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Resumo

O chumbo (Pb) € um metal pesado amplamente distribuido em nosso meio,
porém nao possui papel fisioldgico no organismo. Devido ao seu emprego em
diversos setores industriais, proporciona contaminacdo direta de pessoas
ocupacionalmente expostas e, indiretamente, na forma de poluentes a
populacdo geral. Por isso tornou-se um problema de saude publica. Estudos
correlacionam efeitos adversos a saude com niveis baixos de Pb no sangue, até
em concentracdes abaixo de 10ug/dL. Seus efeitos vao desde o
comprometimento cognitivo em criangas a neuropatia periférica em adultos, mas
pouco se sabe sobre seus efeitos no figado. Tem sido relatado que o ferro (Fe)
tem um efeito protetor, que pode ajudar na diminuicdo da absorcdo do Pb pelo
organismo. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil proteico e
0 aspecto morfologico no figado de ratos intoxicados por acetato de chumbo
(Pb(C2H302)2), submetidos simultaneamente a suplementacdo com sulfato
ferroso (FeSOa4) na dose de 20 mg/Kg de peso corporal. Para isso, 36 ratos
machos recém-desmamados foram divididos em 6 grupos (n=6) e tratados por 6
semanas. O grupo controle recebeu agua deionizada; o primeiro grupo
experimental recebeu agua deionizada e uma solucdo de FeSO4 a cada dois
dias; dois grupos experimentais que receberam 100 mg/L de Pb(C2H302)2 na
agua de beber, sendo um deles suplementados com FeSO4 a cada dois dias;
dois grupos que receberam a dose de 400 mg/L de Pb(C2H302)2 na agua de
beber, onde para um deles foi administrado simultaneamente FeSO4 a cada dois
dias. Apds a eutanasia, amostras de sangue e figado foram coletadas para a
analise de concentracdo de Pb por espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS). Também foram coletadas amostras de
figados para andlise protedbmica por meio de Eletroforese bidimensional
associada a espectrometria de massas (2D-PAGE-MS) e para analise
histomorfologica. A concentracdo de Pb no sangue e figado, apresentou um
efeito dose-resposta com uma reducdo em torno 40-50% de Pb nos grupos
suplementados com Fe (ndo significativo). Alterac6es histomorfol6gicas foram
observadas em todos os grupos intoxicados. Pela da andlise proteémica foram
identificadas 247 proteinas com expressdo alterada em relacdo ao grupo
controle. Foi constatada a diminuicdo de enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. A reducdo dessas
enzimas leva ao aumento de radicais livres no tecido hepatico, e
consequentemente ao aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica. A
peroxidacdo prejudica a secrecédo de lipoproteinas, principalmente a liberagéo a
partir do complexo de Golgi, o que pode ter contribuido para alteracdes
observadas em outras proteinas. A presenca de Pb em alguns spots foi
confirmada através da analise por absorcédo atbmica, e isso pode ter resultado
em alteragbes conformacionais que ativam a maquinaria de degradagéo
proteica. Com base nos resultados, o presente estudo reforca o papel deletério
do Pb no tecido hepético, mesmo em baixa dosagem, e apesar de o Fe ter sido
associado a reducéo da absorcéo de Pb, os resultados sugerem que nao deve
ser utilizado como estratégia de prevencao para reduzir a intoxicagéo pelo Pb, ja
gue o mesmo também levou a alteracGes no padrao de expressao proteica.

Palavras chave: Chumbo; Proteoma; Eletroforese bidimensional; Figado
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Abstract

Lead (Pb) is a heavy metal widely distributed in the environment, but it does not
have any physiological role in the body. Due to its widespread use in the industry,
it provides direct contamination of occupationally exposed people and, indirectly,
through pollutants for the general. Thus, Pb contamination has become a public
health problem. Studies have linked adverse health effects at low levels of Pb in
the blood, even at concentrations below 10ug/dL. The effects range from
cognitive impairment in children and peripheral neuropathy in adults, but there is
little knowledge about its effects in the liver. It has been reported that iron (Fe)
has a protective effect that can help in reducing the absorption of Pb in the body.
In this sense, the aim of this study was to evaluate the protein profile and
morphology in the liver of rats intoxicated by lead acetate (Pb(C2H3z02)2)
submitted simultaneously to supplementation with iron sulfate (FeSO4) at 20
mg/Kg body weight. For this, 36 weanling male rats were divided into 6 groups
(n=6) and treated for 6 weeks. The control group received deionized water; the
first experimental group received deionized water and a solution of FeSOa4 every
two days; two experimental groups received 100 mg/L Pb(C2H302)2 in the
drinking water and one of them was supplemented with FeSO4 every two days;
two groups received 400 mg/L Pb(C2H302)2in the drinking water, and one of them
was supplemented with FeSO4 every two days. After euthanasia, blood samples
and liver were collected for the analysis of Pb concentration by Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS). Also, liver samples were
collected for proteomic analysis using two-dimensional electrophoresis
associated with MS (2D-PAGE-MS) and histomorphological analysis. The
concentration of Pb in the blood and liver showed a dose-response effect with a
reduction in 40-50% Pb in the groups supplemented with Fe (not significant).
Histomorphological changes were observed in all intoxicated groups. Proteomic
analysis identified 247 proteins with altered expression in relation to the control
group. It was observed a decrease in antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase. The reduction of these enzymes
leads to an increase of free radicals in the liver tissue and consequently to an in
increase the levels of lipid peroxidation. The peroxidation affects the secretion of
lipoproteins, mainly their release from the Golgi complex, which may have
contributed to the changes observed in other proteins. The presence of Pb in
some spots was confirmed by atomic absorption analysis, and this may have
resulted in conformational changes that activate the protein degradation
machinery. Based on the results, the present study highlights the deleterious role
of Pb in the liver even at low dosage, and although Fe was associated with a
reduced absorption of Pb, the results suggest that it should not be used as a
prevention strategy to reduce the intoxication by Pb, since itself led to changes in
the pattern of protein expression.

Keywords: Lead, Proteomics, two-dimensional electrophoresis; Liver.
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“processos bioldgicos”, obtido através do ClueGO. A- GC x GEIIl; B- GC x GEIV.

Figura 19. Categorizacdo das proteinas identificadas de acordo com o0s
“processos bioldgicos”, obtido através do ClueGO. A- GC x GEV; B- GEII x GElII.

Figura 20. Categorizacdo das proteinas identificadas de acordo com o0s
“processos bioldgicos”, obtido através do ClueGO. Comparagcdo GEIV x GEV.
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Figura 21. Diagrama esquematico das reacdes de Fenton e Haber-Weiss. O
ferro € um cofactor catalitico potente, que aumenta a producao de radicais de
superoxido, que pode causar dano celular (adaptado de ANDERSON e
SHAH(20L3). . iiiiiiiiie e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e s s s bbb e et e e e e e e e bbb e raeeaeeaenann 147

XXiX



‘Mileni da Stlva Fernandes

XXX



‘Mileni da Stlva Fernandes

INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Concentragdo de proteinas no homogenato de tecido hepatico, e
volume de amostra utilizado para obtencdo do pool...............cceevueviiiiiiiiiiinnnnnns 71

Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado na otimizagéo das temperaturas
de pirdlise e atomizagdo de ferro € chumboO. .........ccevvvvviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 82

Tabela 3. Massa média (+ DP, g) inicial e final dos animais dos grupos controle
e experimentais tratados com agua contendo diferentes concentracdes de Pb e
PD  FESO4. ittt aaaaaaa 87

Tabela 4. Concentracdo média (xDP) de Pb no sangue (ug/dL) e figado (ng/g)
dos animais dos grupos controle e experimentais tratados com agua contendo
diferentes concentragdes de Pb ou Pb+FeSOa.........cccvvvvivviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnen, 90

Tabela 5. Perfil quantitativo de spots proteicos, encontrados no figado de ratos
tratados com diferentes concentracdes de ferro e acetato de chumbo........... 103

Tabela 6. Relacao geral das proteinas encontrads através da abordagem 2D-
PAGE-MS .ot a e e e a e e e e e e 104

Tabela 7. Proteinas com expresséo diferencial (p<0,05) em figados de ratos nas
comparacoes realizadas entre os grupos, identificadas através da abordagem
2D-PAGE-MS. ... 118

Tabela 8. Relacao de spots proteicos contendo Pbou Fe. ..., 128

XXXi



‘Mileni da Stlva Fernandes

XXXii



‘Mileni da Stlva Fernandes

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

< - Menor

> - Maior

°C - Graus Celsius

Kg - Micrograma

ML - Microlitro

pum - Micrémetro

MM - Micromolar

2D-PAGE - Two dimensional electrophoresis (eletroforese bidimensional)
2D-PAGE-MS - Eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massas
AAS — Espectrometria de absorgéo atdmica

ACN - Acetonitrila

AmBic - Ammonium Bicarbonate (Bicarbonato de amonio)

ATP - Adenosina trifosfato

BSA — Albumina do Soro Bovino

cm - Centimetro

CHAPS - 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- propanesulfonate
CO2 — Dioxido de Carbono

DMT1 — Transportador de metal divalente-1

DNA - Acido desoxiribonucleico

DTT - Ditiotreitol

ESI - Electrospray lonization (lonizac&o por Eletrospray)

EVA — Etil vinil acetato

g - Gramas

GFAAS - Espectrometria de absorcéo atbmica em forno de grafite
GO - Gene Ontology

h - Hora

Hb - Hemoglobina

HE - Hematoxilina e Eosina

IAA - lodoacetamida

ICP-MS — Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
ID - Identificador

IEF - Isoelectric focalization (Focalizacdo isoelétrica)

IPG - Immobilized pH gradient (Gradiente de pH imobilizado)

KDa - Quilodalton(s)

Kg - Quilograma

KV - Quilovolts

L - Litro

LC-MS/MS- Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
M - Molar

m/z - Raz&o entre a massa e a carga

XXXiii



‘Mileni da Stlva Fernandes

XXXiV



‘Mileni da Stlva Fernandes

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

mA - Miliamper

mg - Miligramas

mgf — Mascot Generic Format

min - Minutos

mL - Mililitros

MM - Massa molecular

mm - Milimetros

mM - Milimolar

MS - Mass espectrometry (Espectrometria de massas)
N2 - Nitrogénio Liquido

n - nimero de

ng - Nanogramas

nm — Nanémetro

p — Nivel de significancia

p/v - peso/volume

pl - Ponto isoelétrico

ppm — Parte por milh&o

QI — Quociente de inteligéncia

RNA - Acido ribonucléico

RP - Reverse phase (fase reversa)
rpm - Rotagdes por minuto

SDS - Dodecil sulfato de sddio
SDS-PAGE - gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
TEMED - Tetrametiletilenodiamina
TMAH — Hidréxido de tetrametilaménio
TOF - Time-of-flight (Tempo de voo0)
UniProt - Universal Protein Resource
V - Volts

v/v - volume/volume

W - Watts

a - alfa

XXXV



‘Mileni da Stlva Fernandes

XXXVi



‘Mileni da Silva ‘Fernandes

37

Sntrodhpits



38

‘Mileni da Stlva Fernandes




‘Mileni da Stlva Fernandes 39

1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

O chumbo (Pb) é um metal toxico de ocorréncia natural na crosta terrestre
e sem funcéo fisiol6gica no organismo humano (MAINENTI, 2006; MOREIRA, M. F.
R. e NEevVEes, 2008). Uma vez absorvido pela corrente sanguinea, o Pb é
distribuido por diversos 6rgaos e sistemas.

E considerado um dos contaminantes mais comuns do ambiente, devido
as inumeras atividades industriais que favorecem a sua grande distribuicdo
(MOREIRA, F. R. e MOREIRA, 2004a; NAKAMURA, 2002). O principal meio de
contaminacao € a exposi¢ao ocupacional ao chumbo, entretanto, a exposi¢ao
ambiental passou também a ser alvo de preocupacdo. Mesmo nos paises
desenvolvidos, onde a conscientizacao acerca dos efeitos do Pb no ambiente e
na salude humana tem resultado em esfor¢os para restringir seu uso, a emissao
do mesmo na atmosfera em uma escala global ainda é alta (BARANOWSKA-
BosIACKA; GUTOWSKA; RYBICKA et al., 2012). Assim, a comunidade cientifica
nacional e internacional tem buscado estudar as manifestacées moleculares,
celulares e clinicas que a exposi¢cdo ao Pb é capaz de ocasionar no homem.

Em 2002, no municipio de Bauru (SP), ocorreu um acidente ecoldgico
envolvendo uma fabrica de acumuladores elétricos. Nado sé os trabalhadores
foram expostos ao risco do Pb, como também uma extensa area junto a fabrica.
Entdo, inlmeras ac¢des e novas pesquisas comecaram a ser desenvolvidas, com
a populacéo contaminada, com o intuito de analisar o efeito deste agente toxico.
Em virtude disto, o interesse voltou-se aos estudos experimentais, nos quais,
tempo de exposicao, dosagem de Pb, auséncia e/ou presenca de outros agentes
concomitantes, entre outros, poderiam ser discutidos para melhor entendimento
dos efeitos e possiveis formas de tratamento.

As implicagcdes em saude publica do aumento da toxicidade do Pb entre
pessoas deficientes de ferro (Fe) sdo substanciais, visto que a deficiéncia de Fe

€ a desordem nutricional mais comum no mundo. A suplementacéo de Fe para
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criancas com risco de intoxicacdo por chumbo tem sido recomendada, no
entanto como a sobrecarga de Fe é muito prejudicial, sdo necessarios mais
estudos antes de adotar esta medida (AHAMED e SIDDIQUI, 2007).

Tem sido relatado recentemente que, a exposicdo ao Pb rompe a
homeostasia celular do Fe (WANG, Q.; LUO; ZHANG et al., 2007a). Na membrana
celular, o Pb produz danos peroxidativos a lipideos e proteinas. Este efeito
parece ser causado por uma combinacédo de mecanismos, como liberacdo de Fe
(o que, por sua vez, esta relacionado a formacao de radicais livres), perturbagéo
de mecanismos antioxidantes e efeitos oxidativos diretos do Pb (ADONAYLO e
OTEIZA, 1999; VILLEDA-HERNANDEZ; BARROSO-MOGUEL; MENDEZ-ARMENTA et al.,
2001).

Alguns estudos correlacionaram efeitos adversos a saude com niveis
cada vez mais baixos de Pb no sangue, até mesmo em concentragcdes menores
do que 10 pg/dL, principalmente em criancas (ATSDR, 1992). O figado é um
orgao central do metabolismo energético, e é de grande importancia avaliar quais
os efeitos a intoxicacdo subcrdnica pelo Pb produziria no perfil proteico hepatico,
bem como investigar se a suplementag¢do com Fe poderia reduzir estas possiveis

alteracoes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 METAIS E ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Dentre os elementos quimicos, 0s metais sdo 0s que constituem o maior
grupo e sao divididos de acordo com sua importancia biologica. Os metais
essenciais, como por exemplo Mn (Manganés), Fe (Ferro) e Zn (Zinco), sao
aqueles com funcdes bioldgicas conhecidas e especificas e podem, quando
acima de determinadas concentracbes, apresentar toxicidade ao organismo

(BEVERIDGE; HUGHES; LEE et al., 1997).

Os metais téxicos, Pb (Chumbo), Hg (Mercurio) e Cd (Cadmio), sdo
elementos ndo essenciais, ou seja, que ndo apresentam funcéo biol6gica e
possuem alta toxicidade quando os valores ultrapassam os de referéncia
(CampPos, 1996). Sabe-se que diversos fatores devem ser contextualizados para
definir a real toxicidade desses elementos, tais como: concentracdo, tipo de
organismos expostos, capacidade de assimilagcdo dos metais, vias de exposicao,

entre outros (PEIINENBURG e JAGER, 2003).

A toxicidade que estes metais exercem na célula € devido a habilidade
com que estabelecem pontes estaveis com componentes celulares, podendo
causar destruicdo da membrana citoplasmatica e/ou de componentes celulares,
através da peroxidacdo de lipidios, interacdo com enzimas, prejudicando suas
atividades e causar dano direto ao DNA (BEYERSMANN, 1994; GUTTERIDGE; WEST;
ENEFF et al., 1990; LE; LiM; HONG et al., 2013; MERZENICH; HARTWIG; AHRENS et

al., 2001; ROuUCH; LEE e MORBY, 1995; SCHREURS € ROSENBERG, 1982).

Nesse contexto, destaca-se o Pb, um metal toxico, que € contaminante
comum do ambiente, devido a sua ocorréncia natural e emprego em diversos
setores industriais (JURDZIAK; GAC; MARTYNOWICZ et al., 2015; NAKAMURA, 2002).
Portanto, sua extensa utilizagdo proporciona a contaminacéo direta de pessoas
ocupacionalmente expostas (JURDzIAK; GAC; MARTYNOwICZ et al., 2015) e,
indiretamente a populacdo em geral (KAUFMANN; CLOUSE; OLSON et al., 2000;
SANTANA, 2002).
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2.1.1 Chumbo

O chumbo € um elemento quimico de simbolo Pb com nimero atdmico
82 e massa atbmica igual a 207,2. Pertence ao grupo 14 da classificacédo
periddica dos elementos quimicos. E um metal cinza azulado ou cinza prateado
e em temperatura ambiente, o chumbo encontra-se no estado solido. Trata-se
de um metal téxico que ocorre naturalmente na crosta terrestre e foi um dos
primeiros metais manipulados pelo homem (DRASCH, 1982; WIWANITKIT €
SUWANSAKSRI, 2006). Usualmente encontra-se combinado com dois ou mais
elementos para formar compostos de Pb (ATSDR, 2007). Encontra-se em dois
estados de oxidacdo Pb (Il) e Pb (IV) que sdo estaveis, mas no ambiente o
elemento predominante é o ion Pb*2. O seu baixo ponto de fusdo (327 °C),
permitiu que fosse fundido e trabalhado mesmo em sociedades primitivas
(ALLowAy, 1993). Com o passar do tempo, seu uso industrial foi bastante
difundido, ou seja, sua incorporagcdo no meio ocupacional passou a ocorrer de
forma mais efetiva devido ao fortalecimento dos processos industriais do ramo
petrolifero, corantes, tintas, acumuladores, grafico e bélico (PAoOLIELLO, 2001;
SILVA, I. F. T. M., 2000). Dessa forma, o Pb participa intensamente do meio em
gue o homem vive e sua concentragdo ambiental varia de local para local, e por
isso sua toxicidade vem sendo um problema de saude publica devido a sua
persisténcia no meio (NEEDLEMAN, 2004). Estima-se que, nos ultimos 30 anos,
grandes quantidades de Pb tenham sido emitidas no ambiente (TAJKARIMI;
FAGHIH; POURSOLTANI et al., 2008).

A contaminacdo pelo Pb pode ser derivada tanto de fatores industriais
guanto ambientais (NAKAMURA, 2002). A intoxicagdo pelo Pb organico ocorre
principalmente através do chumbo tetraetila e tetrametila, que apresentam
caracteristicas lipossoluveis, sendo facilmente absorvidos pela pele, pelo trato
gastrointestinal e pelos pulmdes (KLAASSEN, 1991; MOREIRA, F. R. € MOREIRA,
2004a). O Pb orgéanico € metabolizado pelo figado a chumbo triaquil e Pb
inorganico, que séo responsaveis pelos efeitos toxicos no organismo (KOSNETT,
2003). A intoxicacao pelo Pb inorganico por sua vez ocorre predominantemente

através da via respiratoria, mas também pode ocorrer pelo trato gastrointestinal
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(ingestdo de agua, alimentos contaminados) e pele (compostos lipossoluveis).
No organismo, o Pb inorganico ndo € metabolizado, e sim, complexado por
macromoléculas, sendo absorvido, distribuido e eliminado (MOREIRA, F. R. e
MOREIRA, 2004a). As industrias sédo a principal fonte de exposi¢do, mas 0 meio

ambiente pode contribuir para intoxicacéo por este elemento (NAKAMURA, 2002).

