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v

Ha varias maneiras de sonhar. Uma é abondonar-se aos sonhos, sem procurar torna-
los nitidos, deixar-se ir no vago e no crepusculo das suas sensacdes. E inferior e cansa,
porque esse modo de sonhar € mondtono, sempre 0 mesmo. H& o sonho nitido e
dirigido, mas ai o esforgo em dirigir o sonho trai o artificio demasiadamente. O artista
supremo, o sonhador como eu o sou, tem s6 o esforgco de querer que o sonho seja tal,
que tome tais caprichos... e ele desenrola-se diante dele assim como ele o desejaria,
mas ndo poderia conceber, se fatigaria de fazé-lo. (...) Porque eu cheguei a esta vitoria
sobre o que sonho — que 0s meus sonhos trazem-me inesperadamente o0 que eu
quero.(...) Deslumbra-me o excesso de imaginacdo que desconhecia em mim e vou
vendo. Deixo os sonhos ir... Tenho-0s tdo puros que eles excedem sempre o que eu
espero deles. S&o sempre mais belos do que eu quero. Mas isto sO6 o sonhador
aperfeicoado pode esperar obter. Tenho levado anos a buscar sonhadoramente isto.

(.)

A melhor maneira de comegar a sonhar é mediante livros.

(Fernando Pessoa, 1935, p. 454)
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

As novas ferramentas para o estudo do metabolismo incluem a gendmica, a
protedmica, a metabolomica e as ferramentas modernas da bioinformatica. Serdo estas
as forcas motrizes capazes de integrar na comunidade cientifica conhecimentos sobre
ligacdes entre o que somos € o que comemos [1].

A biologia de sistemas informa sobre as vias metabolicas, permitindo o
monitoramento de variagdes resultantes dos efeitos nutricionais e a sua integracdo na
investigacao nutricional, conduzindo ao desenvolvimento da gendmica nutricional, ou
nutrigendmica, que aborda o modo como a alimentacdo influencia a transcricdo
genética, a expressdo proteica € o metabolismo [2-4]. Por sua vez, a genética
nutricional, ou nutrigenética, tenta compreender a relagdo entre a genética e a dieta [5-
8]. A nutrigendmica e a nutrigenética sdo, portanto, duas areas com abordagens
diferentes, mas ambas objetivam a compreensdo da interacdo entre a alimentaciao e os
genes, ¢ da forma como a alimentacdo modula os mecanismos moleculares [9]. O
sequenciamento genético ¢, portanto, apenas o primeiro passo na compreensao dos
organismos em nivel molecular e, a maioria das perguntas permanece sem resposta [10].

Contudo, muitas informacdes nao podem ser obtidas somente por estudos
genodmicos, como elucidar doencas, envelhecimento e efeitos ambientais, porque a
protedmica permite que as proteinas modificadas possam ser caracterizadas e as drogas
alvo identificadas, ou seja, cientistas acreditam que as respostas ndo serdo fornecidas
somente pela genética, pois sdo as proteinas que determinam as transformagoes
quimicas dentro da célula [11].

Portanto, ao contrario do genoma, que ¢ praticamente constante, o conjunto de
proteinas expresso por um determinado organismo, ou seu proteoma, permite
compreender os efeitos estruturais e funcionais causados por fatores ambientais,
incluindo a nutricado [12]. Assim, o mesmo organismo pode apresentar diferentes
proteomas, que sdo resultados da expressio de um conjunto de genes e das
modificagdes pos-traducdo das proteinas sintetizadas, em resposta as condicoes
ambientais definidas [13].

Se proteoma ¢ o conjunto de todas as proteinas expressas por um genoma, ¢

importante saber de que maneira essas proteinas intervém nos processos biologicos e



como elas interagem entre si [14]. Nesse contexto, os estudos protedmicos podem ser de
carater: expressivo, onde a expressao das proteinas ¢ comparada entre as amostras [15];
estrutural, onde o objetivo ¢ mapear as estruturas proteicas/complexos em uma organela
celular especifica [16]; e funcional, podendo isolar as proteinas, caracteriza-las e aplicar
suas informacoes [15].

Cada vez mais plataformas tecnologicas tém sido utilizadas nas mais diversas
areas cientificas e com o aumento da demanda da produgdo de peixes juvenis, a
tecnologia OMICS (como genomics, proteomics e metalomics), passou a ser
implementada na aquicultura. A protedomica tem sido considerada uma importante
ferramenta no entendimento da biologia da psicultura, auxiliando para atingir alta
produtividade e melhor qualidade do produto [17].

Aquicultura ¢ o setor de producao que tem crescido de maneira significativa nos
ultimos 50 anos, aumentando a produgdo de 1 milhdo de tonelada a 51,7 milhdes, [6] o
que acaba refletindo em um interesse maior em estudos protedmicos. Além disso os
peixes tém se tornado cada vez mais foco de trabalhos, pelo aumento da sua
participacdao nas dietas humanas proporcionando cerca de 40% de proteina consumida
pela populacao mundial, visando a satde humana [18-21].

No caso do salmdo do Atlantico e truta rainbow, os estudos protedmicos sao
voltados para: o aumento de producdo; diminuicdo de infecgdes, levando em
consideragdo o estresse causado por densidade; manuseio e na alimentagdo dos mesmos
[21-24]. No bagre do canal estdo direcionados: resisténcia as doengas [25]; qualidade
dos gametas; componentes da dieta; desenvolvimento e crescimento de alevinos. Em
trutas: andlise das proteinas relacionadas com a diminui¢do da viabilidade dos ovos
[26] e perfil protéico do figado quando alimentadas com diferentes dietas contendo
proporcoes distintas de ingredientes [27].

A utilizagdo da protedmica na investigacdo com peixes € recente, ainda que ja
existam alguns estudos na area da nutri¢do. Estes trabalhos permitiram ja identificar
multiplas alteragdes metabdlicas em resposta a fatores nutricionais, tais como a variagao
no contetdo energético ou a inclusdo de fontes de proteina vegetal nas dietas de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) [28-30].

E para esses fins, na década passada algumas pesquisas envolvendo nutrigdo de

peixes, ndo visam maximizar o crescimento, mas sim ter alta produ¢do de ovos com



larvas viaveis [31]. Porém, existe uma grande e complexa interagdo entre 0s processos
metabdlicos e as vias afetadas pela nutrigdo, devido aos processos de regulacao dos
genes € a variagdo de proteinas nos diversos tecidos onde estdo relacionados com os
componentes da dieta e consequentemente com o crescimento. Dessa forma, os
processos envolvidos na modulagdo de aglomerados proteicos ou 6rgaos em resposta a
determinados estimulos ambientais ou dietéticos, t€ém sido estudados por meio da
protedmica [28, 32]. Considerando que o perfil proteico dos tecidos se altera de acordo
com a nutricdo, consequentemente as vias metabolicas também serdo alteradas, o que
faz com que exista uma relacdo muito proxima entre a protedOmica ¢ a metabolomica
[33].

Para chegar a real funcao dos genes, os sistemas biologicos devem ser analisados
em diferentes niveis de controle — através de parametros externos (ambiente, o estagio
de desenvolvimento, os sinais moleculares, etc.) e de parametros internos [transcri¢ao e
degradacao de acido ribonucleico mensageiro (RNAm), modificagdo pos-traducao,
dindmica proteica e concentracdes e fluxos de metabolitos]. A metabolomica, ou seja, a
identificacdo e quantificacdo de todos os metabolitos de baixo peso molecular numa
amostra biologica (metaboloma) desempenha um papel fundamental em toda esta
analise [10].

Considerando que as biomoléculas ligadas a metais e metaldides constituam uma
porcao substancial nas moléculas envolvidas no comportamento e metabolismo celular,
e que a identificagdo de um cofator metalico pode auxiliar a definir a funcao proteica,
uma nova area, denominada metalomica, comegou a se destacar nesses estudos no inicio
da década atual [34].

Aproximadamente 25 elementos da tabela periddica sdo requeridos pela maioria
dos sistemas biologicos [35]. Sendo que mais de 30% de todas as proteinas exploram
um ou mais minerais para desempenhar sua fungdo especifica, e 40% de todas as

enzimas contém cations metalicos [35, 36].



1.1.Metaloproteinas de Zinco

O zinco ligado as proteinas participa no estabelecimento permanente e na
modulacdo transitoria das interagdes entre proteinas, exercendo fungdes cataliticas e
inibitérias enzimdticas, arranjos e desarranjos de complexos de subunidades
macromoleculares e formagdo de proteina/receptor complexo [37, 38]. Participa
também na estabilizagdo de membranas e interage com outros cations bivalentes, sendo
um composto que forma a maioria das metaloproteinas [39]. Estas, por apresentar uma
ligacdo estavel com proteinas, necessita de um ou mais atomos de zinco para exercer
fungdes cataliticas, co-cataliticas e estruturais [40].

Na fungdo catalitica, o elemento € essencial na catalise enzimatica, conferindo
de fato fun¢do a proteina, diferentemente da co-catalitica que pode ou ndo potencializar
a catalise, dependendo do nimero de dtomos associados [40].

Devido a grande versatilidade de suas caracteristicas fisico-quimicas, o zinco
tornou-se um foco de investigagdo nos processos de controle da expressdo génica e
outros mecanismos biologicos [40].

Metaloenzimas de zinco sao reconhecidas em todos os seis tipos de enzimas, na
qual incluem o6xido redutases (catalisando o¢xido reducdes entre dois substratos),
transferases (catalisando a transferéncia de um grupo exceto hidrogénio), hidrolases
(catalisando a hidrdlise de ésteres, éter, peptideo, acido anidro, C — C, C — haleto), liases
(catalisando a remocao de grupos a partir de substratos por mecanismos que quebram
duplas ligagdes), isomerases (catalisando a conversao de isdmeros Opticos, geométricos
ou de posi¢do), e ligases (catalisando a quebra de uma interligagao pirofosfato em ATP
ou composto similar) [41]. Encontram-se distribuidas em todos os tecidos do organismo
exercendo funcdes importantes, entre as quais se destacam a sintese e degradacao de
carboidratos, lipidios e proteinas, sendo importantes também no funcionamento
adequado do sistema imunoldgico, da transcricdo e da tradug¢do de polinucleotideos
[42].

Numerosas enzimas associadas a sintese de DNA e RNA sdo metaloenzimas
dependentes de zinco, incluindo a RNA polimerase, transcriptase reversa e fator de
transcricdo IITA. Nestas enzimas, o zinco estd firmemente ligado, estabilizando

estruturas que sao funcionalmente importantes. Por outro lado, o zinco também pode



influenciar a regulacao hormonal da divisao celular, especialmente no GH e IGF-I, além
de interferir em hormonios mitogénicos, atuando sobre a proliferacao celular [30].

As propriedades antioxidantes do zinco sdao explicadas pelo seu papel na
regulagcdo da sintese da metalotioneina, na estrutura da enzima superdxido dismutase e
na protecdo de agrupamentos sulfidrila de proteinas de membranas celulares, onde
promove a inibicdo da producdo de EROs (Espécies reativas de oxigénio) por
antagonismo com metais pro-oxidantes, como ferro e cobre. Estudos tém demonstrado
que a fragilidade osmotica de eritrdcitos esta relacionada a funcdo desse mineral na

membrana celular [43].

1.2.Especiacéo quimica

Define-se andlise de especiagdo como atividade analitica de identificar e/ou
quantificar uma ou mais espécies quimicas individuais em uma amostra de carater
ambiental, geoquimico, bioquimico, toxicoldgico e nutricional, devendo-se considerar o
nivel estrutural de cada elemento quimico e a determinagdo da composi¢ao nuclear
eletronica ou estado de oxidacdo, de complexos € compostos organicos, inorganicos,
organometalicos € complexos macromoleculares [44].

