e
armazenada a -20 °C. Antes de ser realizado o sequenciamento dos peptideos,

as solugdes das amostras passaram por processo de limpeza utilizando colunas
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C18 ZipTip (Millipore). Estas foram recondicionadas com solugdo TFA 0.1%
(m/v)em ACN p.a, TFA 0.1% em ACN 50% (v/v) e TFA 0.1% (m/v). Os peptideos
foram suspensos com 10 uL de solugéo TFA 0.1% (m/v), passada pela coluna
para retengdo dos peptideos e possiveis impurezas e lavada com solucao
contendo mistura de TFA 0,1% (v/v) preparada em MeOH 5% (v/v) por 3 vezes.
Os peptideos foram recuperados passando na coluna 10 uyL de TFA 0,1% (v/)
preparado em ACN 50% (v/v), colocado em novo microtubo e concentrado até o
volume final de aproximadamente 1 uL. A analise dos peptideos tripticos foram
realizados no sistema nanoACQUITY UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado
ao espectrébmetro de massas Xevo Q-TOF G2 (Waters, Milliford, USA). O
sistema UPLC nanoACQUITY é equipado com coluna HSS T3 (Acquity UPLC
HSS T3 column 75 mm x 150 mm; 1.8 um, Waters), previamente equilibrada com
7% da fase movel B (100% ACN + 0.1% acido formico). Os peptideos foram
separados por meio de um gradiente linear de 7-85% (v/v) de fase mével B
durante 20 min com fluxo de 0.35 pyL min-' e a temperatura da coluna mantida a
45°C. O espectrédmetro foi operado em modo ion positivo, com resolucéo de pelo
menos 20000 FWHM (full-width halfmaximum) e em modo de aquisicéo
independente de dados (LC-MSE), com o tempo de aquisi¢ao de dados de 20
min por spot. Os dados foram coletados utilizando energia de colisdo constante
de 15 eV no modo MS de baixa energia e 45 eV modo de alta energia. A corregao
das massas foi realizada utilizando calibragdo externa com padrao de Glu-1-
fibrinopeptide B, 1 pmol mL™" infundido por meio do lock mass com fluxo de 300
nL min-', amostrado a cada 30s.

Os espectros de massa obtidos do nanoUPLC-MSE foram processados
utilizando o software Protein Lynx Global Server (PLGS) versédo 3.0. A
identificacdo das proteinas foi obtida por meio do algoritmo de contagem de ions
incorporado ao software. Os dados obtidos foram buscados no banco de dados

do UniProt (Universal Protein Resource).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Exposigao ao mercurio

5.1.1 Mercurio total em amostras cabelo

As quantificagdes de mercurio total no cabelo - Tabela 4, foram realizadas
utilizando-se um analisador automatico para a determinacéo direta de mercurio
por decomposi¢ao térmica e amalgamagao em coluna de ouro, SMS 100 Solid
Mercury Analysis Systems da Perkin Elmer. Todas as analises foram feitas em
triplicata. Na comunidade do Rio Negro (Livramento) apresentaram média de
1,97 ug g' £ 1,71, variando entre 0,33 a 6,53 ug g'. Nas comunidades
localizadas na regido do Rio Madeira, apresentaram média de 1,22 ug g' + 0,55,
variando entre 0,46 a 2,35 ug g'. As duas regides estudadas apresentaram
limites inferiores ao preconizado pela Organizagdo Mundial da Saude, de 14 ug
de Hg por grama de cabelo. Esse limite € um indicador de possiveis efeitos

neurotoxicos que poderiam ser esperados na populagao.

Tabela 4. Concentragao de mercurio total em amostras de cabelo de lactantes
residentes em comunidades do alto rio Madeira, Rondbnia e alto Rio Negro,
Amazonas.

Comunidades Lactante HgT (ng g
Livramento - AM 1 0,890+0,001
Livramento - AM 2 3,040+0,021
Livramento - AM 3 1,220+0,005
Livramento - AM 4 3,820+0,026
Livramento - AM 5 1,080+0,007
Livramento - AM 6 0,330+0,005
Livramento - AM 7 1,220+0,011
Livramento - AM 8 1,370+0,014
Livramento - AM 9 6,530+0,040
Livramento - AM 10 1,320+0,006
Livramento - AM 11 2,810+0,013
Livramento - AM 12 1,840+0,029

Abund - RO 21 0,580+0,003
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Comunidades Lactante HgT (ug g
Abuna - RO 22 0,460+0,001
Abuna - RO 23 1,030+0,001

Nova Mutum - RO 24 0,910+0,007
Nova Mutum - RO 25 1,520+0,009
Fortaleza do Abuna - RO 26 2,350+0,014
Fortaleza do Abuna - RO 27 1,280+0,009
Fortaleza do Abuné - RO 28 1,990+0,010
Fortaleza do Abuna - RO 29 1,330+0,007
Vila da Penha - RO 30 1,490+0,010
Vila da Penha - RO 31 0,770+0,004
Abuna - RO 32 0,960+0,008

5.1.2 Mercurio total em amostras de leite

Todas as analises foram feitas em triplicata por CVAFS. Na comunidade

do Rio Negro (Livramento) as concentragbes de Hg no leite materno

apresentaram concentragdes de 5,30 a 79,70 ug L' e nas comunidades

localizadas na regido do Rio Madeira as concentragdes variaram de 6,03 a 83,49

ug L' — Tabela 5.