A absorcdo do metal pelo organismo € dependente da concentracao,
tempo de exposicao, propriedades fisico-quimicas do composto, idade, estado
fisioldgico do individuo e niveis de Ca, Mg, Fe, P e vitamina D presentes na dieta
(SILvA, 1. F. T. M., 2000; WHO, 1977). Independentemente da via de intoxicacao,
o Pb, ao atingir a corrente sanguinea, passa a acumular-se no figado, baco, rins,
coracdo, pulméo, cérebro, musculos e sistema esquelético, sendo os sistemas
hematolégico, nervoso, renal, gastrintestinal e reprodutor os que sofrem as
principais acdes deletérias (JAcoB, 2000). Necropsias de seres humanos
expostos ao Pb indicaram que o tecido hepatico é o maior depésito de Pb dos
tecidos moles, (33%), seguido pelo cortex renal e medula (LYN, 2006). Nos
tecidos moles, a retencdo de Pb se estabiliza na vida adulta, podendo até
decrescer em alguns 6rgaos, com o0 avanco da idade. Porém, o acumulo
permanece ocorrendo nos 0ssos durante toda a vida, ja que 0S mesmos
armazenam cerca de 95 % do conteddo corpéreo total do metal em adultos
(SANIN; GONzALEZ-COssIO; ROMIEU et al., 1998).

A ingestdo humana de metais pesados provenientes do ambiente tem sido
foco de continuo interesse (CELIK; OGENLER e COMELEKOGLU, 2005). A
intoxicagdo se da de forma lenta e cumulativa, sendo clinicamente conhecida
como saturnismo ou plumbismo (SILvA, I. F. T. M., 2000). A exposicéo ao Pb e
sua introdugdo no organismo, até mesmo em baixos niveis, constitui um sério
problema de saude publica, em consequéncia a auséncia de uma concentracao

do metal que seja inofensiva (TONG; VON SCHIRNDING € PRAPAMONTOL, 2000).

Tendo como objetivo o estabelecimento de parametros para exposi¢cao ao
Pb, na década de 80, foram normatizados trés niveis de exposicéo,
fundamentados na concentracdo do metal em sangue: 1-Baixa (10 a 20 pg/dL);
2-Moderada (21 a 60 pg/dL), 3-Elevada (acima de 61 pg/dL) (ATSDR, 1988).
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A legislacdo de 1994, mantem-se vigente no Brasil, e estabelece como
valor de referéncia de normalidade a concentracdo de Pb no sangue igual ou
superior a 40 pg/dL até o limite de tolerancia bioldgica permitido, de 60 pg/dL
(MINISTERIO DO TRABALHO, 1994). Em 1991, o Centro de Controle e Prevencao de
Doengas (Center for Disease Control and Prevention-CDC), descreveu os efeitos
adversos para a saude decorrentes de baixas concentracfes desse metal no
sangue (10 pg/dL), assim propondo a troca do nivel de intervencgéo, na época de
25 pg/dL, para 10 pg/dL (CDC., 1991). Nos ultimos anos pesquisas apontaram
que concentragdes de Pb no sangue entre 10 e 20 ug/dL ndo sao consideradas
seguras, tendo sido demonstrada a possibilidade de ocorréncia de diversos
disturbios no sistema nervoso central, especialmente em criancas (BELLINGER,
2008; MOSTAFA; EL-SHAHAWI € MOKHTAR, 2009);(MIN; SINGER; KIRCHNER et al.,
2009). Alguns estudos correlacionaram efeitos adversos a saude com niveis
cada vez mais baixos de chumbo no sangue, até mesmo em concentracdes
menores do que 10 ug/dL, principalmente em criangas (ATSDR, 1992). Foram
encontrados em criangas com concentracédo de Pb no sangue entre 3 a 5 ug/dL,
distUrbios de cognicao, quociente de inteligéncia (Ql), atencdo e comportamento
(CANFIELD; HENDERSON; CORY-SLECHTA et al., 2003; CHIODO; COVINGTON; SOKOL
et al., 2007; CHIODO; JACOBSON e JACOBSON, 2004; LANPHEAR; DIETRICH; AUINGER
et al., 2000).

O relatério do Comité Consultivo sobre Prevencéo do Envenenamento por
Chumbo em Criangcas (Advisory Committee on Childhood Lead Poisoning
Prevention - ACCLPP) recomenda que ndo se use mais a expressao "nivel de
preocupacdo para chumbo no sangue", por conta da evidéncia de efeitos
deletérios a saude das criangas com concentra¢cdes de Pb no sangue abaixo de
10 pg/dL. Recomenda-se que seja adotado um valor de referéncia com base no
97,5 percentil da distribuicdo dos niveis sanguineos de Pb em criancas com
idade entre um e cinco anos, o qual, atualmente, é de 5 pug/dL (ACCLPP, 2012).
O CDC revisou este relatorio e concorda com as novas recomendacdes (CDC,
2012).

Para verificar a dose de Pb presente no organismo, séo utilizados a urina

e/ou sangue, o esmalte dentario (ATSDR, 1999; COSTA DE ALMEIDA; PEREIRA



‘Mileni da Stlva Fernandes 47

SARAIVA MDA; BARBOSA et al., 2007; DE ALMEIDA; DE SOUZA GUERRA; TANUS-
SANTOS et al., 2008; GOMES; ROSARIO DE SOUSA MDA; BARBOSA et al., 2004,
MOREIRA, F. R. € MOREIRA, 2004b; OLYMPIO, K. P.; OLIVEIRA; NAOZUKA et al., 2010;
RABINOWITZ, 1995; SILVA, I. F. T. M., 2000) e a saliva do ducto da glandula parétida
(BARBOSA; CORREA RODRIGUES; BUZALAF et al., 2006). O sangue é o mais utilizado
para esta verificacdo, porém esta medida aponta somente a exposi¢cao ambiental
recente, ao contrario do 0sso, onde pode ser verificada a exposi¢cdo acumulada
(ATSDR, 1999; MOREIRA, F. R. e MOREIRA, 2004a; OLYMPIO, K. P.K, 2009).

Quanto a excrecao, as vias urinaria e digestiva sdo as vias primarias de
excrecao do Pb, seguidas pelas vias secundarias (bile, suor, cabelo, unha, leite
materno, entre outras) com menor importancia (MOREIRA, F. R. e MOREIRA,
20044a). Cerca de 90% de Pb ingerido é eliminado pelas fezes e urina sob a forma

de sulfetos insollveis.

Clinicamente, os sistemas mais sensiveis sdo 0s sistemas nervoso
central, hematopoiético, gastrointestinal, cardiovascular, musculoesquelético e
reprodutor (BAGCHI e PREUSS, 2005; BECHARA, 2004; MAINENTI, 2006; MOREIRA,
F. R. e MOREIRA, 2004b; SiLvA, I. F. T. M., 2000). No sistema nervoso, tanto a
porcdo central quanto a porcdo periférica podem ser acometidas pelo Pb,
embora a literatura demonstre que existe uma sensibilidade maior para
alteracdes do sistema nervoso central em criangcas (TOSCANO e GUILARTE, 2005;

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995).

Os principais sintomas ocasionados pela intoxicacdo por Pb tém sido
descritos pela literatura como: quadros de déficits na atencéo e vigilia, prejuizos
cognitivos, alteracbes na funcdo psicomotora, memoria de curto prazo,
habilidades visuoespaciais e disfuncdo de linguagem, além de dores de cabecga,
convulsdes, diminuicdo de QI, perda de audicdo, comportamento agressivo,
retardamento mental, dores abdominais e nas articulagdes, nefropatia, anemia
e, eventualmente, morte em criangas com dosagem de Pb acima de 10 pg/dL no
sangue (BECHARA, 2004; BELLINGER, 2008; CORDEIRO R, 1996; LIPPMANN, 1990;
MORGAN; GARAVAN; SMITH et al., 2001; PAYTON; RIGGS; SPIRO et al., 1998; WHITE;

DIAMOND; PROCTOR et al., 1993; WINNEKE; KRAMER; BROCKHAUS et al., 1983).
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Segundo Goyer (GOYER, 1996), os efeitos téxicos do Pb séo atribuidos a
inducdo do estresse oxidativo, devido ao Pb prejudicar o balanco pré-
oxidante/antioxidante dos tecidos, assim levando ao aparecimento de disfuncdes
fisiologicas, bioquimicas e comportamentais. O acumulo dos radicais livres,
devido ao estresse oxidativo, pode acarretar em danos a estrutura das
biomoléculas de DNA, carboidratos, lipidios e proteinas, além de outros
componentes celulares (MONTEIRO; BECHARA e ABDALLA, 1991), levando a
disfuncbes e morte celular, especialmente para as células neuronais,
consideradas altamente sensiveis a esses radicais livres (ADHIKARI; PENATTI;
RESENDE et al., 2006; DEMASI; COSTA; PASCUAL et al., 1997; KiM; LEE; HWANGBO

et al., 2003). Assim, existem muitos alvos para acao toxica do Pb no organismo.

O Pb interfere no funcionamento das membranas celulares e enzimas,
formando complexos estaveis com ligantes contendo enxofre, fosforo, nitrogénio
ou oxigénio (grupamentos —SH, -H2POs, -NHz, -OH), que agem como doadores
de elétrons (MOREIRA, F. R. e MOREIRA, 2004b; SARYAN LA, 1994). Portanto as
interacdes bioquimicas do Pb com grupamentos sulfidrilas (-SH), sao
consideradas importantes toxicologicamente. Por exemplo, se tal interacéo
ocorrer em uma enzima, sua atividade pode ser alterada e resultar em efeitos

toxicos.

Na célula, o Pb tem a habilidade de substituir distintos céations polivalentes
(Ca*?, Zn*2, Mg*?) em seus sitios de ligacdo, ou seja, o metal é capaz de inibir
ou imitar a acdo desses cations e de interagir com proteinas (GobwiN, 2001),
promovendo alteracdes em diversos processos biologicos considerados
importantes, como 0 metabolismo energético, regulacdo génica, apoptose e
maturacdo proteica. Essas alteracbes podem ser explicadas, em parte, pelas
disfun¢des mitocondriais causadas pelo Pb, haja vista que o inicio dos processos
degenerativos coincide com o fendmeno denominado permeabilidade de
transmissao, que esta associado a um colapso do potencial da membrana

mitocondrial (GILMORE e WILSON, 1999; LIDSKY e SCHNEIDER, 2003).
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2.1.2 Ferro

O Fe é elemento essencial na maioria dos processos fisiologicos do
organismo humano, desempenhando funcéo central no metabolismo energético
celular (AISEN, 1982; GROTTO, 2008). Fisiologicamente, € encontrado na forma
ferrosa (Fe*?) ou férrica (Fe*®), e por apresentar uma caracteristica quimica
versétil, o Fe, ao transferir elétrons para o oxigénio molecular, é capaz de
promover a oxidacao de diversas moléculas, bem como causar danos oxidativos
celulares. Deste modo, tanto a deficiéncia quanto o excesso de Fe no organismo
sdo responsaveis por um amplo espectro de doencas, variando desde a anemia
até a hemocromatose (SIQUEIRA; ALMEIDA € ARRUDA, 2006). E um cofator
importante para enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial e na fixacdo do
nitrogénio. Nos mamiferos € utilizado principalmente na sintese da hemoglobina
(Hb) nos eritroblastos, da mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado
(WIIAYANTI; KATZ e IMMENSCHUH, 2004). O organismo de um individuo adulto
comporta de 4 a 5 g de Fe, sendo cerca de 2,5 g na forma de Hb (FAIRBANKS e

BEUTLER, 2001; HOFFBRAND; PETTIT e MOss, 2006).

Apesar do Fe ser um dos minerais mais abundantes da crosta terrestre,
sua deficiéncia é um dos problemas nutricionais mais comuns, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (MONSEN, 1999). Sua deficiéncia
acarreta consequéncias para todo o organismo, sendo a anemia a mais
relevante. Outras manifestacbes foram vistas, como o comprometimento do
desenvolvimento fisico e cognitivo de criancas, aumento da morbidade materna
e infantil, reducdo da capacidade de trabalho do individuo e sua resisténcia
imunoldgica, todos fatores determinantes tanto para 0 empobrecimento quanto
para a reducdo da qualidade de vida (BEARD e CONNOR, 2003; BOVELL-BENJAMIN
e GUINARD, 2003).

Por outro lado, o excesso de Fe é extremamente nocivo para os tecidos,
devido a complicacdes toxicas desencadeadas pelo seu acumulo. Por isso a
necessidade de um perfeito equilibrio no metabolismo do Fe, para que essa

homeostase possibilite a manutencdo das funcdes celulares essenciais e ao
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mesmo tempo evite possiveis danos (GROTTO, 2008). Dentro da homeostase do
Fe, os mecanismos de excrecdo sdo menos desenvolvidos e eficazes do que
aqueles que regulam a absorc¢éo e distribuicdo, onde varias células, hormonios
e proteinas transportadoras do Fe estdo envolvidas (BEaumoONT C, 2006;

DONOVAN; ROY e ANDREWS, 2006).

2.1.3 Relagéo entre chumbo e ferro

O Pb e o Fe sdo metais bivalentes que sdo absorvidos pelo mesmo
mecanismo intestinal e ambos podem causar prejuizo quando presentes no
organismo ou em excesso, respectivamente. No entanto, estudos ndo explanam
sistematicamente as interacdes ou os efeitos independentes da exposi¢cdo ao Pb
e Fe, assim como desordens e resultados funcionais, como também os possiveis

mecanismos associados (ZHou; CHEN; FAN et al., 2014).

Ao longo dos anos, pesquisas tém demonstrado haver uma intima
relacao entre exposi¢cdo ao Pb e o metabolismo do Fe em sistemas biolégicos,
onde a deficiéncia de Fe pode levar a um aumento da absor¢éo do Pb (BRADMAN;
ESKENAZI; SUTTON et al., 2001; WRIGHT; TSAIH; SCHWARTZ et al., 2003), da mesma
forma que a suplementacdo com Fe pode reduzir a absorcdo de Pb pelo intestino
(CHol e Kim, 2003; HAMMAD; SEXTON € LANGENBERG, 1996; KiM; LEE; HWANGBO et
al., 2003). Um estudo onde os autores, avaliaram mulheres gravidas expostas
ao Pb, foi relatado que a baixa condicdo socioeconémica, o habito de fumar e
dieta pobre em calcio foram alguns dos fatores associados com niveis de Pb
mais elevados no sangue. Também relataram que mulheres que
complementavam a dieta com Fe e acido folico apresentaram menores niveis do

metal no sangue (BAGHURST; MCMICHAEL; VIMPANI et al., 1987).

Estudo envolvendo criancas com dieta deficiente em fésforo, calcio,
zinco e Fe demonstraram que a absorcdo do Pb é influenciada pela deficiéncia
destes elementos. Também foi observado que criancas tendem a apresentar
niveis mais elevados de Pb do que adultos, e tal resultado parece estar

associado com a deficiéncia de Fe (ALABDULLAH; BAREFORD; BRAITHWAITE et al.,
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2005; MAHAFFEY, 1983; WoOLF; JIMENEZ e LozoFF, 2003). Uma explicacdo para
essa observacao citada € que o Fe obtido na dieta é pouco e limitado, uma vez
que os seres humanos ndo possuem uma via fisiolégica para excrecdo. Os
enterdécitos (células intestinais) sdo responsaveis pela absorcado do Fe, que é
transferido através da membrana do enterdcito pela proteina transportadora de
metal divalente 1 (DMT1) (GUNSHIN; MACKENZIE; BERGER et al., 1997). A DMT1
ndo € especifica para o Fe, podendo transportar uma variedade de ions
metalicos divalentes, incluindo cobre, zinco e o Pb. Portanto se o teor de Fe na
dieta é baixo, outros ions divalentes podem serem absorvidos, incluindo o Pb.
Em 2005, um estudo mostrou que adultos com deficiéncia de Fe néo
apresentavam niveis maiores de Pb no sangue que os adultos ndo deficientes,
ambos vivendo no mesmo ambiente. Esses resultados contradizem a teoria da
preferéncia da proteina DMT1 em absorver outros ions metalicos divalentes na
auséncia de Fe em adultos, embora seja uma teoria relatada em criancas

(ALABDULLAH; BAREFORD; BRAITHWAITE et al., 2005).

Alguns pesquisadores relacionam a deficiéncia de Fe com a condi¢éo de
alotriofagia, chamada Sindrome de Pica, que é um estranho comportamento
caracterizado pelo consumo inapropriado de substancias nédo alimentares, sem

valor nutritivo (MOORE e SEARS, 1994).

O Pb é capaz de romper a homeostasia celular do Fe, podendo contribuir
com o processo de apoptose celular do cortex cerebral, que por sua vez, pode
ser causada pela diminuicdo dos niveis corticais de Fe (WANG, Q.; LUO; ZHANG
et al., 2007b). Na membrana celular, o Pb gera danos tanto para lipideos quanto
para proteinas, sendo estes danos, ao que tudo indica, causados por alteracdes
na liberacéo de Fe e consequente formacao de radicais livres, pelos mecanismos
gue controlam a formacéo de antioxidantes e pelos efeitos oxidativos do préprio
Pb (ADONAYLO e OTEIZA, 1999; VILLEDA-HERNANDEZ; BARROSO-MOGUEL; MENDEZ-
ARMENTA et al., 2001).

Em outro estudo, foi mostrada a presenca de niveis elevados de Pb em
animais com deficiéncia de Fe, em comparacdo com grupo controle. O provavel

mecanismo para maior absorcéo de Pb, seria a substituicdo de Fe*? por Pb*2 e
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0 aumento do transporte ativo para o corpo, ou ainda a possibilidade de o Pb*?
ocupar o lugar do Fe*? no sistema hematopoiético, reduzindo a excrecéo de Pb

(BRADMAN; ESKENAZI; SUTTON et al., 2001).

2.2 FIGADO

O figado € um 6rgdo que possui alta atividade metabdlica, sendo
essencial na regulacdo do metabolismo, na sintese de proteinas e de outras
moléculas, no armazenamento de proteinas e de Fe, na degradacdo dos
horménios e na inativacdo e excrecdo de drogas e de toxinas (BERNE; LEVY;

KOEPPEN et al., 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Recebe diariamente um fluxo de nutrientes e de substancias
potencialmente toxicas, que chegam a ele pela circulagdo sanguinea, portanto €
localizado como um filtro entre o sistema digestivo e o resto do organismo. Além
do sangue rico em oxigénio (arterial), que chega ao figado pela artéria hepatica,
o 6rgdo recebe maior parte do seu sangue pela veia porta, sangue proveniente
do intestino, baco e pancreas que depois de passar pelos sinusoides hepaticos,
escoa para as veias hepaticas e volta a circulacdo sistémica pela veia cava
(GUYTON e HALL, 1996).

O figado é o 6rgao que recebe as drogas ingeridas, isso se deve a sua
localizacéo anatdbmica e as suas funcgdes fisiologicas e bioquimicas, em funcéo
da abundéncia de enzimas do metabolismo (GRATTAGLIANO; BONFRATE; DIOGO et
al., 2009; LEE, 2003; OSTAPOWICZ; FONTANA; SCHIODT et al., 2002). E o maior
orgao visceral do corpo, de imensa complexidade e essencial para sobrevivéncia
do homem. N&o ha outro 6rgdo que possa compensar a sua multiplicidade de
funcdes. O hepatdcito, célula hepatica predominante, € responsavel por regular
0 metabolismo intermediario, desintoxicar xenobidticos, sintetizar proteinas e
lipideos, além de produzir e excretar a bile (SIRICA; NATHANSON; GORES et al.,
2008). Rodeando os hepatocitos, encontramos os capilares sinusoides e vasos

linfaticos, fazendo com que o sangue flua livremente para as células e que os
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produtos celulares secretados possam ser liberados de volta no sangue ou nos

vasos linfaticos (MATTOS e DANTAS-CORREA, 2010).

O que determina se um composto ira provocar um efeito toxico ou nao é
basicamente o equilibrio entre a bioativacdo, detoxificacdo e os mecanismos de
defesal/reparo (WILLIAMS; KITTERINGHAM; NAISBITT et al., 2002). O figado é um
orgao preparado para lidar com as toxinas e impedir ou reduzir os danos
causados por intermediarios reativos toxicos. Apesar de muitas vias enziméaticas
e ndo enziméticas de bioinativacdo estarem presentes no figado, intermediarios
reativos podem escapar do processo de desintoxicacdo e dar inicio a reacfes
em cadeia de radicais. Estas espécies reativas podem, direta ou indiretamente,
causar uma leséo téxica na célula e iniciar uma reacdo imunolégica mediada

(LEE, 2003; WALGREN; MITCHELL € THOMPSON, 2005).

Estudos sobre a hepatoxicidade potencial do Pb em sistemas de
experimentacdo animal relataram alteracdes no metabolismo de xenobibticos
hepaticos, metabolismo do colesterol, proliferacdo das células do figado e
sintese de DNA, indicando que o Pb induz a hiperplasia hepatica (EPA, 1986;
MUDIPALLI, 2007).

