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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes iniciais e justificativas

A produgdo mundial de pescado procedente da aquicultura € estimada em 47
milhdes de toneladas, das quais 28 milhdes sdo decorrentes do cultivo em &guas
continentais, principalmente em paises tropicais, como o Brasil. Das espécies icticas
criadas em ambientes tropicais de dgua doce destacam-se as tildpias com uma producio
mundial que supera dois milhdes de toneladas. Nos dltimos anos no Brasil ocorreu um
considerdvel aumento na producdo de tildpias, o que tem levado pesquisadores que
trabalham com aquicultura a desenvolverem trabalhos relacionados ao comportamento,

fisiologia, genética e nutri¢do dessa espécie [1,2].

-

E consenso entre esses pesquisadores a fundamental importincia dos ions
metdlicos, pois eles sdo essenciais como componentes estruturais € em processos vitais,
pode atuar como agentes sinalizadores, catalisadores, ou ainda alterar a expressdo

génica [3,5].

A concentragdo total desses {fons metdlicos em amostras bioldgicas ou
ambientais tem sido determinada por métodos analiticos sensiveis, como a AAS
(Espectrometria de absor¢do atdmica), ICP (Plasma acoplado indutivamente), I[CP-MS
(espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente), XRF
(Espectrometria de fluorescéncia de raios-X), entre outros. Porém, muitos processos
envolvendo elementos em baixas concentracdes ou em relacdo aos microminerais,
quando se trata de nutri¢do animal, estdo longe de serem bem entendidos. Isso porque a
maioria das matrizes de interesse bioldgico, por exemplo, fluidos corporais, tecidos ou
alimentos, apresentam-se na forma de complexos de alta estabilidade e, portanto, de
dificil andlise [6,7]. Assim, as conclusdes sobre a importancia do metal para

biomoléculas, mais especificamente as proteinas, sdo muitas vezes fragmentadas [4].

A compreensdo dos papéis que envolvem metais e proteinas dependem da
qualidade da informacdo obtida apds a andlise metal-proteina [4]. Considerando o

exposto, a determinagdo de fons metalicos ligados as proteinas, mais especificamente de



tilipia do Nilo (Oreochromis niloticus), podera trazer informacdes importantes para a

area de fisiologia, genética e nutricio de peixes.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Proteoma

Com a codificacdo do genoma humano, o qual consiste no conjunto de todos os
genes, os cientistas voltaram suas pesquisas ao seqilienciamento de proteinas. Uma
pesquisa estd diretamente ligada a outra, pois sdo as proteinas que carregam as
mensagens dos genes para controlar as fun¢des do organismo [8,11].

Um dos grandes desafios do século 21, segundo o norte americano Walter
Gilbert, serd codificar as proteinas que os genes produzem e suas funcdes bioldgicas
exercidas ao longo da vida, podendo assim viabilizar novas drogas e terapias
(Proteoma) [10].

O termo proteoma foi cunhado por Wilkins e Williams em 1993, para descrever
o complemento protéico total do genoma [9].

O genoma de um organismo € essencialmente estitico e o DNA, do qual pode
ser extraido em principios de uma unica célula, contém toda informagdo. Em contraste,
o proteoma observdvel de uma unica célula, definido como a cole¢do de todas as
proteinas existentes em seu fendtipo molecular especifico, é altamente dindmico e
dependente do estado da célula. Portanto, o proteoma nio ¢ estacionirio mas muda com
o desenvolvimento do organismo e com qualquer mudanga no seu ambiente, uma vez
que o proteoma muda mais que o genoma, é possivel entdo obter-se mais informacao do
organismo estudando-se o proteoma [11].

O proteoma ¢ mais complexo que o genoma, ndo apenas devido ao nimero de
proteinas mas, também, devido as intimeras possibilidades de interacdes entre elas e a
estrutura tridimensional que a mesma possui, indo interferir decisivamente no papel que
ela realiza [12].

A andlise de proteomas possui varias aplicacdes e a demanda de trabalhos nessa
drea certamente crescerd exponencialmente nos proximos anos. O atendimento dessa
demanda vai depender do apoio continuado a grupos de pesquisa em proteinas e

proteomas.



2.2. Proteinas

As proteinas sdo as moléculas orginicas mais abundantes encontradas nas
células, por serem essenciais a sua estrutura e fungéo [13].

Dentre as fungdes das proteinas, pode citar o sistema de defesa, na qual age
como anticorpos, a regulacdo de glandulas (fun¢do hormonal), catdlises de reacdes,
como no caso das enzimas e principal fonte de nitrogé€nio e enxofre no organismo. Isso
nos mostra a importancia biolégica dessas moléculas, e o porqué de ser a classe mais
complexa encontrada nos organismos [14,15].

Com relacdo a sua composicdo, todas as proteinas apresentam 4tomos de
carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio [14,15]. Sao formadas por unidades
monoméricas, chamadas de aminodcidos, onde apenas 20 tipos sdo encontrados em
plantas e animais [16,17]. Estes apresentam um grupamento amina e um carboxilico,
que sdo constantes de ionizac¢do. Por tanto, em solucdo aquosa, a carga liquida da
proteina depende da constante de ionizacdo dos aminodcidos e pH da solucdo. Em
baixos valores de pH, o grupamento amina recebe prétons, enquanto que o carboxilico
ndo ¢ ionizado, resultando em carga liquida positiva. J& quando exposta a valores
maiores de pH, o grupamento carboxilico é ionizado, mas o amina ndo é protonado,
resultando em carga liquida nula, o que chamamos de ponto Isoelétrico (pI) da proteina
(pH em que a molécula apresenta mesmo niimero de grupos carregados positivamente e
negativamente) [18,19].

Os aminodcidos agrupam-se por ligagdes peptidicas, perdendo uma molécula de
dgua; e por ligarem-se de indmeras maneiras, geram uma gama de arranjos,
possibilitando extensa variedade de moléculas protéicas [16,17]. Da estrutura central da
proteina, projetam-se residuos de aminodcidos, que conferem propriedades singulares a
cada molécula [18]. A seqiiéncia linear dos aminodcidos ligados contém a informacédo
necessdria para formar uma molécula protéica com estrutura tridimensional dnica. A
complexidade da estrutura protéica € melhor analisada considerando-se a molécula em
termos de quatro niveis de organizacdo, denominados primdrio, secundario, tercidrio e
quaterndrio [20,21] . Uma descricdo de todas as ligacdes covalentes, principalmente
ligacdes peptidicas e ligacdes dissulfeto, a unido dos residuos de aminodcidos em uma
cadeia polipeptidica é estrutura primaria. O mais importante elemento da estrutura

primdria € sua seqii€ncia de residuos de aminodcidos. A estrutura secunddria refere-se a



arranjos estaveis de residuos de aminoicidos dando origem a padrdes estruturais
recorrentes. A estrutura tercidria descreve todos os aspectos do enovelamento
tridimensional do polipeptidio. Quando uma proteina possui duas ou mais subunidades

polipeptidicas, seu arranjo no espago € referido como estrutura quaterndria [21]. A

Figura 1 ilustra esquematicamente os niveis de estruturas das proteinas.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
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Figura 1: Niveis de estrutura e organizacdo das protefnas [21].

Muitas proteinas contém apenas residuos de aminoicidos e nenhum outro
constituinte quimico, essas proteinas sdo consideradas proteinas simples. Entretanto,
algumas proteinas cont€ém permanentemente associados outros componentes quimicos
além dos aminodcidos. Essas proteinas sdo chamadas de proteinas conjugadas. A parte
ndo-aminodacido de uma proteina conjugada € usualmente chamada de seu grupo
prostético. Usualmente o grupo prostético desempenha um papel importante na fungio
bioldgica da proteina. Proteinas conjugadas sdo classificadas com base na natureza
quimica dos grupos prostéticos. Por exemplo, as lipoproteinas contém lipidios, as
glicoproteinas contém agticares, e as metaloproteinas metais especificos [21]. Na Tabela

1 sdo apresentados alguns exemplos de proteinas conjugadas.



Tabela 1: Proteinas conjugadas [21].

Classe Grupo Prostético Exemplo
Lipoproteinas Lipidios Bi-lipoproteina do sangue
Glicoproteinas Carboidratos Imunoglobulina G
Fosfoproteinas Grupos fosfato Caseina do leite
Hemoproteinas Heme (porfirinas de ferro) Hemoglobina
Flavoproteinas Nucleotidios de flavina Desidrogenase succinica
Ferro Ferritina
Zinco Desidrogenase alcodlica
Metaloproteinas Cilcio Calmodulina
Molibdénio Dinitrogenase
Cobre Plastocianina

2.2.1. Métodos para a determinag¢do da concentragdo de proteinas totais

Muitas metodologias t€ém sido empregadas para a determinacdo da concentracio
de proteinas totais, porém ndo existe um método considerado universal para todos

meios. Geralmente os métodos de maior utilizacdo sdo o Biureto [22], Lowry [23],

Bradford [24], BCA ou reagente de Smith [25] e de adsorcdo no ultravioleta [26].