67

Tabela 5. Concentracdo de mercurio total em amostras de leite de lactantes
residentes em comunidades do alto Rio Madeira, Rondénia e alto Rio Negro,
Amazonas.

Comunidades Lactante HgT (pg L)
Livramento - AM 1 8,51+£1,09
Livramento - AM 2 24,81+2,88
Livramento - AM 3 27,70£1,13
Livramento - AM 4 33,16+£1,70
Livramento - AM 5 9,51+1,27
Livramento - AM 6 30,99+2,23
Livramento - AM 7 46,78+2,87
Livramento - AM 8 52,90+2,57
Livramento - AM 9 67,33+£1,99
Livramento - AM 10 5,30+0,77
Livramento - AM 11 33,68+20,90
Livramento - AM 12 79,70+£1,20

Abuna - RO 21 39,21+2,20
Abuna - RO 22 26,27+3,73
Abuna - RO 23 *
Nova Mutum - RO 24 8,19+1,17
Nova Mutum - RO 25 22,69+1,98
Fortaleza do Abuna - RO 26 15,08+3,15
Fortaleza do Abuna - RO 27 6,03+0,48
Fortaleza do Abuné - RO 28 27,46+3,97
Fortaleza do Abuna - RO 29 83,49+1,08
Vila da Penha - RO 30 27,47+3,08
Vila da Penha - RO 31 16,80£2,12
Abuna - RO 32 25,08+1,85

*insuficiente a quantidade de amostras para andlise.
A Organizagcdo Mundial da Saude estabelece concentragdes maximas de
metais em alimentos, sendo considerado o limite de ingestao toleravel (PTWI)

de 5 pg/kg peso corpéreo, ou 0,71 pg/kg peso corpoéreo /dia de HgT. Para avaliar
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0s riscos da exposicdo ao Hg pelo consumo de leite € necessario ter
conhecimento da concentracéo de HgT no leite, do consumo do leite pelo bebé
e de seu peso corporeo (MORAES, 2013).

Considerado o peso corpéreo aproximado da crianga 4 kg e o volume
meédio consumido de 150 g de leite humano / kg de peso corporeo, tem-se que
a concentragdo maxima de HgT no leite deve ser igual ou menor que 4,73 ug L-
', para que néao ultrapasse o PTWI.

Portanto, pode ser inferido que na populagcdo amostral deste estudo 100%
das amostras de leite ultrapassam o PTWI — Figura 29, o que pode representar
risco de exposicao dos bebés pelo consumo de leite das lactantes participantes
deste estudo.

90,00
83,49

80,00

70,00

60,00 4,73 pg L' — Valor Maximo
Permitido de Acordo com a

OMs

50,00 46,78

Concentragdo de Merctrio Total (ug L?)

0,00
1 2 3 4 5 6 i) 8 9 10 11 12 21 22 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Lactantes

Figura 29. Concentragcao de mercurio total em amostras de leite de lactantes
residentes em comunidades do alto Rio Madeira, Rondonia e alto Rio Negro,
Amazonas.

Entretanto, as comparacdes de exposicao frente ao PTWI devem ser
consideradas com restrigdes devido ao pequeno grupo amostral e a falta de
informacdes descritivas sobre consumo do leite e o peso corpdéreo dos individuos
alimentados pelas lactantes dessas comunidades. Além disso, as concentragoes
de mercurio no leite materno identificadas nesta populacdo de estudo estdo
condizentes com os resultados relatados na literatura cientifica para a regido
Amazoénica (BARBOSA; DOREA, 1998; SANTOS, 2013).



69

Também devido ao pequeno numero amostral, ndo €& possivel
correlacionar o consumo de peixes com a concentracdo de Hg total no cabelo
das participantes. As concentragbes de Hg nas amostras de cabelo estao
condizentes aos estudos relatados no Programa de Monitoramento
Hidrobiogeoquimico de Mercurio da UHE Jirau, onde variaram entre 0,1 e 18,5,
com média 3,2 + 1,8 ug g' (ESBR, 2019).

A contaminagao por Hg via a alimentagao de leite materno pode causar
possiveis danos neurolégicos em criangas, porém o beneficio que a
amamentagao proporciona € de extrema importancia no desenvolvimento do
lactente. Também, a contaminagao por mercurio pode ocorrer por outros meios,
como por exemplo, as vacinas que fazem uso do Timerosal, sendo necessarios
estudos sobre as diversas fontes desse metal e considerar as possiblidades de
contaminagao por outros metais neurotdéxicos ao qual a crianga pode estar
exposta (VIEIRA, 2017).

Estudos na regido amazbnica apresentam valores maiores de
concentragédo de Hg total em amostras de cabelo, onde os valores ultrapassam
50 ug g' em familias residentes no alto Rio Madeira e entre 2,00 a 27,00 ug g
em comunidades ribeirinhas do Rio Tapajos (BOISCHIO; BARBOSA, 1993;
FAIAL etal., 2014). A baixa concentragao de Hg total no cabelo das participantes
desse estudo pode estar relacionada ao fato de as comunidades estarem
divididas entre a Amazonia dos Rios (ribeirinha) e Amazénia das Estradas. Nas
comunidades residentes perto de estradas, as proteinas de bovinos e de frangos

sao mais acessiveis, reduzindo o consumo de peixes.