Em 2001, pesquisadores avaliaram a relacdo entre os niveis de Pb
sanguineo e indicadores hematoldgicos, hepéticos e renais em trabalhadores
expostos ocupacionalmente e concluiram que a exposi¢ao por longo periodo ao
Pb estimulou a producédo de células vermelhas e hematdcrito, porém seu efeito
sobre as fun¢des hepética e renal ndo foi elucidado (HsIA0; Wu; LAl et al., 2001).
Sugere-se que os efeitos desse metal sobre a sintese do grupo heme podem
alterar a capacidade funcional do sistema citocromo P-450 hepatico para
metabolizar drogas (SKERFVING; NILSSON; ScHUTZ et al., 1993; WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 1995).

Atualmente, estudos na area da toxicologia tém proporcionado novos
achados sobre a hepatotoxicidade. Os modelos animais sao inUmeras vezes
utilizados para avaliar determinada condicdo patoldgica tal como necrose,
hepatite, esteatose, fibrose, cirrose ou malignidade, bem como a

hepatotoxicidade. Assim, a utilizacdo desses modelos para estudar como a
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intoxicacdo por Pb pode afetar o tecido hepatico, bem como a relacéo entre Pb
e Fe no processo de intoxicacdo, poderia contribuir para melhor entendimento

dos processos bioldgicos que poderiam ser afetados pela intoxicagao por Pb.

2.3 PROTEOMICA

A protedmica € uma area da Ciéncia que comec¢ou em 1994 quando Marc
Wilkins usou o termo “Proteoma” (conjunto de PROTEinas codificadas pelo
genOMA) em publico pela primeira vez (BLACKSTOCK e WEIR, 1999; WILKINS;
SANCHEZ; GOOLEY et al., 1996). O termo proteoma faz referéncia a um conjunto
de proteinas que esta sendo expresso hum dado momento da vida celular de um
organismo a partir de uma sequéncia de nucleotideos do DNA (ABBOTT, 1999).
Segundo (BLAcksTOCK e WEIR, 1999), o objetivo da prote6mica € estudar as
propriedades das proteinas, seus niveis de expressdo, suas funcdes,
modificacdes pos-traducionais, interacfes proteina-proteina e mecanismos
regulatérios, utilizando as ferramentas de espectrometria de massas que
evoluiram a tal ponto que possibilitaram estas analises. Existem varias definicdes
para a protebmica, que pode ser definida simplesmente como a ferramenta para

estudar o proteoma.

A importancia de estudos proted6micos na pesquisa pode ser entendida
guando se observam os diferentes estagios do ciclo de vida em insetos. Com os
mesmos genes, o inseto tem diferentes morfologias em estagios distintos de seu
ciclo vital. As distingbes morfolégicas que acompanham as diferentes funcdes
celulares e das organelas sao diretamente determinadas por uma variacdo no
proteoma, e ndo pelo genoma, pois aquele pode ser alterado por varias
modificacdes pos-traducdo (THONGBOONKERD; KLEIN e KLEIN, 2004). Através
destas modificagbes, varias proteinas funcionalmente distintas podem ser
geradas a partir de um unico gene. Neste sentido, a prote6mica complementa as
informacdes obtidas através da gendmica. Os perfis proteicos expressos em
diferentes condicdes fisioldgicas ou patologicas sdo entdo comparados, e as
informacdes deste tipo de estudo permitem a identificacdo de proteinas de



‘Mileni da Stlva Fernandes 95

transducao de sinal ou ainda a identificacdo de proteinas especificas de estados

patoldgicos e fisiologicos (GRAVES e HAYSTEAD, 2002).

O rapido progresso da protedmica nos ultimos anos é baseado no
sucesso de trés fatores: a genbmica, especialmente quando se considera que o
projeto genoma humano e de outras espécies esta completo ou quase completo;
a separacao de proteinas por métodos com ou sem gel; e a espectrometria de
massas (MS) (PIERCE e Cal, 2004; THONGBOONKERD; KLEIN e KLEIN, 2004). Os
dados obtidos a partir da andlise protedmica sdo complementares aqueles
obtidos através da analise gendmica e outros estudos "OMICOS” (como
transcriptbmica, metabolémica, interatbmica, metaloproteémica, etc.). Todos
estes campos “OMICOS” servem como pecas individuais do quebra-cabeca, a
fim de se construir uma imagem dindmica da biologia e fisiologia de células,

tecidos e orgaos.

Uma das ferramentas mais utilizadas em andlise protebmica é a
eletroforese bidimensional (2D-E) que separa as proteinas com base nas suas
duas principais caracteristicas, o peso molecular e ponto isoelétrico e por isso
chamada de bidimensional. Na primeira dimensdo, denominada focalizac&o
isoelétrica (IEF), as proteinas, que dependendo de sua estrutura primaria (dos
aminoacidos que a compde) e do pH do meio podem apresentar carga liquida
positiva, negativa ou neutra, sdo submetidas a uma separacao horizontal em
uma tira de gel de poliacrilamidas contendo um gradiente de pH imobilizados
(immobilized pH gradient - IPG), e sob a influéncia de um campo elétrico, as
proteinas irdo migrar para a posicao do gradiente na qual sua carga liquida sera
zero, focalizando-se neste ponto, onde o valor de pH é numericamente igual ao
pl. Posteriormente, a tira contendo as proteinas previamente separadas €
transferida para um gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), que sob influéncia de um campo elétrico, irA separar as proteinas de
acordo com suas massas moleculares (MM) relativas. Essa metodologia foi
desenvolvida de modo independente por Klose e O’Farrel e a época foi
considerada uma poderosa ferramenta para analise e detec¢cdo de complexos
proteicos a partir de diferentes fontes bioldgicas (KLOSE e SPIELMANN, 1975;

O'FARRELL, 1975). A 2D-E permite o estudo do perfil proteico que compde uma
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amostra biologica, bem como modificacdes no padrdo de expressao e

modificacdes pos-traducionais (HECKER; BECHER; FUCHS et al., 2010).

Em relacdo a caracterizacdo e identificacdo de proteinas, de maneira
geral, a Espectrometria de Massas (MS) € uma técnica que mede a relacéo entre
a massa e a carga (m/z) de moléculas ionizadas em fase gasosa por meio de um
espectrometro de massas, que pode ser considerado uma “balanga molecular”,
cuja finalidade & medir a massa de atomos e moléculas com extrema preciséo.
O equipamento é basicamente dividido em trés partes: uma fonte de ionizacao,
um analisador e um detector, sendo que a molécula a ser analisada percorre

obrigatoriamente este caminho, nesta ordem (DAss, 2007).

A utilizagdo da proteGmica para estudos envolvendo toxicologia tem se
tornado cada vez mais comum, e atualmente € um campo conhecido como
toxicoprotedmica. A toxicoprotedmica tem como objetivos aprofundar a
compreensao dos mecanismos toxicopatoloicos bem como buscar alteracfes de
proteinas que atuariam como biomarcadores de toxicidade quimica (WETMORE e
MERRICK, 2004).

Outro campo que vem ganhando destaque é a metaloprotedmica, cujo
objetivo € entender os aspectos fisiologicos e funcionais das metaloproteinas
responsaveis pelo transporte de ions metalicos nos organismos Vvivos (GARCIA;
MAGALHAES e ARRUDA, 2006; HARAGUCHI, 2004). Ela integra estudos analiticos e
bioquimicos, contemplando o fracionamento e a caracterizacdo de proteinas
associadas a metais, procurando compreender o papel dos ions metéalicos em
sistemas bioldgicos, mais especificamente o seu papel em relacdo as proteinas
(BRAGA; BITTARELLO; PADILHA et al., 2015). Além das ferramentas classicas em
protebmica, a metaloprotedbmica utiliza-se da espectrometria de absorgédo
atbmica (AAS) e ICP-MS (espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente), ambas utilizadas para determinac¢des quantitativas de elementos
metalicos (KRuUG, 2004; LAJUNEN e PERAMAKI, 1992)..

A utilizacdo da protedbmica para avaliar a toxicidade do Pb vem sendo
utilizada para buscar biomarcadores que ajudem a monitorar individuos expostos

a este elemento. Nesse sentido, a protedmica poderia ajudar a identificar
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proteinas relacionadas a hepatotoxicidade do Pb bem como ajudar a entender o

possivel papel protetor do Fe.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos da intoxicacéo pelo Pb
em figado de ratos submetidos a intoxicacdo por este metal, bem como a
possivel prevencao destes efeitos pela exposi¢do simultanea com Fe.

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil proteico em figado de ratos por meio de eletroforese

bidimensional associada a espectrometria de massas ap0s a exposicao;
- Avaliar possiveis modificacdes morfologicas do tecido hepatico dos animais.

- Avaliar a relacdo entre a dose de Pb administrada e os seus possiveis efeitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS ANIMAIS E EXPOSICAO AO CHUMBO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Ensino e Pesquisa em
Animais da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de S&o Paulo,
atendendo pelo protocolo 012/2011(ANEXO A).

Primeiramente um projeto piloto foi realizado a fim de estabelecer a
relacédo entre o Pb administrado em agua e a concentracdo do metal no sangue,
sendo esperados valores em torno de 10 pg/dL e 30 pg/dL para as dosagens na
agua de 100 mg/L e 400 mg/L de Pb(C2H3032)2, respectivamente.

O estudo foi realizado com um total de 36 ratos machos recém-
desmamados (Rattus norvergicus, variedade Wistar), oriundos do Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Bauru-Universidade de S&o Paulo
(FOB-USP), e foram divididos em seis grupos de seis animais cada. Os animais
foram mantidos durante seis semanas em gaiolas metabdlicas, numa sala com
um ciclo de 12 h de claro e 12 h de escuro, temperatura e umidade controladas
e livre acesso a uma dieta industrializada (racdo) da marca Purina, que
apresenta baixa quantidade de Pb em sua composicdo (0,36 mg/kg), néao
interferindo nos resultados. Todos os grupos tiveram livre acesso a agua de
beber pré-preparada, durante as seis semanas. A agua de beber foi preparada
pela dissolugdo de acetato de chumbo (Pb(C2Hs02)2) em &gua destilada e
deionizada em duas concentracdes distintas de 100 mg/L e 400 mg/L, sendo
analisada para confirmacéo das concentracdes por meio de espectrometria de
absorcdo atémica (AAS), utilizando forno de grafite. De acordo com (WANG, Q.;
Luo; ZHANG et al., 2007a), espera-se que a dose mais alta produza niveis de Pb
no sangue em torno de 30 ug/dL, e a dose mais baixa produza niveis de Pb no
sangue em torno de 10 pg/dL. Esta dltima dose, de acordo com o Centers for
Disease Control (CDC), corresponde ao nivel aceitavel de Pb no sangue.

Os seis grupos de animais foram nomeados e divididos recebendo os

seguintes tratamentos:



64 ‘Mileni da Stlva Fernandes

- grupo controle (GC): composto por seis animais que receberam apenas agua
de beber deionizada, além de gavagem gastrica com agua deionizada a cada

dois dias;

- grupo experimental | (GEI): composto por seis animais que receberam agua de

beber deionizada e gavagem gastrica a cada dois dias com 20 mg/Kg de FeSOa.

- grupo experimental Il (GEIl): composto por seis animais que receberam 100
mg/L de Pb(C2H302)2 em dgua de beber e concomitantemente, a cada dois dias,

agua deionizada por gavagem gastrica;

- grupo experimental 11l (GEII): composto por seis animais que receberam que
receberam 100 mg/L de Pb(C2H302)2 em agua de beber e concomitantemente,
a cada dois dias, por gavagem gastrica, uma solucédo de FeSO4 na dose de 20
mg/kg de peso corporal;

- grupo experimental IV (GEIV): composto por seis animais que receberam 400
mg/L de Pb(C2H302)2em agua de beber e concomitantemente, a cada dois dias,
agua deionizada por gavagem gastrica;

- grupo experimental V (GEV): composto por seis animais que receberam 400
mg/L de Pb(C2H302)2em agua de beber e concomitantemente, a cada dois dias,
por gavagem gastrica, uma solugdo de FeSOa4 na dose de 20 mg/kg de peso

corporal.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Ao final do periodo experimental (6 semanas), os animais foram pesados
e anestesiados pela administracdo intramuscular de Dopalen (cloridato de
guetamina) e Anasedan (cloridato de xilazina) (1:1), dosado de acordo com o
peso corporal do animal na proporgéao de 0,14mL/100g de peso. Em seguida, a
cavidade peritoneal e depois a toracica foram expostas, e o coragdo foi

puncionado para coleta do sangue em tubos trace Royal blue BD Hemogard (BD
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Vacutainer®, USA), em seguida armazenados a -20 °C para posterior
determinacao de Pb sanguineo.

Posteriormente a puncdo cardiaca, os figados foram rapidamente
coletados e pesados, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80 °C, para posterior analise proteémica, bem como da
concentracdo de Pb. O lobo esquerdo foi destinado a andlise histoldgica, para a

qual foi fixado em formalina 10% tamponada.

4.3 ANALISES DE Pb NO TECIDO HEPATICO E SANGUE TOTAL

A realizacdo das analises foi no Laboratério de Toxicologia e
Essencialidade de Metais, do Departamento de Analises Clinicas, ToxicolGgicas
e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo.

Para tanto, foi utilizado um Espectrometro de massas com plasma
indutivamente acoplado, equipado com uma célula de reacdo (DRC-ICP-MS
ELAN DRCII, Perkin Elmer, Sciex, Norwalk, CT, EUA), operando com argdnio de
alta pureza (99,999%, Praxaair, Brasil) e H2/Ar (5/95%) como gas de reacao
(99,999%, Praxaair, Brasil), conforme descrito por (BATISTA; GROTTO; RODRIGUES
et al., 2009). Em resumo, as amostras e materiais de referéncia certificados
(CRMs) (aproximadamente 75 mg) foram pesados em tubos Falcon® de
polipropileno de 15 mL (Becton Dickinson). Entédo, 1 mL de solucao de hidréxido
de tetrametilamonio (TMAH) foi adicionado as amostras e incubado a
temperatura ambiente por 12 h num homogenizador rotacional. Apos
solubilizac&o, o volume foi trazido para 10 mL com uma solucéo diluida contendo
HNO3 0,5% (v/v), 10 pg/L Rh e Triton X-100 0,01% (v/v). Padrbes de calibracdo
analiticos foram preparados numa concentracao variando entre 0 e 20 pg/L, num
diluente contendo TMAH 5% (v/v), HNO3 0,5% (v/v), 10 pg/L Rh e Triton X-100
0,01% (v/v). O limite de deteccgéo para o Pb foi de 0.0066 pg/L.

Para as amostras de sangue, 200uL de cada amostra foram colocadas
em tubos Falcon® de polipropileno de 15 mL (Becton Dickinson), para um

volume final de 10 mL (diluicdo de 50 vezes) com uma solucdo contendo HNO3
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0,5% (v/v), 10 pug/L Rh e Triton X-100 0,01% (v/v). Padrbes de calibracéo
analiticos foram preparados numa concentracdo variando entre 0 e 20 pg/L, no
mesmo diluente. A curva foi feita por ajuste de matriz, a qual continha os padrdes
de calibracéo, sangue ovino diluido 50 vezes (sangue base) e diluente.

Apos a preparacdo da amostra, a mesma foi diretamente injetada no
equipamento. O controle de qualidade para as analises de Pb foi certificado
através da andlise de materiais de referéncia do Instituto Nacional de Padrées e
Tecnologia americano (NIST 955c¢). Ademais, outros materiais de referéncia
fornecidos tanto pelo Departamento de Saude do Estado de Nova lorque
(NYSDOH programa de teste de proficiéncia para elementos traco em sangue
total) quanto pelo Instituto Nacional de salde Publica de Quebec, Canada (INSP
— esquema de andlise de qualidade externa (EQAS) para elementos trago no

sangue) foram também analisados.

4.4 ANALISE MORFOLOGICA

4.4.1 Processamento técnico das pecas para microscopia de luz

Foram utilizados os lobos esquerdos para a realizacao do processamento,
onde os mesmos foram fixados em solucdo de formalina 10% tamponada, por 7
dias, a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados em agua corrente e
processados histologicamente (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2010),com desidratacéo
em alcool etilico, diafanizacéo em xilol (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) em
3 banhos de 40 minutos cada para posterior impregnacao (embebicdo) e
inclusdo em Histosec® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) fundida na estufa
a 60 °C (Figura 1).
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Figura 1. Etapas do processamento histotécnico. A) Diferentes
concentragdes de alcool etilico e xilol, utilizados nos processos de
desidratacao e diafanizacdo das pegas. B- E) Etapas de incluséo
do tecido em parafina.

Para a microtomia foram realizados cortes semi-seriados de 5 um de
espessura, obtidos em micr6tomo (Microm, modelo HM 340 E, Alemanha)
(Figura 2), colocados sobre laminas convencionais, 0s quais foram corados pela

técnica da Hematoxilina - Eosina (LUNA, 1968).
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Figura 2. Microtomia das pecas e coloragdo dos cortes. A) Microtomo
(Microm, modelo HM 340 E, Alemanha) utilizado para realizagao dos cortes
histologicos. B) Corantes H&E. C) Laminas identificadas com cortes
teciduais.

4.4.2 Preparo dos cortes em H&E

A coloracdo para H&E consistiu em banhos seriados dos cortes
selecionados e capturados em laminas convencionais. Os tratamentos,
realizados em um Unico dia, consistiram de: trés banhos em xilol por 15 min cada,
para desparafinizar os cortes; trés banhos em etanol absoluto de 5 min cada; um
banho em etanol 70% de 5 min, para hidratar a amostra; lavagem em agua
corrente por 10 min; um banho em corante hematoxilina por 30 segundos;
lavagem em agua corrente por 10 min; um banho em corante eosina por 70
segundos; lavagem em agua corrente; um banho rapido em etanol 70%; dois
banhos rapidos em etanol absoluto; dois banhos em etanol absoluto por 2 min
cada, para desidratar os cortes; diafanizados em trés banhos em xilol de dois
min e finalizando com a adeséo da laminula nos cortes, com resina Enterlan®
(Merck KGaA, Frankfurter, Darmstadt — Germany).
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4.4.3 Microscopia de luz (6ptica)

Apoés a coloracéo, as laminas foram analisadas em microscopio de luz
(6ptico) e fotografadas através de sistema de microfotografia (microcomputador
com o software de captura e analise de imagem Image Pro-Plus 6.0, acoplado

ao microscopio optico Olympus BX-50).

4.5 ANALISE PROTEOMICA

4.5.1 Preparo da amostra

Para a aquisicdo de géis com boa qualidade, o preparo da amostra deve
resultar na completa solubilizacdo, desagregacéo, desnaturacao e reducao das
proteinas presentes na amostra. Para isto, as amostras foram homogeneizadas
em moinho criogénico, modelo 6770 Freezer Mill (Spex, Metuchen, NJ, EUA)
(figura 3 A). As amostras foram fracionadas em fragmentos de um centimetro de
acordo com a orientacao dos fabricantes, colocadas em tubos de policarbonato
(figura 3 B), e entdo, os fragmentos foram triturados com 15 batimentos por
segundo, 2 ciclos de 2 min com 1 min de intervalo e um pré congelamento de 1
min proporcionado pelo nitrogénio, que previne a degradacdo de componentes
da amostra, mantendo em baixa temperatura (figura 3 C e D). Ao final do

processo, obtiveram-se amostras pulverizadas e com aspecto homogéneo.
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Figura 3. Homogeneizagdo do tecido hepatico em moinho criogénico
para posterior extracdo das proteinas. A - Moinho criogénico; B — Tubo
de policarbonato; C - Colocagdo da amostra no moinho criogénico; D -
Colocacéo do Na.

Cerca de 100 mg de amostras pulverizadas foram transferidas para um
microtubo e em seguida foram adicionados 500 pL de tampdo de extracao
contendo uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4%, ditiotreitol (DTT) 1%, anfélitos
carreadores 0,5% pH3-10 e um coquetel de inibidores de proteases, sendo
incubados em gelo por 1 h. Apds incubacdo o homogenato foi centrifugado
(Eppendorf) a 8000 g por 30 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado (GE-
HEALTHCARE, 2004).

A fim de remover o0 excesso de sais, agucares, acidos nucléicos e lipideos,
utilizou-se o kit PlusOne 2D Clean-up (GE Healthcare, Uppsala, Suécia), que
contém agentes precipitantes e coprecipitantes, capazes de precipitar e remover
impurezas das amostras de maneira eficiente. Apos a extracdo, 200 pL da
amostra extraida foram transferidos para um microtubo e os procedimentos para
a precipitagcéo foram realizados conforme recomendacdes do fabricante. Todas
as etapas foram realizadas em gelo para evitar danos a amostra. Apos

precipitacédo e limpeza, o pellet obtido foi ressuspenso em 200 pL de solucéo de
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reidratacdo contendo uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 2%, anfdlito carreador pH
3-10 0,5% e 0,002 % de azul de bromofenol, e no momento do uso, foram
adicionados DTT (30mM) para cada 2,7 mL de tampéao de reidratagéo.