Os estudos de especiagdo necessitam de técnicas com sistema sensivel de
deteccao, podendo ser dois tipos de acoplamentos separador-detector: (1) acoplamentos
on-line de técnicas com colunas de separagdo como cromatografia liquida (LC, Liquid
Chromatography) ou eletroforese capilar, acoplado a detectores como espectrometria
Optica de emissdo com plasma de argoénio induzido (ICP OES, Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry) ou espectrometria de massa com plasma de
argonio induzido (ICP MS, Inductively Coupled Mass Spectrometry), e (2) separagdo
off-line por gradiente de eletroforese em gel ou isoelétrica e deteccdo pelas técnicas
anteriormente citadas ou por espectrometria de absor¢dao atdmica em forno de grafite

(GFAAS, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) [45].

1.3.Espectrometria de Absorgéo Atdmica em Forno de Grafite
Nas determinagdes por espectrometria de absor¢ao atdmica em forno de grafite,
a amostra ¢ introduzida por uma micropipeta ou um amostrador automatico no tubo de

grafite através de um orificio no tubo. A amostra pode ser injetada no tubo, caindo



diretamente em sua parede ou sobre uma plataforma de L’vov presente na parte inferior
do tubo. Dentre as diferentes configuracdes de tubos de grafite, a THGA (Transversely-
Heated Graphite Atomizer) ¢ uma das mais utilizadas, pois permite uma distribuicao
uniforme da temperatura ao longo do tubo de grafite, reduzindo eventuais condensagdes
nas extremidades do tubo, o que diminuiria a sensibilidade. A GFAAS permite a
utilizagdo de um programa de aquecimento, pré-definido, que submete a amostra
injetada no tubo de grafite a diferentes ciclos de temperatura e tempo. As cinco etapas
basicas de aquecimento do tubo sdo [46-53]:

SECAGEM: etapa de eliminacdo do solvente, que ¢ evaporado lentamente da amostra
para evitar respingos e conseqiiente perda do analito, restando apenas os residuos

solidos (Figura 1).

Figura 1. Etapa de secagem das amostras no programa de aquecimento para

determinagdo por GFAAS [54]

PIROLISE: nesta etapa a temperatura e o tempo de pirdlise devem ser ajustados para
remocao da maior parte da matriz organica da amostra, reduzindo a interferéncia
quimica e o sinal de fundo. Geralmente modificadores quimicos sdo utilizados para
estabilizar o analito a temperaturas mais altas, garantindo a eliminacdo da matriz sem

perda do analito (Figura 2).

Remocho da matriz
Interferenie sem

perdn do analito
(A50-1600°C)

Figura 2. Etapa de pir6lise das amostras no programa de aquecimento para

determinagdo por GFAAS [54]



ATOMIZACAO: etapa em que a temperatura deve ser alta o suficiente para garantir a
completa e ripida atomizacdo do analito, formando a nuvem atomica para a

conseqiiente medida da radiagcdo absorvida pelo analito no estado fundamental (Figura

3)

Parada do gas
de protecio

Parada do gas
de protecao

\\ dT/dt: 1000 a 4000°C 51
Figura 3. Etapa de atomizagdo das amostras no programa de aquecimento para

determinagao por GFAAS [54]

T atamizscie: 1400-2600°C

LIMPEZA: etapa para eliminar qualquer residuo que possa ter ficado no tubo e
posteriores efeitos de memoria, onde as temperaturas sdo elevadas a 2400-2550°C por

um curto periodo de tempo.

RESFRIAMENTO: retorna a temperatura ambiente para introdu¢do de uma nova

amostra.

Secagem
-=- Pirdlise
| | parada do gés de protegso
-5 Atomizacéo

-+ Limpeza
-+ Resfriamento

Temperatura °C

80

Tempo (s)

Figura 4. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para determinagdo de

Metais/metaloides por GFAAS [54]



Durante todo o programa de aquecimento, um fluxo externo de argdnio (gas
inerte) passa ao redor do tubo protegendo-o do excessivo desgaste devido as elevadas
temperaturas € o contato com o oxigénio atmosférico. Ao mesmo tempo, um fluxo
interno de argdnio — exceto na etapa de atomizagdo — auxilia na eliminac¢ao do ar e dos
vapores formados a partir da volatilizacdo das amostras. A Figura 4 mostra um exemplo
de um programa de aquecimento com as cinco etapas envolvidas no processo de
atomizag¢ao do analito metalico [46-50].

Uma grande vantagem da espectrometria de absor¢do atdmica em forno de
grafite consiste na analise direta de amostras soélidas e/ou suspensdes, eliminando a
etapa de digestao acida, o que reduz o tempo de andlise, o custo € a contaminag¢do, além
de minimizar, consideravelmente, a exposicdo do analista a manipulagdo de acidos
concentrados. Além disso, a GFAAS apresenta outras vantagens devido a sua
versatilidade, como: acdo do atomizador como reator quimico; obtencao de excelentes
limites de deteccao; separacdo do analito da matriz no reator; utilizacdo de pequenos
volumes de amostra; carater multielementar; rapidez; espectro simples etc [51-54].

Entretanto, apesar de ser uma técnica bem desenvolvida e robusta, a
susceptibilidade a efeitos de matriz, que pode diminuir a sensibilidade ou provocar
excessivo desgaste do tubo, limita uma aplicacdo mais ampla desta técnica em andlises
de rotina. Além dos erros sistematicos e aleatorios que podem prejudicar a exatidao e
precisao dos resultados e o desempenho do método analitico em questdo. Porém,
estando todos os parametros instrumentais devidamente otimizados € se o conceito
STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace) for adotado, o desempenho analitico
da técnica pode ser melhorado. O conceito STPF consiste no uso de tubos de grafite
com aquecimento transversal, recoberto piroliticamente e com plataforma; uso de
modificadores quimicos; aquecimento rapido; fluxo de gas interno interrompido durante
a atomizacao; sinal analitico em absorbancia integrada; rapido processamento do sinal e
corretor de fundo eficiente (Zeeman) [51,52].

Os erros resultantes de alteragdes nas variaveis instrumentais e/ou operacionais
podem ser reduzidos através da padronizagao interna em GFAAS, minimizando erros
sistematicos e corrigindo efeitos de matriz. Os métodos de adicdo de padrio e de
compatibilizagdo de matriz s3o bem estabelecidos e conhecidos, porém, a adicdo de

padrao demanda muito tempo nas determinacdes quando comparada com a calibragdo
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externa e a compatibilizacdo de matriz requer diluentes de elevada pureza e de
composi¢do quimica similar a matriz, o que ¢ de dificil obtencdo. Sendo assim, a
padronizacdo interna ¢ uma alternativa para esses dois métodos de calibracao, onde os
calculos sao feitos baseados na suposicao de que tanto o analito quanto o padrdo interno
apresentam influéncia similar a da matriz e que ambos sdo perturbados da mesma forma

pelas condigdes instrumentais ou operacionais [53,54].

1.4. Zinco

O zinco ocorre como cinco isotopos estaveis: 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn e 70Zn.
Este mineral combina-se com aminodcidos, peptideos e nucleotideos, diferindo dos
outros metais de transicdo por conter a camada eletronica “d” completa; assim, nao
participa diretamente das reagdes redox, mas se comporta quimicamente como acido de
Lewis, aceitando um par de elétrons livres, o que determina sua passagem pelas
membranas bioldgicas através de mecanismos de difusdo passiva e transporte ativo [42,
43, 55].

A absor¢do de zinco ocorre principalmente no intestino delgado, sendo que no
interior das células intestinais sua concentracao ¢ regulada pela metalotioneina e pela
proteina intestinal rica em cisteina (CRIP). Dentro da célula da mucosa, a transferéncia
do zinco ¢ realizada através da metalotioneina, proteina produzida no figado, cuja
sintese ¢ influenciada pelos niveis dietéticos e plasmaticos de zinco. Em baixa
concentragdo, predomina o mecanismo mediado por carreadores, € em elevado consumo
a absor¢do se da por difusdo passiva [56].

A quantidade desse mineral no limen intestinal aumenta de uma a trés vezes,
devido a soma entre o mineral proveniente da dieta e aquele secretado nos sucos
digestivos. Nao obstante, os mecanismos de absorcao e excrecao deste oligoelemento
obedecem a sistemas de auto-regulacdo com alta sensibilidade, o que faz com que os
reajustes nos estoques dependam da necessidade e da biodisponibilidade do ion no
organismo. Dessa forma, ¢ licito supor que a absor¢do de zinco depende dos estoques
corporais, sendo menor se houver quantidades razoaveis no organismo, € maior nas
deficiéncias [57].

Apbs ser absorvido, o mineral ¢ captado pelo figado e posteriormente liberado

no plasma e sitios celulares para exercer as devidas fungdes. Cerca de 90% do zinco ¢
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carreado ligado a albumina e 10% a alfa-2-macroglobulina e aminodcidos para outros
tecidos ligados [40, 42, 58].

O zinco ¢ excretado nas fezes. A maior parte do zinco fecal ¢ proveniente da
dieta que ndo foi absorvido e, em menor quantidade, zinco de origem endégena que foi
secretado dentro do intestino delgado. Do zinco fecal enddgeno, Y4 € proveniente do
suco pancreatico e o restante deriva das secregdes gastrointestinais, biliares e do ceco
[59]. Além destes meios, também pode ser excretado pelo rim e pela pele [58].

A disponibilidade dos minerais do alimento depende da idade e espécie do
animal, ingestao do mineral, da forma quimica na qual ¢ ingerido, contetido e proporgao
de outros elementos da dieta, bem como suas interacdes metabdlicas [60]. Diferenca
considerada pode ser observada quanto a disponibilidade de um mineral proveniente de
fontes diferentes [61].

No alimento, admite-se que a presenga de zinco ndo ¢ indicativa de sua
biodisponibilidade [56]. Fatores antinutricionais presentes na dieta podem interagir com
o zinco, complexando-o e afetando sua biodisponibilidade. A presenga de fitatos e
outros ions no alimento limitam a utilizagdo do zinco, devido a formacao de quelatos
indigeriveis, o que ocorre em condi¢cdes normais de alimentacdo.

Fragdes expressivas do zinco presente no milho e farelo de soja encontram-se
indisponiveis nas dietas de frango de corte em funcdo da presenga de fatores
antinutricionais, como o acido fitico. Dentre os fatores antinutricionais de maior
destaque na alimentacao dos monogastricos, o fitato tem recebido atencdo devido a sua
acdo formadora de compostos insoliveis com o zinco, cédlcio e ions bivalentes.
Aminoacidos como a histidina e cisteina, e outras substancias, podem agir, facilitando a
absor¢ao, aumentando a disponibilidade de zinco [62].

Minerais tracos isolados com aminoacidos ou complexo de polissacarideo t€ém
disponibilidade biologica, estabilidades e solubilidades mais altas, necessitando de uma

interagdo com vitaminas e outros ions, sendo efetivas a baixos niveis [63].
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1.5.Minerais Quelatados

Quelatados sao compostos formados por ions metalicos sequestrados por
aminodacidos, peptideos ou complexos polissacarideos que proporcionam a esses ions
alta disponibilidade bioldgica, alta estabilidade e solubilidade. Portanto, o uso do termo
“quelato” ¢ adequado, por ser uma palavra proveniente do grego “chele”, que significa
“garra”, o que descreve a maneira na qual os ions metalicos polivalentes sao ligados a
compostos organicos ou sintéticos [64]. Apds a hidrélise de uma fonte proteica e a
exposi¢ao do elemento mineral ao hidrolisado, resulta na formagdo de complexos ions
metalicos quelatados [65].