A rapidez e alta sensibilidade o método de Bradford quando comparado aos

outros possui um menor nimero de interferentes, sendo geralmente aplicado para

amostras de tecidos vegetais, leite e plasma [27].



2.2.1.1. Método de Bradford

O método de Bradford [24] é uma técnica para a determinacdo de proteinas
totais que baseia-se em interagdo entre corante Azul de Coomassie G-250 (CBBG) e
macromoléculas de proteinas que contém aminodcidos de cadeias laterais bdsicas ou

aromaticas (Figura 2).

':-l-:EHE
+
0.8
MH
DCaHs

Figura 2. Estrutura do corante Azul de Coomassie, presente na composicdo do reagente de

Bradfod [28].

No pH de reacdo, a interagdo entre a proteina de alto massa molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante levando a molécula de
CBBG, a principio, para a forma neutra e, posteriormente, para a forma anidnica.
Conseqiientemente, tem-se a supressdo da absor¢do nos comprimentos de ondas de 465
e 645 nm e passa-se a formar um complexo azul bastante intenso que absorve
fortemente em 595 nm, comprimento de onda no qual é realizada a leitura

espectrofotométrica [28,29].

Existem poucas substancias, citadas na literatura, que sio interferentes no
método de Bradford. Estes interferentes, normalmente, reagem com as proteinas

impedindo a reacdo com o corante BG-250 ou reagem com o corante causando aumento



na absorbancia. A Tabela 2 mostra os interferentes mais comuns ao método de Bradford

[24]. Os métodos de eliminacdo destes interferentes variam conforme o caso, como

discutido nas referéncias citadas na Tabela 2, no entanto, recomenda-se a precipitacio

das proteinas com dcido tricloroacético.

Tabela 2. Algumas substincias que interferem na determinag@o de proteinas totais pelo método

de Bradford.

Interferentes Comentarios Referéncias

Tolbutamida Provoca falso positivo. [30]
Uréia Fornece resultado falso positivo, acima de 45 g/L. [30,31,33]

Cloreto de sodio e de Fornecem resultado falso negativo, acima de 1 M [30,31,33]

Potdssio
Detergentes (Triton X-

100, SDS, Tween-20)

Ciclodextrinas

Polifendis e polifendis

2-mercaptoetanol +
Guanadina

Glicerol

Lipidios

Cloropromazina

Fluoreto

A larga banda de absor¢do em 650 nm, devido a reacdo
entre o corante e os detergentes, interfere na banda em
595 nm, resultando em falso positivo.
Formam um complexo de inclusdo com o corante BG-
250, resultando em falso positivo.
Reagem com as proteinas impedindo a formagao dos
oxidases complexo das mesmas com o corante BG-250.

Diminuem a absor¢do da amostra.

Provoca falso positivo.
Causam turbidez na amostra.
Provoca falso positivo.

Diminui a absor¢@o da amostra.

[34-36, 37,38]

[39]

[24, 40-42]

[24, 32]

[24,31,33]

[33]

[43]

[44]

2.3. Metalémica

A protedmica envolve o estudo das propriedades das proteinas, tais como o nivel

de expressdo, as modificacdes pOs-translacionais e as intera¢des, em ampla escala, de

modo a obter uma visdo global dos processos celulares [45].
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J4a a metaldomica ¢ um campo de pesquisa que deve estar relacionada com a
genOmica e a protedmica, pois a sintese e as funcdes metabdlicas dos genes e das
proteinas ndo ocorrem sem a presenca de fons metdlicos ou metaloenzimas, que sdo
metaloproteinas que atuam como catalisadores bioldgicos na regulacdo das reacdes
bioldgicas e das funcdes fisioldgicas em células e 6rgaos [46]. A metaldmica tem como
objetivos a verificacdo da distribui¢do das espécies metdlicas e metaldides, bem como a
elucidagdo dos aspectos fisiologicos e funcionais das biomoléculas que contenham fons
metélicos em suas estruturas, tais como as metaloproteinas e as proteinas ligadas a
metais [46]. Na metalomica, sdo definidos como metalomas, os ions metalicos ou
espécies metaldides presentes em sistema bioldgico (células, tecidos, fluidos ou

organismos), na forma livre ou complexado [47].

Uma das mais importantes tecnologias analiticas para estabelecer a metalomica
como ciéncia dos biometais € a especiacdo quimica para a identificacdo especifica de
metalomas bioativos, uma vez que a identificagdo dos metalomas e a elucidagdo de
funcdes bioquimicas ou fisioldgicas nos sistemas bioldgicos sdo alvos da metaldomica

[46].

O estudo de metaloma pode fornecer informagdes tais como: (i) elemento
(espécie metdlica ou metaldide) distribuido entre os compartimentos celulares de
determinado tipo de célula; (ii) seu meio de coordenacdo (qual biomolécula estd
incorporado ou a qual bioligante estd complexado); (iii) as concentra¢des das espécies

metélicas individuais presentes e (iv) a estrutura da biomolécula [46,47,48].

A informacdo metaldmica pode ser classificada em (i) metaldmica qualitativa, na
identificacdo das espécies metdlicas individuais; (ii) metaldmica quantitativa
determinacdo das concentragdes destas espécies e (iii) metaldmica comparativa
monitoramento das alteragdes do metaloma de determinado organismo, sob a influéncia
de estimulo externo. O estudo destas biomoléculas é denominado metaloprotedmica

[47].

Os estudos metaldmicos, na visdo analitica, consistem em trés componentes
principais: (i) a técnica de separagdo, isto é, a contribuicdo para o isolamento das
espécies-alvo da matriz, denominada como componente de seletividade (ii) o detector

especifico para moléculas, objetivando a sua caracterizacdo, denominado como
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componente estrutural, e (iii) o detector sensivel para a quantificacio dos elementos,

denominado como componente de sensibilidade [48].

2.4. Metaloproteinas e proteinas ligadas a metais

Embora os fons metalicos constituam pequena porc¢io do tecido corporal (4%),
sdo essenciais como componentes estruturais € em muitos processos vitais. Os papéis
desses fons metdlicos podem ser descritos como estrutural e funcional. No aspecto
funcional, pode destacar seu papel de catalisador nos sistemas enzimadticos, através da
ligacdo dos fons a substratos, orientando assim a reacdo, e a mediacio nas reacdes de
oxido-reducdo, através de mudangas reversiveis no estado de oxidacdo do fon metalico.
No aspecto estrutural, desta-se o papel como integrantes de compostos organicos do
corpo, tais como o ferro na hemoglobina, o iodo na tiroxina, o cobalto na vitamina B e
o enxofre na tiamina e na biotina, eles atuam na estabilizacdo dessas biomoléculas,
através da estabilizacdo e ou protecdo de cargas negativas. Existem fungdes nas quais o
balangco de fons é importante, por exemplo, para a formacdo dos ossos, para a
quantidade e a relacdo entre célcio e fosforo, para a atividade muscular e para a relacdo
entre célcio e potassio no fluido extracelular. Os eletrdlitos, dos quais os sais de sédio e

potassio s@o os mais importantes, representam os principais fatores no controle

osmoético do metabolismo da dgua [51-54].

As metaloproteinas e as proteinas ligadas a fons metélicos representam grande
porc¢do do niimero total de proteinas. Estima-se que aproximadamente 40% de todas as
proteinas e enzimas requerem a presenga de fon metélico para realizar atividade
bioldgica [49,52]. Esses fons s@o responsdveis por muitos processos metabdlicos, como
conversdo de energia na fotossintese e respiraco, expressao e regulacio génica, além de
processos cataliticos, como ligacdo a substrato e ativagdo do mesmo, transporte e

armazenamento [49].

As metaloproteinas sdo consideradas diferentes das proteinas ligadas a metais.
As metaloproteinas constituem um grupo de proteinas que cont€ém um cofator metalico
incorporado por meio de ligacdes especificas, caracterizando-se pela alta afinidade da

interagdo metal-proteina. J4 as proteinas ligadas a metais constituem um grupo de



12

proteinas onde os fons metdlicos sdo incorporados por ligagdes nao-especificas,
caracterizando-se pela baixa afinidade da ligagdo metal-proteina, com isso essa ligacdo
pode ser facilmente quebrada [49,50]. Fracamente ligados as proteinas, estdo os fons
monovalentes como o sddio e o potdssio. De intensidade moderada temos o magnésio e
o célcio. Dentre os metais que apresentam forte ligacdo com as proteinas, mais
freqiientemente, estdo os metais de transi¢cdo, como o ferro, o cobre, o zinco, o
manganés, o molibdénio e o cobalto, devido as suas propriedades (densidade, pequeno
raio atdmico e interacdo via eletromagnética e forcas eletrostdticas), estdo ligados a

maioria das metaloproteinas [49,53,55-58].