As proteinas foram quantificadas utilizando-se o kit Quick Start™ Bradford
Protein Assay (Bio-rad, Hercules, CA, EUA), baseado no método de Bradford
(BRADFORD, 1976), em triplicata. Para cada reacéo utilizou-se 1 yL de amostra e
250 L do reagente de coloracédo e apos incubacdo por 5 min em temperatura
ambiente, as absorbancias foram determinadas a 595 nm em leitor de microplaca
(FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech). As concentracBes proteicas foram
calculadas pela comparacdo com uma curva padrdo contendo concentracdes
conhecidas de proteina de soro bovino (BSA). Posteriormente a quantificacao,
cerca de 1000 pg de proteinas de cada um dos seis animais de cada grupo foram
combinadas para formar um pool por grupo, totalizando 6 amostras (uma de cada
grupo) a serem carregadas na eletroforese bidimensional. Tal procedimento foi
realizado para minimizar a variabilidade individual (TILTON; HAIDACHER; LEJEUNE
et al., 2007). Novamente foi feita a quantificacdo de proteinas, como descrito
anteriormente. As concentracdes de proteina em pg/uL encontradas para cada
amostra de tecido hepatico estdo demonstradas na terceira coluna da tabela 1 e

0s volumes de amostra aplicados nos géis, na quarta coluna.

Tabela 1. Concentracdo de proteinas no homogenato de tecido
hepatico, e volume de amostra utilizado para obten¢éo do pool

GRUPOS A595nm [pL%tliiCa] Vloolbc()uté p/
GC 0,601 992,83 20,14
GE|I 0,636 1057,05 18,92
GE Il 0,608 1006,60 19,87
GE Il 0,667 1113,93 17,95
GE IV 0,691 1158,88 17,26
GE YV 0,679 1136,86 17,59

GC- Grupo controle; GEI-20 mg/Kg FeSOa; GEII-100 mg/L Pb(CHsCOO)2; GEllI-
100 mg/L de Pb (CHsCOO):. +20 mg/Kg de FeSOs4; GEIV- 400 mg/L
Pb(CH3COO)2; GEV- 400 mg/L Pb(C2H302)2+ 20 mg/Kg de FeSOa.
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4.5.2 Eletroforese bidimensional

4.5.2.1 Focalizacao Isoelétrica (Primeira Dimensao)

A caracterizacdo das proteinas presentes na amostra foi realizada com
tiras IPG de 24 cm e gradiente de pH 3-10 (GE Healthcare). Para isso, as fitas
IPG foram cuidadosamente posicionadas no strip holder e reidratadas durante
14 h a 20°C em 450 puL de solucéo de reidratacdo contendo aproximadamente
1000 pg de proteinas. Sobre as fitas IPG foi acrescentado 3 mL de 6leo mineral
(cover fluid, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) para evitar evaporacdo dos
reagentes durante o processo de reidratacdo. As proteinas foram primeiramente
separadas de acordo com seu ponto isoelétrico (pl), através de focalizagédo
isoelétrica (IEF), utilizando o sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia), figura 4. A focalizacao isoelétrica foi realizada nas seguintes condi¢des:
500 V por 1 h, 1.000 V por 1 h e, por fim, 10.000 V até atingir 40.000 V.

Figura 4. Sistema de focalizagdo isoelétrica Ettan
IPGphor 3 e Ettan Manifold GE Healthcare, Uppsala,
Suécia) carregado com as amostras.
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4.5.2.2 Eletroforese SDS-PAGE (Segunda Dimenséo)

Apo6s a focalizagdo, as tiras foram removidas do manifold, lavadas
individualmente com tampé&o SDS 1% e foram equilibradas em duas etapas, uma
solucao tampéo de equilibrio (uréia 6 M, Tris-HCI 75 mM, Glicerol 29,3%, SDS
2%, azul de bromofenol 0,002%), contendo 1% (p/v) DTT (redutor), por 20
minutos, e em seguida, para alquilacdo, no mesmo tampao contendo 2,5 % (p/v)
de iodoacetamida (IAA) por 20 minutos.

A eletroforese de segunda dimensdo foi realizada em gel vertical
homogéneo de 12,5% de acrilamida (255 mm X 200 mm X 1,5 mm). Depois de
equilibradas, reduzidas e alquiladas, as tiras foram inseridas sobre o gel de
acrilamida e fixadas com uma solucao pré-aquecida de 0,5% (p/v) de agarose
solubilizada em tampéao de corrida Laemmli (LAEMMLI, 1970). Foi utilizado padréo
de ampla faixa de massa molecular (14 a 200 KDa, Broad range molecular
weight, Bio-rad). A separacao eletroforética das proteinas foi conduzida no
sistema Ettan DALTsix (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) a 20 °C (Figura 5),
proporcionando maior agilidade e precisdo nas andlises, ja que o aparelho
permite a corrida de até seis géis distintos, diminuindo as diferencas verificadas
guando géis 2-DE sao obtidos individualmente ou em duplicatas. No primeiro
estagio sera utilizou-se uma corrente fixa de 80 V, 15 mA/gel e 100 W por 1 h,
para migracdo das proteinas da tira IPG para o gel. J4 no segundo estagio, a
corrida foi conduzida com corrente constante de 500 V, 60 mA/gel e 100 W a
20°C, até que o azul de bromofenol atingisse o fundo do gel (aproximadamente
5 h).
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Figura 5. Segunda dimensdo em géis SDS-PAGE 12,5% (200mmX
255mmX1,5mm), no sistema Ettan DALTsix (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

4.5.3 Visualizacdo e anélise de imagens

Ao final da corrida, o gel foi colocado em solugcdo fixadora (NEUHOFF;
AROLD; TAUBE et al., 1988) contendo &cido fosforico 1,3% e metanol 20% durante
1 h, para prevenir a mobilidade das proteinas no gel e lavar os anfélitos. Entao,
0os mesmos foram lavados com agua deionizada e deixados por 24 h em solucao
de coloracao contendo 10% de acido fosférico, 10% de sulfato de aménio, 0,12%
de Coomassie Brilliant Blue G-250 e 20% de metanol. As proteinas separadas
por 2DE foram visualizadas através dessa coloracdo por Coomassie Brilliant
Blue G-250 (USB, Cleveland, OH, EUA), realizada de acordo com o protocolo de
Candiano e colaboradores (CANDIANO; BRUSCHI; MUSANTE et al., 2004). Por fim,
os géis foram lavados com agua deionizada e armazenados em solucéo de acido
aceético 5%. Os géis corados foram digitalizados com resoluc¢éo de 300 dpi com
auxilio do programa LabScan 6.0 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) no scanner
modelo ImageScanner™ Il (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

Para a analise das imagens, foi adotado o programa ImageMaster 2D
Platinum 7.0 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). A deteccao dos spots e a
determinacdo do seu volume foram realizadas de modo automatico e utiliza os
parametros area minima (delimitacdo fisica gerada pelo spot), smooth
(intensidade, gerada em pixels) e saliéncia (curvatura do spot). Neste estudo,
foram adotados os seguintes parametros: fator smooth = 4, area minima =5 e
saliéncia = 220. Dentro de cada grupo, o gel com o0 maior nimero de spots foi

escolhido como gel de referéncia e em seguida foi efetuado o pareamento dos
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géis com o de referéncia. ApGs esse passo, foram realizadas correcées com a
adicao e remogao manual dos spots. Com as corregdes devidamente efetuadas,
procedeu-se a andlise das classes, que forneceu a diferenca estatistica entre os

grupos experimentais.

Pelo programa também foram estimados os pontos isoelétricos e as
massas moleculares de cada spot. Para determinar diferencas na expresséo
proteica, foram consideradas as alteragdes no valor de % de volume. O uso da
% de volume implica na normalizacdo do spot, pois para calcular a % de volume,
considera-se o volume total de todos os spots no gel. Assim, minimizam-se as
variacdes decorrentes da quantidade de proteina aplicada e do procedimento de

coloragéo.

4.5.4 Preparo das amostras para espectrometria de massas

Apoés analise pelo software, os spots selecionados foram excisados dos
géis e preparados para espectrometria de massas de acordo com Andrade
(ANDRADE, 2006). Para isso, duas folhas brancas de EVA (Ethylene Vinyl Acetate)
foram coladas sobre uma bancada com boa iluminacéo, e em cima destas, foram
posicionadas trés placas de vidro. As triplicatas de cada grupo foram ent&o
posicionadas sobre cada placa e os spots foram excisados com o auxilio de
ponteiras universais de 1000 uL e 200 pL, das quais as pontas foram retiradas em
diferentes alturas para proporcionar diferentes diametros (Figura 6). Em seguida,
0os mesmos foram cortados 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 até o passo seguinte.
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Figura 6. Excisdo e recorte dos spots selecionados para espectrometria de massa.
Os spots provenientes dos 3 géis obtidos para cada grupo séo inicialmente captados
com uma ponteira plastica. Depois, sdo cortados em fragmentos de cerca 1 mm?® com
navalha.

Para a retirada do corante, ou seja, para que 0s segmentos de gel ficassem
totalmente transparentes, os mesmos foram lavados no minimo por trés vezes,
em uma solugéo contendo acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato de aménio
(AMBIC) 25 mM por 30 minutos. Subsequentemente, os mesmos foram
desidratados duas vezes em ACN 100% por 10 minutos. Ao final da segunda
desidratagéo, a ACN foi removida e o residuo remanescente deixado evaporar em
temperatura ambiente.

Depois de desidratados, os spots foram submetidos a reducéo e alquilagéo.
Para isso, foram inicialmente reidratados com a solucao redutora com DTT 20 mM
em AMBIC 50 mM e incubados por 40 minutos a 56 °C. O excesso de liquido foi
removido e substituido por IAA 55 mM em AMBIC 50 mM. Apés 30 minutos no
escuro, em temperatura ambiente, o liquido foi removido, os fragmentos lavados
em AMBIC 25 mM e em seguida desidratados em ACN 100%. A ACN foi
descartada e o residuo remanescente no gel deixado evaporar em temperatura
ambiente.

Para a digestdo das proteinas, os fragmentos de gel foram reidratados com
15 pL de solugao contendo 150 ng de tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry,
Promega, Madison, WI, EUA) em AMBIC 25 mM por 15 minutos para que a
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tripsina pudesse penetrar no gel. Em seguida, adicionaram-se 50 yL de AMBIC
25 mM para total cobertura dos spots, incubou-se posteriormente a 37 °C por 14
h. Apés as 14 h, a acdo da tripsina foi interrompida pela adi¢do de 15 uL de
solugéo bloqueadora (ACN 50% v/v e acido férmico 5% v/v). Os peptideos foram
eluidos da acrilamida com duas lavagens de 15 minutos com solucéo de eluicao
A (ACN 50% v/v e acido formico 1% v/v), uma lavagem de 15 minutos com solucéo
de eluicdo B (metanol 60% v/v e acido férmico 1% v/v) e mais duas lavagens com
ACN 100%, a 45 °C sob sonicacéo (Figura 7). O aparelho de sonicag&o usado foi
um ULTRA-SOM de banho (Branson, modelo 2510, Danbury, CT, EUA) com 40
KHz de frequéncia fixa e poténcia de 30 W. A solucdo contendo os peptideos
extraidos foi submetida a secagem em um concentrador a vacuo (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a temperatura ambiente, por 2-3 h e entdo o tubo foi

armazenado a -20 °C até a realiza¢do do sequenciamento.

Figura 7. Digestao de proteinas. Solu¢Bes de eluigdo para lavagem
dos peptideos; sonicagdo (Ultra-Som) e concentrador a vacuo
utilizado para secagem.
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4.5.5 Identificacdo dos spots por espectrometria de massas

Os peptideos foram solubilizados em 12 yL de &acido férmico 0,1% e
transferidos para tubos especificos para realizacdo da espectrometria de massas.
Parte do sequenciamento das proteinas foi conduzido na plataforma LC-MS/MS
NanoAcquity Ultra Performance LC (Waters, Milford, MA, EUA), acoplada a uma
fonte nanoelectrospray no espectrébmetro de massas Q-Tof Ultima (Waters,
Milford, MA, EUA), disponivel no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), em
Campinas, SP. Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx v.4.1
e 0s arquivos brutos foram convertidos para o formato especifico (.mgf) através
do software Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.), e submetidos a
base de dados Rat International Protein Database v3.86 (39917 sequences;
21244696 residues) usando a ferramenta de busca MASCOT v.2.3.01 (Matrix
Science Ltd), cujo resultado é apresentado na forma de score e indica a
probalidade do match ndo ser um evento aleatorio. Assim, o resultado foi fornecido
na forma de um grafico de barras, no qual existe um valor limite (score limite), e
guando os matches estdo acima deste valor, considera-se que a probabilidade
deste evento ser randémico é muito baixa (<5%). Entdo, adotou-se como critério
um valor limite igual ou superior a 60, conforme ilustrado na Figura 8, que mostra

o grafico referente ao spot 274 do grupo Controle.
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Mascot Score Histogram

Tons score 1s -10*¥Log(P), where P is the probabilty that the observed match 1s a random event.
Indrvidual 1ons scores > 29 mdicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protem scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for rankmng protem hits.
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Figura 8. Grafico obtido a partir do MASCOT para o spot 276 Controle. A
barra presente na &rea sombreada em verde ndo foi considerada
identificacdo significativas, pois esta abaixo do valor limite. Porém, barras
acima do valor limite foram consideradas significativas e provavelmente
apresenta coincidéncia com alguma proteina.

Foi instalado na Faculdade de Odontologia de Bauru-FOB-USP, um
espectrometro de massas com fonte ionizacdo por ESI e analisador de massas
hibrido Xevo G2 Q-TOF, acoplado ao sistema nanoAcquity Ultra Performace LC
(Waters, Manchester, UK), entéo o restante do sequenciamento das amostras foi
realizado no laboratério de bioguimica desta Universidade. Os dados obtidos
foram processados através do software ProteinLynx GlobalServer 3.0 (PLGS),
Waters Co., Manchester,UK.

Os softwares de busca correlacionam o0s espectros obtidos de
fragmentacdo de peptideos tripticos experimentais com espectros tedricos
gerados a partir de digestao triptica de proteinas, depositados em bancos de
dados. Os bancos de dados utilizados foram o UniProtKB/Swiss-Prot (Uniprot-
http://www.uniprot.org/), e as condi¢cdes de busca foram baseadas em taxonomia

de Rattus norvegicus.
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4.5.6 Analise computacional

Para compreender a importancia biolégica das proteinas encontradas
dentro das comparagdes realizadas, foi feita analise funcional através do plugin
ClueGo v2.17 (BINDEA; MLECNIK; HACKL et al., 2009) que permite a integracao e
visualizacdo dos termos do Gene Ontology (GO). O ClueGO utiliza estatisticas
kappa para conectar os termos em uma rede. O método estatistico kappa, refere-
se a medida quantitativa do grau de concordancia sobre como as proteinas
compartilham uma anotacdo de termos do GO (HUANG; SHERMAN; TAN et al.,
2007). Os resultados foram visualizados através do software Cytoscape v 3.0.1

(SHANNON; MARKIEL; OzIER et al., 2003).

4.6 METALOPROTEOMICA

4.6.1 Determinacdo de Fe e Pb em spots proteicos por
espectrometria de absorg&o atdbmica em forno de grafite (GFAAS)

Apoés a analise do software realizada nos géis bidimensionais, os spots
foram excisados, sendo utilizados para analise triplicata de géis por grupo. A
mineralizacao acida dos spots proteicos foi realizada para a eliminacdo da fracao
organica (LIMA; NEVES RDE; DOS SANTOS et al., 2010; SANTOS; LIMA; NEVES et al.,
2011). Trés repeticbes dos spots proteicos recortados foram transferidos para
baldes de digestdo de 5 mL, onde para cada baldo foram transferidas aliquotas
de 1 mL de acido sulfurico concentrado e 250 pL de peréxido de hidrogénio
(Merck) para serem digeridas em bloco digestor a aproximadamente 40 °C até
completa mineralizacdo das amostras (extrato translicido). Em seguida, os
extratos foram transferidos para bal6es volumétricos de 5 mL, completando-se os
volumes com &gua ultrapura.

Apéds essa etapa, foram realizadas as diluicbes das amostras de acordo
com a determinacdo do metal de interesse. Para determinacdo de Pb foram

adicionados 750 pL da amostra digerida mais 250 pL de nitrato de paladio, como
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modificador quimico. Ja para determinacdo de Fe foram adicionados 200 pL de
amostra digerida mais 800 pL de agua ultrapura. Assim, apds a etapa de preparo
das amostras (extratos acidos), 20 pL de solug¢do padrdo e/ou amostra foram
injetados para dentro do tubo de grafite através da micropipeta do autoamostrador.

As determinacdes de Fe e Pb nos extratos acidos obtidos foram feitas
utilizando espectrometro de absorcdo atdmica SHIMADZU modelo AA-6800,
equipado com corretor de absorcdo de fundo com lampada de deutério e sistema
self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma integrada, recoberto
com filme de carbeto de tungsténio (SILVA, F. A.; NEVES; QUINTERO-PINTO et al.,
2007) e amostrador automéatico ASC-6100. Foi utilizada lampada de catodo oco
de Fe e Pb SHIMADZU, operada com 12 mA de corrente. O comprimento de onda
utilizado foi de 248,3 nm para o ferro e 283,3 nm para o Pb; a resolucao espectral
utilizada foi de 0,5 nm.

Como gas inerte foi utilizado o argdnio, mantendo-se um fluxo constante de
0,30 L.min! durante todo programa de aquecimento, exceto na etapa de
atomizacao, na qual o fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de absorbéancia
foram medidos em area de pico.

Solucdes padrdo aquosas, contendo 0,01 mol L de acido sulfarico Merck,
0,50% de Triton- X 100 e 10 mg L de Pd (ll), preparadas por diluicdo de solucédo
estoque contendo 200 ug L* de ferro e/ou chumbo, foi utilizada no preparo de
curva analitica na faixa de concentracédo de 4,00 a 16,00 pg L para o Fe e de

2,00 a 8,00 pg L para o Pbh.

4.6.2 Procedimentos analiticos

No programa de aquecimento do tubo de grafite, inicialmente fixou-se a
temperatura de atomizacgéo (Ta), variando-se a temperatura de pirélise (Tr) em
intervalos de 100 °C. Depois de fixada a Tp 6tima, variou-se a Ta N0OS mesmos
intervalos. O programa de aquecimento utilizado nesses estudos encontra-se
descrito na Tabela 2 e em todas as medidas foi utilizado nitrato de paladio como
modificador (SiLva, F. A.; NEVES; QUINTERO-PINTO et al., 2007; SiLva, F. A;

PADILHA; PEZZATO et al., 2006).
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Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado na otimizagcao das temperaturas
de pir6lise e atomizacgéo de ferro e chumbo.

Temperatura Estagios Fluxo de Argonio
Etapas (°C) : (L min)
Rampa(s) Aquecimento(s)
Secagem 90 10 0 0,30
Secagem 150 10 5 0,30
Secagem 250 10 5 0,30
Pirélise* 1500 10 20 0,30
Atomizacao* 2400 1 5 0 (leitura)
Limpeza 2600 5 0 0,30
*Variavel

4.6.3 Calculos estequiométricos

Foram realizados célculos estequiométricos em relacdo aos spots do tecido
hepatico. Os calculos possibilitam a estimativa de quantos atomos de Pb ou Fe
estariam presentes por moléculas de spot proteico (LIMA; NEVES RDE; DOS SANTOS

et al., 2010; SANTOS; LiMA; NEVES et al., 2011). Exemplo de célculo abaixo.
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Dados Spot de exemplo:

Spot 47 do grupo experimental 11, onde foi identificado chumbo:

Mm = 28,255 kDa = 28.255 Da Mm pp = 207,2
M proteina = 0,99 ug = 0,99 x 10 g n° Avogadro = 6,022 x 10%3
[Pb] spot = 3,23 mg g 1Da = 1,661 x10%¢g

Célculo do numero de moléculas de proteina no spot

1Da —— 1,661x10%¢g X=4,69x10%¢g

28.255 Da— x(9)

4,69 x 1020 g—— 1 mol y = 2,11 x 10*3 moléculas de proteina
0,99 x 106 g ——— y (moléculas)

Céalculo do nimero de atomos de chumbo

3,23 mg de chumbo —— 1 g de proteina z=0,32x10%g

z (mg) —— 0,99x10° g (M proteina)
207,2 g (Mm pp) — 6,022 x 10% w = 0,93 x 10'® atomos de Pb
0,32x108g —— w (4tomos)

Relacédo de atomos de chumbo por molécula de proteina

n° de atomos de chumbo 0,93x 10 = 0,44 atomos de Pb por

molécula de proteina

n° de moléculas de chumbo 2,11 x 1013
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados de concentracdo de chumbo no sangue e no
figado, foi utilizado o software Graph Pad InStat (Versao 5.0, para Windows,
Graphpad Software, San Diego California USA). Inicialmente foram checadas a
normalidade e a homogeneidade dos dados, utilizando-se os testes de
Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, respectivamente, para selecdo do teste
estatistico apropriado. Quanto a concentracdo de Pb no sangue, os dados
passaram no teste de normalidade, mas ndo no de homogeneidade. Apds
transformacao logaritmica, foram entdo analisados por ANOVA, seguidos pelo
teste de Tukey para comparacdes individuais. Para a analise de Pb no figado,
os dados passaram na normalidade, mas as diferencas entre os desvios-padrao
foram significativas, mesmo apods transformacédo logaritmica. Foram entéo
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para
comparacdes individuais.