Estes possuem uma maior estabilidade elétrica no limen intestinal, portanto
apresentam melhor biodisponibilidade quando comparada aos minerais convencionais
[66].

Os quelatos, ou “minerais organicos” sao moléculas formadas pela ligagao de
um ion metalico a um carreador organico como aminoacido ou carboidrato, por ligagdes
covalentes, através de seus grupos amino ou oxigénio, permitindo que o produto tenha
carga elétrica praticamente nula [67].

Os minerais organicos podem ser definidos segundo a “Association of American
Feed Control Officials” em cinco classes [68]:

- Complexo metal — aminoéacido especifico: produto resultante da reagdo de um
sal metalico solivel com um aminoacido especifico;

- Complexo metal — aminoécido: produto resultante da complexacdo de um sal
metalico soliivel com aminoacidos;

- Quelato metal — amino&cido: produto resultante da reagcdo de um ion metalico
de um sal solivel com aminoacidos em uma reacdo molar de um mol de metal para um
a trés mols de aminoacidos, formando ligacdes coordenadas, onde a massa molar do
quelato hidrolizado nao deve ultrapassar 88 Da;

- Metal proteinado: produto resultante da quelagao de um sal solivel com uma
proteina ou aminoacidos parcialmente hidrolisados;

- Complexo metal — polissacarideo: produto resultante da complexagdo de um
sal solivel com uma solugdo de polissacarideos declarado com um ingrediente do

complexo especifico.
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1.6.Zinco Organico x Zinco Inorganico

A forma quimica da fonte mineral influencia a biodisponibilidade do elemento
para o organismo, em se tratando de inorganica ou organica [69].

As concentracdes de zinco em diferentes tecidos como figado, musculo, o0ssos,
rins e no soro/plasma sanguineo tém sido os critérios de avaliacdo mais utilizados para
determinar a biodisponibilidade desse mineral em diferentes fontes [70].

Estudos conduzidos com fontes de 6xido de zinco (ZnO) e complexo zinco-
aminoacido (Zn-AA) com tildpia do Nilo, a fonte organica acarretou pior desempenho
produtivo nos peixes estudados. Além disso, a suplementacdo das dietas com mais de
150mg Zn/kg, para quaisquer das fontes suplementares de zinco testadas, prejudicou a
utilizagdao da proteina da dieta pelos animais [71]. Porém, nao foi encontrada diferenca
significativa na digestibilidade entre a suplementa¢do de sulfato de zinco e do complexo
zinco-aminoacido para a tildpia do Nilo, concluindo que as absor¢des dessas fontes sdo
equivalentes [72].

Em outros trabalhos, ndo observaram diferenca no ganho de peso e eficiéncia
alimentar de truta arco-iris, alimentadas com fontes suplementares organica (zinco
metionina) e inorganica (sulfato de zinco), porém a atividade da fosfatase alcalina foi
maior para os alimentados com fonte organica [69].

Em alguns estudos, relatou-se que a disponibilidade aparente do quelato de zinco
e cobre foram de 106 e 120%, respectivamente, quando comparado com fonte
inorganica desses minerais, sulfato de zinco e sulfato de cobre [73]. Em contrapartida,
demonstraram que ZnSO4 e o complexo Zn-lisina foram igualmente eficientes na
absorcao de Zn e no crescimento em suinos jovens, verificando que as fontes organicas
de zinco (Zn-lisina e Zn-metionina) ndo foram mais biodisponiveis que o sulfato de
zinco para suinos desmamados [70,74].

Portanto, sua suplementacdo na ragdo apresenta respostas conflitantes nas
variadas espécies, onde estudos mostraram que a inclusao dos microminerais quelatados
para a tilapia, por exemplo, ndo apresentou diferenca, ou até foram observados valores

inferiores de aproveitamento, quando comparados com fontes inorganicas.
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1.7.Espectrometria de Massa

A Espectrometria de massa tem se tornado uma ferramenta essencial na quimica
moderna, gracas a sua sensibilidade, ao grande numero de informagdes fornecidas. Os
espectrometros de massa podem ser usados em uma simples determinacdo da massa
molar de um peptideo, como até para uma determinacdo da sequencia de aminodacidos,
identificagdo de novos biomarcadores, interagdes proteina-proteina e caracterizagao de
modificagdes pos-traducionais [75-76].

Os espectrometros de massa consistem em uma fonte de ions, um analisador de
massa, um detector de ions e uma unidade de aquisi¢do de dados. Trata-se de um
instrumento analitico capaz de converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e
separa-las de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z), utilizando campos
eletromagnéticos para isso.

As técnicas de ionizagdo mais usadas em andlises de proteinas sdao: a MALDI
(ionizagdo por desorcdo a laser assistida por matriz) e a ESI (ionizacdo por
electrospray), que ¢ empregada na elucidagdao da sequéncia peptidica e identificacao da
proteina correspondente [77-78].

No presente trabalho a técnica utilizada foi a ESI-MS, por apresentar alta
sensibilidade e seletividade, facilidade de uso e consumo reduzido de amostra, além de
pode analisar uma ampla variedade de substancias, incluindo proteinas, &acidos
nucléicos, e até mesmo complexos metalicos, desde que sejam i1dnicos ou apresentem
sitios acidos ou basicos [79].

No processo electrospray a produgdo de ions requer, dispersdo de gotas
altamente carregadas, quase a pressao atmosférica, seguida por condigdes que permitam
a evaporagao da gota. Envolve a formacdo de um spray eletrolitico, que gera pequenas
gotas carregadas e destas sdo liberados os ions, sendo necessdria uma fonte de alta
tensao (1,0 a 7,0 kV) que esteja em contato com a solucdo contendo os eletroliticos.
Esta solu¢do ¢ bombeada através de um microcapilar (d.i. 50 a 100 pm) com uma
velocidade de fluxo da ordem de 1 a 20 pL/min ou menores. Quando um potencial
positivo € aplicado na solugdo, os ions positivos tendem a se afastar para uma regido
menos positiva, isto ¢, em dire¢do ao contra-eletrodo. Conforme a densidade de carga
aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o eletrodo aumenta

provocando uma deformagdo na gota que esta presa na ponta do capilar. A gota ganha
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forma de cone e permanece “presa” ao capilar at¢ o momento em que a densidade de
carga na superficie da gota e o aumento da repulsdo entre os ions vencam a tensdo
superficial, ocorrendo liberagdo de pequenas gotas com alta densidade de carga. Como
resultado final, os ions tornam-se completamente dessolvatados. Pode-se presumir que a
ESI envolve apenas o rompimento gradual de interagdes nao covalentes, principalmente
a remocdo de moléculas de solventes [80-82]. A Figura 5 ilustra o processo que

acontece em uma fonte ESI.

gota Contra-eletrodo
Ponta do Cone de :
capilar Taylor multiplamente
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+ +
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Figura 5. Tlustragdo do processo de formagédo de ions em uma fonte de electrospray [79].

Esta versatilidade de técnicas tem aumentado significantemente a gama de
substancias capazes de serem determinadas, possibilitando, por exemplo, que

polipeptidios possam ser analisados sem que haja sua decomposicao [83].

Na etapa de preparo da amostra para o seqiienciamento por espectrometria de
massas, utiliza-se a digestdo proteolitica, etapa critica onde sdo gerados os peptideos
com massas molares dentro da faixa de massas dos espectrometros, sendo essencial a

fragmentacdo feita de maneira eficiente. A tripsina ¢ o reagente mais utilizado nos
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experimentos de seqiienciamento por espectrometria de massas por ter um custo de
producdo relativamente baixo, por possuir uma alta atividade proteolitica, produzir
peptideos pequenos (na faixa de 600 a 2500 Da) e poder ser covalentemente modificada,
de modo a minimizar os processos de autodigestao ou autolise [84].

A tripsina cliva as liga¢des peptidicas de proteinas apds os grupos carbonila dos
residuos de lisina (K) e arginina (R), exceto quando estas ligagdes sao com residuos de
prolina (P), ou seja, ligacdes K-P ou R-P [84,85].

Existem dois tipos de digestdo proteolitica: em gel ou em solugdo. A digestao
em gel ¢ assim chamada porque a proteina ¢ processada e digerida enquanto esta contida
em um spot de gel de poliacrilamida. Ja a digestdo em solugdo ¢ aplicada em proteinas
ou mistura de proteinas que estdo presentes na solucdo do extrato proteico sem a
utilizag¢ao da separacao eletroforética [86].

Na maioria das aplicagdes protedmicas, a digestdo ¢ feita mais adequadamente
pelo tratamento da proteina em um spot de gel 2D-PAGE. Ao utilizar a digestao em gel,
¢ possivel estabelecer uma relacao direta entre as observacoes feitas pelos experimentos
eletroforéticos e os peptideos digeridos [85-86]. Para a andlise por espectrometria de
massas, a mistura de peptideos obtida pela digestao triptica ¢ misturada com solucdo de
matriz. Esta matriz ¢ utilizada para proteger os peptideos de uma possivel fragmentagao,

causada pela incidéncia direta do feixe do laser [86].

Dessa forma, apresentam-se trés pesquisas que se encontram nos capitulos 11, III
e IV. O Capitulo II, intitulado “Determinacdo de zinco em amostras de tecido de tildpia
do Nilo por GFAAS utilizando mineralizagdo acida em banho termostatizado de
ultrassom” se apresenta nas normas da Food Chemistry Methods, com objetivo de
otimizar nova metodologia de mineralizacao acida para posterior determinagao de zinco
por GFAAS utilizando combinacao de modificadores quimicos.

O Capitulo III, intitulado “Utilizagdo de estratégias bioanaliticas para
fracionamento de zinco em amostras de tecido muscular de tilapia do Nilo alimentadas
com dietas de fontes de zinco organica e inorginica”, teve por objetivo mapear e
quantificar zinco por GFAAS no spots proteicos obtidos apds separagdo das proteinas

por 2D-PAGE.
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O Capitulo IV, intitulado “Expressao diferencial de proteinas do tecido muscular
de tilapia do Nilo alimentadas com fontes organica e inorganica de zinco”, a fim de
investigar e caracterizar o perfil diferencial de proteinas expressas dos tecidos

musculares destes peixes.
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CAPITULO 11

DETERMINACAO DE ZINCO EM AMOSTRAS DE TECIDO DE TILAPIA DO
NILO POR GFAAS UTILIZANDO MINERALIZACAO ACIDA EM BANHO
TERMOSTATIZADO DE ULTRASSOM
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentracdo de zinco em amostras de
tecido de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) produzidas no Laboratorio de Nutrigdo
de Peixes/FMVZ-UNESP/Botucatu-SP/Brasil ¢ alimentadas com ragdes contendo fonte
organica e inorganica de zinco. Na etapa de preparacao, as amostras de tecido muscular
foram liofilizadas e moidas criogenicamente até obtencao de particulas menores que 60
pm e a extracdo do zinco feita por mineralizagdo acida utilizando-se acido sulfurico
concentrado e perdxido de hidrogénio 30% (m/m) em banho termostatizado de
ultrassom. As determinagdes de zinco foram feitas por espectrometria de absorgdo
atomica em forno de grafite (GFAAS) utilizando temperaturas de secagem de 90°C -
250°C, temperatura de pirolise de 1400°C, temperatura de atomizagdo de 2400°C e
temperatura de limpeza de 2800°C. Foi utilizado como modificador quimico nitrato de
paladio injetado junto com as amostras e tungsténio como modificador permanente.
Considerando as amostras de tecido muscular de Tilapia do Nilo analisadas foram
encontradas concentra¢des de zinco na faixa de 3,70 a 19,00 mg kg™'. A exatidio e
precisao do método de determinacdo de zinco proposto foi validado utilizando padrao

certificado Fish Protein DORM-4 NRC.