5.2 Determinacao de proteina total

A quantificacdo da concentracao total de proteinas nos extratos proteicos
provenientes da centrifugagdo das amostras de leite materno possibilita calcular
a massa proteica a ser aplicada no gel de poliacrilamida, levando em
consideragao a concentragéo do gel (12,5%), considerando a fita IEF de 13 cm.

A proteina total foi quantificada pelo método do biureto, usando albumina
de soro bovino como padréo.

Os resultados das concentracdes de proteina total das 24 amostras
variaram de 11,69 a 20,38 g L"'. As amostras de leite deste estudo foram

coletadas das lactantes entre 1 a 12 meses de lactacao, periodo este classificado
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como leite maduro, de acordo com Ballard et al. (2013). Os resultados
encontrados estdo condizentes ao trabalho de Pozzi (2013), que encontrou
aproximadamente 18,69 g L' nas amostras de leite maduro. Dessa forma, as
concentracdes médias de proteinas nas amostras desse estudo estao de acordo
com a literatura cientifica (POZZI et al., 2015).

5.3 Eletroforese Bidimensional 2D-PAGE

Os experimentos da eletroforese por 2D-PAGE foram feitos com 2
repeticdes por amostra. Para precipitagdo das proteinas utilizou-se acetona 80%
(v/v), pois estudos preliminares dos agentes precipitantes tanto o etanol 96%
quanto acetona 80%, apresentaram resultados equivalentes. Para obtencao do
gel, utilizou-se uma concentragédo do gel de poliacrilamida foi 12,5% e fita com
anfdlitos pré-formados de 13 cm com faixa de pH de 3 a 10 e padrdes de massa
molecular de 14 a 97 KDa. Os tratamentos das imagens foram realizados por
meio do software ImageMaster 2D Platinum 7.0. A Figura 30 ilustra um exemplo
de gel obtido no processo de fracionamento das proteinas por 2D PAGE na

amostra da lactante 22. Os resultados dos demais géis estao ilustrados no Anexo
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Figura 30. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 22
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De forma geral todos os géis apresentaram uma boa resolugdo e uma
grande diversidade de proteinas, o que demonstra que a separagao de proteinas
foi eficiente. Apds as analises e tratamento das imagens dos géis obteve-se os
resultados de correlagao entre as repetigdes das corridas, bem com a contagem
de spots (proteinas) dos mesmos, os resultados estdo apresentados a Tabela 6.

Tabela 6. Resultados obtidos da analise de correlagao entre as repeticdes das
24 amostras analisadas

Géis/Lactante Numero de Spots Correlagao Média
Média = Desvio Padrdao | Entre os Géis — (%)
1 127+3 9312
2 12142 942
£ 92+2 901
4 14645 8513
2 19411 8714
6 118+2 92+1
7 11143 882
8 11541 87+1
9 140+1 92+1
10 201421 8448
11 129+19 77412
12 124+7 9515
21 229+8 7713
22 234+4 8121
24 303+3 7621
25 173422 83:10
26 166+0 7710
i 190+4 7751
28 235+15 8014
29 212419 806
30 267+12 8143.5
31 347+3 7621
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Numero de Spots Correlagao Média
Géis/Lactante
Média = Desvio Padrao Entre os Géis — (%)

32 186+t7 8114

A comparagdo das imagens entre os pares de géis foi realizada
considerando-se o parametro “matching” (correlagdo meédia entre os géis), que
consiste em identificar quais spots sdo equivalentes entre esses pares. Para
isso, foram indicados manualmente spots (landmarks) em cada um dos pares de
géis no processamento do matching. Apds esse procedimento, o programa faz
a comparagao entre o par de géis, considerando os demais spots, identificando
assim os spots que sdo equivalentes. E considerado um bom matching aqueles
acima de 70%. Analisando a tabela 6 observa-se que todos géis obtidos das
amostras apresentaram valores maiores, variando de 75,5 % (Gel da amostra
24) a 94,5% (Gel da amostra 12). Em relagdo ao numero de spots (proteinas) os
valores variaram de 111 a 347 spots, a quantidade de spots presentes nos géis
€ dependente de inumeras variaveis como por exemplo, 0 ambiente em que a
pessoa vive, sua dieta, dentre outros fatores, devido a esses fatores a expressao
das proteinas nos géis podem alterar.

No estudo das imagens dos geis, também foi feito a correlagcdo entre os
spots dos pares de géis considerando o volume normalizado - %V. A figura 31
ilustra o resultado do gel da lactante 22. Dessa forma, é possivel analisar a
correlacao de expressao entre as proteinas dos spots proteicos analisados. Os
resultados dos demais géis estao ilustrados no Anexo 2.
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Figura 31. Correlagcdes das repeticbes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 22.

Cada ponto dos graficos representam a relagdo entre o volume
normalizado dos spots correlacionados durante o processo de matching.
Analisando-se as imagens dos géis de todas as amostras, observou-se uma
razoavel correlacao (R > 0,86) entre os spots dos pares de géis considerando a
%V. No caso, considerando cada grafico, quanto mais proximo o ponto estiver
da reta, menor sera a diferenga de %V entre os spots equivalentes. Observou-

se assim, que poucos spots de todas corridas eletroforéticas realizadas, estao
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distantes da reta (raz&o > 1,8), ou seja, pode-se inferir que os spots equivalentes
nos pares de geéis analisados, apresentam uma boa correlagdo entre suas
expressoes.