Para as massas inicial e final dos animais, bem como para a massa do
figado, os dados passaram no teste de normalidade e de homogeneidade, sendo
analisados por ANOVA e teste de Tukey para comparac¢des individuais.

Para verificar a diferenca estatistica entre os spots foi realizado o teste de
ANOVA atraves do programa ImageMaster 2D platinum verséo 7.0. Em todos

0S casos, o nivel de significAncia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MASSA CORPORAL

Foram aferidas as massas corporais dos animais dos diferentes grupos a
cada dois dias, sendo os dados do primeiro e do ultimo dia considerados para
analise (tabela 3). Observa-se que todos os animais apresentaram ganho de
massa corporal durante o periodo experimental. Tanto para a massa inicial como
para a final, a ANOVA nao detectou diferencas significativas entre os grupos
(F=0,040, p=0,999 e F=0,205, p=0,958, para massa inicial e final,
respectivamente). Os resultados corroboram com um estudo que avaliou os
efeitos desses metais no cérebro de ratos, utilizando as mesmas dosagens do
presente estudo (FERREIRA, 2012). E provavel que a intoxicacdo pelo Pb nio
altere o padrdo de peso corpéreo como demonstrado por um estudo onde os
animais foram expostos a superdosagem de 4280 ppm de acetato de chumbo e
apos 3 semanas ndo foram encontradas alteracdes significativas na massa

corporal dos animais (GAUTAM e FLORA, 2010).

Tabela 3. Massa média (+ DP, g) inicial e final dos animais dos
grupos controle e experimentais tratados com agua contendo
diferentes concentracdes de Pb e Pb + FeSOa.

Grupos Massa inicial (g) Massa final (g)
GC 81,70 £ 26,64 246,50 + 47,3
GEl 82,33 + 27,22 254,30 + 67,40
GEll 79,67 + 25,97 237,00 £ 32,69

GEllI 84,17 £ 29,21 259,83 £ 32,34
GEIV 85,67 + 28,15 240,5+ 71,97
GEV 79,80 + 35,77 257,40 + 23,86

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p=0,9990 e p=0,9579
para as massas inicial e final, respectivamente. n=5-6).

GC (Grupo controle); GEI (20 mg/Kg FeS0Oa); GEIl (100 mg/L Pb(Cz2H302)2); GEIII
(100 mg/L Pb(C2H30z2)2+ 20 mg/Kg FeSOu4); GEIV (400 mg/L Pb(C2H302)2); GEV
(400 mg/L Pb(C2H302)2+ 20 mg/Kg FeSOs).
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5.2 MASSA DO FIGADO

A figura 9 apresenta a média (xDP) das massas dos figados dos animais
dos grupos controle e experimentais. A ANOVA detectou diferenca significativa
entre grupos (F=8,593, p<0,0001). O teste de Tukey revelou que os grupos
tratados com Fe apresentaram peso do figado significativamente maior que 0s
grupos néo tratados com Fe. Essa diferenca pode ser um reflexo do aumento no
depdsito de Fe no tecido hepéatico. O Fe hepatico corresponde a 60% do total de
Fe do organismo e desse, 95% é armazenado nos hepatdcitos como ferritina e
5% como hemossiderina nas células de Kupffer (BEARD; DAWSON e PINERO,
1996). A exposicdo ao Pb néo influenciou no peso dos figados. Resultados
semelhantes foram encontrados por autores que avaliaram, dentre outros, o
efeito da exposicdo ao chumbo durante a gestacao e lactacao no tecido hepatico
em ratos (PILLAI; PATEL; PANDYA et al., 2009). Nao foram encontradas alteracoes

nos pesos dos figados entre 0s grupos experimentais e controle.

16 4

14 -

Peso do figado (g)
=) ]

5]
1

Grupos experimentais
HControle mFe WPb 100 @Pb100+Fe ®Pb 400 ®Pb 400+Fe

Figura 9. Massa média (+DP) do figado dos animais dos
grupos controle e experimentais. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(p<0,05). n=5-6.
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5.3 ANALISES DE Pb NO TECIDO HEPATICO E SANGUE TOTAL

Em relacdo a concentracdo de Pb no sangue total, de maneira geral, foi
observado um efeito dose-resposta, o0 que representa eficacia no delineamento
metodoldgico utilizado, e também foi observada uma reducao nos niveis de Pb

no sangue quando foi administrado o FeSO4 (Tabela 4).

A ANOVA ap6és transformacéo logaritmica detectou diferenca significativa
entre os grupos (F=69,643, p<0,0001). As menores concentracées de Pb no
sangue foram observadas nos grupos controle e FeSO4, que nao diferiram
significantemente entre si. Valores intermediarios foram encontrados para os
grupos que receberam agua contendo 100 mg/L Pb(C2H302)2, que diferiram
significantemente dos anteriores e também dos grupos que receberam agua
contendo 400 mg/L Pb(C2H302)2. Foi utilizada a dosagem de 20 mg/kg de Fe,
gue corresponde a um valor médio visto na literatura, que varia de 7 a 40 mg/Kg.
A administracdo concomitante de FeSO4 e Pb foi capaz de reduzir os niveis
médios deste metal no sangue dos animais, em cerca de 50% e 40% para 0s
grupos que receberam agua contendo 100 e 400 mg/L de Pb(C2H302)2,
respectivamente. Entretanto, essa reducdo observada nos valores médios néo
foi significativa, pois houve acentuada variagdo nos valores individuais dentro
dos grupos experimentais (figura 10a e tabela 4). Apesar dessa variacéo, 0s
resultados obtidos diferem daqueles obtidos por alguns autores, os quais
concluiram que a suplementacdo com FeSOs4 (14 mg Fe/Kg) resultou no
aumento da plumbemia nos ratos (WANG, Q.; LUO; ZHANG et al., 2007a; WANG,
Q.; Luo; ZHENG et al., 2007).

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis detectou diferenca significativa
apenas entre os grupos GC vs GE IV e GC vs GE V (KW=29,839, p<0,0001),
como mostrado na tabela 4. Assim como ocorrido para 0 sangue, a
administragcado concomitante de FeSO4 levou a uma redugé&o nos niveis de Pb no
figado dos animais expostos a 100 e 400 mg/L de Pb(CzH302)2, porém essa
reducdo nao foi estatisticamente significativa, provavelmente devido a variacao

discutida anteriormente (figura 10b e tabela 4). Embora ndo haja na literatura
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trabalhos que avaliem o possivel efeito da suplementacdo do Fe na reducéo da
absorcao do Pb no tecido hepatico, tal efeito protetor ja foi observado no tecido
encefalico (Liu, C.; Yu; SHi et al., 2007; WANG, Q.; Luo; ZHANG et al., 2007a), e
portanto, os resultados obtidos no presente trabalho ampliam a possibilidade da

utilizacdo do Fe como uma estratégia preventiva na intoxicacdo pelo Pb.

Tabela 4. Concentracdo médi;a (xDP) de Pb no sangue (ug/dL) e figado (ng/g)
dos animais dos grupos controle e experimentais tratados com agua contendo
diferentes concentracdes de Pb ou Pb+FeSOa.

Grupos [Pb]sangue (ug/dL) [Pb] figado (ng/g)
GC 0,20+ 0,132 12,71 + 2,792
GEl 0,34 £ 0,57 13,96 + 5,122
GEll 9,05 + 5,76° 359,88 + 275,212
GEll 4,36 +1,75° 124,15 + 89,79%

GEIV 37,54 £ 17,15° 1593,90 + 450,43
GEV 23,37 + 4,69° 830,41 + 69,83°

Médias seguidas por letras distintas nas mesmas colunas indicam diferenca
significativa entre os grupos (ANOVA ap0s transformacéo logaritmica e Kruskal-Wallis
para o sangue e figado, respectivamente. p<0,0001). n=5-6.

GC (Grupo controle); GEI (20 mg/Kg FeS0a4); GEIl (100 mg/L Pb(C2H3032)2); GEIll (100 mg/L
Pb(C2H302)2+ 20 mg/Kg FeS0a4); GEIV (400 mg/L Pb(C2H302)2); GEV (400 mg/L Pb(C2H302)2+
20 mg/Kg FeS0a).
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Figura 10. Gréfico de dispersao das concentra¢fes de Pb para cada individuo. Em a a
variacdo dos valores das concentragdes de Pb no sangue e em b no figado, encontradas
para cada grupo.

5.4 ANALISE HISTOMORFOLOGICA

Para realizacdo da leitura das laminas, considerou-se padrdo de
normalidade para o figado: bom estado de conservacdo, homogeneidade de

aspecto, identificagdo de I6bulos hepaticos integros, espaco porta integro e veias
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hepaticas bem definidas; corddes sinusoéides presentes, integros, confluindo
para veia centro-lobular (WAGNER; DE CARVALHO; NAKAMURA et al., 2010). Nos
capilares sinusoides entendeu-se como normal a presenca de algumas
hemacias e células de Kupffer (macrofagos). Nas células hepaticas,
consideraram-se normais aquelas com um ou mais nucleos integros
(binucleadas), em geral centralizados.

As alteracdes inflamatérias encontradas consistiram de pequenos
acumulos de leucécitos, que na grande maioria dos casos eram células
mononucleares, basicamente linfécitos. Raramente foram observados alguns
neutrofilos em meio ao foco inflamatério. Nao foram encontrados eosinofilos ou
células gigantes.

No grupo GC foram observados padrées de normalidade na analise das
laminas. Foram visualizados facilmente I6bulos hepaticos, espacos porta e veias
hepaticas bem delineadas. Os hepatdcitos formavam corddes confluentes para
a veia centro-lobular. Entre os corddes, observavam-se sinuséides hepéaticos
com nucleos arredondados e volumosos, geralmente eucrométicos (figuras
11A,12A e 13A). Para o GEI foi observada a presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear discreto. Encontramos um padrdo de distribuicdo normal dos
hepatécitos, alguns binucleados. Capilares sinusoéides dilatados em algumas
areas (figuras 11B e 12B).

O GEII apresentou poucos focos inflamatérios (figuras 11C, 12C e 13C),
distribuidos ao acaso, nos espacos porta, regides periféricas, em areas
intralobulares ou na regido centrolobular. Foram encontradas regiées onde os
hepatocitos apresentaram irregularidade dos volumes nucleares, regidées com
desorganizagdo em sua arquitetura, com alteracdes na delimitagdo do
citoplasma. Nao foram encontradas alteragdes nos capilares sinuséides. Para o
GEIlll foram encontrados focos inflamatorios tanto na regido periférica como
centrolobular (figuras 11D e 12D). Em algumas regides de atividade inflamatoria,
0s hepatdcitos ao redor apresentavam intensa eosinofilia (figura 12D). Foram
observadas diversas regides onde os hepatécitos se encontravam com variacao
de volume de nucleo e citoplasma. Alteracdes nas delimitacdes citoplasméticas

foram observadas (figura 13D).
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As laminas do grupo GEIV apresentaram grandes focos inflamatoérios se
localizaram nos espacos porta e regiao centrolobular (figuras 11E e 12E). Foram
notadas areas com hepatdcitos ndo apresentando delimitagdes citoplasmaticas
(figura 13E). Diversos hepatdcitos binucleados foram observados. Ndo foram
encontradas alteracdes nos capilares sinusoides. Com relacdo ao GEV, quando
se avalia comparativamente os capilares sinusodides pode-se verificar que o
presente grupo apresentou mais areas de capilares dilatados (figura 12F),
diferente do GEI, e apresentou aparentemente mais focos inflamatérios do que
GEIV, assim como nucleos. Houve predominio de focos inflamatérios na regido
centrolobular. Um detalhe observado apenas neste grupo foi uma pequena
regido com hepatdécitos normais ao lado de outros aparentemente com vacuolos

de diferentes tamanhos (Figura 13F).
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Figura 11. Fotomicrografia de tecido hepatico; visdo geral. A) GC (controle); B) GEI (20
mg/Kg FeSO,); C) GEIl (100 mg/L Pb(C:Hz02)2); D) GEIIl (100 mg/L Pb(C2H3032). +
FeSO,); E) GEIV (400 mg/L Pb(C2H303)2); F) GEV (400 mg/L Pb(C2Hs02). + FeS0,).
Hematoxilina e Eosina.
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Figura 12. Fotomicrografia de tecido hepatico; observar focos de inflamacgéo (scias). A)
GC (controle); B) GEI (20 mg/Kg FeS0Os); C) GEIll (100 mg/L Pb(C.Hs0,),); D) GEIII (100
mg/L Pb(C;Hz0,). + FeSQu); E) GEIV (400 mg/L Pb(C:H302)2); F) GEV (400 mg/L
Pb(C:H30.), + FeSO4). Hematoxilina e Eosina- 400x.
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Figura 13. Fotomicrografia de tecido hepatico. Observar: Hepatdcitos (HP),
hepatdcito binucleado (scta), Células de Kupffer (CK), capilares sinusoides (CS),
infiltrado inflamatério (circulo), “vacuolos” (). A) GC (controle); B) GEI (20 mg/Kg
FeSO.); C) GEIl (100 mg/L Pb(C2Hs0-),); D) GEIll (100 mg/L Pb(C2H302), + FeSOu);
E) GEIV (400 mg/L Pb(C:Hz0.).); F) GEV (400 mg/L Pb(C:Hz0.). + FeSO.).
Hematoxilina e Eosina- 1000x.
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De acordo com a analise das laminas, foi possivel observar alteracdes
histomorfolégicas nos grupos expostos ao Pb, considerando os padrdes de
normalidade citados na analise. Esses resultados corroboram o estudo de (AL-
BiDERI, 2011), onde a exposi¢cdo ao Pb causou mudancas histopatoldgicas
progressivas de acordo com a duracdo da exposicao e a concentracdo do Pb na
agua de beber. Os autores também relataram estruturas histolégicas normais no
grupo controle, assim como no presente estudo, onde no grupo GC (&gua
deionizada), as laminas estavam dentro dos padrdes de normalidade. No mesmo
estudo foram observadas condi¢des patolégicas nos grupos que receberam Pb,
dentre elas, capilares sinuséides dilatados que também foram observados no
GEV do presente estudo. Também foram encontradas caracteristicas de
degeneracdo de hepatdcitos, compativeis com o0s achados nos grupos
experimentais intoxicados por Pb (GE Il, GE Ill, GE IV e GE V), corroborando a
hip6tese de que o Pb promove alteracdes drasticas no tecido hepéatico.

Pesquisadores observaram infiltrados de linfécitos em figados de ratos,
em um estudo relacionado a hepatoxicidade, onde os animais foram expostos
ao Pb e Cd (PiLLAI; PATEL; PANDYA et al., 2009). No presente estudo, foi possivel
observar a presenca de focos inflamatorios em todos os grupos intoxicados com
Pb, onde em sua maioria apresentavam células mononucleadas (linfocitos). Em
algumas areas de atividade inflamatoria, os hepatécitos apresentavam intensa
eosinofilia citoplasmatica. Um estudo de 2012, relacionado a danos no figado
também mostrou atividade inflamatoria, com presenca de linfocitos e desarranjo
dos hepatocitos (CRAWFORD, 2012). Outros estudos relatam que a exposi¢céo ao
Pb causa inflamacéo periportal grave, o que sugere um efeito similar em
humanos, podendo levar a danos no figado (SIPOS; SZENTMIHALYI; FEHER et al.,
2003; VENNKATESH € SHAMBHARI, 2013).

Um estudo mostrou que doses de nitrato de chumbo podem causar
proliferacdo de células no figado através do aumento de mitose (COLUMBANO;
LEDDA; SIRIGU et al., 1983). Nos grupos intoxicados do presente estudo foi
possivel encontrar atividade mitética. Alguns estudos ja relataram que a

exposi¢cdo ao Pb pode ser associada também a diversas formas de céncer
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(CoBANOGLU; DEMIR; SAYIR et al., 2010), cardiotoxicidade (ANSARI; MAAYAH;
BAKHEET et al., 2013) e hepatoxicidade (MuDIPALLI, 2007).

Assim como o nucleo, o citoplasma do hepatdcito também reflete até certo
ponto o estado funcional da célula. A andlise histomorfoldégica tem como
finalidade avaliar a integridade do o6rgdo extirpado, sendo os parametros
investigados relacionados a lesdes celulares reversiveis (degeneracdes) e
também irreversiveis (necrose e apoptose), infiltracdo inflamatéria, fibrose,
congestdo e outras. Pessoas expostas a envenenamento cronico podem
desenvolver diversas alteracbes dentre elas degeneracdo de hepatdcitos e
desarranjo da estrutura normal do figado, favorecendo a perda da sua

funcionalidade (KUMAR; ABBAS e FAUSTO, 2008).

5.5 ANALISE PROTEOMICA

Para analisar comparativamente o0s géis bidimensionais, a boa
reprodutibilidade dos géis possibilita a visualizagdo dos perfis proteicos
diferentes e facilita a sobreposicédo das imagens, feitas no programa de analise
dos géis. Isso porque a semelhanca do perfil proteico entre as réplicas é
essencial para a analise comparativa dos géis bidimensionais. O protocolo de
extracdo escolhido foi bastante satisfatério e apesar de ser um método longo e
laborioso, possibilitou a remocdo de grande quantidade de interferentes,
garantindo géis de boa qualidade, o que pode ser observado através da
presenca de proteinas acidas, basicas, de alta e de baixa massa molecular.
Ainda com o propdésito de se obterem boas réplicas, foi feita uma combinacéo de
amostras de seis animais diferentes, como sugerido por Tilton (TILTON;
HAIDACHER; LEJEUNE et al., 2007), o que possibilitou a obtencéo de géis bastante
semelhantes entre si. No que se refere a concentracdo de proteina, foram
carregados 1000 pg/gel do pool de proteinas, e essa quantidade de proteina foi
suficiente para garantir uma boa visualizacdo, mesmos de spots pouco
abundantes. Desta forma, obteve-se um total de 18 géis (figura 14), sendo uma

tréplica de cada condicao experimental.
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Figura 14. Géis bidimensionais representativos de proteinas hepaticas de ratos,
dos grupos, GC (controle); GEI (20 mg/Kg FeSO.); GEIl (100 mg/L
Pb(C:Hs032)2); GEII (100 mg/L Pb(C:H30.). + FeS0.); GEIV (400 mg/L
Pb(C2H30,)2); GEV (400 mg/L Pb(C2H30,), + FeSO.).

A anédlise das triplicatas foi realizada por meio do programa Image Master
2D Platinum 7.0 (GE Healthcare), que promoveu uma detec¢cdo automatica dos
spots, sendo em seguida iniciado o processo de edicdo manual com correcao,

adicdo e remocao dos spots. Desta andlise foi obtido o numero total de spots
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protéicos, para cada grupo (figura 15). Um total de 419 spots para o GC (agua
deionizada), 418 para o GEI (FeS0Oa4), 426 para o GEIl (100 mg/L Pb(C2H30,)),
430 para o GEIll (100 mg/L Pb(C2;H30,), + FeS0.,), 424 para o GEIV (400 mg/L
Pb(C2H30)2) e 428 para 0 GEV (400 mg/L Pb(C.;H30,), + FESO.).

Numero de spots por grupo
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Figura 15. Grafico representando o numero de spots detectados por
grupo, nos géis 2D.