Palavras-chave: Nutricdo de peixes; zinco em peixes; essencialidade de zinco;

modificador quimico.
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Determination of zinc in tissue samples of Nile tilapia by GFAAS using acid

digestion in constant temperature bath of ultrasound

Abstract

The aim of this paper was to determine the zinc concentrations in muscle samples of
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) produced at the Laboratory of Fish Nutrition/
FMVZ-UNESP / Botucatu-SP / Brazil and fed diets containing inorganic and organic
zinc source. In the samples preparation step, the samples were lyophilized and ground
steak cryogenically to produce particles smaller than 60 pm and the zinc extraction was
carried out by acid mineralization using concentrated sulfuric acid and hydrogen
peroxide in thermostatically batch ultrasonic. The zinc determinations were carried out
by GFAAS, at a drying temperature of 90°C - 250°C, pyrolysis temperature of 1400°C,
atomization temperature of 2400°C, and cleaning temperature of 2800°C. Palladium
nitrate was used as a chemical modifier coinjected with the samples, and tungsten as a
permanent modifier. Among the muscle tissue samples of Nile Tilapia analyzed zinc
concentrations were found to range in 3,7 to 19,00 mg kg™'. The accuracy and precision
of the proposed method of zinc determination was validated using certified standard

Fish Protein 4 NRC DORM.

Keywords: Nutrition fish, zinc in fish; essentiality of zinc; chemical modifier.
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1. Introducéo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ uma espécie de peixe bastante
versatil na piscicultura, pois se adapta tanto ao cultivo extensivo sem qualquer
tecnologia empregada, quanto ao sistema de criacdo em tanques-rede com ragoes
completas, com alta tecnologia de producdo. Além do que, ¢ bastante apreciada pela
industria de filetagem, gragas as qualidades organolépticas e a inexisténcia de espinhos
em “Y” no seu filé [1]. Devido ao seu potencial para a aquicultura, as tildpias tiveram
sua distribuicao expandida nos ultimos cinquenta anos. Pelo fato de ser uma espécie
apropriada para a piscicultura de subsisténcia nos paises em desenvolvimento, e devido
a sua importancia na aquicultura, muitos aspectos da nutricdo desta espécie sdo
estudados [2]. Nos ultimos anos no Brasil ocorreu um consideravel aumento na
producdo de tilapias, o que tem levado pesquisadores que trabalham com aquicultura a
desenvolverem trabalhos relacionados ao comportamento, fisiologia, genética e nutricao
dessa espécie de peixe [3-5].

E consenso na comunidade cientifica a fundamental importancia dos ions
metalicos para os organismos, pois eles sdo essenciais como componentes estruturais e
em muitos processos vitais, podendo funcionar como agentes sinalizadores, como
catalisadores, ou ainda alterar a expressdao génica [6-8]. Por apresentarem proporgdes e
quantidades varidveis no tecido corporal dos animais, os ions metalicos sdo
classificados como macroelementos (elementos que o organismo necessita em grandes
quantidades) e microelementos (elementos que o organismo necessita em menores
quantidades). Sao considerados macroelementos essenciais o célcio, fosforo, magnésio,
potassio, sodio, cloro e enxofre; e como microelementos essenciais o cobre, cobalto,
ferro, iodo, manganés, selénio e zinco [9, 10].

r

O zinco ¢ um micromineral, cuja fungdo ¢ essencial para muitos processos
bioquimicos. E componente de diversas proteinas envolvidas no metabolismo
intermedidrio, via de secrecdo de hormodnios e atua na defesa imunoldgica. Algumas
enzimas Zn dependentes participam da sintese e do metabolismo de proteinas, lipideos,
carboidratos e acidos nucleicos [11]. Esse elemento também participa da expressao
genética, sendo componente de muitos fatores de transcrigdo. A sua presenga nas células

¢ processado por transportadores proteicos € nos processos de armazenagem, por meio
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das metalotioneinas. Alteragcdes na concentragdao desse elemento em tecidos podem ser
observadas em muitos processos patologicos [12].

Dessa forma, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam a
quantificacdo segura dos microminerais, como o zinco, que sdo incorporados aos 6rgaos
e tecidos dos animais nos estudos de nutricdo de peixes, torna-se fundamental. Neste
contexto, a determinacdo de analitos metalicos por espectrometria de absor¢ao atomica
em forno de grafite (GFAAS), apresenta-se como uma técnica bastante robusta [13].
Essa técnica proporciona diversas vantagens, como alta sensibilidade, limites de
deteccdo em niveis de ng kg, utilizacdo de pequenos volumes de amostra,
determinacdo de uma ampla variedade de elementos tracos e, considerando-se que o
atomizador pode agir como um reator quimico, tem-se a possibilidade de amostragem
solida, o que elimina a etapa de decomposicao prévia total da amostra [14, 15].

Com base no exposto, o presente trabalho apresenta os resultados obtidos na
otimizacao de nova metodologia de mineralizacdo acida com 4cido sulftrico e peroxido
de hidrogénio em banho termostatizado de ultrassom das amostras tecido muscular de
peixes para posterior determinagcdo de zinco por GFAAS utilizando combinacdo de

modificadores quimicos.

2. Material ¢ métodos

2.1. Reagentes e solugdes

Agua ultrapura (18,2 MQ cm™) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB
Ultra Ionic e solucdes extratoras de acido sulfurico suprapuro Merck foram utilizados
em todo o trabalho. As solugdes estoque de zinco e dos modificadores quimicos
(paladio e tungsténio) foram preparadas por diluicdes de padrdes titrisol Merck. Todas
as solugdes foram estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solugdes padrao, vidrarias e os
frascos do amostrador do espectrometro de absor¢ao atomica foram lavados com acido
nitrico suprapuro Merck a 10% (v/v) por 24 horas e em seguida enxaguados com agua

ultrapura e secos por jatos de ar puro antes da inje¢ao de padrdes e/ou amostras.
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2.2. Coleta e preparo das amostras

As amostras de tecido muscular foram obtidas a partir do experimento realizado
no Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos/FMVZ-UNESP/Botucatu-
SP/Brasil. Na criagao dos peixes foram utilizadas dietas praticas balanceadas (Tabela 1)
de acordo com a literatura [16-18], com fontes organica e inorganica de zinco, sendo
organica o Bioplex da Altech, (zinco-metionina), inorganica (sulfato de =zinco
monoidratado — ZnSO4.H,0), e controle (isento de suplementacao de zinco), fornecidas
para trés grupos de animais com diferentes pesos iniciais, constituindo os seguintes
tratamentos:

- Grupo 1- Peixes com peso inicial médio de 24g

- T1C: alimentados com zinco controle;
- T10: alimentados com zinco organico;
- T1I: alimentados com zinco inorganico;

- Grupo 2 — Peixes com peso inicial médio de 74g

- T2C: alimentados com zinco controle;
- T20: alimentados com zinco organico;
- T2I: alimentados com zinco inorganico;

- Grupo 3 — Peixes com peso inicial médio de 85g

- T3C: alimentados com zinco controle;
- T30: alimentados com zinco organico;
- T3I: alimentados com zinco inorganico.

Apo6s 80 dias de experimento, os peixes foram eutanasiados com benzocaina
para a retirada do tecido muscular. Em seguida, para a obtencdo do pool de amostras
para cada tratamento, fez-se a macera¢do das amostras com turrax para armazenamento
em frascos de polipropileno a -20°C em freezer. Todas as amostras foram preparadas
para a etapa de extracdo do zinco procedendo-se inicialmente a liofilizacao por 48 horas
e posteriormente a moagem por maceragdo em almofariz e pistilo na presenga de

nitrogénio liquido até a obtengdo de particulas com granulometria menor que 60 pm.
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2.3. Mineralizacéo das amostras de tecido muscular

Cerca de 100 mg das amostras de tecido muscular liofilizadas foram transferidos
para baldes de digestdo de 25 mL. Para cada baldo de digestdo foram transferidas
aliquotas de 3 mL de 4cido sulftrico concentrado e 1 mL de perdxido de hidrogénio
30% (m/m). O conjunto de baldes de digestao foi colocado em banho de ultrassom da
UNIQUE a temperatura de 40°C e 135 Watts de poténcia, até completa mineralizagao
das amostras, ou seja, até o extrato ficar transparente. Em seguida, os extratos acidos
obtidos foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL completando-se os

volumes com agua ultrapura para posterior determinagao do zinco por GFAAS.

2.4. Determinacao da concentracgao de zinco por GFAAS

2.4.1. Preparo do tubo de grafite recoberto internamente com carbeto de tungsténio

Os tubos de grafite piroliticos com plataforma integrada utilizados nas
determinacgdes de zinco tiveram suas paredes internas recobertas com tungsténio. Para
isso, aliquotas de 25 pL de solugdo contendo 1000 mg L™ do modificador tungstato de
sodio foram injetadas dentro do atomizador, o qual em seguida foi submetido ao
seguinte programa de aquecimento: Secagem: 110°C por 10 s (Rampa) e 25 s
(Aquecimento), 150°C por 10 s (Rampa) e 25 s (Aquecimento); Pirdlise: 600°C por
10 s (Rampa) e 20 s (Aquecimento), 1500°C por 10 s (Rampa) e 20 s (Aquecimento);
Atomizagdo: 2500°C  por 2 s (Aquecimento); e Limpeza: 2600°C por 5 s
(Aquecimento). Em todas as etapas foi utilizado argénio como géas de limpeza com
fluxo de 1 L min™. Esse procedimento foi repetido 20 vezes e permite obter uma
camada de carbeto de tungsténio sobre a plataforma do tubo de grafite, que atua como
modificador quimico. A massa de tungsténio depositado na plataforma do tubo de

grafite foi de 500 ug.
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2.4.2. Preparo da curva analitica

A curva analitica foi preparada utilizando-se solugdo padrao estoque de zinco
(Merck). Para isso, volumes de 8, 16, 24, 32 e 40 uL de solucdo padrdao de zinco
contendo 25 pg L™, 5 uL de 4cido cloridrico suprapuro 12 mol L, 50 uL de Triton X-
100 a 1% (v/v), 100 puL de solugdo 1000 mg L™ de Pd(Il) e 4gua ultrapura foram
transferidos para os frascos do autoamostrador do espectrometro, de modo que o
volume final das solugdes padrao ficasse igual 1000 pL e as concentragdes de zinco na

faixa de 0,20 a 1,00 pg L™

2.4.3. Preparo dos extratos acidos para injecao no tubo de grafite

Os extratos acidos das amostras foram transferidos diretamente para os copos do
autoamostrador do espectrometro de absor¢do atdmica e em seguida foram adicionados
50 pL de Triton X-100 a 1% (v/v), 100 pL de solugdo 1000 mg L™ de Pd(II) e 350 puL

de 4agua ultrapura.
2.4.4. Procedimentos analiticos

Apbs a etapa de preparo das amostras (extratos acidos) e das solugdes padrao,
preparadas diretamente nos copos do autoamostrador, um volume de 20 pL de padrao
e/ou amostra foi injetado para dentro do tubo de grafite (recoberto internamente com
carbeto de tungsténio) pela micropipeta do autoamostrador. As medidas foram feitas
com trés repetigoes. O programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para
determinagdo de zinco foi o seguinte: Secagem: 90°C por 10 s (Rampa), 150°C por 10 s
(Rampa) e 5 s (Aquecimento), 250°C por 10 s (Rampa) ¢ 5 s (Aquecimento); Pirdlise:
1400°C por 5 s (Rampa) ¢ 10 s (Aquecimento); Atomizagdo: 2400°C por 2 s
(Aquecimento); Limpeza: 2800°C por 5 s (Aquecimento). Em todas as etapas, com
excecdo da etapa de atomizacio, argdnio com fluxo de 1 L min™ foi utilizado como gés

de limpeza.
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2.4.5. Analises estatisticas

Os dados experimentais foram analisados em conformidade com os
procedimentos estabecidos pelo Statistics Analysis System Institutes [19]. O teste de
Tukey foi utilizado para demonstrar possiveis diferengas significativas entre os
resultados obtidos nas determinag¢des de zinco em amostras de tecido muscular de
tilapia do Nilo nos trés grupos de animais com diferentes pesos e para validar os
resultados obtidos em padrao certificado utilizando-se o método de determinacdo de
zinco proposto. A variabilidade dos dados foi expresso como o desvio padrdo, com

nivel de significancia estabelecido em 5% (P <0,05).