Na analise das imagens dos geéis observou-se também a distribuicdo dos
spots em relagdo aos pontos isoelétricos e massa molecular. Os geéis de todas
as amostras apresentaram uma distribuicdo homogénea, sendo que a maioria
dos spots proteicos que compdem o mapa protebmico da amostra objeto de
estudo encontram-se distribuidos na faixa de 15 a 75 kDa, com Pls na faixa de
4 — 9, aproximadamente. A principal informacéo desse estudo é demonstrar ao
analista a identificacdo das regides de alta frequéncia, o que pode ampliar a
diversidade de proteinas em estudos por comparagao de analise de imagens.
Devido aos bons resultados obtidos das imagens dos géis, deu-se continuidade
ao estudo recortando todos spots presentes nos geéis das amostras para a
quantificacdo do mercurio, podendo assim mapear o mercurio nos spots

presentes no gel para posteriormente caracteriza-los.

5.4 Quantificagcao de Hg nos spots proteicos

Todos os spots, aproximadamente 4.160, presentes nos géis das 23
amostras foram recortados dos géis, passaram por digestdo acida e foram
quantificados por espectrometria de absor¢cado atébmica em forno de grafite. Os
resultados da determinagao de Hg total nos spots proteicos indicaram a presenca
de Hg em apenas 33 spots, distribuidos em 7 amostras (géis). A Figura 32 ilustra
0s géis das corridas 2D-PAGE com os spots proteicos nos quais foram
detectados a presenca de mercurio. A Tabela 7 apresenta os valores da
concentracdo de mercurio total em cada spot, com suas respectivas massas

moleculares e ponto isoelétrico.
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Figura 32. Géis referentes as amostras da lactante 7, 9, 12, 21, 28, 29 e 30 com
respectivos spots com a presenca de Hg identificados
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Tabela 7. Concentracdo de mercurio nos spots proteicos com sua respectiva
massa molecular, Pl, massa de proteina, obtidos no fracionamento de proteinas
por 2D PAGE da amostra de leite das lactantes.

Lactante N° Spot Pl MM HgT (ug L)
5 4,008 18,384 0,0076
. 6 4,325 18,229 0,0147
0= D 7 8,219 25,983 0,0136
8 4,943 23,995 0,0101
5 9,846 16,116 0,0062
9 - Livramento-AM 6 9,215 16,250 0,0070
17 4,648 14,015 0,0037
. 10 8,271 22.220 0,0148
12 - Livramento-AM 21 5189 23,825 0,0155
2 4,453 15,853 0,0038
5 3,860 16,607 0,0049
i 8 4,315 18,183 0,0043
21- Abuna-RO 11 4,648 19,613 0,0076
13 4,315 18,183 0,0050
19 5,346 23,636 0,0066
1 4,838 21,918 0,0085
3 4,107 15,617 0,0037
i 5 3,794 16,154 0,0098
28 - Fortaleé(a) do Abuna- 9 4155 19,741 00065
15 8,972 24,850 0,0024
16 4,886 19,920 0,0208
29 4,276 24,743 0,0026
29 - FO”a'eng do Abuna- 7 9,689 27 446 0,0148
1 3,896 16,577 0,0037
2 3,660 16,908 0,0098
7 4,769 19,178 0,0074
30 - Vila da Penha-RO 9 9,052 22,137 0,0011
30 8,371 26,851 0,0049
31 9,166 27,691 0,0122
35 5,273 26,143 0,0049

Analisando a Figura 66 e a tabela 7 observa-se que do total de 1460 spots
proteicos, em apenas 33 foram detectados a presenga de Hg e as concentragdes
foram de 0,0011 ug L' no spot 9 da lactante 30 localizada em Vila da Penha a
0,0208 pg L' no spot 16 da lactante 28 localizada em Fortaleza do Abuna, ambas

amostras do Rio Madeira. Com relagdo ao Rio Negro (comunidade Livramento)
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a concentragao de Hg variou entre 0,0030 a 0,0159 ug L, ressalta-se que todas
as analises foram feitas em ftriplicata.

Todos os spots proteicos com presenca de mercurio apresentam baixa
massa molecular (abaixo de 27 kDa) e apresentaram uma ampla faixa de ponto
isoelétrico variando de 3,6 a 9,8.

No trabalho de Santos et al. (2013), que trabalhou com a mesma
comunidade de Fortaleza do Abuna, observa-se que que os spots proteicos com
presenca de mercurio apresentam massa molecular e ponto isoelétrico
diferentes deste trabalho. Entretanto, observando-se a Figura 66 e comparando
com os dados da Tabela 7, verifica-se semelhanca entre esses spots, tanto em
suas massas moleculares e pontos isoelétricos, quanto em suas localizagdes
nos geis, podendo assim ser, a mesma proteina com a presenga de mercurio,
sendo eles: Gel 7 spot 7; Gel 12 spot 10; Gel 28 spot 15; Gel 9 spot 5 e 6 e Gel
30 spot 30 e semelhancgas entre os spots do Gel 7 spot 8; Gel 12 spot 21; Gel 21
spot 19 e Gel 30 spot 35. Com os dados de LC/ESI-MS/MS, foi possivel confirmar
essa informacdo, tornando-se essas proteinas possiveis candidatas a

biomarcadoras de mercurio em amostras de leite materno.