Através da andlise comparativa, foi observado que 411 spots foram
coincidentes entre os grupos GC, que recebeu apenas agua deionizada, e o GEI
que recebeu por gavagem suplementacao com sulfato ferroso. Dentre os spots
comuns aos dois grupos, a ANOVA identificou que 29 spots se encontravam
diferencialmente expressos (p<0,05). A andlise qualitativa revelou que 8 spots
estavam presentes apenas no grupo controle, e outros 7 apenas no experimental
I. Na analise diferencial entre os grupos GC e GEIll, houve um total de 414 spots
coincidentes aos dois grupos e a ANOVA revelou 49 spots diferencialmente
expressos (p<0,05), que pode ser exemplificada na figura 16. A analise
gualitativa revelou 5 spots presentes apenas no grupo GC, e 12 spots estavam

presentes apenas do GEII.
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Figura 16. Géis bidimensionais obtidos a partir da focalizacéo isoelétrica em tiras
de pH3-10, 24 cm, e corados em azul de coomassie coloidal. Os spots
circundados em amarelo apresentam diferenga de expresséo entre os grupos GC
(A) e GEIl (100 mg/L Pb(CzH305)2) (B).
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Na comparagao entre GC e GEIlll, 416 spots eram comuns e dentre estes,
a ANOVA identificou 64 spots com diferenca de expressédo (p<0,05). A andlise
gualitativa revelou 3 spots presentes apenas no controle e o experimental Il

apresentando 14 spots.

Quando comparado o grupo GC com o GEIV que recebeu uma alta dose
de Pb, a andlise diferencial mostrou que 414 spots coincidentes. Dentre estes
spots, a ANOVA identificou 60 spots diferencialmente expressos (p<0,05). A
analise qualitativa revelou 5 spots presentes apenas no GC, e o GEIV
apresentava 10 spots em patrticular.

Ao compararmos os geéis do GC com o ultimo grupo tratado o GEV, foi
possivel observar 434 spots em comum. Dentre estes spots, a ANOVA revelou
gue 60 spots apresentaram diferenca de expressdo (p<0,05). A analise
gualitativa mostrou 6 spots presentes apenas no GC, e 15 spots apenas no GEV.

Em seguida foi realizada a comparacdo entre 0s grupos experimentais,
GEIll e GEIll. Foi possivel visualizar 435 spots comuns entre 0S grupos, e a
ANOVA revelou que entre eles 40 spots eram diferencialmente expressos
(p<0,05). Foram observados 4 spots apenas no GEIl e 6 spots apenas no GElIl.

Por fim, foi realizada a comparacdo entre os 2 Ultimos grupos
experimentais, GEIV e GEV, ou seja, 0s grupos que receberam maior dose de
Pb, diferenciando entre eles a administracdo do sulfato ferroso (20 mg/Kg
FeS04). A andlise estatistica revelou que 433 spots eram coincidentes, e a
ANOVA identificou 21 spots com diferenca de expressdo (p<0,05). A andlise
gualitativa entre os grupos mostrou que 5 spots estavam presentes apenas no
GEIV, e 9 spots apenas no GEV. A tabela 5 traz resumidamente o perfil

guantitativo dos spots entre 0s grupos.
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Tabela 5. Perfil quantitativo de spots proteicos, encontrados no figado de
ratos tratados com diferentes concentracbes de ferro e acetato de
chumbo.

Comparagoes Coincidentes* Diferenga de expressao**
GCvs GE | 411 29
GCvs GE Il 414 49
GC vs GE I 416 64
GCvs GE IV 414 60
GCvs GE V 434 60
GE Il vs GE 1lI 435 39
GE IVvs GE V 433 21

* NUmero total de spots proteicos presentes em ambos os grupos analisados

** NUmero de spots proteicos com expressao diferencial entre os grupos analisados
(p<0,05)

GC (controle); GEI (20 mg/Kg FeSOQa); GEII (100 mg/L Pb(C2H3032)2); GEIlll (100 mg/L
Pb(C2H302)2 + FeS04); GEIV (400 mg/L Pb(C2H302)2); GEV (400 mg/L Pb(C2H302)2 +
FeSQ.)

Um total de 247 proteinas foram identificadas com sucesso (tabela 6). Foi
possivel observar a presenca de mdultiplos spots para a mesma proteina,
localizados em diferentes posi¢cdes no gel. Essas varia¢cdes nos pl e MM podem
ser reflexo de eventos celulares tais como modificagdes pos traducionais,
variacbes alélicas de um mesmo gene (isoformas), mecanismos de splicing
alternativo e modificacdes quimicas promovidas durante o preparo de amostras
(ANDRADE, 2006; PORUBLEVA; VANDER VELDEN; KOTHARI et al., 2001). Do total das
proteinas identificadas, foram encontradas 242 no GC, 242 no GEl, 243 no GElI,
245 no GEIlll, 242 no GEIV e 242 no GEV.
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De todas as proteinas identificadas por MS, 40 proteinas foram para a
comparacao entre os grupos GC x GEI (FeSOa), 73 proteinas para a comparacao
GC x GEIl (100 mg/L Pb(C2H3032)2), 91 proteinas para a comparagcdo GC x GEllI
(100 mg/L Pb(C2H302)2 + FeS0a4), 84 proteinas para a comparacdo GC x GEIV
(400 mg/L Pb(C2H302)2), 99 proteinas para a comparagédo GC x GEV (400 mg/L
Pb(C2H302)2 + FeSOg4), 52 proteinas para a comparacdo GEIl x GEIl e 48
proteinas para a comparacdo GEIV x GEV. A tabela 7 descreve todas as

proteinas com suas respectivas alteragdes de acordo com as comparacoes.
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Aqueles spots que tiveram identificacdo positiva para alguma proteina
foram posteriormente submetidos a andlise por GFAAS para determinacao de
Pb e Fe nos spots. Tal andlise foi realizada na tentativa de encontrar proteinas
gue possuam a capacidade de se ligar a metais. Apos analise, 117 spots

apresentaram Pb e 44 spots apresentaram Fe, descritos na tabela 8.

Tabela 8. Relacao de spots proteicos contendo Pb ou Fe.

Spot Gene Pb Fe Spot Gene Pb Fe
Tubb2a 60 Prdx6 + -
5 Tubb2b + - Gstm1l
Tubb4 Gstm2
65 + -
Dpys Gstmb
19 Gludl + - Gstm4
Ppp3ca 67 Cmbl + +
24 Gcesh + - 74 Psma5 + +
26 Ppia + + Gstab5
79 + +
31 Dstn + + Sdhb
32 | - + - Ctsb
84 + +
34 Ftl 1 + - Arhgdia
38 Etfb + - 89 Psma3 + -
39 Sod2 + - Acbd4
Abhd14b Gnl3
Pebpl 91 lahl + -
40 + -
Pbp2 Pafahlb2
Ttc36 Psmel
Aldob Hyi
41 + = 98 + +
Gnpnatl Phb
Prdx1 Aldh7al
42 + - 99 . + +
Prdx4 Nitl
49 Comt + - 101 Nit2 + -
50 Park7 + - 102 Echl + -
52 Psmb4 + - 103 Haao + -
54 Aprt + - 104 Anxa4d + +
58 Atp5b + + 107 Np + =
59 Gstzl + - 108 Hibadh + +

+ presenca ou - auséncia do elemento no spot
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Cont. da tabela 8

Spot Gene Pb Fe Spot Gene Pb Fe
116 Gfap + - 173 Hpd + i
118 Qprt + + 175 Ivd + +
121 Hadh + + Bckdha

Gnmt 189 Pdhal ' ¥
122 Hmgcl + - 191 Eeflg + -
Phb2 Psmc2
Mdh1 194 Enol + +
127 Sultlal + + Matla
Sultlcl 199 Gss + -
129 Ppal + - 201 Dbt + -
133 Uox + + 202 Pah + -
136 Akric9 + - 207 Aldh9al + -
137 Acaalb + + 209 Dist + -
139 Alad + - Atp5al
141 Tst + + 212 Aldh6al * '
145 Gapdh + + 213 Cndp2 + +
Akrlal 214 Alb + +
147 Akr7a3 + - 215 Gc + -
Akrlcl2 Rplp0
148 Akridl . ) 216 DId + -
Htra2 Aldh8al
Actb 219 Lap3 + -
151 Alm + - 220 Serpinal + -
Eif3i 223 Calr + +
153 Ndufal0 + + 229 Gé6pd + -
Acads 231 Hspdl + +
155 Argl - 232 Cesle + +
Bhmt Pdia3
Bhmt2 235 Cct5 + -
156 Galm + + 236 Cat & -
Actgl 240 Aldh4al + -
Actcl 245 Hnrnpk + -
172 Actal + + 251 Wdrl + -
Acta?2 Pckl
Actg2 252 Sdha ¥ )

+ presenca ou - auséncia do elemento no spot
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Cont. da tabela 8

Spot Gene Pb Fe Spot Gene Pb Fe
Trapl Ugcrcl
263 > + + :
Hsp90aal Hnrnpf
351 + +
266 Pcca - + Hnrnphl
269 Ndufsl + - Hnrnph2
271 Tmg2 - + 353 Hsp90b1 + +
274 Aldhl6al - + Aldhla7
361 + -
278 Tf + + Ugp2
279 Dmgdh + - Adhb5
284 Sardh + - 364 Sord + -
285 Vcep + - Cpox
286 Aldh1l1 + + 368 Qdpr i -
288 Ogdh + - Gsta 1l
292 Aars + - 373 Gsta 2 + -
295 Cpsl + - Gsta 3
301 Clgbp + - 374 Hsd17b10 + -
Dhfr Assl
304 + -
Psmb2 390 ldhl + +
Ywhab Kat3
Ywhae 392 Besil + -
Ywhah Adhl
305 + - 396 + -
Ywhag Got2
Ywhaz 399 Cryll + -
Olah 400 Pbld + -
308 Rnhl + - 401 Gstol + -
Aadat 403 Psma6 + +
312 + -
Acaa2 407 Fh + -
320 Dpp3 + - Mdh2
411 +
Ceslif Pecr
329 + -
Cesll 416 Decrl + -
Erp29 427 Eif5a - +
332 + -
Hprtl
346 Aldh2 + -
349 P4hb + -
Dctn2
350 Pdia6 + +
Zfp57

+ presenca ou - auséncia do elemento no spot
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Os experimentos desenvolvidos no laboratério necessitam ser
complementados pelas analises virtuais feitas com o auxilio da computacéo
(HOCHSTRASSER, 1998). A andlise e representacéo de redes bioldgicas tornou-se
uma ferramenta para ajudar entender o papel biologico resultante das possiveis
alteracdes proteicas em situacdes fisiologicas e patologicas (MILLAN, 2013).
Nesse sentido, para compreender o significado biolégico dos resultados
guantitativos da analise protedbmica, as proteinas diferencialmente alteradas
entre os diferentes grupos experimentais do presente estudo, foram analisadas
de acordo com a categoria “processos biologicos” do Gene Ontology (figuras 17-
20).

A analise funcional revelou que a maioria das proteinas encontradas
estavam associadas a termos do metabolismo. Encaixam-se nesta categoria, por
exemplo, proteinas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos, carboidratos,
sintese de energia lipideos e acidos graxos (RISON; HODGMAN e THORNTON,
2000). De maneira geral, proteinas relacionadas ao metabolismo sé&o
compreendidas como aquelas cuja funcao esta relacionada com a obtencéo de
energia e degradacdo de macromoléculas, além de pequenas moléculas.
Portando, as alteracBes de expressdo nessas proteinas sugerem que 0
metabolismo pode ser significativamente alterado quando da exposicéo ao Pb e
ao Fe.
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A NR. GENES

| carboxylic acid catabolic process | dicarboxylic acid metabolic process
= aromatic amino acid family catabolic process = branched-chain amino acid catabolic process
u glutamine family amino acid biosynthetic process mnuclecbase metabolic process

dicarboxylic acid catabolic process | dicarboxylic acid biosynthetic process

B NR. GENES

®alpha-amino acid biosynthetic process mnuclecbase metabolic process

m carboxylic acid catabolic process mdicarboxylic acid metabolic process
macetyl-CoA metabelic process mnicotinamide nuclectide metabolic process
= fatty acid oxidation moxaloacetate metabolic process

m glutamine family amino acid catabolic process m 4-hydroxyproline metabolic process

u fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase : tetrahydrofolate metabobic process

Figura 17. Categorizacao das proteinas identificadas de acordo com 0s “processos
biolégicos”, obtido através do ClueGO. A- GC x GEI; B- GC x GElI
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H alpha-amino acid metabolic process
H cellular amino acid catabolic process
B nucleobase metabolic process

m regulation of complement activation

H translational elongation

B branched-chain amino acid catabolic process ® removal of superoxide radicals
B 4-hydroxyproline metabolic process

M regulation of oxidative stress-induced intrinsic apoptotic signaling pathway

sulfur amino acid metabolic process
m carboxylic acid catabolic process
m alpha-amino acid metabolic process
ethanol catabolic process
m valine catabolic process
Emregulation of complement activation

protein tetramerization

NR. GENES

W dicarboxylic acid metabolic process
B carboxylic acid catabolic process
® NAD metabolic process

ethanol catabolic process

binding of sperm to zona pellucida

protein tetramerization

NR. GENES

m folic acid-containing compound metabolic process
m cellular amino acid metabolic process
mdicarboxylic acid metabolic process

M 2-oxoglutarate metabolic process

mnucleobase metabolic process

mretrograde protein transport, ER to cytosol

Figura 18. Categorizacao das proteinas identificadas de acordo com os “processos
biolégicos”, obtido através do ClueGO. A- GC x GElll; B- GC x GEIV.
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NR. GENES
A
 cellular amino acid catabolic process M alpha-amino acid catabolic process
m carboxylic acid catabolic process mnucleobase metabolic process
B ATP synthesis coupled proton transport ethanol catabolic process

m positive regulation of cellular amine metabolic process negative regulation of protein dephosphorylation

tetrahydrofolate metabolic process

B NR. GENES

mdicarboxylic acid metabolic process tetrahydrofolate metabolic process
m protein oxidation m cellular amino acid metabolic process
fatty acid catabolic process NAD biosynthetic process

m positive regulation of complement activation

Figura 19. Categorizacao das proteinas identificadas de acordo com os “processos
biolégicos”, obtido através do ClueGO. A- GC x GEV; B- GEIl x GEIII.
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NR. GENES

m carboxylic acid catabolic process m alpha-amino acid biosynthetic process
® pyrimidine nucleobase metabolic process nicotinamide nucleotide biosynthetic process

negative regulation of protein dephosphorylation mdicarboxylic acid catabolic process

Figura 20. Categorizagao das proteinas identificadas de acordo com os “processos
biolégicos”, obtido através do ClueGO. Comparacdo GEIV x GEV.

by

Devido a contaminagdo por substancias poluentes e/ou toxicantes,
guando ocorrem interferéncias no metabolismo, o estado de saude dos
organismos pode ser afetado. E este estado de saude pode cair sobre o
equilibrio entre a eliminacdo e a producédo de Espécies Reativas do Oxigénio
(EROs), originadas do metabolismo normal em seres aerébios, em mecanismos
de defesa antioxidante e na peroxidacdo de lipidios (D1 GiuLio, 1995;
VALAVANIDIS; VLAHOGIANNI; DASSENAKIS et al., 2006). Quando ha aumento na
producdo dos radicais livres, diminuicdo dos efeitos protetores ou ambos, a
célula fica exposta aos efeitos do estresse oxidativo, que acarretara em danos
as macromoléculas celulares como o DNA, proteinas e lipidios, inclusive com
danos a membrana celular (BIESALSKI, 2000; KLATT, 2002).

O ajuste do processo oxidativo nos organismos expostos a substancias
guimicas ocorre primariamente no figado, 6érgao considerado o mais importante,
onde enzimas consideradas chave no processo oxidativo sdo sintetizadas e

responsaveis pela defesa contra a geracdo de EROs (MORENO; PICHARDO; JOS
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et al., 2005). Os metais podem alterar o equilibrio entre espécies reativas de
oxigénio e o sistema de protecdo antioxidante. Portanto, seus efeitos toxicos
passam a resultar em alterag6es no funcionamento das células, podendo leva-
las a morte (RAND, 1995).

As espécies reativas precisam ser neutralizadas pelos antioxidantes,
enzimas responsaveis por esse processo, cujas concentragées encontram-se
alteradas na tentativa de proteger as células dos efeitos danosos que possam
vir a ocorrer em decorréncia das EROs, que muitas vezes séo fruto da exposicao
a poluentes (HALLIWELL, 1999). No presente estudo, foram observadas
alteracdes em alguns agentes antioxidantes, e esses resultados podem indicar
a ocorréncia do acumulo destes metais no figado (Pb e Fe), gerando espécies
reativas, desencadeando assim efeitos danosos das EROs.

Uma das enzimas responsaveis pelo equilibrio oxidativo é a Catalase
(CAT), que se encontra em células animais, principalmente no figado, rins e
eritrécitos. Ela promove a dismutacdo do peréxido de hidrogénio em agua e
oxigénio (HERMES-LIMA, 2004). Observadas tanto em campo como em
laboratorio, as respostas da CAT a poluentes organicos ou inorganicos podem
variar desde a inibicdo até a sua inducdo (ROMEO; BENNANI; GNASSIA-BARELLI et
al., 2000; SANCHEZ; PALLUEL; MEUNIER et al., 2005). No presente estudo, em
todas as comparacdes entre 0 grupo controle com os experimentais, a CAT
apresentou-se subexpressa em todos os experimentais, e os dados obtidos por
GFAAS indicaram a presenca de Pb nos spots referentes a CAT. Dependendo
do agente impactante, o resultado € a inibicdo enzimatica como resultado da
reducéo na transcricdo do RNA (Woo0; YuM; PARK et al., 2009), mas a inibicdo da
CAT também pode estar associada a ligacdo de metais aos grupamentos —SH
da enzima, assim alterando seus niveis e sua atividade (ATLI e CANLI, 2007,
GURER e ERCAL, 2000).

Um estudo de 2009, onde foi avaliado, dentre outros, o efeito da exposi¢cao
ao Pb durante a gestacéo e lactacao no tecido hepético em ratos, a CAT exibiu
uma reducdao significativa em sua atividade (PILLAI; PATEL; PANDYA et al., 2009).
Segundo os autores, a inativagdo de uma enzima por metais pesados pode

também ser atribuida a alteragcbes conformacionais que conduzem a perda de
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atividade catalitica. Um fato interessante é que a reducdo da CAT é
acompanhado do aumento da Superéxido Dismutase (SOD), cujo aumento é
atribuido & liberacdo de superéxido Oz , produzido por poluentes (ROMEO;
BENNANI; GNASSIA-BARELLI et al., 2000). Deste modo, a exposi¢cao ao Pb realizada
no presente estudo pode ter levado a uma alta producdo desse radical,
contribuindo também, para a reducdo da CAT.

A enzima Superéxido dismutase 2 mitocondrial (SOD2), encontrada em
mitocéndrias e dependente de Mn, também possui a funcéo de proteger a célula
contra o estresse oxidativo, pois catalisa a dismutacdo do anion do radical
superéxido para peroxido de hidrogénio e dgua. Em condi¢cdes de estresse
oxidativo, € comum que a SOD2 tenha seus niveis de atividade elevados
(HERMES-LIMA, 2004). No atual estudo, foi encontrada subexpressa no grupo
experimental 1ll, quando comparada com o controle, o que pode ser prejudicial
para a célula, j& que uma maior expressao da enzima é esperada para que se
possa barrar a formacao de radicais livres e para que os niveis de hidroperdxidos
diminuam no tecido. Deve-se destacar que neste estudo o spot 39 de tecido
hepatico foi caracterizado como sendo essa enzima (SOD2) e os dados obtidos
por GFAAS indicaram Pb incorporado em sua estrutura nos grupos
experimentais Il (100 mg/L Pb(C2H302)2 + FeSO4) e IV (400 mg/L Pb(C2H302)2).
As SODs sdo enzimas Zn dependentes, no entanto, tem sido relatado que o Pb
atua na reducdo de Zn no cérebro, resultando na deficiéncia de enzimas
antioxidantes neste tecido (YAsul e VERITY, 1996). Desse modo a reducdo da
SOD poderia estar associada a esta deficiéncia de zinco, porém, para comprovar
esta hipotese seria interessante fazer uma dosagem de Zn no tecido hepatico. O
mesmo poderia acontecer com com a SOD2, ja que o Pb poderia neste caso
ocupar o lugar o sitio do Mn.