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacao das condic¢des experimentais para determinacéo de zinco por GFAAS

Curvas de pirolise e de atomizagdao foram feitas para se determinar as
temperaturas Otimas de pirolise e atomizacdo do zinco nas solu¢des padrao e nos
extratos acidos das amostras de tecido muscular de tildpia do Nilo. A influéncia das
temperaturas de pirolise e atomizagao sobre o sinal de absorbancia obtido para o zinco
em padrio contendo 0,50 pg L' e nos extratos 4cidos das amostras de materiais
biologicos sdo mostradas nas Figuras 1 e 2.

A temperatura de pirdlise de 1400°C foi escolhida, porque conforme mostra a
Figura 1 os sinais de absorbancia obtidos para o zinco permanecem constantes a partir
de 1000°C, sofrendo um rapido decréscimo a partir de 1400°C, demonstrando que até
esse valor de temperatura o zinco apresentou-se termicamente estavel. Em relagdo a
temperatura de atomizacao (Figura 2), observa-se que os sinais de absorbancia obtidos
para o zinco sdo constantes a partir de 2200°C. Considerando esse comportamento e
variaveis como a reprodutibilidade e repetibilidade de leituras, a temperatura de
atomiza¢do de 2400°C foi escolhida. A boa estabilidade térmica do zinco obtida nesses
experimentos demonstra a eficiéncia do modificador quimico Pd(II) injetado junto com

a amostra e do carbeto de tungsténio que atuou como modificador permanente [20-24].
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3.2. Obtencéo da curva analitica

Considerando-se os parametros fisico-quimicos otimizados (temperatura de
pirélise e atomizacao), que permitiu elaborar o programa de aquecimento mostrado no
item 2.4.4., foi preparada curva analitica de zinco na faixa de concentragao de 0,20 —
1,00 png L. A Figura 3 mostra a curva analitica obtida com a sua respectiva equagdo da
reta.

Os valores obtidos nas leituras de absorbancia dos padroes de zinco (n=3)
apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade (desvios padrao relativo menores
que 1%), o que reforca a eficiéncia dos modificares quimicos, Pd(Il) e carbeto de
tungsténio, e na estabilizacdo térmica do zinco durante as etapas de pirdlise e de
atomizacao do programa de aquecimento utilizado. As massas caracteristicas calculadas
em relagdo ao padrio de 0,50 pg L de zinco foi de 12 pg e os limites de deteccio
(LOD) e de quantificacio (LOQ), calculados considerando o desvio padrdao de 20
leituras obtidas em relagdo ao branco das solugdes padrdo e da inclinagdo da curva
analitica (LOD =3o/slope e LOQ =100c/slope), foram respectivamente 0,12 ¢ 0,41 pug L~
"de zinco. O tempo de vida atil do tubo de grafite foi equivalente a 400 queimas, que
para o método proposto € aceitdvel quando comparada com outros métodos descritos na

literatura, considerando-se a complexidade das matrizes biolégicas [25-30].
3.3. Concentragéo de zinco nas amostras de tecido muscular de tilapia do Nilo

Apbs a otimizagdo dos parametros fisico-quimicos no processo de extragao por
ultrassom e do programa de aquecimento para determinac¢do de zinco por GFAAS, o
método otimizado foi aplicado na determinagdo do analito em amostras de tecido
muscular de tilapia do Nilo. A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas por
determinagdo de zinco em padrdo certificado Fish Protein DORM-4 NRC. Os
resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 2. Observa-se que concentragdo de
zinco total no musculo dos grupos de peixes alimentados com zinco controle (T1C, T2C
e T3C) nao apresentou diferenca significativa, porque nao houve suplementacao do
elemento (P<0,05), portanto, a fragdo presente foi proveniente dos ingredientes que

compunham a dieta, dificultando a absor¢do intestinal, uma vez que o zinco pode estar
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complexado com acido fitico [17]. Analisando cada grupo separadamente, verificou-se
que também ndo apresentou diferenca entre os tratamentos T1OxTI1I e T20xT2I
(P,0,05), porém entre T30xT3I a concentragdo foi diferente (P<0,05), sendo maior para
T30 (18,93 + 0,20 mg kg™) e menor para T3I (12,45 + 0,14 mg kg™). Esse resultado
pode ser indicativo de que houve maior incorporacdo de zinco no tecido muscular nos
peixes alimentados com fonte organica do que aqueles alimentados com zinco
inorganico.

Em relacao aos resultados obtidos utilizando-se o método de determinagao de
zinco proposto, os dados apresentados podem ser considerados bastante robustos porque
foram validados com base no resultado obtido na determinacdo de zinco no padrdo
certificado DORM 4 de proteina de musculo de peixe. A Tabela 2 mostra que o desvio
padrao relativo do valor experimental em relagdo ao padrao certificado ¢ menor que 1%,
e que o valor experimental absoluto (52,05+0,80 mg kg™) ¢é cerca de 0,30% menor que o
valor certificado absoluto (52,20+3,20 pg kg™), resultados esses que ndo apresentaram
diferenca estatistica pelo Teste de Tukey (P,0,05), o que comprova a exatidao e precisao

do método otimizado para determinagdo de zinco.

4. Conclusodes

Os resultados obtidos utilizando-se o método proposto para mineralizagdo das
amostras de tecido muscular de tilapia do Nilo e posterior determinagdao de zinco por
GFAAS apresentou excelente precisdao, exatiddo, baixos limites de deteccdo e
quantificacdo, e velocidade analitica superior quando comparada com o processo de
mineralizacdo 4acida em bloco digestor.

As concentragdes de zinco no tecido muscular dos animais ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos organico e inorganico dos grupos 1 e 2, porém no grupo

3, a concentragdo foi superior para o tratamento organico.

Acknowledgments
Os autores agradecem a FAPESP (Processos 2010/51332-5 € 201/51562-0) e ao

CNPq (Processo 472487/2009).



37

5. Referéncias

1. F. Meurer, C. Hayashi, W. R. Boscolo, C. M. Soares, R. Bras. Zootec., 31, n.2, 566,
(2002).

2. W.R. Wilson Rogério Boscolo, C. Hayashi, F. Fabio Meurer, R. Bras. Zootec., 31,
n.2, 539, (2002).

3. M.V.C. S4, L.E. Pezzato, M.M. Barros, P.M. Padilha, Aquaculture 238, 385, (2004).

4. M.V.C. Sa, L.E. Pezzato, M.M. Barros, P.M. Padilha, J. World Aquacult. Soc. 36,
380, (2005).

5. M\V.C. S4, L.E. Pezzato, M.M. Barros, P.M. Padilha, Aquacult. Nutr. 11, 273,
(2005).

6. J. S. Garcia, C.S. Magalhaes, M.A.Z. Arruda, Talanta 69, 1, (2006).

7.J. SZPUNAR, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 378, 54, (2004).
8. H. Haraguchi, Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 19, 5,(2004).
9. J. W. Hilton, Aquaculture 79, 223, (1987).

10. T. Watanabe, V. Kiron, S. Satoh, Aquaculture, 151, 185, (1997).

11. L.R. Mcdowell, 1992. Minerals in Animal and Human Nutrition, Academic Press,

New York.

12. N. I. Millerihli, Fres. J. Anal. Chem., 345, 482, (1993).

13. N. L. Millerihli, Fresenius J. Anal. Chem., 345 (1993) 482-489.

14. C. Bendicho, M. T. C. Loos-Vollebregt, J. Anal. At. Spectrom. 6, 353, (1991).
15. Y.Z. Liang, M. Li, Z. Rao, Anal. Sci., 12, 629, (1996).

16. 1. G. GUIMARAES, L.E. PEZZATO, M.M. BARROS, Aquaculture Nutrition,
Bethesda , 14, n. 1, 396, (2008).

17. L. E. PEZZATO, E. C. MIRANDA, M. M. BARROS, L. G. QUINTERO PINTO,
W. M. FURUYA and A. C. PEZZATO, Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, 31, n.
4, 1595, (2002).



38

18. NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Nutrient requirements of fish and
shrimp. Washington, D.C.: National Academies Press, 376, (2011) .

19. SAS Institute Inc., SAS OnlineDoc_, Version 8, Cary, 1999, NC: SAS Institute Inc.

20. R. C. F. Neves, P.M. Moraes, M.A.D. Saleh, V.R. Loureiro, F.A. Silva, M.M.
Barros, C. C. F. Padilha, S. M.A. Jorge, P.M. Padilha, Food Chemistry, 113, 679,
(2009).

21. P. M. Moraes, R. B. Milantonio, G. S. Cagnani, F. A. Santos, C. C. F. Padilha, P.
M. Lima, P. M. Padilha, European Food Research and Technology, 229, 409, (2009).

22. F. A. Silva, R. C. F. Neves, L. G. Quintero-Pinto, C. C. F. Padilha, S. O. M. A.
Jorge, M. M. Barros, L. E. Pezzato, P. M. Padilha, Chemosphere 68, 1542, (2007).

23. V. R. Loureiro, M. A. D. Saleh, P. M. Moraes, R. C. F. Neves, C. C. F. Padilha, P.
M. Padilha, Journal of the Brazilian Chemical Society 18, 1235, (2007).

24. F. A. Silva, C. C. F. Padilha, L. E. Pezzato, M. M. Barros, P. M. Padilha, Talanta
69, 1025, (2006).

25. A. Francony, C. Pétrier, C. Sonochemical, Sonochem., 3, 77, (1996).
26. A. V. Filgueiras, J. L. Capelo, I. Lavilla, C. Bendicho, Talanta 53, 433, (2000).
27. C. C. Nascentes, M. Korn, A. A. Z. Arruda, Microchem. J. 69, 37, (2001).

28. J. Ruiz- Jiménez, J. L. Luque-Garcia, M. D. Luque de Castro, Anal. Chim. Acta
480, 231, (2003).

29. A. Elik, Talanta 66, 882, (2005).

30. A. Elik, Talanta 71, 790, (2007).



w

g
o A
ﬁ.

g 0.08 - L Extrato de "'-ﬁﬂiﬂ_

E . .‘ 7 A .IIIIIII |IIIII

O 0.06-

- Vi
g A -

y: |

5 0.04- ,

o "
L2 i
< g02- ¢

0.00 T T T T T T T 1 J
400 600 800 1000 1200 1400 1600
Temperatura - °C

39

Figura 1. Curvas de temperatura de pirdlise dos extratos acidos das amostras de tecido

muscular de tilapia do Nilo e de padrio contendo 0,50 pg L de zinco.
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Figura 2. Curvas de temperatura de atomizagdo dos extratos acidos das amostras de

tecido muscular de tilapia do Nilo e do padrio contendo 0,50 ug L™ de zinco.
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Tabela 1. Composic¢do das dietas experimentais.