5.5 Caracterizagao das proteinas

Incialmente, repetiu-se as corridas eletroforéticas nas mesmas condig¢oes,
ja otimizadas. Posteriormente os spots onde foram quantificados mercurio, foram
recortados do gel de poliacrilamida e cada um deles foi colocado em um pocinho
de uma placa, denominada Zip Plate (Millipore), onde foi realizada a digestéao
triptica através de um kit especifico (In-Gel DigestZP Kit) que, além de digerir a
proteina, purifica os peptideos obtidos.

A deteccdo dos peptideos foi realizada de forma online pelo
espectrometro de massas, configurado para operar em modo de aquisigdo
dependente de dados (DDA), contendo uma fungédo de MS (fullscan de m/z 200
a 2000), trés fungdes de MS/MS e uma fungéo de padrao externo de calibragéo
(lockmass). A busca em banco de dados gerou, no caso de alguns spots, a
identificacdo de mais de uma proteina. Desse modo, selecionou-se a proteina
que apresentou a maior pontuagao (score). A Tabela 8 apresenta a sequéncia

peptidicas, MM/P| experimentais e access number obtidos pela espectrometria
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de massa (LC/ESI-MS/MS). Nos spots: lactante 21 — spot 13, lactante 28 — spot

3 e lactante 30 — spots 1, 2 e 7, ndo foram identificadas proteinas.

Com as informacgdes obtidas no LC/ESI-MS/MS, foi possivel identificar as
proteinas utilizando o sistema UNIPROT (UNIPROT, [s.d.]), listadas na Tabela 8.

Tabela 8. Proteinas identificadas utilizando LC/ESI-MS/MS.

Lactante | Spot Access P".MM Sequéncia peptidica Proteina Score
number| experimental
6.56 / . 1.699.112
6 |P05814 254 389 201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
717/ Immunoglobulin| 58.419.490
7 7 | P01834 i VYACEVTHQGLSSPVTK [ kappa constant
119.361.291 oS
3.96/ Alpha-S1- 57.349.530
8 | P47710 218.996.532 LQNPSESSEPIPLESR casein OS
407 Immunoglobulin| 13.610.690
5 | P01834 i TVAAPSVFIFPPSDEQLK | kappa constant
119.361.291 oS
9 407/ Immunoglobulin| 120.994.000
6 |P01834 i TVAAPSVFIFPPSDEQLK [ kappa constant
119.361.291 oS
3.49/ Immunoglobulin| 5.917.811
17 [ P01591 185.548.268 SSEDPNEDIVER J chain OS
747/ Immunoglobulin| 85.017.930
10 | P01834 i VYACEVTHQGLSSPVTK [ kappa constant
12 119.361.291 oS
3.96/ Alpha-S1- 49.582.910
21 | P47710 218.996.532 LQNPSESSEPIPLESR casein OS
6.56 / : 4.859.621
2 | P05814 254 389 201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
6.56 / . 2.158.236
1 5 | P05814 254 389.201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
6.56 / . 3.030.385
11 [ P05814 254 389 201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
3.96/ Alpha-S1- 128.116.300
19 (P47710 218.996.532 LQNPSESSEPIPLESR casein OS
6.56 / . 3.026.187
1 | P05814 254 389.201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
6.56 / . 2.258.196
5 | P05814 254 389 201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
28 6.56 / : 8.694.371
9 | P05814 254 389 201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
717/ Immunoglobulin| 23.472.790
15 | P01834 i VYACEVTHQGLSSPVTK [ kappa constant
119.361.291 oS
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Lactante | Spot Access P".MM Sequéncia peptidica Proteina Score
number | experimental
6.56 / . 8.207.046
16 [ P05814 254 389 201 SPTIPFFDPQIPK Beta-casein OS
532/ Alpha-S1- 3.330.745
29 | P47710 218.996.532 LNEYNQLQLQAAHAQEQIR casein OS
747/ Immunoglobulin| 130.765.000
29 7 | P01834 i VYACEVTHQGLSSPVTK [ kappa constant
119.361.291 oS
5.32/ Alpha-S1- 42.953.250
9 | P47710 218.996.532 LNEYNQLQLQAAHAQEQIR casein OS
747/ Immunoglobulin [ 518.633.300
30 [P01834 i VYACEVTHQGLSSPVTK [ kappa constant
119.361.291 oS
30 407/ Immunoglobulin| 205.651.100
31 |P01834 i TVAAPSVFIFPPSDEQLK | kappa constant
119.361.291 0S
3.96/ Alpha-S1- 44.683.400
35 | P47710 218.996.532 LQNPSESSEPIPLESR casein OS

5.5.1 Proteinas de maior score identificadas
A tabela 9 e a Figura 33 trazem as proteinas de maior score identificadas nos
spots proteicos nos quais foi quantificado mercurio. A técnica utilizada foi LC/ESI-

MS/MS.