A glutationa peroxidase (GPx) é a peroxidase mais importante para a
desintoxicacao de hidroperoxidos (LACKNER, 2008). A GPX1, tem atividade bem
direcionada para equilibrar o estresse oxidativo celular (BRIGELIUS-FLOHE, 2006).
Neste estudo, nas comparacdes onde a CAT encontrou-se subexpressa, a GPx1
foi encontrada superexpressa, indicando que, neste caso, a atuacao da GPx

pode ter sido o principal mecanismo de defesa antioxidante. O aumento da
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expressdo de GPx ja foi anteriormente observado em figado de peixes expostos
a locais contaminados com metais pesados (AHMAD; PACHECO e SANTOS, 2006).
Esse mesmo perfil de expresséo para a CAT e a GPx também foi encontrado em
figado de ratos expostos a 0,1% de chumbo na agua, (FLORA; PANDE € MEHTA,
2003). Entretanto, ha resultados controversos na literatura, justificados pelo fato
do Pb reduzir a captacéo de selénio, que é um cofator para a GPx (SCHRAUZER,
1987; WANG, J.; ZHU; YANG et al., 2013).

A Glutationa S-Transferase (GST) € de ampla ocorréncia e compreende
uma superfamilia de enzimas com funcionalidade multipla. Representa um grupo
de enzimas de detoxificacdo, as quais sao envolvidas na protecdo contra o
estresse oxidativo e com a detoxificagdo de xenobibtico e metais pesados
(HAYES e STRANGE, 1995; NEBERT e DALTON, 2006). Um estudo de 2008 analisou
o efeito de metais sobre as branquias e figado de peixes coletados de locais
poluidos, nos quais foram detectados niveis elevados de atividade da GST
(FERNANDES; FONTAINHAS-FERNANDES; FERREIRA et al., 2008). A expressao e
atividade da GST também foram avaliadas em rins de ratos apds exposi¢ao ao
Pb, e os resultados mostraram que tanto a expressdo como atividade estavam
aumentadas. Entretanto, este mesmo trabalho reportou uma reducédo da GST no
figado dos animais (DAGGETT; OBERLEY; NELSON et al.,, 1998). Estudos
observaram que apdés uma dose aguda de nitrato de Pb, os niveis de GST
estavam aumentados no tecido hepatico (Roomi; COLUMBANO; LEDDA-
COLUMBANO et al., 1986). Assim, é possivel observar que a exposicdo ao Pb
promove alteracdes da enzima GST em figado e rins. No presente estudo,
enzimas da familia GST (GSTA1,2,3; GSTM1,2,3,5) estavam aumentadas no
GElll, GEIV e GEV quando comparado com GC. Essa maior expressao de GST
no organismo pode ser uma tentativa de reduzir os efeitos toxicos causados pelo
Pb.

A proteina Endoplasmic reticulum protein 29 (ERp29) participa em fases
iniciais da sintese de proteica, funcionando como uma chaperona que auxilia no
enovelamento proteico e distribuicdo de proteinas. Sua expressdo ja foi
detectada em mais de 30 tecidos diferentes de humanos e ratos, sugerindo que

a mesma seja um marcador do reticulo endoplasmatico, ainda que nao se saiba
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se ela € expressa em todas as células que contém essa organela (HUBBARD;
MANGUM e MCHUGH, 2004; SHNYDER e HuBBARD, 2002). Em situacdes onde
ocorre estresse metabdlico, células de hepatoma de ratos expressaram altos
niveis de ERp29, sugerindo que essa proteina é um membro de resposta ao
estresse no reticulo endoplasmatico (ER) (MKRTCHIAN; BARYSHEV; MATVIJENKO et
al., 1998). Foi observado ainda que quando células sdo submetidas a estresse
com radiacéo (Zhang, B.; Wang; Yang et al., 2008), homocisteina (Hung; Wang;
Pan et al., 2009), ou dopamina (Dukes; Van Laar; Cascio et al., 2008), também
ocorre um aumento expressivo na expressdo ERp29, indicando um potencial
papel protetor contra estresse celular.

Esta proteina foi encontrada subexpressa nas comparacdes entre grupo controle
e 0s grupos experimentais Il (100 mg/L Pb(C2H302)2) e IlI (100 mg/L
Pb(C2H302)2 + FeS0O4). A ERp29 interage com a GRP78, é uma proteina
ligante de Ca2+ conhecida por formar complexos com proteinas que s&o
processadas através do ER, e que possuem propriedades de protecdo celular
causadas pela perturbacdo da homeostase do ER (FANG; WANG; HUANG et al.,
2014; JAMORA; DENNERT € LEE, 1996; LITTLE; RAMAKRISHNAN; RoOY et al., 1994). A
baixa expressdo da ERp29 encontrada no tecido hepético do presente estudo,
pode ter um impacto negativo na sintese proteica, levando a um acumulo de
proteinas desenoveladas (unfolding) no ER induzindo ao estresse do ER. Esse
acumulo de proteinas desenoveladas leva ainda ao aumento de EROs,
causando desbalanceamento do sistema antioxidante. Um recente estudo
utilizando a abordagem proteémica para avaliar o risco hepatotdxico causado
pelo acetato de chumbo através da exposicao pela pele, mostrou alteracdes mais
significativas em proteinas envolvidas no enovelamento proteico, estresse do ER
e apoptose na presenca do Pb. O Pb pode induzir um desequilibrio oxidativo,
causar comprometimento proteico podendo resultar em estresse do ER seguido

de lesdes hepaticas (FANG; WANG; HUANG et al., 2014).

A Arginase 1 (ARGL1) e Carbamoyl phosphate synthetase 1 (CPS1) foram
encontradas subexpressas nas comparacdes dos grupos experimentais (exceto
GV) com o grupo controle. A ARG1 é uma metaloenzima que catalisa a hidrolise

da L-arginina em L-ornitina e uréia, sendo expressa primariamente no figado e
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eritrocitos (CHRISTIANSON, 2005). ApoOs avaliacbes e confrontagdo com outras
enzimas, o aumento desta foi 0 mais sensivel para indicar danos hepaticos
(IkKemoTO; TSUNEKAWA; TODA et al., 2001), e por isso é utilizada como marcador
especifico de figado, podendo refletir ndo somente em ocorréncia precoce de
lesdo hepatica, como também lesdo tardia terminal. A CPS1 € uma enzima
mitocondrial do tecido hepatico que catalisa a conversdo da amobnia e
bicarbonato em carbamil fosfato, o primeiro passo no ciclo da ureia.

A inibicdo dessas enzimas aumenta os niveis de arginina e o 6xido nitrico
(NO) (CurE; CUMHUR CURE; TUMKAYA et al., 2014). A reducdo na expressao
dessas enzimas nos grupos intoxicados € mais um indicativo de danos
hepaticos. Correlacionando com o0s possiveis mecanismos intracelulares de
entrada de Pb e sabendo que a ARG1 é uma metalozenzima (requer Mg*?),
existe a possibilidade do Pb ter ocupado o lugar do Mg*?, assim diminuindo a
expressdo da mesma. A literatura ndo relata a interacdo dessa metaloproteina
com metais potencialmente téxicos, no entanto nossos dados de GFAAS,
revelaram Pb no spot 155, caracterizado como ARG1. Além disso, a intoxicacdo
pelo Pb pode ter induzido a deplecdo da CPS1 mitocondrial. Os mecanismos
relacionados a essa deplecédo ainda sdo desconhecidos, mas tem sido sugerido
gue pode ser relacionada com a remocgédo de mitocondrias, danificadas pelo
estresse oxidativo, por autofagia (CROUSER; JULIAN; HUFF et al., 2006).

A ATP synthase mitochondrial, € uma ATPase composta por dois
dominios estruturais FoFi1. Sendo a Fo um complexo integral de membrana
localizado na membrana interna da mitocondria e esta envolvido na translocacao
dos prétons provenientes da cadeia respiratoria. Ja a por¢cao F1 € um complexo
extramembranar voltado para a matriz mitocondrial, formado por nove
subunidades com composi¢ao asf3de (CHou; Wu; Tsal et al., 2011; COLLINSON;
FEARNLEY; SKEHEL et al., 1994; NELSON e Cox, 2002). As subunidades a e 3 séo
estruturalmente similares, cada unidade composta por trés dominios: um N-
terminal pequeno, um dominio de ligacdo a nucleotideo e um dominio C-terminal
helicoidal. Contudo, apenas a subunidade [ apresenta mudancgas
conformacionais cruciais para a sintese de ATP (LEYVA; BIANCHET e AMZEL, 2003,

NELSON e Cox, 2002). No presente trabalho foram identificadas a ATP synthase
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subunit alpha e beta mitochondrial, que estavam subexpressas nos grupos
experimentais com relacdo ao grupo controle. Também foi identificada a ATP
synthase  F(O)complex subunit bl,mitochondrial, que encontrou-se
superexpressa no GEV quando comparado ao controle. Entretanto essa mesma
proteina apresentou-se subexpressa no GEV quando comparado com GEIV.

Estudos demonstram que a reducao na expressao de ATP synthase pode
provocar em regulacéo negativa da expressao de proteinas, reducao da sintese
de ATP e dano ao DNA nuclear, em fun¢éo do prejuizo da fungéo mitocondrial,
0 que pode ser parcialmente revertido pela administracéao de vitamina E (Lu; PAN;
Kao et al.,, 2004; ReEeD; PERLUIGI; SULTANA et al., 2008). A diminuicdo da
expressdo da ATP synthase nos grupos experimentais, pode indicar que as
concentragcbes recebidas de Pb, mesmo com as doses de Fe, podem ter
reduzido a sintese de ATP, afetando todas as fun¢bes celulares dependentes
desta, assim podendo promover consideraveis prejuizos energéticos. Uma
diminuicdo da atividade dessa enzima foi relatada no estudo de Sharma e
colaboradores (SHARMA; RAGHUVANSHI; JASWAL et al., 2015), e segundo 0s
autores a acentuada perda de atividade de ATPases em ratos intoxicados, pode
ser devida a interacdo do Pb com grupamento sulfidrila da enzima. Nossos
resultados indicam que o Pb n&o atrapalha a atividade da enzima, mas também
reduz a sua expressao no tecido hepatico.

Entretanto, foi observado um aumento na expressao dessa proteina no
GEV, que pode ser explicado pelo fenbmeno de apoptose. Os animais desse
grupo recebem a maior quantidade de Pb concomitantemente com o Fe, o que
pode ter induzido a apoptose mais facilmente. A apoptose € um processo que
requer energia para que a célula seja capaz de ativar 0s mecanismos essenciais
a morte programada, e, portanto, requer maior contetdo de ATP. Uma vez que
estes passos sao finalizados a necessidade de energia deixa de existir e 0s
niveis de ATP comecam a cair gradualmente (SINGH e KHAR, 2005). Assim é
possivel que esse aumento da ATP synthase no GEV indique que o tecido
hepatico possa ter sofrido danos severos induzindo a apotose dos hepatdcitos.

As Adenylate kinase (AK), sao fosfotransferases que catalisam a reacao

de conversao de ATP e AMPc em duas moléculas de ADP, sendo esta reacao
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Mg*?-dependente e essencial em muitos processos celulares. A AK4, é a quarta
enzima identificada da familia das AKs, e ao contrario das outras AKs que sao
distribuidas por todos os tecidos, sua expressdo tem sido relatada como sendo
mais elevada no rim, moderada no coracgéo e figado, e mais baixa no cérebro
(NomA; FUJISAWA; YAMASHIRO et al., 2001; YONEDA; SATO; MAEDA et al., 1998).
Sua funcdo no organismo ainda ndo esta clara, uma vez que in vitro apresentou
baixa atividade enzimatica (ScHuLz, 1987; SCHULZ; SCHILTZ, TOMASSELLI et al.,
1986). Um estudo que investigou através da protedmica, a expressao proteica
de quatro comprovados hepatoxicantes, com o intuito de achar biomarcadores
em comum. Dentre as oito proteinas em comum, as quais eram possiveis
candidatas a biomarcadores, estava a AK4 (YAMAMOTO; KIKKAWA; YAMADA et al.,
2006). No presente estudo, esta enzima foi encontrada apenas nos grupos
experimentais que receberam Pb suplementado com Fe (GEIlll e GEV),
resultados que reforcam a probabilidade desta enzima atuar como protetora de
danos de hepatotoxicidade.

A S-adenosyl-L-methionine (SAM) é um precursor chave da producédo da
Glutationa hepatica (GSH), além de ser um doador de metil para a maioria das
reacdes de transmetilacdo. A Metionina Adenosiltransferase (MAT) € uma
enzima que participa do metabolismo do aminoacido metionina, catabolizando a
metionina em SAM. Posteriormente ocorre a transferéncia do grupo metil da
SAM, sendo esta convertida a S-adenosilhomocisteina (SAH) e, posteriormente,
hidrolisada a homocisteina. Portanto, a homocisteina (metabdlito da metionina,
e contém um grupamento SH-) é um aminoacido formado exclusivamente a partir
da desmetilagcdo da metionina. Além dessa via, a metionina pode ser novamente
sintetizada a partir da homocisteina, pela acdo da Betaine-homocysteine S-
methyltransferase (BMHT), assim mantendo a homeostase da metionina e
homocisteina (MATO; MARTINEZ-CHANTAR e Lu, 2008).

Em um estudo sobre os efeitos da deficiéncia de zinco no metabolismo da
metionina em figados de ratos, os autores relatam a reducdo na utilizacdo dos
grupos metil, resultando na supresséo de metilagéo. Isso pode ocorrer devido ao
fato de a enzima BMHT ser uma metaloenzima zinco-dependente (WALLWORK e

DUERRE, 1985). No presente estudo foram encontradas enzimas que participam
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do metabolismo da metionina a MAT1A (S-adenosylmethionine synthase isoform
type-1) e as BMHT e BMHT2. Ambas sao consideradas metal binding e estado
associadas a cofatores (Zn*?, Mg*?). Exceto no grupo I, as betainas foram
encontradas subexpressas em todos 0s grupos intoxicados comparados ao
controle. Isso pode ser reflexo da habilidade que o Pb tem de substituir cations
polivalentes em seus sitios de ligacéo, impedido a correta formacéo da proteina.
AlteracbOes na expresséo dessas metiltransferases podem causar desordem na
via de remetilagdo da homocisteina a metionina ou na sua transulfuracdo a
cisteina (UELAND e REFsuM, 1989). Supreendentemente a MAT1A estava
superexpressa no grupo IV (400 mg/L Pb(C2Hs02)2). E possivel que esse fato
tenho sido um mecanismo de protecdo desencadeado pela presenca da alta
concentragcdo. A presenca elevada da MAT1A leva ao acumulo de SAM, cujo
efeito hepatoprotetor ja foi comprovado anteriormente perante a exposicéo
cronica ao etanol (FEO; PASCALE; GARCEA et al., 1986; FEO; PIRISI; GARCEA et al.,
1982; PASCALE; PIRISI; DAINO et al., 1982).

A Catechol-O-methyltransferase (COMT) € uma enzima relacionada ao
metabolismo das catecolaminas e hormdnios catecais, cuja funcdo é catalisar a
transferéncia do grupo metil do SAM para o grupo hidroxila dos catecois
(dopamina, norepinefrina) durante o processo de metabolizacdo dessas
substancias (WEINSHILBOUM; OTTERNESS e SzZUMLANSKI, 1999). Camundongos
com deficiéncia de COMT exibem um aumento nos niveis de DOPAC (Acido 3,4-
diidroxifenilacético), que € um metabdlito da dopamina (HUOTARI; GOGOS;
KARAYIORGOU et al., 2002). A analise prote6mica em figados de ratos COMT-
Knockout (KO) revelou que varias proteinas ligadas a resposta ao estresse
estavam alteradas e que essas alteracdes contribuem para um prejuizo na
regulacdo homeostatica do figado (TENORIO-LARANGA; MANNISTO; KARAYIORGOU
et al., 2009). No presente estudo, essa enzima foi encontrada subexpressa nos
GEIV e GEV quando comparadas com o controle. E nesses mesmos grupos
experimentais foram encontradas concentracbes de Pb nos spots proteicos
através da GFAAS. Deste modo, € possivel que alteracdes na estrutura da

proteina pela presenca do Pb levem a rdpida degradacéo dessa proteina.
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A maior parte do Pb circulante esta associada aos eritrocitos (KOSNETT,
2003) e cerca de 5 a 10% do Pb-S esta no plasma, provavelmente ligado a
albumina, o2-globulina ou como ions livres (GOYER, 1996). A albumina do soro é
a principal proteina do plasma, desempenha também papel na manutencéo do
equilibrio acido-basico, no transporte de uma variedade de substancias
fisiologicas, na distribuicdo e metabolismo de diferentes substancias enddégenas
e exdgenas e ainda como reservatério de aminoacidos. O nivel de albumina no
soro é um dos varios parametros clinicos do estado de saude geral, existindo
uma correlacdo acentuada entre baixos niveis de albumina e incidéncia de
morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados (WHICHER e SPENCE,
1987). E uma proteina que se liga a metais, sendo a maior transportadora de
zinco no plasma sanguineo (PETERS, 1996). A albumina foi identificada nesse
estudo, apresentando-se subexpressa nos GEIl, GEIV e GEV quando
comparadas ao GC. Essa reducao na expressao da albumina no figado pode ser
resultado da inibicdo na sintese proteica causada pela presenca dos metais.
Esses resultados corroboram os achados de (ABDoOuU e NEWAIRY, 2006; GOPAL;
PARVATHY e BALASUBRAMANIAN, 1997), que estipularam que a reducdo da
albumina no sangue e figado poderia ser atribuida a alteracdes no metabolismo
da proteina e de aminoacidos livres bem como a sua sintese no figado. Mas
também poderia estar relacionada com possivel efeito protetor da albumina,
como visualizado anteriormente in vitro, onde células foram expostas ao Pb e
tratadas com BSA. Os resultados mostraram uma reducao na toxicidade do Pb
na presenca da BSA (NAQvi; Lu; NAQvi et al., 2011). No spot correspondente a
esta proteina, mesmo em baixa quantidade, foi encontrado Pb nas analises dos
GEIV e GEV. Isso porque os ions Pb interagem fortemente com a albumina, e
essa interagcdo pode acarretar na perda de carga dos sitios de ligacdo da
albumina, devido a carga do Pb. Como resultado, a repulsdo de Coulomb deixa
de existir dando origem a interacdes dipolo que atuam como o principal
contribuinte para promover a aglomeragéao proteica (Liu, P.; Xia0; LI et al., 2007,
SAHA e YAKOVLEV, 2010).

Outra enzima encontrada alterada no presente estudo foi a Delta-
aminolevulinic acid dehydratase (ALAD), que é uma enzima dependente de Zn e
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participa da rota biossintética dos compostos tetrapirrolicos como a heme. A
ALAD possui uma alta afinidade por Pb, podendo esse ocupar o sitio do Zn na
molécula de ALAD. Esse fenbmeno resulta num potente efeito inibitério dessa
enzima, sendo a medicdo da sua atividade utilizada como um marcador da
exposicao ao Pb (CHisoLM; THOMAS e HAMILL, 1985; RABINOWITZ; WETHERILL €
KoPPLE, 1976; WARREN; COOPER; WOOD et al., 1998). O resultado € um acumulo
do seu substrato, o &cido 5-aminolevulinico (ALA), que por sua vez é associado
a neuropatogenias provocadas pelo envenenamento pelo Pb (WARREN; COOPER;
WoobD et al., 1998). Surpreendentemente, a ALAD foi encontrada superexpressa
no GEV quando comparado com o controle. E possivel que diante do acimulo
de ALA, o organismo aumente a producao da ALAD na tentativa de compensar
os efeitos inibitérios do Pb pelo aumento na quantidade de enzima. O aumento
na expressao dessa enzima também foi vista em eritrocitos de ratos submetidos
a exposicdo ao Pb (FuJita; ORIl e SANO, 1981).

De maneira geral os dados obtidos no presente estudo demonstram que
o Pb foi capaz de induzir alterac6es em proteinas envolvidas nos processos de
sintese e enderecamento de proteinas, ciclo celular, via glicolitica, ciclo do acido
citrico, transporte celular, metabolismo de lipideos, metabolismo de
aminoacidos, dentre outras. Muitas proteinas tiveram sua expressao diminuida,
0 que pode ser resultado da rapida degradacéo ou ainda da inibicdo da sintese
proteica, induzidas pela presenca do Pb (FARKAS, 1975; HEO; MONDAL; GAO et
al., 2007; OTzEN; BARCISZEWSKI € CLARK, 1994; Sul; ZHANG; ZHANG et al., 2015).