Ingrediente Dieta (%)
Controle Orgéanica Inorgéanica
Soja, farelo 37,62 37,66 37,64
Milho, glaten-60 10,00 10,00 10,00
Milho, grido 44,21 43,92 44,07
Trigo, farelo 4,16 4,18 4,17
Soja, 6leo 0,87 0,96 0,92
Fosfato bicalcico 2,06 2,06 2,06
Cloreto de sodio 0,10 0,10 0,10
DL-Metionina 0,26 0,26 0,26
L-Lisina HCL 99% 0,42 0,42 0,42
L-Treonina 98,5% 0,18 0,18 0,18
Antioxidante (BHT)** 0,02 0,02 0,02
Vitamina C 0,05 0,05 0,05
Premix min e vit* 0,05 0,05 0,05
Bioplex 0,00 0,14 0,00
Sulfato de Zinco Monoidratado 0,00 0,00 0,06
TOTAL 100,00 100,00 100,00
Composicao quimica
calculada
Controle Organica Inorgéanica
Qtdd (%) 100,00 100,00 100,00
ED (kcal kg™) 3400,00  3400,00 3400,00
PD (%) 29,00 29,00 29,00
FB (%) 4,00 4,00 4,00
EE (%) 2,41 2,49 2,46
Ca (%) 0,66 0,66 0,66
Pdisp (%) 0,59 0,59 0,59
Lys (%) 1,60 1,60 1,60
Met (%) 0,70 0,70 0,70
Met+Cys (%) 1,07 1,07 1,07
Thr (%) 1,10 1,10 1,10
Trp (%) 0,30 0,30 0,30
Zn quantificado (mg kg™) 23,0 154,32 139,25
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*Suplemento vitaminico mineral (isento de Zn), niveis de garantia por kg da dieta: vitamina A, 16060 UI; vitamina D3, 4510 UI; vitamina E, 250 UI;

vitamina K, 30 mg; vitamina B, 32 mg; vitamina B2, 32 mg; vitamina B6, 48 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg, acido

folico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg; Na,SeO;, 0,7 mg; MnO, 50 mg; FeSos, 150 mg; CuSO4, 20 mg; CoSoy, 0,5 mg; I,Ca, 1 mg. **antioxidante Butil

hidroxitolueno.
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Tabela 2. Concentra¢ao de zinco total no tecido muscular de tilapia considerando os

tratamentos utilizados com diferentes concentragdes de zinco e no padrao certificado.

Tratamento Concentragio de Zn (mg kg™)

T1C 3,65 +0,02

T10 4,93 £0,04

TII 6,25 £0,05

T2C 4,30 £0,04
T20 16,80 +0,18
T21I 15,80 £ 0,16
T3C 4,80 £0,04
T30 18,93 £ 0,20
T31 12,35+0,14

DORM-4 52,05 + 0,80; 52,20+3,20*

T1C — Peixes de 24 g alimentados com zinco controle (isento de zinco); T10 — Peixes de 24 g alimentados com zinco organico
(bioplex); T1I — Peixes de 24 g alimentados com zinco inorgénico (sulfato de zinco); T2C — Peixes de 74 g alimentados com zinco
controle (isento de zinco); T20 — Peixes de 74 g alimentados com zinco orgéanico (bioplex); T2I — Peixes de 74 g alimentados com
zinco inorgédnico (sulfato de zinco); T3C — Peixes de 85 g alimentados com zinco controle (isento de zinco); T30 — Peixes de 85 g
alimentados com zinco organico (bioplex); T3I — Peixes de 85 g alimentados com zinco inorganico (sulfato de zinco);

*DORM-4 — Padrao certificado de proteina de peixe contendo valor certificado de Zn.

Resultados expressos com valor médio * desvio padrao (n = 4; P<<0,05)
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CAPITULO 111

UTILIZACAO DE ESTRATEGIAS BIOANALITICAS PARA
FRACIONAMENTO DE ZINCO EM AMOSTRAS DE TECIDO MUSCULAR
DE TILAPIA DO NILO ALIMENTADAS COM DIETAS DE FONTES DE
ZINCO ORGANICA E INORGANICA.
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Resumo

No ultimos anos, novos estudos com protedmica em peixes tem sido desenvolvidos para
atender a nutrigdo animal de acordo com o aumento da produgdo. Na nutri¢do, os
minerais sdo importantes no metabolismo pelo fato de muitos destes serem cofatores de
proteinas como no caso do zinco em algumas proteinas como lactato desidrogenase,
anidrase carbonica, fosfatase alcalina, carboxipeptidase, superoxido dismutase.. Em
estudos metaloprotomicos a eletroforese bidimensional se destaca como uma importante
ferramenta na separagdo proteica com 6tima definicdo para posterior identificacdo do
mineral por espectrometria de absor¢do atomica (GFAAS). Assim sendo, no presente
estudo a eletroforese 2D-PAGE de gel de poliacrilamida foi utilizado para obter o
proteoma de amostras de tecido muscular de tildpia do Nilo alimentadas com fontes
organica e inorganica de zinco para trés grupos 1 com 24g, 2 com 74g ¢ 3 com 85g.
Para os animais alimentados com zinco organico, as maiores concentragdes de zinco
foram para o grupo 3; para aqueles alimentados com zinco inorganico, foram para o
grupo 1. E quando as fontes de zinco foram analisadas dentro de cada grupo, as maiores
concentragdes de zinco foram para o zinco inorganico nos grupos 1 e 2 e organico no
grupo 3. Observou-se que a fontes de zinco podem influenciar o metaloproteoma do
tecido muscular de peixes, onde o zinco foi identificado em diferentes spots e
consequentemente com diferentes pontos isoelétricos e massa molar, alterando suas
concentragdes de acordo com a fonte do mineral presente na dieta. E através deste

estudo foi possivel identificar duas proteinas como possiveis biomarcadoras de zinco.

Palavras chave: Protedmica, metalomica, 2D-PAGE, GFAAS.
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Abstract

In last years, new studies with proteomic in fish have been developed to assist animal
nutrition according to increase in production of these animals. In nutrition, minerals are
important in animal metabolism because many of them are cofactors of proteins as in
the case of zinc with some proteins as lactate desidrogenase, carbonic anhydrase,
alkaline phosphatase, carboxypeptidase, superoxide dismutase, in the case of zinc. In
the metalloproteomic studies, the two-dimensional electrophoresis appears as an
important tool in proteins separation with great definition and then the mineral is
identify by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS). Considering the
above, in the present study, the polyacrylamide gel electrophoresis 2D-PAGE was used
for obtain the proteome of muscle tissue samples of Nile Tilapia fed with organic and
inorganic zinc sources in diet in three groups 1, 2 and 3 with 24g, 74g and 85g,
respectively. For the animals fed with organic zinc, the highest concentrations were to
group with 85g; for those fed inorganic zinc were group with 24g. And when the
sources were analyzed to each group, the highest concentrations of zinc were to
inorganic zinc in group 1 and 2, and organic zinc in group 3. Thus it is observed that
the sources of zinc can influence in metalloproteome of muscle tissue of fishes, whereas
zinc was identified in different spots and consequently with different isoeletric points
and molar mass, changing their concentrations according to the source of the mineral
present in diet. And through this study it was possible to identify two proteins as

biomarkers of zinc.

Keywords: Proteomic, metalomic, 2D-PAGE, GFAAS
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1. Introducéo

Nas ultimas décadas, novas areas cientificas t€ém surgido para ajudar a nutrigao
animal utilizando metodologias da biologia molecular como a expressao génica,
proteoma, metaboloma, e bioinformatica. A fusdo da expressdao génica (genoma) com a
nutri¢do foi inicialmente chamada de “nutrigenoma” [1], e rapidamente evoluiu para
sistemas biologicos [2] que incluem a integragdao dessas novas areas cientificas para
compreender o sistema bioldgico como um todo, incluindo a resposta do animal, mas
sempre dependendo de cada um de seus principais 6rgaos [3].

As proteinas sao moléculas complexas, constituidas de aminoacidos [4] e na sua
maioria requerem um cofator de metal, onde os ions metalicos podem controlar a
expressao da proteina em células [5]. Como no caso das metaloproteinas, enfatizando o
papel crucial de ions metalicos na estabilizacdo da estrutura da proteina, sendo alvo dos
esforcos de investigagdo extensiva [4]. Metaloproteinas podem ser chamadas de
metaloenzimas quando funcionam como catalisadores bioldgicos para regular as reacdes
e fungdes fisiologicas em células e 6rgaos. Desta forma, as metaloenzimas contém um
namero especifico de ions metéalicos para os sitios ativos especificos na proteina [6].

Os elementos tracos considerados essenciais para os animais terrestres sao
também exigidos pelos peixes; entretanto, apenas sete elementos (Ca, P, Mg, Fe, Zn, [ e
Se) tém sido mais estudados. Diferentemente dos demais animais, os peixes apresentam
a importante particularidade de ter fonte de suprimento dos minerais, tanto na dieta
como no meio em que vive [7]. Nesse contexto, o zinco ¢ amplamente distribuido em
tecidos vegetais e animais e ocorre em todas as células vivas. Esse mineral funciona
como um cofator e ¢ um constituinte de muitas enzimas, como lactato desidrogenase,
alcool desidrogenase, desidrogenase glutamico, fosfatase alcalina, anidrase carbonica,
carboxipeptidase, superoxido dismutase, retinene redutase, DNA e RNA polimerase.
Enzimas Zn dependentes estdo envolvidas no metabolismo de macronutrientes e
replicacao celular [8-13]. A interacdo do zinco com as proteinas exige a utilizagdo de
técnicas para separagdo dessas macromoléculas e posterior mapeamento do mineral
[14].

Para os estudos metaloprotedmicos, a eletroforese em segunda dimensao vem se

destacando como uma importante ferramenta na separagao das proteinas devido a sua
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alta resolucdo, além de favorecer que as mesmas sejam submetidas a outras técnicas,
como a Microfluorescéncia de Raios X Sincrotron (uSXRF) e Espectrometria de
Absorcao Atdmica, para identificacao e/ou quantificacdo dos metais ligados as proteinas
de interesse [12, 13].

De acordo com o exposto, buscou-se no presente estudo mapear e quantificar
zinco por GFAAS em spots proteicos obtidos apds separagdo das proteinas por 2D-
PAGE de amostras do tecido muscular de tildpia do Nilo alimentadas com dietas a base

de fonte organica e inorganica desse mineral.

2. Material e Métodos

Os estudos foram conduzidos inicialmente no Laboratoério de Nutrigdo de
Organismos Aquaticos — AquaNutri, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
para alimentacdo dos animais e, posteriormente, nos Laboratorios de Eletroforese e de
Quimica Analitica Aplicada, do Departamento de Quimica e Bioquimica, do Instituto de

Biociéncias, Campus de Botucatu.

2.1. Dietas Experimentais

Foram utilizadas dietas praticas balanceadas (Tabela 1) de acordo com a
literatura [15-18], com fontes organica, Bioplex da Altech, (zinco-metionina),
inorganica (sulfato de zinco monoidratado — ZnSO4.H,O) e controle (isento de
suplementagdo de zinco), fornecidas para trés grupos de animais com diferentes pesos
iniciais, constituindo os seguintes tratamentos:

- Grupo 1- Peixes com peso inicial médio de 24g

- T1C: alimentados zinco controle;

- T10: alimentados com zinco organico;

- T1I: alimentados com zinco inorganico;

- Grupo 2 — Peixes com peso inicial médio de 74g

- T2C: alimentados com zinco controle;

- T20: alimentados com zinco organico;

- T2I: alimentados com zinco inorganico



- Grupo 3 — Peixes com peso inicial médio de 85g
- T3C: alimentados com zinco controle;
- T30: alimentados com zinco organico;

- T3I: alimentados com zinco inorganico.