Tabela 9. Proteinas de maior score identificadas nos spots proteicos por LC/ESI-

MS/MS

Proteinas Quantidade Porcentagem
Beta-casein OS 8 35%
Immunoglobulin kappa constant OS |8 35%
Alpha-S1-casein OS 6 26%
Immunoglobulin J chain OS 1 4%

Total 23 100%
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Figura 33. Proteinas de maior score identificadas nos spots proteicos por
LC/ESI-MS/MS

As caseinas, que correspondem a 61% das proteinas identificadas nos
spots proteicos nos quais foi quantificado mercurio, sdo proteinas conjugadas
que pertencem a classe das fosfoproteinas, tendo como grupo prostético os
fosfatos e fungéo bioldgica de nutricdo e de reserva.

As imunoglobulinas, que correspondem a 39% das proteinas identificadas
nos spots proteicos nos quais foi quantificado mercurio, sdo proteinas
conjugadas que pertencem a classe das glicoproteinas, tendo como grupo
prostético os carboidratos e fungéo bioldgica de anticorpos.

A Beta-Caseina, que tem entre 16-26 kDa, €& a principal caseina
identificada no leite materno. Processos bioldgicos atribuidos a f-caseina ou aos
seus fragmentos incluem a transporte de ions calcio, lactagdo, regulagéo
negativa da atividade da endopeptidase do tipo cisteina e estimulo da sintese de
DNA. Suas principais fungdes sao ligagdo com ions de caélcio, atividade do
inibidor da endopeptidase do tipo cisteina e inibidora de enzima (POZZI et al.,
2015).

No trabalho de Pozzi (2011) essa proteina teve sintese baixa nos
primeiros dias de lactagao (leite colostro), porém nos periodos posteriores (leite
de transi¢cao e maduro) foi uma das proteinas mais expressas do leite materno.
Todas as subunidades das caseinas (a, B e k) ndo apresentam pontes de
dissulfetos e, como consequéncia, ndo formam estruturas globulares (estruturas
secundarias e terciarias). Por apresentarem predominantemente estrutura

primaria, essas proteinas apresentam sitios de coordenagao (grupos aminos e
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carboxilicos) terminais, principalmente dos aminoacidos glutamina e prolina, que
se apresentam em maiores proporgcdes na sequéncia peptidica. Esses sitios de
coordenacao formam ligacdes preferencialmente com ions calcio, mas, podem
formar ligagbes com outros ions metélicos divalentes (GARCIA; MAGALHAES;
ARRUDA, 2006). No entanto, como essas proteinas apresentam grupos amino
aromaticos da glutamina, com caracteristicas de base intermediaria e podem
formar ligagdes com ions como Hg?* (PEARSON, 1963). Essas ligagdes, mesmo
nao sendo especificas, caracterizam uma proteina metal ligante ao mercurio,
n&o configurando o mercurio como um cofator metalico (GARCIA; MAGALHAES;
ARRUDA, 2006).

Estudo de Santos corroboram com os resultados deste trabalho, pois foi
identificada essa proteina ligada ao mercurio com uma relagao estequiométrica
de 4 moléculas de B-caseina para um atomo de mercurio(SANTOS, 2013). Por
nao ter uma ligagao especifica com o mercurio, trata-se de uma proteina metal
binding protein. A Figura 34 ilustra a estrutura da proteina e sua expressao no
gel da 2D-PAGE. Comparando o mesmo spof com e sem a presenga de
mercurio, observa-se que quando o Hg esta ligado ou fazendo parte da estrutura

da proteina, essa apresenta uma maior intensidade no gel da 2D-PAGE.

Gel 21 ‘ Spot 5 Gel 21 J |
A B ‘.
.,\1‘.\,\." ‘s /. I ,’,1 Spot 5
e o |24 ¢ P
e o -‘ / us - o~ w.\‘. X‘; a _
Pl LS
Sem presenca de Hg Com presenca de Hg

Figura 34. Estrutura molecular obtida pelo UniprotKB da Beta-caseina e sua
expressao com e sem a presencga do mercurio.

Observa-se na Figura 68, que o spot 5 do Gel 21 (proteina Beta-casein),

na presenca do mercurio estd mais expressa no gel da 2D-PAGE, o que se
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confirma quando analisamos os dados do desse spot em relagao a intensidade
e porcentagem de volume, onde o spots com presenga do metal obtém
resultados até 3 vezes maiores que o spot sem a presenca do metal. Isto pode
ocorrer devido a proteina estar apresentando alguma fungdo ou processo na
presenca deste metal, porém sao necessarios mais estudos para detalhar ou
entender qual a relagao desta proteina com o mercurio no organismo humano.

A Imunoglobulina Kappa constat OS, é de cadeia leve (23 kD) e possui a
funcdo de anticorpo. S&o glicoproteinas ligadas a membrana, secretadas ou
produzidas por linfécitos B. Criangas que ndo se alimentam de leite materno,
ficam deficientes dessa proteina até que comecem a produzir IgA secretora
naturalmente, o que ocorre apos algumas semanas ou meses apos o nascimento
(GARCIA; MAGALHAES; ARRUDA, 2006, POLLARD; HULTMAN, 1997).