Sabe-se que a estrutura de uma proteina determina ndo somente suas
propriedades cataliticas, mas também a sua estabilidade intracelular, onde
perturbacdes na estrutura proteica levam a sua degradacdo (GOLDBERG, 1972;
GOLDBERG e DICE, 1974). O fato de o Pb ter sido encontrado em alguns spots
proteicos pode ter levado a mudangas conformacionais que sao reconhecidas
pela maquinaria de degradacédo proteica, contribuindo para a reducdo da
expressdo de certas proteinas. A sintese proteica é altamente dependente da
presenca de moléculas intactas de RNA ribossébmico, mensageiro e
transportador. O Pb € conhecido por ser um potente agente de degradacdo de
RNA (AETHRANIS e FARKAS, 1995; FARKAS, 1975; Liu, C.; Yu; SHI et al., 2007).
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Assim, a diminuicdo na expressao proteica poderia ainda ser explicada pela acéo
do Pb no RNA, levando a inibicdo da sintese proteica.

Ha muitos questionamentos em relacdo a um limite de seguranca para
exposicdo ao Pb, uma vez que pesquisas experimentais e clinicas mostraram
uma relacédo entre concentracdes baixas de Pb no sangue (menores que 10,0
ug/dL) e aumento do estresse oxidativo (GONICK; DING; BONDY et al., 1997;
SOLLIWAY; SCHAFFER; PRATT et al., 1996; VAzIRI e KHAN, 2007). Os resultados
aqui apresentados demonstram que mesmo estando em baixa dose no sangue
total (cerca de 10 ug/dL), o Pb resultou em alteracdes de diversas proteinas.
Sabe-se que o Pb é capaz de aumentar a quantidade de radicais superéxido e
de perdxido de hidrogénio, entretanto os dados da literatura com relacdo ao
sistema antioxidante sdo contraditorios, tendo relatos em que ha um aumento na
producdo de enzimas antioxidantes, bem como estudos que relatam uma
diminuicdo dessas enzimas como parte dos efeitos toxicos causados pelo Pb
(ABBOTT, 1999; ADEGBESAN € ADENUGA, 2007; KACZMAREK-WDOWIAK; ANDRZEJAK;
SKOCZYNSKA et al., 2004; MousA; AL-QARAWI; ALl et al., 2002; NEHRU e KANWAR,
2004; Ni; Hou; BARTON et al., 2004; SANDHIR € GILL, 1995; SUGAWARA; NAKAMURA;
MIYAKE et al., 1991). O fato € que no presente estudo varias proteinas que
compdem o sistema antioxidante foram encontradas subexpressas, indicando
um comprometimento desse sistema, o que pode levar a danos hepaticos
severos se a situacao nao for revertida.

Apesar da deficiéncia de Fe ser associada a maior absor¢cdo do Pb
(ALABDULLAH; BAREFORD; BRAITHWAITE et al., 2005; MAHAFFEY, 1983; WOLF;
JIMENEZ e LOzOFF, 2003) o esperado efeito protetor do Fe néo foi confirmado nem
através da analise de Pb no sangue, nem pelo estudo protedmico, pois o Fe
sozinho também foi capaz de prover alteracdes no perfil de expressdo das
proteinas. Apesar de ser um elemento essencial, 0 Fe em excesso tem um efeito
altamente toxico, reagindo com as EROs pelas reacdes de Fenton e Haber-
Weiss (figura 21), gerando de radicais OH’, que por sua vez aumentam
peroxidacdo lipidica em organelas e membranas celulares, oxidacdo dos
aminoacidos, quebra das fitas de DNA e fragmentacéo de proteinas (ANDERSON

e SHAH, 2013; KoprrPENOL, 2001), efeitos comprovados através da exposicéo
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cronica de ratos ao Fe, onde foi demonstrado um aumento de peroxidacéo
lipidica em hepatocitos (BACON; BRITTENHAM; TAVILL et al., 1983; BACON; TAVILL;
BRITTENHAM et al., 1983). Zhang e colaboradores (ZHANG, Y.; HUANG; DENG et al.,
2012) verificaram que o excesso de Fe induz, além do estresse oxidativo, o
estresse nitrosativo, isto é a producdo de espécies reativas de nitrogénio, em
figado de ratos, aumentando o dano hepatico. Portanto, fica claro que o Fe nao
deve ser utilizado como estratégia terapéutica para reduzir a intoxicagéo pelo Pb,
pelo menos na dose empregada no presente estudo.

1 - Reagdo de Fenton
0, + F€'— 0, + Fe"
H,0,+ F€'— Fe"+ OH+OH’

2 — Reagdo de Haber-Weiss

H202+-O:'2 — OH+OH + O2

Figura 21. Diagrama esquematico das reacbes de
Fenton e Haber-Weiss. O ferro é um cofactor catalitico
potente, que aumenta a producdo de radicais de
superéxido, que pode causar dano celular (adaptado
de (ANDERSON e SHAH, 2013).
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6 CONCLUSAO

O Pb apresentou um papel deletério no tecido hepatico dos grupos
submetidos a intoxicacdo por este metal. Foram encontradas alteracfes até
mesmo em dosagens mais baixas no sangue (em torno 10 pg/dL), aqui
representado pelos grupos que receberam 100 mg/L Pb(C2H302)2. Ao contrario
do esperado, o Fe, na dosagem empregada, ndo foi capaz de reduzir
significativamente o0s niveis de Pb sanguineo ou hepatico. Alteractes
histomorfologicas, foram vistas em todos 0s grupos experimentais intoxicados
pelo Pb, podendo refletir no estado funcional do tecido. Por meio da analise
protedmica foram encontradas alteracdes em todos os grupos intoxicados. O Pb
foi capaz de induzir alteracfes na expressao de varias proteinas, como proteinas
relacionadas ao sistema antioxidante e sintese proteica. O fato de todos os
grupos experimentais intoxicados apresentarem alteracdes, sugere que o Fe nao
deve ser adotado como medida terapéutica para reducao da absorcao de Pb,
pelo menos na dose empregada no presente estudo.
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ANEXO A

: Universidade de Sao Paulo
(7 Faculdade de Odontologia de Bauru
‘ I / Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73

w7 4 PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679
Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

Fone: (14)3235-8356

e-mail: mferrari@fob.usp.br

CEEPA-Proc. N° 012/2011

Bauru, 28 de junho de 2011.

Senhora Professora,

O projeto de pesquisa encaminhado a esta Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em
Animais, denominado Analise protedmica e morfolégica em figado de ratos
submetidos a exposi¢do ao chumbo e suplementados com ferro, de autoria de Mileni
da Silva Fernandes, foi enviado ao relator para avaliagdo e considerado APROVADO em
reunido desta Comissdo realizada no dia 21 de junho de 2011.

Solicitamos que ao final da pesquisa seja enviado, para avaliagao desta Comissao, um
Relatério com os resultados obtidos para andlise ética e emissdo de parecer final, o
qual podera ser utilizado para fins de publicagdo cientifica.

Atenciosamente,

Prof. DF Gustavo Pbmpermaier Garlet

Presidente da Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

Prof2 Dr2 Marilia Afonso Rabelo Buzalaf
Docente do Departamento de Ciéncias Biologicas
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Spots

19
21

24

26

31
32

34
38

39

40

41
42
47

49

50
52

54

58

Mm/Pl do
spot (KDa)

64,739/4.72
64,731/7.43
57,077/6.14

18,336/3.59

18,665/8.89

21,317/8.70
20,935/5.62

24,236/6.24
27,207/5.90

25,572/8.62

25,393/5.26

25,630/8.03
26,010/8.76
28,255/5.10

29,273/4.48

26,367/5.85
29,283/6.1

27,440/6.92

28,020/9.53

APENDICE A
Valores obtidos na determinacéo da concentracdo de Pb e Fe por GFAAS e estimativa
do nimero de atomos de Pb e Fe por molécula nos spots proteicos das amostras de
tecido hepatico dos grupos experimentais.

[Pb] final
mg/g

GElll: 5,00
GEV: 51,80
GElll: 0,92
GElll: 4,05
GEIV: 2,79
GElll: 1,59
GEIV: 0,37
GElll: 0,32
GEIV: 1,80
GEV: 9,87
GElll: 1,41
GEIV: 2,49
GEV:54,62
GEIV: 1,17
GEIV: 3,07
GEll: 0,40
GElll: 2,11
GEIV: 4,49
GElll: 2,25
GEIV: 4,15
GEV:10,58
GEIl: 0,28
GElll: 4,23
GElll: 1,27
GEIV: 4,59
GElll: 3,23
GEV:33,06
GEIV: 7,91
GEV: 32,39
GEII:4,90
GEIV:11,41
GElll: 3,07
GEIV: 8,50
GEV: 19,4
GEIV:4,61

Atomos de

Pb por

molécula de

proteina
GElll: 1,56
GEV: 16,19
GEII:0,29
GElll: 1,12
GEIV: 0,77
GEIlll: 0,14
GEIV: 0,03
GElll: 0,03
GEIV: 0,16
GEV: 0,89
GEIlll: 0,14
GEIV: 0,26
GEV: 5,62
GEIV: 0,12
GEIV: 0,36
GEll: 0,05
GElll: 0,26
GEIV: 0,55
GElll: 0,28
GEIV: 0,51
GEV: 1,30
GEll: 0,03
GElll: 0,52
GElll: 0,16
GEIV: 0,58
GElll: 0,44
GEV: 4,51
GEIV: 1,12
GEV: 4,58
GElll: 0,62
GEIV:1,61
GElll: 0,41
GEIV: 1,13
GEV: 2.57
GEIV: 0,62

[Fe] final
mg/g

GEl:

95,80

Atomos de
Fe por
molécula

de proteina

GEl: 32,03

GElll: 214,4 GElll: 81,87
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59
60

65

67
74

79

80
84

89

91

98

99
101

102
103
104
107

108

116
118
121

122

127

129

27,811/7.64
27,314/5.76

28,230/7.13

28,734/6.29
29,781/4.29

30,299/9.42

30,617/6.62
33,068/4.99

31,182/5.21

31,255/5.61

32,987/5.55

32,866/5.81
33,454/7.05

35,571/6.80
35,431/5.43
35.514/5.25
35,598/6.62

35,655/6.55

36,451/8.38
36,589/5.84
37,518/8.79

36,589/7.35

38,261/6.60

37,168/5.02

GEV: 14,74
GEII:0,53
GElll: 4,39
GElll: 0,92
GEIV:10,36
GEV: 8,90
GElll: 8,33
GEV:156,39
GElll: 4,86

GEV: 1,19

GEIV: 14,52
GElIl: 6,90
GEV:10,90
GEIl:1,01
GEIll:9,16
GEII:0,06
GEIlIN:4,93
GEV:10,41
GElll:4,17
GEIV:6,11
GEV: 29,75
GEIl: 0,90
GElIl:15,41
GEV:39,89
GEIlI:3,13
GEI:117,91
GEV:7,51
GEIII:0,98
GEI:7,94
GEIV:14,63
GEV:17,54
GEI:0,17
GEIV:16,47
GEV: 34,03
GEV:25,59
GElll:2,24
GEI:4,35
GEII:3,91
GEIV:30,88
GEV:33,35
GEIIN:0,51

GEV: 1,99
GEII:0,07
GElll: 0,58
GElll: 0,13
GEIV: 1,41
GEV:1,21
GElll: 1,16
GEV: 21,6
GElll: 0,70

GEV: 0,17

GEIV:2,15
GEIll:1,10
GEV:1,74
GEIl:0,15
GElll:1,38
GEll: 0,01
GEIIN:0,74
GEV:1,57
GElIll:0,66
GEIV:0,97
GEV: 4,72
GEll: 0,15
GEIlll:2,65
GEV:6,85
GEIIl:0,54
GEl: 3,07
GEV: 1,29
GEll:0,17
GEI:1,37
GEIV: 2,52
GEV:3,02
GEIl: 0,03
GEIV: 2,91
GEV: 6,01
GEV:4,63
GElII:0,39
GEI:0,80
GEIl:0,72
GEIV:5,70
GEV:6,16
GEIIN:0,09

GEV: 7,12

GEV: 16,20
GEI:149,8

GC: 0,69
GEI:26,13
GEV: 8,24

GEI:33,74
GEV: 27,15

GEI:49,09
GEV:50,30

GEI:29,91
GEV: 147,1

GEl:242,2
GEV: 278,9

GEI: 318,5

GEIl:116,1
GEIV:42,08
GEV:120,5

GEV:326,5
GEV:80,76

GEI:0,45

GEIV:72,3

GEV: 3,57

GEV: 8,34
GEl: 79,92

GC: 0,37
GEl: 14,18
GEV: 4,47

GEI:19,98
GEV:16,80

GEI:27,48
GEV:28,16

GEI:17,67
GEV:86,64

GEI:154,3
GEV: 177,7

GEI:202,9

GEI:74,16
GEIV:26,88
GEV:76,98

GEV: 213,9
GEV: 54,27

GEI:3,06

GEIV:49,56
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185

133
136

137
139

141

145

147

148
151

153

155

156

172

173
175

189

191

194

199

201

202

207

209

212

38,357/8.62
40,004/6.98

39,511/6.65
39,790/6.53

39,107/8.23

39,823/8.63

40,495/7.48

42,629/6.87
41,651/5.42

41,768/6.49

44,847/7.10

43,569/6.42

46,165/5.20

46,541/6.71
46,165/6.33

51,217/6.10
53,971/6.48
57,296/5.85
56,830/5.35
57,860/6.32
57,601/5.62
59,841/6.15

60,380/5.96

61,751/7.64

GEV:11,05
GElll:2,15
GEIV:14,76
GEI:2,03
GEV:17,95
GEIll:1,70
GEIV:12,51
GEV:8,51
GEV:5,75
GElll:2,29
GEIV:12,05
GEV:13,16
GEIIN:3,65
GEIll:2,31
GEIV:15,16
GEII:13,08
GEV:25,30
GElll:2,21
GEIV:13,45
GEI:2,58
GEII:12,47
GElIII:0,60
GEIV:16,61
GEV:16,08
GEII:6,53
GEIN:7,37
GEV:44,25
GEII:3,19
GElll:1,08
GEV:32,48
GEIV:25,95
GEIV:26,45
GEII:0,71
GEIV:1,97
GEIV:9,10
GEIll:16,21
GEIV:11,31
GEIIN:5,35
GEIV:6,74
GEIll:0,17
GEI:4,79
GEV:21,95
GEll:1,23
GEIV:1,86
GEV:3,08

GEV:2,05
GEIll:0,42
GEIV:2,85
GEI:0,39
GEV:3,45
GEIl:0,32
GEIV:2,36
GEV:1,61
GEV:1,11
GEIlI:0,45
GEIV:2,36
GEV:2,57
GEIIN:0,75
GEII:0,46
GEIV:3,05
GEIll:2,64
GEV:5,10
GEIII:0,48
GEIV:2,91
GELI:0,54
GEIl:2,62
GElIll:0,13
GEIV:3,70
GEV:3,58
GEIl:1,47
GEIll:1,64
GEV:9,86
GEII:0,79
GEIll:0,27
GEV:8,03
GEIV:6,76
GEV:6,89
GEII:0,20
GEIV:0,55
GEV:2,52
GEIl:4,45
GEIV:3,10
GEIIN:1,49
GEIV:1,87
GEIll:0,05
GEIl:1,40
GEV:6,40
GEII:0,37
GEIV:0,55
GEV:0,92

GEV:45,21

GEI:13,68

GEV:9,14

GEV:13,03

GEV:26,80

GEI:66,65

GEV:41,78

GEI:37,50
GEV:52,25

GEV:269,0

GEIV:57,76

GEV:42,11

GEV:31,06

GEI:9,68

GEV:6,40

GEV:9,30

GEV:20,05

GEI:52,01

GEV:34,55

GEI:31,26
GEV:43,20

GEV:246,81

GEIV:59,28

GEV:46,57
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213
214

215
216
219
220
223
229

231

232

235

236

240
245
251
252

263

266
269
271
274
278

279

284
285

286
288
292
295

301

304

305
308

63,722/5.44
67,700/7.43

63,722/5.22
63,967/7.13
63,152/6.49
62,792/4.53
65,294/3.59
68,806/6.23

68,927/5.22
69,032/5.65
70,727/5.51

71,773/7.52

70,394/7.17
73,974/5.22
77,745/6.80
79,865/6.51

80,723/6.31

84,286/6.21
85,873/5.40
86,746/4.83
88,904/5.91
89,373/7.04

94,628/6.58

101,306/6.04
95,705/5.10

98,205/5.83

110,430/6.41
109,593/5.57
142,424/6.34

32,949/3.79

24,764/7.22

32,564/4.11

53,544/4.25

GEV:32,85
GEIV:0,96
GEIV:1,99
GEIV:17,88
GEIV:5,49
GEIll:12,22
GEIV:12,08
GEV:3,84
GEIV:20,76
GEIl:1,25
GEIV:4,23
GEV:6,44
GEV:4,83
GEV:26,04
GEll:1,54
GEIV:2,70
GEII:8,46
GEIV:17,04
GEIV:20,94
GEIV:11,72
GEIV:106,1
GEV:46,84
GEIl:25,94

GEIV:27,93
GEIl:20,87
GEIV:28,83
GEll:24,32
GEIV:9,04
GEII:6,85
GEIV:21,13
GEIV:55,66
GEIV:34,91
GEV:0,18
GEIl:2,50
GEII:10,57
GEIV:42,51
GEV:8,26
GEIV:13,52
GEIl:5,85
GEIV:20,33
GEV4,11
GEIV:67,63

GEV:10,11
GEIV:0,31
GEV:0,65
GEIV:5,50
GEIV:1,69
GEIl:3,73
GEIV:3,66
GEV:1,21
GEIV:6,89
GEIl:0,42
GEIV:1,41
GEV:2,14
GEV:1,61
GEV:8,89
GEIl:0,53
GEIV:0,94
GEIl:2,88
GEIV:6,09
GEIV:7,86
GEIV:4,52
GEIV:41,36
GEV:18,25
GEIl:10,76

GEIV:11,58
GEIl:9,54
GEIV:13,17
GEIll:11,89
GEIV:4,18
GEIlI:3,25
GEIV:10,02
GEIV:28,67
GEIV:18,47
GEV:0,09
GEll:1,72
GEIl:1,68
GEIV:6,76
GEV:1,31
GEIV:1,62
GEII:0,92
GEIV:3,20
GEV:0,65
GEIV:17,48

GEV:334,5
GEV:16,63

GEV:30,34

GEV:11,79

GEV:34,95

GEV:135,8
GEV:116,8

GEV:38,64
GEV:764,8
GEV:163,1

GEV:13,77

GEV:381,81
GEV:20,17

GEV:35,49

GEV:14,56

GEV:43,21

GEV:194,37
GEV:176,47

GEV:60,04
GEV:1217,9
GEV:261,16

GEV:24,23
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312
320
329
332
346
349
350
351
353
361
364
368
373
374
390
392
396
399
400
401
403
407
411
416
427

47,815/8.76
84,048/5.01
69,170/6.93
29,874/6.34
62,029/5.80
66,321/4.43
53,833/5.13
53,096/5.06
102,127/4.38
61,474/7.96
42,722/7.76
28,867/7.67
29,384/9.38
28,846/9.28
52,377/7.79
47,990/9.05
44,137/9.46
38,577/6.35
32,488/6.34
32,909/6.49
29,043/6.33
54,453/9.04
37,790/9.46
36,393/9.56
18,923/4.92

GEV:0,74
GEV:3,43
GEIV:51,11
GEII:3,36
GEIV:43,07
GEIl:0,24
GEIV:18,12
GEIV:14,59
GEIV:14,70
GEIV:8,08
GEIV:17,72
GEIV:16,38
GEIV:41,02
GEIV:25,71
GEIV:1,43
GEIV:5,46
GEIV:5,59
GEIV:13,61
GEIV:66.99
GEIV:29,08
GEV:1,66
GEIV:23,72

GEIV:38,36

GEV:0,17
GEV:1,39
GEIV:17,07
GEIl:0,49
GEIV:12,90
GEII:0,08
GEIV:4,71
GEIV:3,74
GEIV:7,25
GEIV:2,40
GEIV:3,66
GEIV:2,28
GEIV:5,82
GEIV:3,58
GEIV:0,37
GEIV:1,26
GEIV:1,19
GEIV:2,53
GEIV:10,51
GEIV:4,62
GEV:0,23
GEIV:6,24

GEIV:6,74

GELI:0,10
GELl:7,67

GEI:22,80

GEV:10,03

GEV: 58,33

GELI:0,97
GElI:7,20

GEI:11,86

GEV:6,79

GEV:19,77
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