Tabela 1. Composi¢do das dietas experimentais.

Ingrediente Dieta (%)
Controle Orgéanica Inorgénica

Soja, farelo 37,62 37,66 37,64
Milho, glaten-60 10,00 10,00 10,00
Milho, grao 4421 43,92 44,07
Trigo, farelo 4,16 4,18 4,17
Soja, oleo 0,87 0,96 0,92
Fosfato bicalcico 2,06 2,06 2,06
Cloreto de sodio 0,10 0,10 0,10
DL-Metionina 0,26 0,26 0,26
L-Lisina HCL 99% 0,42 0,42 0,42
L-Treonina 98,5% 0,18 0,18 0,18
Antioxidante (BHT)** 0,02 0,02 0,02
Vitamina C 0,05 0,05 0,05
Premix min e vit* 0,05 0,05 0,05
Bioplex 0,00 0,14 0,00
Sulfato de Zinco Monoidratado 0,00 0,00 0,06

TOTAL 100,00 100,00 100,00

Composigdo quimica calculada
Controle Organica Inorgénica

Qtdd (%) 100,00 100,00 100,00

ED (kcal kg™) 3400,00  3400,00 3400,00
PD (%) 29,00 29,00 29,00
FB (%) 4,00 4,00 4,00
EE (%) 2,41 2,49 2,46
Ca (%) 0,66 0,66 0,66
Pdisp (%) 0,59 0,59 0,59
Lys (%) 1,60 1,60 1,60
Met (%) 0,70 0,70 0,70
Met+Cys (%) 1,07 1,07 1,07
Thr (%) 1,10 1,10 1,10
Trp (%) 0,30 0,30 0,30

Zn quantificado (mg kg™) 23,0 154,32 139,25
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*Suplemento vitaminico mineral (isento de Zn), niveis de garantia por kg da dieta: vitamina A, 16060 UI; vitamina D3, 4510 UI; vitamina E, 250 UI;

vitamina K, 30 mg; vitamina B, 32 mg; vitamina B2, 32 mg; vitamina B6, 48 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg, acido

folico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg; Na,SeO3, 0,7 mg; MnO, 50 mg; FeSos, 150 mg; CuSO4, 20 mg; CoSos, 0,5 mg; 12Ca, 1 mg. **antioxidante Butil

hidroxitolueno.
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2.2. Coleta das amostras

Apods 80 dias de experimento, os peixes foram eutanasiados com benzocaina
para a retirada do tecido muscular. Em seguida, para a obtencdo do pool de amostras
para cada tratamento, fez-se a maceragao das amostras com turrax para armazenamento
em frascos de polipropileno a -20°C em freezer.

Inicialmente, para os métodos de extracdo, precipitacdo, ressolubilizacao
proteica, focalizagdo isoelétrica e 2D-PAGE utilizou-se o protocolo j& otimizado com
amostras de tecido muscular de tilapia do Nilo, onde as amostras foram maceradas em
agua ultrapura com auxilio de almofariz e pistilo, centrifugadas a 13224.3 G, a 4°C
durante 5 minutos, em centrifuga refrigerada, e os extratos proteicos obtidos dessas
amostras foram transferidos para tubos do tipo Eppendorf® e utilizados posteriormente
para quantificacao dos teores proteicos e corridas eletroforéticas [19, 20].

Os extratos proteicos foram submetidos a solucao gelada de acetona 80% (v/v)
na propor¢do 1:4 (amostra:acetona) e armazenados por 2 horas a -20°C, para a
precipitacdo das proteinas.

Em seguida, o precipitado proteico obtido foi centrifugado a 7825 G em
centrifuga refrigerada (BioAgency) por 10 minutos para retirada do sobrenadante e
obtengdo da massa proteica (pellet) que foi ressolubilizada em hidroxido de sédio para

quantificagcdo de proteina.

2.3. Determinacao de proteina total

A concentragdo de proteinas totais nos extratos proteicos de musculo foi
determinada de acordo com o método do Biureto, empregando albumina de soro bovino
como padrao [21]. Foi construida uma curva analitica com concentragdes de 10 a 80 g
L a partir de solugio padrio estoque de albumina bovina 100 g L™. Para leitura das
amostras, os precipitados proteicos foram ressolubilizados em 100 uL de NaOH
0,50 mol L. Em cubetas de plastico foram adicionados 50 uL de padrio/amostra e 2,5
mL do reagente do Biureto. A mistura padrdao ou amostra com o reagente foi mantida a
32°C em banho maria (Marconi) durante 10 min. Apos o tempo de reacio, as leituras de

absorbancia foram medidas a 540 nm, usando espectrofotometro UV/Visivel.
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2.4. Separacoes eletroforéticas

Para as separagOes eletroforéticas, a massa proteica (pellet) foi ressolubilizada
em tampdo Tris-HCl a 1 mol L™ (pH 6,8), contendo ureia a 7 mol L™, tioureia a 2 mol
L, 3-[(3- cloroamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) a 2% (m/v),
anfolitos de pH 3 a 10 a 0,5% (v/v) e azul de bromofenol a 0,002%, além disso, 2,8 mg
de 1,4-ditiotreitol (DTT) foram adicionados a este tampao, esta mistura foi utilizada nas
separacoes eletroforéticas [22].

Para iniciar os processos das separagdes eletroforéticas aplicou-se 375ug da
massa proteica ressolubilizada em fitas de 13 cm que contém gel pré-fabricado com
anfolitos imobilizados de pH de 3 al0 e colocadas em um aparato com 6leo mineral em
temperatura ambiente, para serem hidratadas com o extrato proteico e apds 12 horas
foram levadas ao sistema de isofocalizacdo elétrica (IOF), para a separagdo das
proteinas em funcdo do pH. A programagdo de tensdo utilizada no processo de
separacao por IOF foi o seguinte: Estagio 1 = 500 V, com actimulo de 500 Vh; Estagio
2 =1000 V, com acimulo de 800 Vh; Estagio 3 = 10000 V, com acimulo de 11300 Vh;
Estagio 4 = 10000 V, com acimulo de 3000 Vh [22].

Antes de iniciar a corrida eletroforética em segunda dimensdo, as fitas foram
submetidas a solugdes de equilibrio em duas etapas utilizando-se mesa agitadora:

» na primeira etapa, de reducdo, foram utilizados 10 mL de solucdo contendo
ureia 6 mol L, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-
HCI1 50 mmol L™, azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 1% (m/v);

» na segunda etapa, de alquilagdo dos grupos tidis, foi utilizada uma solucio de
composi¢ao similar, porém, substituindo-se o DTT por iodoacetamida 2,5% (m/v).

Na segunda dimensdo do processo eletroforético (2D-PAGE), as fitas foram
colocadas sob os géis de poliacrilamida a 12,5%, preparados previamente em placas de
vidro de 180x160x1,5 mm, a partir das seguintes solucdes: Acrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano, Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS), N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED) e Persulfato de Amonio. Juntamente
com as fitas, aplicou-se em papel filtro 10 pL. de padrdo de massa molar contendo as
proteinas P-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
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kDa). Depois de vedado esse sistema com solugdo de agarose 0,5% (m/v), em tampao
adequado, iniciou-se a corrida eletroforética em segunda dimensdo com a seguinte
programacao: Tensdao — 90 V por 30 min; e em seguida, Tensao — 250 V por 2h30 [23].

Ap0s 3 horas de corrida, os géis foram submetidos a solu¢do fixadora contendo
acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v) por uma hora e finalmente corados durante
72 horas com corante Coomassie coloidal, que consiste em solug¢ao de sulfato de amdnio
8% (m/v), acido fosforico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v) e metanol
25% (V/v).

2.5. Mineralizacéo dos spots

Os spots proteicos obtidos nas corridas eletroforéticas foram recortados dos géis
de poliacrilamida e mineralizados utilizando-se o procedimento ja descrito na literatura
[24-29], com modifica¢des descritas a seguir: cinco spots proteicos (obtidos das réplicas
de trés corridas — em cada corrida obteve-se 4 géis) foram transferidos para baldes de
Kjeldahl de 25 mL (para efeito de simplificacdo denominaremos de baldes de digestao).
Para cada baldo de digestdo foram transferidas aliquotas de 3 mL de acido sulfurico
concentrado e 1 mL de perdxido de hidrogénio 30% (m/m). O conjunto de baldes de
digestdo foi colocado em banho de ultrassom da UNIQUE a temperatura de 40°C e 135
Watts de poténcia, até completa mineralizacdo das amostras (extrato transparente). Em
seguida, os extratos acidos obtidos foram transferidos para baldes volumétricos de 10

mL, completando-se os volumes com &gua ultrapura.

2.6. Mapeamento/Quantificacdo de Zn nos spots proteicos por espectrometria de

absorcao atémica

No mapeamento de Zn por Espectrometria de Absor¢cao Atomica em forno de
grafite (GFAAS) utilizou-se solu¢dao padrao Titrisol MERCK no preparo da curva de
calibragdo. As condigdes operacionais e utilizadas foram as descritas no manual do
fabricante do equipamento (COOKBOOK, SHIMADZU AA - 6800, 2000) e

otimizadas em trabalhos anteriores [30].
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2.7. Analise Estatistica

Os dados de concentragdo de proteina no extrato e concentragdo de zinco no
tecido muscular foram analisados no delineamento inteiramente casualizado, utilizando-
se analise de variancia e teste de Tukey, adotando o = 0,05 como nivel de significancia.

A homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Levene

2.8. Caracterizacao das proteinas por ESI MS/MS

As aliquotas das solu¢des contendo os peptideos foram analisadas para obtengao
dos espectros de massas utilizando Plataforma UPLC em espectrometro de massa com
fonte ionizagdo por ESI e analisador de massas hibrido Xevo G2 Q-TOF (Waters,
Milford, MA, EUA), acoplado com sistema nanoAcquity Ultra Performance LC
(Waters, Milford, MA, EUA). A identificacdo das proteinas foi feita por meio de busca

em banco de dados Uniprot (www.uniprot.org).

3. Resultados e Discussao

3.1. Determinagéo da concentragéo de Zn total nas dietas e nas amostras de tecido
muscular de tilapia do Nilo

A determinacdo da concentragcdo de zinco total nas amostras de tecido muscular
de cada tratamento esta presentada na Tabela 2, onde fez-se por espectrometria de
absorcao atomica em chama (FAAS), por meio da digestdo com acido nitrico e peroxido
de hidrogénio em forno de microondas, utilizando a metodologia descrita na literatura

[27].
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Tabela 2. Concentra¢do de zinco total no tecido muscular de tilapia considerando os

tratamentos utilizados no experimento.