Suas cadeias leves sdo mantidas juntas por pontes dissulfeto intercadeia
e por interacdes nao covalentes. O numero de pontes dissulfeto varia entre as
diferentes moléculas de imunoglobulinas. Em sua sequéncia peptidica esta
presente o aminoacido cisteina, o qual possui grupamentos tiol (-SH) em sua
cadeia lateral. Dois residuos de cisteina podem, assim, interagir originando uma
ligacao -S-S-, caracteristica da molécula de cistina (dipeptideo da cisteina), o
que explica sua ligagdo com o mercurio, pois configura uma ligagao mais estavel
desse ion com grupos sulfidrilas dessa proteina (Figura 35), caracterizando
assim essa proteina como uma possivel biomarcadora de mercurio (PEREZ;
SHAH; BUTLER, 2020).

Figura 35. llustragdo que descreve as interagdes de ligagao de alta afinidade
entre fons mercurio e grupos tiol eletrofilicos (ou seja, cisteina). Com ligagdes
putativas do ion mercurio a grupos de cisteina (Cys) (PEREZ; SHAH; BUTLER,
2020).

Uma concentragdo alta de mercurio provavelmente citotoxica e causara

morte celular, enquanto concentragdes subtéxicas em locais distantes apds a
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dispersdao podem modular a produgdo de citocinas por células imunes. O
desenvolvimento de autoimunidade induzida por mercurio € caracterizado
sequencialmente pelo desenvolvimento de uma reacao inflamatdria no local de
exposicao seguida pela ativacdo e expansao das células T CD4, inicio de uma
resposta humoral caracterizada pelo aparecimento de novos centros
germinativos e, finalmente, producéo de Imunoglobulina (POLLARD; HULTMAN,
1997). Os dados epidemioldgicos disponiveis sugerem que a exposicao ao
mercurio provavelmente contribui para a patogénese da autoimunidade por meio
de uma série de mecanismos diretos e indiretos em combinagdo com fatores
ambientais e genéticos (HUANG et al., 2019). Fatos esses que caracterizam
assim essa proteina como uma possivel biomarcadora de mercurio.

Como no exemplo da Beta-caseina, fez-se o0 mesmo para a
Imunoglobulina Kappa constat. A Figura 36 ilustra em a estrutura da proteina e
sua expressao no gel da 2D-PAGE, comparando o mesmo spot com e sem a
presencga de mercurio, mostrando que quando o Hg ligado ou fazendo parte da

estrutura da proteina apresenta uma maior intensidade no gel da 2D-PAGE.
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Figura 36. Estrutura molecular obtida pelo UniprotKB da Imunoglobulina Kappa
constat e sua expressdo com e sem a presenga do mercurio.

Quando comparados os spots com e sem a presenca de metal, nos dados
do programa Imagens Master, o spot com a presenca de metal tem intensidade
de 0,31 e saliéncia de 128,34 enquanto o spot sem a presenca do metal

apresenta intensidade de 0,22 e saliéncia de 73,26, mostrando assim que o spot
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com a presenga do metal esta mais expresso. Ressalta-se que essa imagem é
apenas um exemplo de um unico spot onde obteve-se a presenga de mercurio
ligado na Imunoglobulina Kappa constat. Sdo necessarios mais estudos para
detalhar ou entender qual a relagao dessa proteina com o mercurio no organismo
humano. N&o foi encontrada na literatura dados sobre essa relacao.

A Alfa S1 Caseina pertence a familia da Alfa caseina e é expressa
especificamente pela glandula mamaria, sendo secretada pelo leite. Possui 185
aminoacidos, tem massa de 21 kD. No leite, as Caseinas Alfa S1 e Beta
precipitam na presenca de calcio (as chamadas caseinas sensiveis ao calcio). A
kappa-caseina evita a precipitagcao das outras caseinas pelo calcio por meio da
formacdo de grandes particulas coloidais estaveis denominadas micelas
(JOHNSEN et al., 1995).

Da mesma forma que a Beta-caseina, a Alfa-caseina apresenta sitios de
coordenacao formando ligagdes preferencialmente com ions célcio, mas podem
formar ligagdes com outros ions metalicos divalentes (GARCIA; MAGALHAES;
ARRUDA, 2006). No entanto, essas proteinas apresentam grupos amino
aromaticos da glutamina, com caracteristicas de base intermediaria e podem
formar ligagdes com ions como Hg?* (POLLARD; HULTMAN, 1997). Essas
ligacbes, mesmo nao sendo especificas, caracterizam uma proteina metal
ligante ao mercurio, ndo configurando o mercurio como um cofator metalico
(GARCIA; MAGALHAES; ARRUDA, 2006).

A Figura 37 ilustra a estrutura da proteina e sua expressao no gel da 2D-
PAGE, comparando os mesmos spots com e sem a presenga de mercurio,
mostrando que quando o Hg esta ligado ou fazendo parte da estrutura da
proteina, essa apresenta uma maior intensidade no gel da 2D-PAGE
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Figura 37. Estrutura molecular obtida pelo UniprotKB da Alfa-caseina e sua
expressao com e sem a presencga do mercurio.