Um outro grupo de metaloproteinas, de baixa massa molecular (6-7 kDa), sdo as
chamadas metalotioneinas. As metalotioneinas apresentam alta afinidade ndo s6 com
fons metalicos essenciais, como O cobre € o0 zinco, mas também com oS metais
potencialmente t6xicos, como o ciddmio e o mercurio. Estas metalotioneinas estdo
presentes em vertebrados, plantas, fungos, algas e até em bactérias metal-resistentes

[48,49,55].

2.5. Tipos de eletroforese

Quando a eletroforese comecou, hd 60 anos, usava-se o método livre ou
“moving boundary”. As proteinas eram separadas em meio liquido, sem quaisquer
estabilizantes, sendo formado apenas pela solu¢do tampdo. J4 entre as eletroforeses
estabilizadas, separam-se dois grupos: aquelas que utilizam um suporte sélido (papel,
gel de amido, acetato de celulose, poliacrilamida), e as estabilizadas em meio liquido

por um gradiente, como a de sacarose [19,59].

Hoje, vemos o desenvolvimento da eletroforese em meios gelatinosos de
poliacrilamida e agarose, a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) possibilitou o
surgimento das eletroforeses descontinuas, que relacionam carga/massa molecular
(PAGE-homogéneo e PAGE-gradiente), massa molecular (PAGE-SDS) e mobilidade
liquida (PAGE-isotacoforese) [18,19,59].
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2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida — 2D PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida, apesar de ser uma técnica de 1975, até o
momento é a melhor método capaz de resolver mais proteinas simultaneamente. Esta
técnica possui 6tima resolug¢do, podendo ser empregada em caracterizagdo de sistemas
biolégicos e em selecdo especifica de pontos (spots) protéicos para posterior

seqlienciamento ou identificacdo [19].

Esta técnica baseia-se na migracdo de particulas carregadas em determinado
meio na presenca de campo elétrico continuo, sendo que a carga recebida por estas
particulas pode resultar da ionizacdo, dissocia¢do ou associa¢do com outras moléculas

carregadas [19].

Na separacdo das proteinas alguns fatores influenciam na velocidade de
migracdo ao longo da corrida eletroforética, por exemplo, a massa molar, a carga e a sua
conformacdo. Nesta separagio o sistema de 2D PAGE mostra-se eficiente, separando as
proteinas em duas propriedades (Figura 3); na primeira etapa, uma primeira dimensio
explora a propriedade da carga das proteinas, a qual se dd por meio da focalizacdo
isoelétrica (IEF), em que um gradiente de pH € formado no gel. Na segunda etapa,
segunda dimensdo, explora a propriedade massa molar (MM) das proteinas em condi¢éo
desnaturante, ou seja, na presenca do detergente docecil sulfato de sédio (SDS). Cada
“spot” resultante no gel 2-D PAGE corresponde a unica espécie protéica presente na

amostra [60].
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Figura 3. Seqiiéncia das etapas que envolve a separacdo de proteinas por eletroforese em

primeira e segunda dimensdes [61].

Para compreender melhor a separacdo das proteinas por 2D PAGE, faz-se
necessdrio esclarecer que na eletroforese com focalizacdo isoelétrica o objetivo é
separar as proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos (pl), sendo que o pl é o pH
no qual a molécula apresenta uma carga de rede igual a zero, ou seja, um gradiente de
pH é formado durante a focalizacdo isoelétrica e as particulas carregadas, sob a
influéncia o campo elétrico, movem-se através do gel até alcancarem seus pl, quando
ndo mais migrardo [18,49,62]. Na eletroforese em gel em condi¢des desnaturantes
(SDS- PAGE), o surfactante (SDS) atua de modo a igualar a carga e a forma das
proteinas, de modo que o elemento de distingdo entre elas passa a ser sua MM. Esta
normalizacdo se da pelo aumento das cargas negativas nas proteinas, provenientes da
transferéncia do SDS e pela presenca de agentes redutores (DTT), os quais rompem
ligacdes de sulfeto na estrutura protéica facilitando o acesso do SDS e conferindo uma
forma similar ao conjunto de proteinas [19,60]. Portanto a 2D PAGE € a combinag¢do da

eletroforese IFE PAGE e SDS PAGE.

z

A poliacrilamida é uma matriz de gel que possui caracteristicas importantes
como, por exemplo, ser um material quimicamente inerte, transparente e estivel em

uma ampla faixa de pH, temperatura e forga idnica. Esta matriz é formada pela
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copolimerizacdo de entre acrilamida e N,N’-metilenobisacrilamida, na presenca de

persulfato de amo6nio e TEMED [18,19].

2

O preparo da amostra ¢ uma etapa essencial no processo de separagdo das

proteinas, conforme apresentado no item a seguir.

2.7. Preparo de amostra para a separag¢do por eletroforese bidimensional

As proteinas da amostra precisam ser desnaturadas, desagregadas, reduzidas e
solubilizadas para que atinjam completo rompimento das interacdes moleculares de
modo a garantir que cada “spot” presente no gel represente uma proteina individual.
Portanto, o preparo de amostra apropriado é absolutamente necessdrio para a obtencdo
de boa resolucdo na separag@o das proteinas por 2D PAGE [63,64]. Um procedimento
devera ser determinado empiricamente para cada tipo de amostra, em fun¢éo, da grande

diversidade de tipos de proteinas na amostra e origens [60].

Para que as proteinas intracelulares sejam analisadas, inicialmente devem ser
rompidas as células do material biolégico. O rompimento celular pode ser de trés tipos,
isto é, do tipo mecanico (maceragdo ou sonicag¢do), quimico (na presenca de
detergentes) e bioldgico (enzimético) [60]. Neste modo de preparo as proteinas sdo
removidas do seu ambiente natural, ficando expostas a muitos agentes que podem
danificd-las de maneira irreversivel. Por isso, € necessdrio que o rompimento celular

seja realizado rapidamente e em baixas temperaturas [63,64].

Alguns compostos interferentes, tais como proteases, sais, lipidios, acidos
nucléicos, polissacarideos, pigmentos fendlicos e/ou proteinas muito abundantes, apds

ou durante o rompimento celular devem ser removidos ou inativados [63,64].

Por estarem ligados as proteinas que serdo analisadas, os compostos interferentes
afetam a solubiliza¢do e/ou o processo eletroforético (com isso prejudica a separacdo

das mesmas) ou por prejudicarem o processo eletroforético em si [64].

As proteases devem ser inativadas para prevenir a protedlise, isto &, a
degradacdo de proteinas, o que pode comprometer os resultados obtidos na separacdo
por 2D PAGE. Neste caso, sdo utilizados inibidores de protease, tais como o

fenilmetilsulfonilfliior e o fluoreto de 4-(2-amino-etil)-benzenossulfonato [60,63].
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Os surfactantes e lipidios, considerados também interferentes na separacio
eletroforética, sdo separados seletivamente por meio do procedimento de precipitacio
das proteinas. A precipitacdo com solu¢do de sulfato de amdnio em metanol, com
acetona ou com solucdo de TCA em acetona, geralmente sdo os métodos mais utilizados

[60].

Os polipeptideos individuais devem ser desnaturados e reduzidos, rompendo as
interagOes intra e intermoleculares, logo apds o rompimento celular e a remog¢do dos
compostos interferentes, como solubilizados, mantendo as propriedades de carga [63].
Portanto, a solubilizacdo das proteinas deve ser conduzida em um tampao contendo

surfactantes, agentes caotrdpicos e redutores, como também os inibidores de protease.

A Tabela 3 apresenta os principais reagentes utilizados nesta finalidade com as

respectivas funcgdes [63,64].

Tabela 3. Principais substincias utilizadas na solubilizacido de proteinas [63].