Apesar de baixa, a proteina Alfa-caseina também apresentou diferencga
de expressdao quando comparado com e sem a presenga de mercurio. Com a
presenca de Hg, observou-se uma intensidade de 0,15 e saliéncia de 99,23 e
sem a presenga de Hg observou-se uma intensidade 0,10 e saliéncia de 95,12.
Ressalta-se que essa imagem € apenas um exemplo de um unico spot no qual
foi identificada a presenga de mercurio ligado a Imunoglobulina J Chain, porém
todas apresentaram o mesmo comportamento.

Assim como Imunoglobulina Kappa constat, a Imunoglobulina J Chain sao
proteinas de anticorpos e de cadeias leves (23 kD). Porém apresentam uma
funcao diferente, ligam duas unidades monoméricas de IgM ou IgA. No caso de
IgM, o dimero unido a cadeia J é uma unidade de nucleagao para o pentamero
IgM e, no caso de IgA, induz dimeros e / ou polimeros maiores e ajudam a ligar
essas imunoglobulinas ao componente secretor. A ligagédo dissulfeto na cadeia
J humana se da devido ao seu emparelhamento covalente com a imunoglobulina
M, podendo assim coordenar ions com caracteristicas de acido mole, como o
Hg?* (POLLARD; HULTMAN, 1997), caracterizando assim essa proteina como
uma possivel biomarcadora de mercurio.

A Figura 38 ilustra a estrutura da proteina e sua expressao no gel da 2D-
PAGE, comparando os mesmos spotfs com e sem a presenga de mercurio,
verifica-se que quando o Hg esta ligado ou fazendo parte da estrutura da

proteina, essa apresenta uma maior intensidade e saliéncia no gel da 2D-PAGE
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Figura 38. Estrutura molecular obtida pelo UniprotKB da Imunoglobulina J Chain,
destacada cadeia leve, e sua expressao com e sem a presenga do mercurio.

A Figura 38 ilustra uma diferenga significativa na expressao da proteina
Imunoglobulina J Chain, com e sem a presenga do mercurio. Com a presenga
de Hg observou-se uma intensidade de 2,5 e saliéncia de 1135,28 e sem a
presenca de Hg observou-se uma intensidade 1,24 e saliéncia de 888,08.

6 CONCLUSAO

As metodologias otimizadas para a quantificagdo de mercurio total em
amostras de cabelo e leite, quantificacdo de proteinas totais em leite materno e
eletroforese bidimensional, foram capazes de fornecer resultados tecnicamente
validos.

Considerando que nenhuma das lactantes apresentou mercurio total no
cabelo acima do valor maximo permitido pela OMS e que todas elas
apresentaram teores de mercurio acima do permitido no leite, o cabelo ndo é um
bom indicador para definir se as maes estao transferindo para os bebés, através
do aleitamento, quantidades de mercurio acima do permitido pela OMS.

As participantes das comunidades do Rio Negro, que declararam em sua
maioria terem o peixe como maior fonte de proteinas apresentaram teores
maiores de mercurio tanto no cabelo (1,97 £ 1,71) quanto no leite (35,03 + 3,38),

quando comparados com a comunidade do Rio Madeira.
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As proteinas Beta-casein OS, Immunoglobulin kappa constant OS, Alpha-
S1-casein OS e Immunoglobulin J chain OS foram as mais expressas quando
em contato com o mercurio, podendo ser possiveis biomarcadoras do mercurio

no leite materno.
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8 ANEXO 1 - Géis obtidos nas corridas eletroforéticas
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Figura 39. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
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Figura 40. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
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Figura 41. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da

Lactante 3
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Figura 42. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da

Lactante 4

Figura 43. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da

Lactante 5
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Figura 45. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
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Figura 46. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 8



98

9B

| 9A
[
' =i = e il e o e,

Figura 47. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 9
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Figura 48. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 10
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Figura 49. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 11
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Figura 50. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da

Lactante 12
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Figura 51. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da

Lactante 21
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Figura 56. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 27
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Figura 57. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 28
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Figura 58. Gel obtido na corrida eletroforética da amostra de leite materno da
Lactante 29
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9 ANEXO 2 - Correlagoes das repeticoes dos géis
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Figura 62. Correlagcdes das repeticbes dos géis entre o volume normalizado

(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 1 (a esquerda) e 2 (a
direita)
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Figura 63. Correlacdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado

(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 3 (a esquerda) e 4 (a
direita)
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Figura 64. Correlacdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado

(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 5 (a esquerda) e 6 (a
direita)
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Figura 65. Correlacdes das repeticbes dos géis entre o volume normalizado

(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 7 (a esquerda) e 8 (a
direita)
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Figura 66. Correlacdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 9 (a esquerda) e 10 (a

direita)
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Figura 67. Correlacdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 11 (a esquerda) e 12 (a

direita)
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Figura 68. Correlacdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 21 (a esquerda) e 22 (a
direita)
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Figura 69. Correlacdes das repeticbes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 24 (a esquerda) e 25 (a
direita)
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Figura 70. Correlagcdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 26 (a esquerda) e 27 (a

direita)
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Figura 71. Correlagcdes das repeticbes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 28 (a esquerda) e 29 (a

direita)
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Figura 72. Correlagcdes das repeticdes dos géis entre o volume normalizado

(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 30 (a esquerda) e 31 (a
direita)
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Figura 73. Correlacdes das repeticbes dos géis entre o volume normalizado
(%V) dos spots dos pares do gel da amostra da lactante 32