Componetes Exemplos Finalidade
do Tampao
Surfactantes SDS, CHAPS e Extragdo integral de proteinas e
Triton X-100 solubilizagdo de proteinas pouco
soldveis.
Agentes DTTe B- Manter os residuos de cisteina
Redutores mercaptoetanol reduzidos.
Inibidores PMSF, pepstatina Inibir a protedlise dos aminodcidos
de protease e leupeptina serina, aspdrtico e cisteina
respectivamente.
Agentes Uréia e tiouréia Quebrar asligacdes dehidrogénio e
Caotrépicos interagdes hidrof6bicas. Evitar

agregacgdes indesejdveis e formagdo
de estrutura secunddaria.
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2.8. Tratamento de imagens dos géis

A importancia da eletroforese bimensional em gel de poliacrilamida (2D PAGE)
€ destacada na resolucdo, pois permite realizar uma separagdo eficiente devido as
caracteristicas inerentes a técnica (obten¢do de gel bidimensional). Portanto, ha
possibilidade de se realizar estudos comparativos que podem facilitar a identificagdo de
espécies a biomarcadores entre os “spots” dos géis. Nos estudos protedmicos a
identificacdo de diferencas quanto a expressdo de proteinas e a verificacdo de “spots”

novos ou ausentes, de possiveis biomarcadores, € uma das principais aplicacoes.

A alta variagdo que existe entre os géis € o principal problema nos estudos
comparativos, decorrentes da variabilidade extrinseca de amostras bioldgicas e outros
fatores, como, o método empregado para a marcacio das proteinas no gel, o preparo de
amostra, a quantidade de proteinas totais aplicada, e pode ser que um dos fatores mais
relevantes seja a polimerizagdo do gel. No entanto, inimeros fatores podem influenciar
como: a temperatura em que ocorre a polimerizacdo, a pureza e a concentracdo dos
reagentes, tempo de formagdo do polimero, e outros. Portanto, o processo de
comparagdo entre géis, que é realizada pela comparacdo de imagens dos géis obtidas por
registradores de imagens especificos, é um processo arduo, que exige bastante atencgéo,

paciéncia e cuidado experimental [65].

Nos estudos de Eravci et al [66] e Choe et al [67] as andlises afirmam que
somente variagdes quanto a expressdao de proteinas no gel sdo usualmente consideradas

relevantes se alcancarem diferencas da ordem de 100% (2 vezes) ou superiores.

A literatura, em funcao das dificuldades experimentais acima citadas, ainda ndo
apresenta claramente quanto deve ser a diferenga de expressao entre “spots” de pares de
géis para que possa se garantir que, realmente, haja significativa variacdo entre as

expressdes de proteinas no gel.

Portanto, devem ser tomados cuidados adicionais para realizar uma confidvel
andlise comparativa, por exemplo, uniformidade da densidade de fundo no gel, a qual

deve ser baixa em relagd@o a densidade dos “spots”.
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2.9. Espectrometria Atomica de Raio X

Originalmente o termo espectroscopia designava o estudo da interagdo entre
radiacdo e matéria como uma fun¢do do comprimento de onda (1) [68].

De fato, historicamente, muitos elementos quimicos foram descobertos por meio
da espectroscopia, que se refere ao uso de luz visivel dispersa de acordo com o
comprimento de onda. A amostra geralmente é excitada aplicando energia na forma de
calor, energia elétrica, luz, particulas ou por uma acdo quimica. O analito antes do
estimulo encontra-se no estado de energia fundamental, o estimulo entdo faz com que
algumas das espécies do analito sofram uma transi¢ido para um estado de maior energia
ou estado excitado. Assim, obtemos informagdes sobre o analito medindo a radia¢do
eletromagnética emitida quando este retorna ao estado fundamental ou a quantidade de
radiacao eletromagnética absorvida decorrente da excitacdo [68,69].

Os métodos espectroscopios de andlise sdo baseados na medida da quantidade
de radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdmicas de
interesse [68]. Classificam-se métodos espectroscopicos de acordo com a regido do
espectro eletromagnético envolvida na medida, algumas regides empregadas incluem os
raios vy, os raios X, ultravioleta/visivel, infravermelho, microondas e radiofreqii€ncia
[68].

Os raios X constituem uma radiagdo eletromagnética de comprimento de onda
curto produzida pela aceleracdo ou desaceleracdo de elétrons de alta energia ou pelas
transicdes de elétrons dos orbitais internos dos dtomos. O intervalo de comprimento de
onda dos raios X estd na faixa de 10° A até 100 10\; a espectrometria convencional
utiliza raios X na regido de 0,1 A até 25 A (1 A= 0,1 nm = 10710 m) [69].

E chamado de espectroscopia de raios X métodos utilizados para andlises de
elementos quimicos presentes na estrutura quimica de compostos inorganicos e/ou de
grupos funcionais de uma substancia orgénica utilizando radiagdo eletromagnética. Estd
técnica baseia-se em cinco tipos de métodos: emissdo, absor¢cdo, espalhamento,
fluorescéncia e difracdo da radiacdo eletromagnética, pode ser destrutivos ou ndo
destrutivos. Os métodos mais interessantes sdo os que ndo destroem as amostras
[68,69].

Os métodos de absorcdo de raios X e de fluorescéncia de raios X sdo largamente

usados para andlises qualitativas e quantitativas dos elementos da tabela periddica que
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possuem numero atdmico maior que do sdédio. Com equipamentos especiais, também

podem ser determinados os elementos com nimero atdomico entre 5 e 10 [68].

A espectrometria de fluorescéncia de raios-X é uma técnica ndo destrutiva, na
qual o preparo da amostra é simples e rdpido. Esta técnica é multielementar, os
elementos da amostra sio excitados pela absorcdo de um feixe primdrio de raios-X e,
entdo, emitem linhas caracteristicas de fluorescéncia. A fluorescéncia emitida é
detectada e identificada de acordo com sua energia usando um detector que separa cada

componente do espectro por energia ou comprimento de onda [70,71].

Quando maior sensibilidade e resolu¢do sdo necessdrios para a identificagdo dos

elementos, emprega-se a fluorescéncia de raios X com radiacdo Sincroton (SR-XRF).

2.9.1. Fluorescéncia de raios-X com radiacdo Sincrotron (SR-XRF)

A radiagdo sincrotron, como fonte de raios-X, apresenta alta intensidade (103 a
106 vezes mais intensa que as fontes convencionais), € altamente colimada e
linearmente polarizada no plano orbital do elétron. Ela é formada a partir da radiacdo
eletromagnética emitida por elétrons altamente energéticos, que circulam em um
acelerador ou anel de armazenamento. Esta técnica permite atingir limites de deteccdo
absolutos da ordem de 10™"° g e limites de detecgdo relativos com valores menores do
que 10 ng g'l, em amostras contendo alguns microgramas dos elementos a serem

identificados [73].

Gao et al. empregaram fluorescéncia de raios X com radiacdo sincrotron (SR-
XRF) para a detec¢@o de fons metdlicos nas proteinas de citosol de figado humano para
a determinac@o de ferro, cobre e zinco. O procedimento adotado incluia a separacio das
proteinas por cromatografia de filtracio em gel e também por IEF. Em trabalho mais
recente dos mesmos autores, a SR-XRF também foi empregada na andlise de proteinas
de citosol de figado humano, porém, neste estudo, as proteinas foram separadas por
SDS-PAGE, sendo que o gel obtido foi imediatamente seco apds a corrida
eletroforética. Com o uso desta metodologia, foi possivel distinguir 35 bandas de
proteinas, além da identificacdo e comparagdo da distribui¢do dos fons Cu”, Fe** e Zn**
em vdrias metaloproteinas. Kiihbacher et al. utilizaram a SR-XRF na determinacdo da

distribuicdo de selénio em proteinas de testiculos de ratos, previamente separadas por
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SDS-PAGE e transferidas para uma membrana pelo processo de blotting. Neste
trabalho, os autores utilizaram a mesma técnica para determinar a distribui¢do espacial
de alguns ions metdlicos em secdes cerebrais de ratos infectados com “scrapie”, que €
uma doenca neurodegenerativa. Este método mostrou-se bastante adequado para a
determinagdo dos padrdes de distribuicdo de elementos em baixas concentragdes em
proteinas separadas por eletroforese e em preparacdes histoldgicas de tecidos.
Recentemente, foi feito o mapeamento de proteinas provenientes de calos
embriogénicos de Citrus, previamente separadas por SDS-PAGE, utilizando a
microfluorescéncia de raios-X com fonte de radiacdo sincrotron. A quantificagdo dos
fons metdlicos Ca®*, Cu?*, Fe**, K* e Zn*" foi realizada empregando-se a fluorescéncia
de raio-X com reflexdo total da radiacdo sincroton (SR-TXRF), dos fons metélicos Mg2+
e Ca® empregando-se a Flame Atomic Absortion Spectrometry (FAAS) e de Na*
empregando-se a Flame Atomic Emission Spectrometry (FAES). As andlises
qualitativas e quantitativas mostraram concordancia entre os resultados, sendo que o
Fe™ e o Mg2+ foram detectados em duas bandas de proteinas, indicando que estes fons
metdlicos tem papel importante em processos bioquimicos, nos quais proteinas
participam. Desta forma os autores avaliaram a técnica como sendo promissora para a
pesquisa de metaloproteinas bem como estudar os elementos tracos relacionados a

doencas [72-75].

2.9.2. Radiagdo de Sincrotron

A radiacdo de Sincroton € formada a partir da radiagdo eletromagnética emitida
por elétrons altamente energéticos, que circulam e um acelerador ou anel de
armazenamento. Segundo Souza G.G.B. [70], a radiacdo Sincroton ¢é uma fonte de
raios-X que possui elevada intensidade (103 a 106 vezes mais forte que a fonte de raios-
X convencional), que abrange ampla faixa do espectro eletromagnético (desde o

infravermelho até os raios—X), além de polarizacio linear altamente colimada.

Em Campinas — SP, o Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS)
inaugurado em 1997, hoje € um complexo de laboratérios centrado em torno da fonte de
luz sincrotron, os elétrons possuem uma energia de 1,37 GeV. Para produzir estes

elétrons, utiliza-se canhdo eletrostatico, onde os elétrons sdo gerados e pré-acelerados a
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energia de 80 mil eV, onde eles sdo acelerados em acelerador linear (LINAC), até
atingir a energia de 120 megaeletronvolts (MeV). Em seguida, sdo transportados para
um acelerador circular intermedidrio, o sincrotron injetor, onde adquirem a energia de
500 MeV. Para atingir a energia final, os elétrons sdo transportados para o anel de
armazenamento onde, primeiro, sdo acelerados até atingir a energia de 1,37 bilhdes de
eV e ficam entdo armazenados por vdrias horas (aproximadamente 14 horas) [76].

A luz Sincroton € resultado do desvio da trajetéria do feixe de elétrons realizado
pela acdo de eletroimas presentes no anel de armazenamento (quando ocorre com a luz
sendo emitida tangencialmente a curvatura dos elétrons). Este anel, nada mais que, um
poliedro, formado por seis secdes retas e seis pontos de inflexdo da trajetoria,
permitindo completar a circunferéncia. Para realizar os experimentos foram construidas
linhas de luz que tem como fungéo coletar a luz Sincrotron, selecionar o comprimento
de onda de interesse e a focalizar. Para o tipo de pesquisa e do experimento a ser
realizado depende da faixa da energia definida para cada linha de luz. No entanto, luz
Sincroton pode ser utilizada em estudos de varias areas, tais como; quimica, biologia,
medicina, fisica e outras. [76,77]

As linhas de luz sdo selecionados e focalizados nos comprimentos de onda de
interesse. No seu final sdo acopladas estacdes experimentais, que permitem entdo a
andlise do material desejado [77]. Considerando todas as linhas disponiveis, isto é, as
onze linhas destaca-se a linha de fluorescéncia de raios-X - XRF (D09B -

implementada em 1998) empregada neste trabalho.

Na estacao experimental da linha XRF do LNLS, o feixe de luz € focalizado, que
permite a criacdo de feixe com didmetro da ordem de um. Assim tornando possivel
verificar dreas microscopicas conseguindo ter informagdes sobre a distribuicdo de
espécies quimicas presentes [78]. Portanto, a amostra € colocada em plataforma que
controla o seu posicionamento por meio de um sistema de controle remoto que a
movimenta nos eixos X, Y e Z. Ainda, na estagdo experimental ha uma cimera acoplada
a um microscopio 6ptico convencional que possibilita monitorar a amostra antes e
durante o processo de aquisi¢do de dados. [79]. Geralmente sdo utilizados filtros de
aluminio (com a finalidade de diminuir a intensidade do feixe de luz) para que ndo

danifiquem os componentes da linha. Com isto, na linha da fluorescéncia do LNLS
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somente & possivel detectar espécies quimicas que possuam nimeros atdmicos maiores
que do aluminio.

O sistema de detec¢@o é formado por detectores de Ge ou Si/Li, na posi¢do de
90° no feixe de luz. Estes detectores sdo usados para converter a energia de fétons de

raios-X em pulsos de voltagem [77,79].
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Com base na revisdo literdria apresentada, objetivou-se, com o presente trabalho
“DETERMINACAO DE MANGANEKS E ZINCO EM SPOTS PROTEICOS DE
PLASMA DE TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS) POR SR-XRF
E GFAAS APOS SEPARACAO POR 2D-PAGE”

a) Otimizar métodos eletroforéticos em 2D para o fracionamento e identificagdo de
proteinas nas amostras de plasma por andlise das imagens obtidas nos géis de

poliacrilamida.

b) Mapear “spots” protéicos por SR-XRF para identifica¢do qualitativa de fons Mn e

/n

¢) Quantificar Mn e Zn por GAAFS nos “spots” protéicos

O Capitulo II apresenta o trabalho que foi redigido conforme as normas do periédico

BIOMETAL.
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Determinacao de manganés e zinco em “spots” protéicos de plasma de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) por SR-XRF e GFAAS apds separacao por 2D-PAGE

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo investigar a presenca de manganés e
zinco em “‘spots” protéicos de amostras de plasma de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) obtidos apés separagdo das proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em segunda dimensdo (2D-PAGE) para posterior avaliacdo qualitativa e
quantitativa utilizando fluorescéncia de raios-X com radiacdo sincrotron (SR-XRF) e
espectrometria de absor¢cdo atdmica em chama e em forno de grafite (FAAS/GFAAS).
As andlises dos espectros de fluorescéncia indicaram a presenca de manganés e zinco
em quatro e seis “spots” protéicos de plasma, respectivamente. Observou-se que os fons
metdlicos estdo ligados em proteinas com massa molar na faixa de 19 a 70 kDa e com pl
na faixa de 4,7 a 6,30. A concentracdo de manganés e zinco ligados a essas proteinas foi
determinada por GFAAS ap6s a mineraliza¢do 4dcida dos spots protéicos, encontrando-

se concentragdes na faixa de 3,40 a 4,20 mg g ¢ 2,30 a 13,90 mg g'l, respectivamente.

Palavras-chave: Metaloproteinas, 2D-PAGE, SR-XRF, GFAAS, tilapia do Nilo.
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the presence of manganese and
zinc in protein spots in samples of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) plasma obtained
after protein separation by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D
PAGE) and subsequent qualitative and quantitative determination by synchrotron
radiation X-ray fluorescence (SRXRF) and graphite furnace atomic absorption
spectrometry (GFAAS). An analysis of the fluorescence spectra indicated the presence
of manganese and zinc in four and six plasma protein spots, respectively. It was
observed that the metal ions are bound in proteins with molecular weight ranging from
19 to 70 kDa and pl ranging from 4.7 to 6.30. The manganese and zinc concentrations
bound to these proteins were determined by GFAAS after acid digestion of protein
spots, finding concentrations ranging from 3.40 to 4.20 mg g and 2.30 to 13.90 mg g~

! respectively.

Keywords: Metalloproteins, two-dimensional electrophoresis, synchrotron radiation, X-

ray fluorescence, graphite furnace atomic absorption spectrometry, tilapia Nilo.
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Introducao

A produgdo mundial de pescado procedente da aqiiicultura é estimada em 47
milhdes de toneladas, das quais 28 milhdes sdo decorrentes do cultivo em &guas
continentais, principalmente dos paises tropicais, como o Brasil. Das espécies icticas
criadas em ambientes tropicais de dgua doce destacam-se as tildpias com produgdo
mundial que supera dois milhdes de toneladas [1]. Nos ultimos anos no Brasil ocorreu
considerdvel aumento na produgdo de tildpias, o que tem levado os pesquisadores em m
aqiiicultura a desenvolverem trabalhos relacionados ao comportamento, fisiologia,
genética e nutricio dessa espécie de peixe [1-3]. E consenso entre os pesquisadores a
fundamental importancia dos fons metdlicos como componentes estruturais e funcionais
dos peixes, como por exemplo, no aspecto estrutural o cobre e o zinco presentes nas
metalotioninas e no aspecto funcional o papel catalisador que esses fons exercem nos
sistemas enzimaticos [4-7]. Os fons metdlicos ligados as proteinas e metaloproteinas
representam grande por¢do do ndmero total de proteinas. Estima-se que
aproximadamente 40% das proteinas e enzimas requerem a presenca do ifon metalico

para realizar alguma atividade bioldgica [8].

Atualmente, o desenvolvimento de metodologias analiticas que permitam
avaliagdo segura das metaloproteinas e/ou proteinas ligadas & metais presentes no
sangue e em tecidos de animais é de fundamental importincia, principalmente
considerando que alguns nutrientes metdlicos apresentam faixa de essencialidade e
toxicidade préximas e que s@o transportados em nivel celular por diferentes proteinas
[9,10]. Devido a importancia que essas biomoléculas exercem sobre as atividades
bioldgicas dos seres vivos, uma nova area cientifica, denominada metalémica foi
proposta e permitiu a integracdo de estudos analiticos integrados com estudos
inorganicos e bioquimicos [11]. O estudo da metaldmica das espécies de peixes podera
fornecer informacdes valiosas sobre como um fon metdlico estd distribuido e
coordenado as proteinas, como da concentragdo individual da espécie metdlica,

contribuindo para  elucidagdo dos aspectos fisiolégicos e funcionais dessas

biomoléculas [8,11-13].

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar

manganés e zinco em “spots” protéicos de amostras de plasma de tildpia do Nilo



35

(Oreochromis niloticus) obtidos apds separacdo das proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em segunda dimensdo (2D-PAGE) e posterior avaliacdo qualitativa e
quantitativa utilizando fluorescéncia de raios-X com radiagdo sincrotron e

espectrometria de absor¢@o atdmica em forno de grafite.

Experimental

Equipamentos

Além de vidrarias convencionalmente utilizadas em laboratério de Quimica
Analitica, foram empregados os seguintes equipamentos e acessOrios para o
desenvolvimento do trabalho: Espectrofotdmetro UV/Visivel, marca ThermoSpectronic,
modelo Genesys 6, (Rochester, EUA), sistema para eletroforese 2D-PAGE, marca GE
Healthcare, modelo Ettan™ Daltsix (Uppsala, Suécia), sistema para focalizacdo
isoelétrica, marca Amersham Biosciences, modelo EPS1001 (Uppsala, Suécia), Scanner
(GE Healthcare), Espectrometro de absor¢do atdmica Shimadzu, modelo AA-6800
(Tokyo, Japao), Forno de Microondas Provecto Analitica, modelo DGT 100 plus

(Campinas/Sao Paulo, Brasil).

Reagentes e Solucoes

Agua ultrapura (18,2 MQ cm™) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB
Ultra Ionic foi utilizada em todo o trabalho no preparo das solu¢des. Acidos acético (J.
T. Backer) e fosforico (Mallinckodt) de pureza analitica, nitrico e cloridrico (Merck) de
grau espectroscopico foram utilizados em todo o trabalho no preparo das solucdes
utilizadas nas separacdes eletroforéticas. Todos os solventes orgénicos utilizados (e.g.
etanol, acetona, metanol) foram de pureza analitica e de procedéncia Merck. As
solugdes utilizadas nas separagdes eletroforéticas e nas determinagdes de proteina total
foram preparadas com reagentes de pureza analitica de procedéncia Amersham

Biosciences. Todas as solu¢des foram estocadas em frascos de polipropileno e/ou vidro,
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sendo que as solugdes utilizadas nas separagdes eletroforéticas foram guardadas em
refrigerador a 4 °C (e.g. ) ou em freezer a -20 °C.

Todos os frascos de estocagem das solucdes tampdo, solucdes extratoras,
padrdes protéicos e vidrarias foram lavados com 4cido nitrico 10% (v/v) por 24 horas e
em seguida enxaguados com &4gua ultrapura e secos por jatos de ar puro antes da

utilizagao.
Coleta e preparo das amostras

O pool de amostras de plasma foi obtido a partir de juvenis de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) criadas na Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos,
Botucatu/SP. Ao final do manejo alimentar, os peixes foram anestesiados, com solugéo
de benzocaina (100 mg L") para coleta de sangue do vaso caudal com auxilio de seringa
de 1,0 mL para obtencdo da amostra de plasma. Apés a coleta, o sangue foi transferido
para tubos do tipo Eppendorf® , 0 qual continha K;EDTA (3,0%) que foi utilizado como
anticoagulante. O sangue foi entdo centrifugado a 13.000 rpm durante 5 minutos em
ultracentrifuga refrigerada para obtencdo do plasma, em seguida amostras foram

armazenadas a -20 °C.

Preparacgdo das amostras para eletroforese

As amostras de plasma apds procedimento de separacdo do sangue foram
submetidas ao processo de remog¢do de albumina por meio do uso de “kit” de remogédo
de albumina (Millipore), visto que essas amostras apresentam altas concentracdes de
albumina [14,15]. Apds o procedimento de remog¢do de albumina, as amostras estio
prontas para serem quantificados os teores totais de proteinas e para os procedimentos
das corridas eletroforéticas. Para quantificacdo do conteddo protéico nas amostras, foi
feita a precipitagdo das proteinas utilizando-se solugdo gelada de acetona 80% (v/v) na
proporcao de 1:4 (amostra:acetona). Essa precipitacio foi conduzida durante trés horas a
5 °C, garantindo que a precipitacdo ocorresse de maneira quantitativa. Em seguida, o

precipitado protéico foi centrifugado a 10.000 rpm em ultracentrifuga refrigerada



37

(BioAgency) por 10 minutos e o sobrenadante foi retirado. Esse precipitado protéico foi
lavado mais duas vezes com a solucdo de acetona gelada utilizada para a precipitacao.
Apé6s estes procedimentos parte dos precipitados protéicos foi ressolubilizada em
solugdo de NaOH a 0,50 mol L™, para quantificagio do teor total de proteinas, e outra
parte dos precipitados foi ressolubilizada em tampdo contendo uréia a 7 mol L™, tiouréia
a 2 mol L', CHAPS a 2% (m/v), anfdlitos de pH 3 a 10 a 0,5% (v/v), azul de
bromofenol a 0,002% e 2,8 mg de DTT, para ser utilizada nas corridas eletroforéticas

[13].

Determinacdo da concentracdo das proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais na amostra de plasma foi determinada de
acordo com o método de Bradford [11]. Curvas analiticas de calibracao foram feitas na
faixa de 25 a 100 pg mL"' a partir de solucdo padrdo estoque de 500 pg mL" de
Albumina de Soro Bovino, com o mesmo tampao utilizado na ressolubilizacdo das
proteinas. Quando necessdrio, as amostras foram diluidas com o mesmo tampao. Em
cubetas de vidro foram adicionados 200 pL de padrao/amostra diluida apropriadamente,
e 2,5 mL do reagente de Bradford. Ap6s 5 min de reagdo, as leituras de absorbancia

foram medidas a 595 nm em espectrofotdmetro.

Separagoes eletroforéticas

Antes do inicio das separacOes eletroforéticas volumes 250 UL dos extratos
protéicos de plasma (obtidos pela ressolubilizacdo da massa de proteina precipitada com
acetona) foram aplicadas em fitas para focalizacdo isoelétrica de 13 cm, que continham
o gel pré-preparado com os anfélitos imobilizados de pH 3 a 10 ou 4 a 7. Essas fitas
foram colocadas em um aparato, sobre o qual permaneceu por 12 horas, a temperatura
ambiente, para serem rehidratadas com o extrato protéico. Além do extrato protéico
foram adicionados cerca de 900 UL de 6leo mineral sobre essas fitas. Apds este periodo,
a fita rehidratada foi levada ao sistema para focalizacdo isoelétrica para corrida em
primeira dimensao da eletroforese bi-dimensional, utilizando a seguinte programacao de

tensdo: Etapa 1 = 500 V, com acimulo de 500 Vh; Etapa 2 = 1000 V, com actimulo de
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800 Vh; Etapa 3 = 10000 V, com acimulo de 11300 Vh; Etapa 4 = 10000 V, com
actimulo de 3000 Vh.

O programa de separacdo em primeira dimensido durou em média 4,5 h. Apds o
término da focalizacdo isoelétrica, a fita com as proteinas separadas em func¢do do pl,
foi equilibrada em duas etapas. Na primeira etapa, foram utilizados 10 mL de solugdo
contendo uréia 6 mol L'l, SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol L'l,
azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 1% (m/v). Esta etapa denominada redugao tem
a finalidade de manter as proteinas nas formas reduzidas. Na segunda etapa foi utilizada
uma solucdo de composi¢@o similar porém, substituindo-se o DTT por iodoacetamida
2,5% (m/v). Esta etapa é denominada alquilag@o e sua finalidade é alquilar os grupos
tidis das proteinas, prevenindo que elas sejam reoxidadas durante o processo
eletroforético. Cada etapa durou 15 min e foi realizada sob baixa agitacio em mesa
agitadora [13].

Apés a etapa de equilibrio das fitas foi realizada a segunda dimensido do
processo eletroforético (SDS-PAGE). A fita de proteinas de plasma foi aplicada em gel
de poliacrilamida 10% previamente preparado em placa de vidro de 180x160x1,5 mm.
O géis de poliacrilamida foram preparados a partir das seguintes solugdes: Acrilamida,
N,N’-metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano, Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS), N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED), Acido Cloridrico e Persulfato de
Amodnio. Foi colocado sobre o gel de poliacrilamida, ao lado da fita, um pedaco de
papel de filtro, ao qual foi aplicado 10 UL de padrdo de massa molar contendo as
proteinas PB-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa),
anidrase carbdnica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4
kDa). A fita e o papel de filtro foram vedados com solucdo quente de agarose 0,5%
(m/v) em tampao adequado, de modo a garantir o contato destes com o gel de
poliacrilamida. Em seguida, a corrida eletroforética em segunda dimensdo foi efetuada
em sistema para eletroforese 2D-PAGE, em duas etapas, utilizando a seguinte
programacao: Tensdo (V) — Etapa 1 = 90, Etapa 2 = 250; Corrente elétrica (mA) — Etapa
1 =25, Etapa 2 = 25; Poténcia (W) — Etapa 1 = 100, Etapa 2 = 100; Tempo (h) — Etapa
1=0,5, Etapa2 =5
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Ap6s o periodo de corrida (aproximadamente 5,5 h) as proteinas foram reveladas
empregando-se o corante Coomassie coloidal, que consiste em uma solugdo de sulfato
de amo6nio 8% (m/v), acido fosférico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v)
e metanol 25% (v/v). Antes da revelacdo, as proteinas foram fixadas durante 1 h,
empregando-se solug@o contendo acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v). O corante
ficou em contato com o gel durante 72 h e depois foi removido por sucessivas lavagens
com agua ultrapura. Os géis obtidos, feitos em triplicatas, foram escaneados em Scanner
GE Healthcare. As imagens escaneadas foram analisadas para se obter a correlacdo
entre as repeti¢des de géis, bem como a contagem de “spots” dos mesmos, utilizando o

programa ImageMaster platinum 7.0.

Determinacdo qualitativa de manganés e zinco por SR-XRF nos “spots” protéicos das

amostras de plasma

As determinagdes qualitativas de manganés e zinco nos “spots” protéicos das
amostras de plasma foram feitas em linha de Fluorescéncia de raios-X com radiacio
Sincrotron, disponivel no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron, localizado na cidade
de Campinas-SP/Brasil. Os “spots” de proteinas foram retirados do gel com o auxilio de
uma ponteira de pipeta, secos com lampada de infravermelho durante 20 min e fixados
em plataforma de aluminio. Apds serem estabelecidas as condi¢des de andlise, o
mapeamento de manganés e zinco foi realizado por irradiagdo do “spot” por 200 s em
dois pontos. Os espectros coletados foram processados por meio do programa AXIL,
que permite corrigir a variacdo da intensidade do feixe da radiag¢do sincrotron fazendo-
se a normalizacdo da 4rea dos picos das espécies quimicas detectadas pela contagem do

pico de argdnio [16].

Determinagdo quantitativa de manganés e zinco nos “spots” protéicos das amostras de

plasma por GFAAS

A quantificacdo de manganés e zinco nos “spots” protéicos das amostras de
plasma foi feita por espectrometria de absor¢do atomica em forno de grafite apds

mineralizacdo das amostras. Nessas determinagdes foi utilizado espectrometro de
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absorcdo atdbmica SHIMADSU modelo AA-6800, equipado com corretor de absorc¢do
de fundo com lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico
com plataforma integrada e amostrador automatico ASC-6100. Foram utilizadas
lampadas de cdtodo oco de manganés e zinco SHIMADSU, operada com 10 mA de
corrente. O comprimento de onda utilizado foi de 279,5 nm para o manganés e 213,8
nm para o zinco, com resolugdo espectral de 0,5 nm. Argdnio foi utilizado como gis
inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1 L min"' durante todo o programa de
aquecimento, exceto na etapa de atomizagdo, na qual o fluxo de gés foi interrompido.

Os sinais de absorbancia foram medidos em éarea de pico [7].

Resultados e discussao

Determinacdo da concentracgdo de proteinas totais nas amostras

A determinacdo do teor total de proteinas nas amostras de plasma foi feita para
obter a massa protéica a ser aplicada nos géis das corridas eletroforéticas por 2D-PAGE,
levando-se em consideragdo a concentragdo do gel. O resultado dessa determinacio
indicou que o extrato das proteinas da amostras de plasmas contém 25,7 + 0,27 mg mL"
!, Com base nesses resultados volumes de 10 UL dos extratos das amostras de plasma

foram aplicados nas tiras contendo géis pré-fabricados para a etapa de IEF, o que

corresponde a uma massa 250 g de proteina.

Otimizacdo das separacoes eletroforéticas

Na tentativa de obter géis de eletroforese com boas resolucdes testou-se sistemas
de separagdo 2D-PAGE, visto que o sistema de separacdo eletroforética somente em
uma dimensdo ndo apresentaria boa resolucio e sim bandas eletroforéticas de um grupo
de proteinas com massas molares semelhantes. Na eletroforese 2D-PAGE cada mancha
no gel, ou mais comumente denominado “spof” representa uma unica proteina [18-20].
Todas as corridas eletroforéticas dos extratos das amostras de plasma foram feitas em
triplicata. Andlises de correlacdes e a contagem do nimero de “spots” também foram

feitas entre as repeti¢des dos géis. A Figura 1 ilustra o gel obtido para a amostra do
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extrato protéico das amostras de plasma, com os spots protéicos nos quais foram

detectados manganés e zinco por SR-XRF destacados com um circulo.

kDa 4 5 6 7

97,0
66,0

45,0

30,0

20,1

14,4

Figura 1: Gel de poliacrilamida 10% (m/v) de plasma de tildpia do Nilo com pl situado na faixa

de 4 a 7 e massa molar de proteina na faixa de 14,4 a 97,0 kDa.

Conforme ilustrado na Figura 1, o gel do extrato das amostras de plasma
apresenta boa resolucdo, o que demonstra que a separacdo de proteinas ocorreu de
forma eficiente. Observa-se uma grande diversidade de proteinas, espalhadas em todo o
gel, com algumas mais intensas com pl entre 5 e 6 e massa molar em torno de 70,0 kDa.
A andlise de correlacdo entre trés repeticdes dos géis demonstrou que 89,5% das
proteinas estavam presentes nos trés géis, o que representa aproximadamente 515 spots
de proteinas. O nimero médio de spots nos géis foi de 575 com desvio padrdo de 13

spots.
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Avaliacdo qualitativa de manganés e zinco por SR-XRF nos “spots” protéicos das

amostras de plasma de tildpia do Nilo

A avaliagcdo qualitativa de manganés e zinco ligados as proteinas dos “spots”
protéicos foi realizada por SR-XRF, considerando-se a sensibilidade dessa técnica e que
possivelmente o manganés e o zinco estariam em baixas concentra¢des nos diversos
“spots” [21,22]. A Figura 2 apresenta como exemplo, um dos espectros de fluorescéncia
obtido nas andlises por SR-XRF dos “spots” protéicos das amostras de plasma de tildpia
do Nilo e a Figura 3 ilustra em trés dimensdes os “spots” protéicos nos quais foram

detectados manganés e zinco.
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Figura 2: Exemplo de espectro de SR-XRF obtido do spot protéico 16 do pool de amostras de

plasma de tildpia do Nilo.
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Figura 3. Spots protéicos em trés dimensdes obtidos do pool de amostras de plasma de tildpia
do Nilo. Os spots nos quais foram identificados a presenca de manganés e zinco por SR-XRF

estdo indicados com circulo.

O exemplo de espectro SR-XRF ilustrado na Figura 2, apresenta fundo continuo
de bastante intensidade. De uma forma geral, todos os demais espectros obtidos nas
andlises por SR-XRF apresentaram o mesmo perfil. Tais fundos devem-se,
principalmente, ao espalhamento Compton dos raios-X incidentes sobre a matriz do gel,
o qual pode mascarar os sinais do elemento de interesse [19]. Dessa forma, utilizando os
valores das 4reas dos picos normalizados (apds desconto do branco analitico) dos
espectros de SR-XRF, foi possivel identificar o manganés (kq = 5,898, Kg = 6,490) e
zinco (ko = 6,638, kg = 9,571) ligados as proteinas dos spots destacados com um
circulo, apresentados na Figura 3. Como pode ser visto no espectro da Figura 2, além de
manganés e zinco foi detectado a presenca de fosforo, ndo-metal que pode estar presente
na estrutura da proteina do spot analisado. Outros ions metélicos detectados foram o
célcio e o cobre. A presenca de mais de um fon metdlico/metaldide em “spots” de
proteinas sdo aceitdveis, ja que Uinica metaloproteina ou proteina ligada metal a pode ter

vdrios sitios ativos formados por atomos de fons de diferentes elementos [22]. Os picos
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de grande intensidade relativos ao argénio (kaw = 2,957) e ao silicio (ko = 1,740), que
aparecem em todos os espectros, sdo esperados, pois neste caso, o silicio esta presente
na fita em que é fixada a amostra do “spot” protéico e o argdnio estd presente no ar
ambiente a taxa constante de 0,934% (v/v) [20,21]. Na Tabela 1 s@o apresentados os

spots nos quais foram identificados a presenga de manganés e zinco.

Tabela 1. Massa molar (MM) e ponto isoelétrico (pl) de proteinas do “pool” de amostras de
plasma de tildpia do Nilo separadas por 2D PAGE que apresentaram manganés e zinco ligados

em suas estruturas.

Proteinas pl Tons metalicos
“Spots” MM
(kDa)
3p 31,50 4,70 Zn
6P 24,80 5,50 Zn
16P 51,50 5,30 Mn, Zn
18P 52,80 6,30 Zn
19P 64,40 4,90 Zn
21P 70,00 5,80 Mn, Zn
23P 19,60 6,10 Mn
26P 56,80 5,40 Mn

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1 pode-se sugerir a presenca de
manganés e zinco em quatro e seis spots protéicos do plasma, respectivamente. Sendo
que de forma geral, os fons metalicos identificados por SR-XRF estdo ligados a

proteinas com massa molar na faixa de 19 a 70 kDa e com pl na faixa de 4,70 a 6,30.
Avaliacdo quantitativa de manganés e zinco nos ‘“spots” protéicos das amostras de
plasma de tildpia do Nilo

Ap6s a identificacdo da presenca de manganés e zinco por SR-XRF nos “spots”

protéicos das amostras de plasma por 2D PAGE, foi feita a quantificacio dos elementos
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por GFAAS apds a mineralizacdo dcida dos “spots” protéicos. As concentragdes de
manganés e zinco nos spots protéicos foi realizado considerando a estimativa da massa
de proteina obtida por densidade Optica utilizando-se o programa ImageMaster 2D
Platinum versdo 7.0. Na Tabela 2 s@o apresentadas as concentracdes de manganés e

zinco determinadas.

Tabela 2: Concentragdo de manganés e zinco e estimativa das massas de proteinas
determinadas nos “spots” protéicos das amostras de plasma, nos quais foi detectada a presenca

desses elementos por SR-XRF.

Manganés Zinco Massa de Proteina
Spots
mg g’ mg g’ m*(ug)
3P - 4,80 3,80
6P - 13,90 5,40
16P 4,20 5,50 2,20
18P - 3,02 1,20
19P - 2,30 1,20
21P 4,10 5,20 5,40
23P 3,40 - 1,30
26P 3,50 - 3,50

*m = massa de proteina

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que as
concentragdes de manganés e zinco determinadas nos “spots” protéicos apresentam
valores na faixa de 3,40 a 4,20 mg g’1 e 2,30 a 13,90 mg g'l, respectivamente. No
entanto, os resultados apresentados na Tabela 2 ndo fornecem muita informacao porque
nido se sabe de quais proteinas se tratam. Dessa forma, foi feita a conversdo da
estimativa das massas de proteinas e das massas de manganés e zinco para quantidades
de moléculas de proteina e quantidade em mol de manganés e de zinco, considerando as
massas molares das proteinas e dos dois analitos e que 1 kDa= 1,661.10% g. Os

célculos possibilitaram a estimativa de quantos atomos dos elementos estariam
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presentes por moléculas de proteina [3]. Os resultados obtidos nesses cdlculos sdo

apresentados na Tabela 3 em termos de porcentagem de moléculas de proteinas com

atomos de manganés e/ou zinco e do nimero de atomos de manganés e/ou zinco por

molécula de proteina.

Tabela 3. Estimativa de porcentagens de moléculas de proteinas contendo manganés e/ou zinco

ligados e do nimero de d&tomos de manganés e/ou zinco por spot protéico.

Numero Nimero Numero Nimeros de | Numeros de
atomos de atomos de
Spots de moléculas de atomos de de atomos de ) )
Mn/molécula | Zn/molécula
Proteinas x 10 | Manganés x 10" | Zinco x 10'* | de proteina | de proteina
3P 7,30 - 2,20 2,00
oP 13,10 - 1,28 1,00
16P 2,47 0,46 0,50 2,00 2,00
18P 1,40 - 0,28 2,00
19P 1,10 - 021 2,00
21p 4,70 0,45 0,48 1,00 1,00
23p 3,90 0,37 - 1,00
26P 3,70 0,38 - 1,00

Com base nos resultados apresentados na Tabela 3 é possivel estimar a

propor¢ao de manganés e zinco por molécula de proteina. Por exemplo, pode-se inferir

que no spot 3P da amostra de plasma cada molécula de proteina tenha aproximadamente

dois atomos de zinco. Utilizando-se esse raciocinio, pode-se inferir que os spots 6P,

21P, 16P, 18P e 19P tenham aproximadamente um e dois dtomos de zinco. Em relacdo

ao manganés, pode-se inferir que os “spots” 21P, 23P, 26P e 16P contenham

aproximadamente um e dois dtomos desse elemento.
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4. Conclusao

A utilizacdo da eletroforese 2D PAGE como etapa inicial no estudo de avaliacdo
de metaloproteinas foi eficiente no fracionamento das proteinas presentes em amostras
de plasma de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). A boa correlagdo obtida nas
repeticdes dos géis indicou que os procedimentos de extracdo de proteinas totais
preservaram a estrutura metal-proteina, o que possibilitou o mapeamento de manganés e
zinco nos “spots” protéicos por SR-XRF e posterior quantificacdo desses elementos por
GFAAS. A quantificacdo do manganés e do zinco nos “spots” protéicos permitiu
estimar que as proteinas analisadas apresentam propor¢cdes de um a dois dtomos de
zinco e de um a dois dtomos de manganés por molécula de proteina, indicando, que se

trata de metaloproteinas ou proteinas de metal ligante.
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Implicacoes

A metaldmica é um novo campo de investigacdo que une estudos de proteinas
com estudos de metais. Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos
analiticos para avaliagdo metaloproteinas, principalmente em relagdo aos microminerais,
por exemplo, cobre, manganés e zinco, os quais participam diretamente das atividades
bioldgicas de diversas proteinas. Neste contexto, o presente trabalho mostra-se como
pioneiro nos estudos metaloprotedmicos em animais, mais especificamente os peixes.
Assim, foi possivel mapear por SR-XRF manganés e zinco em spots de um pool de
amostras de plasma e quantificar esses elementos nos spots protéicos por GFAAS. Os
dados quantitativos obtidos permitiram estimar o nimero de dtomos de manganés e

zinco ligados as estruturas das proteinas fracionadas por 2D PAGE.

O presente trabalho servird de base para caracterizacio de proteinas em animais,
mais especificamente em peixes, com a possibilidade de revelacdo de novas espécies
protéicas e possiveis descobertas de atividade das mesmas, trazendo contribui¢cdes

significativas aos estudos relacionados a fisiologia de peixe.
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Anexo
1. Mineraliza¢do dos spots protéicos

Os “stops” protéicos de interesse foram retirados do gel com o auxilio de
ponteira de pipeta e foram mineralizados por digestdo dcida. Para isso, os spots foram
pesados em balanca analitica e transferidos diretamente para baldes de digestao,
adicionando-se em seguida 1,5 mL de &4cido nitrico e 0,50 mL de 4cido perclérico e
levados ao bloco digestor onde permaneceram sob aquecimento. Apds a total
mineralizacdo das amostras, os extratos acidos foram transferidos quantitativamente

para baldes volumétricos de 5 mL, completando-se o volume com dgua ultra-pura [1].
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2. Exemplo do cdlculo para a estimativa do niimeros de mols de ions de Zn por

niimeros de mols de moléculas de proteinas para “spot” 3P.
1) Determinagdo da massa da molécula de proteina:
1Da = 1,661 x 10**g
31500 Da = X g
X = 523x10%%

2) Determinag@o do nimero de moléculas de proteina no “spot”

1 molécula = 5,23 x 10%g
X moléculas = 3,80 x 10’6g
X =7,266 x 10" moléculas
3) Determinagdo do nimero de dtomos da espécie metdlica (Zn)
65,39 g = 6,022 x 10* 4tomos
1,824x 10 = X
X = 1,70 x 10" dtomos de Zn

4) Relacgdo de niimeros de dtomos por moléculas de proteinas

1,70 x 10" = 2,3 4tomos de Zn por molécula de proteina
7,266 x 10"
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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