Concentragao de Zn (mg kg™)

GRUPO/ FONTE ZnC ZnO Znl
G1 (249) 3,70 € +0,04 5,03 €+ 0,06 6,33 £ 0,08
G2 (749) 4,33+ 0,05 16,90 £ 0,21 15,90 440,17
G3 (850) 4,82 “*+ 0,06 19,00 **+ 0,21 12,40 B+ 0,15

Letras mintisculas distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0,05)
Letras maitsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0,05)

Coeficinte de variagao: 1,34%

Comparando as fontes da Tabela 2 dentro de cada grupo observa-se que ha
diferenca significativa para os trés grupos, ou seja, no G1 tem-se a maior média para a
fonte inorganica (6,33 mg kg') e a menor para o zinco controle (3,70 mg kg™); no G2 ¢
G3, as maiores médias encontram-se na fonte organica, 16,90 mg kg™ ¢ 19,00 mg kg™ e
as menores para o zinco controle, 4,33 mg kg e 4,82 mg kg™, respectivamente. As
menores concentracdes encontradas para ZnC se deve pela fracdo presente ter sido
proveniente dos ingredientes que compunham a dieta, dificultando a absorc¢ao intestinal,
uma vez que o zinco provavelmente se encontra complexado ao acido fitico [31]. E as
maiores para ZnO podendo ser indicativo de que houve maior incorporacdo de zinco no
tecido muscular nos peixes alimentados com fonte organica, diferentemente dos
alimentados com zinco inorganico. Trabalhos desenvolvidos utilizando diferentes fontes
de zinco também para Tilapia do Nilo, demonstraram que a fonte inorginica permitiu
uma maior digestibilidade do zinco. No entanto, esses trabalhos ndo fizeram a
determinacdo da concentracao de zinco incorporado ao tecido muscular [32]. Os tecidos
muscular e 6sseo sdo as principais reservas de zinco, liberando possiveis excedentes em
condi¢des de deficiéncia [33].

Porém ao analisar os grupos dentro de cada fonte, tem-se que para o ZnC e ZnO
as maiores médias foram para o grupo G3 com 4,82 mg kg' e 19,0 mg kg, e as
menores para o G1 com 3,70 mg kg1 e 5,03 mg kg™, respectivamente. Diferentemente
do Znl que obteve a maior média para o G2 (15,90 mg kg™') e a menor também para o
G1 (6,33 mg kg™).

Portanto quando avaliados peixes com os mesmos grupos, verificaram-se

maiores concentragdes de zinco no tecido para aqueles alimentados com fonte organica.
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E ao avaliar os grupos dentro de cada fonte, observa-se que as maiores concentragdes
foram para animais de 85g alimentados com ZnC e ZnO e 74g quando alimentados com
ZI. Contudo a agdo positiva do zinco esta relacionado ao aproveitamento do zinco
dietético pela microflora bacteriana simbiotica intestinal [34, 35], logo, com o aumento
do zinco disponivel na microflora intestinal, essa se multiplica, promovendo a agdo
positiva sobre a morfologia ¢ o funcionamento do epitélio absortivo duodenal,
aumentando a espessura da mucosa intestinal e consequentemente a area absortiva [36].
Portanto como a fonte organica proporcionou maior concentracao de zinco no tecido,

significa que de fato houve maior absorcao do zinco pela dieta no intestino.

3.2. Determinacdo da concentracdo de proteinas totais nos extratos dos pellets
proteicos

Para determinar a melhor massa proteica a ser aplicada nas fitas isoelétricas
garantindo assim uma boa resolu¢do e separagdo dos spots nos géis, avaliou-se o teor
proteico total nos extratos dos pellets de tecido muscular de tilapia do Nilo de todos os
tratamentos, utilizando-se o método de Biureto, que se baseia na reagdo cobre(Il)
complexado com ions tartarato e os grupos peptidicos das proteinas em meio alcalino,
formando um complexo quadrado planar que absorve com poucas interferéncias em 540
nm [37-38]. A curva analitica, com valores de 10 a 80 g L™, obtida a partir de solugdo
padrdo estoque de albumina bovina e utilizada para as determinagdes de proteina total
nas amostras de tecido muscular ¢ apresentada na Figura 1 e os resultados obtidos na

Tabela 3.



57

05
0.4
03
02

01

00
0 10 20 30 40 50 B0 70 80 30 100

a/l

Curve parameters: y = 4,370192E-03 » + 1,427342E-02
Residual error: 0,0123  Correlation coefficient: 0,93716

Figura 1. Curva analitica utilizada na determinagdo de proteina total nos extratos dos

pellets proteicos.

Tabela 3. Concentragao de proteina total obtida nos pellets de cada tratamento.

Concentracéo de Proteina (g L™)

GRUPO/ FONTE ZnC ZnO Znl
G1 (249) 31,867 £ 0,95 30,533 %+ 0,80 28,833 "+ 2,79
G2 (749) 3563328+ 125  54,633*4+2,55 51,133 **+2,05
G3 (859) 37,867 **+ 1,19 39,567 *®+ 1,62 39,733 B+ 1,87

Letras minasculas distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0,05)
Letras maiusculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0,05)

Coeficinte de variagdo: 4,64%

Na tabela 3 pode-se observar que ao analisar as fontes dentro de cada grupo,
tem-se que para os grupos G1 e G3 ndo houve diferenca significativa; houve apenas
para G2 onde as maiores concentragdes de proteinas foram para os peixes alimentados
com ZnO e Znl (54,633 gL', 51,133 g L") e a menor para ZnC (35,633 gL ™).

E ao comparar os grupos dentro de cada fonte, observa-se que houve diferenca
significativa para as trés fontes, sendo que as maiores concentracdes foram 37,867 g L'l,
54,633 g L' e 51,133 g L', para ZnC, ZnO e Znl, respectivamente. As concentragdes
54,6 gL' e 51,1 g L do grupo 2, foram superiores aos demais, porém similares entre

si, uma vez que ambos correspondem aos animais do mesmo grupo.
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Com base nos resultados das concentragdes de proteinas totais presentes nos

extratos dos pellets proteicos das amostras dos nove tratamentos, conseguiu-se calcular

o volume de amostra a ser aplicado nas fitas para uma massa de 375 pg de proteina em

se tratando de fita de 13 cm [39].

3.3. Otimizacao das separac0es eletroforéticas

As corridas eletroforéticas de cada tratamento foram feitas com seis repetigoes

considerando os nove tratamentos das amostras, onde se fez a correlagdo entre as

mesmas, bem como a contagem dos spots proteicos. A Figura 2 apresenta um exemplo

de gel obtido na corrida 2D-PAGE para cada tratamento. Os resultados das andlises de

correlagdo entre as repeticoes dos géis e a contagem dos spots sdo apresentados na

Tabela 4.
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Figura 2. Exemplos dos géis de poliacrilamida a 12,5% do musculo de tilapia do Nilo

obtidos nos tratamentos.

Tabela 4. Analise de correlagdo entre as repeti¢oes dos géis de poliacrilamida a 12,5%

do musculo de tilapia do Nilo obtidos nos tratamentos.

Gel N° médio de spots Correlacdo média entre os géis
TIC 331£26 78+6%
T10 373428 63+4%
T1I 305+24 6715%
T3C 232418 62+4%
T30 346127 74+6%
T31 318+25 73+5%
T2C 287121 75+6%
T20 292422 77+£6%
T21 204+15 72+5%

Conforme mostra a Figura 2 (T1C-T3I), os géis de tecido muscular de tilapia do
Nilo dos tratamentos apresentaram uma grande diversidade de spots proteicos e boa
resolucao na regido com pl entre 3 e 6 com massa molar de 14-45 kDa e de 66-97 kDa,
demonstrando que a separagdo das proteinas foi eficiente, exceto na regido com pl entre
6 e 10 e massa molar de 45-66 kDa onde se verificou grande concentragao de spots, os
quais nao tiveram uma boa separacdo. Contudo, na regido onde ocorreu um bom

fracionamento das proteinas (pl entre 3 e 6), observou-se que a maioria dos spots
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aparecem em todos os tratamentos, exceto na regido entre 20-30 kDa, onde nos
tratamentos inorganicos ndo apareceram.

As analises de correlacdo entre os géis obtidos demonstraram que, em média, 78
a 62% dos spots proteicos estdo presentes entre as repetigoes dos géis das amostras de
tecido muscular. Além disso, o nimero médio de spots encontrados nos géis
apresentaram desvio padrdo relativamente menor que 10%, o que ¢ considerado muito

bom no fracionamento de proteinas por 2D-PAGE [39, 40].

3.4. Deteccao e selecao dos spots

Os parametros utilizados para a obtencdo das imagens influenciam diretamente
na qualidade da mesma. Resolugdes inferiores a utilizada levam a perda de informacgdes
neste estudo (definicdo de imagem) e ndo sao recomendadas. Ampliacdo (zoom) menor
que o utilizado leva a inabilidade de se resolver a imagem, e quando superior ao
utilizado apenas aumenta o tamanho do arquivo e ndo traz informagdes relevantes. O
parametro depth, deve ser pelo menos 12 bits, porque pode-se obter imagens com mais
detalhes do gel [23].

Embora o ajuste feito melhore a visualizagdo da imagem para o analista, nao
afeta a latente dos dados. O que mais influencia a qualidade dos dados ¢ a adequada
edicao manual. O smooth, que fixa o nlimero de vezes que o programa ira homogeneizar
a regido selecionada antes de seguir a detec¢do, deve ser otimizado de forma a detectar
spots reais. A saliency, que ¢ uma medida baseada na curvatura do spot e que serve
como um filtro para o algoritmo do programa selecionar os spots reais, deve ser ajustada
para que os spots reais apresentem saliéncia maior que a do fundo. A min area
(minimizagdo da area), que € utilizado para eliminar regides menores que a indicada,
possibilita também, que particulas do gel com pixels muito escuros sejam eliminadas.

Portanto, o ajuste adequado destes parametros resulta em um processo de
detecgdo eficiente. Por esse motivo, a edicdo manual dos spots do gel ¢ indispensavel
para se fazer a selecdo dos mesmos. A edicdo manual visa eliminar spots falso
positivos, inserir spots falso negativos e efetuar correcdes quanto a delimitacdo das
regides dos spots, as quais devem ser aproximadamente circulares ou elipticas [40].

Pode-se compreender melhor este processo ao observar a Figura 3, gerada a partir do
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tratamento da imagem com spots selecionados a ferramenta para visualizagdao em 3D de

pequenas regides do gel.

(A)

Figura 3. (A) Tratamento da imagem do gel de poliacrilamida; (B) Visualizagao de dois

spots selecionados em 3D.

3.5. Concentracéo de zinco nos spots proteicos

As concentragdes de zinco nos spots obtidos nas corridas por 2D-PAGE dos
extratos dos pellets proteicos foram determinadas utilizando-se o método por GFAAS
[41]. Essas determinagdes indicaram a presenga de zinco em varios spots proteicos. A
Tabela 5 apresenta os resultados obtidos nessas determinagdes e a figura 4 ilustra os

spots identificados no gel.
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Tabela 5. Concentrag¢ao do zinco nos spots para os tratamentos

TiC T10 T1I1 T3C T30 T31 T2C T20 T21
Spot (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
1 6,10 - - 4,20 497,60 23,90 92,60 22,60 -
1B - 0.48 52,90 - 228,30 - - 11,90 -
3 20,80 - 87,00 - 161,40 - 8,30 10,50 -
4A - - - - 417,50 - - - -
5 - - - 13,60 337,20 164,20 - 17,80 -
6 8,70 - 129,00 - 185,60 - 67.95 11,35 -
6C 41,25 14,75 50,30 - 182,30 19,90 10,20 17,30 -
7 - 61,65 0% 14,80 - 2,15 - 29,75 -
8A - 30,50 50,40 - - 9,20 26,00 - -
9A - 46,25 69.95 - - 42,40 - 3,40 -
10 - 9,80 - - 346,00 - - 54,60 -
11 - 1,00 - - 274,30 - - 24,00 116,20
1A - 45,40 51,80 - 185,75 1,65 26,75 22,00 77,95
12 - 37,60 - - - - - 144,90 -
12A - 15,00 62,00 - 164,80 19,40 - 91,20 -
13 - 20,70 - - 355,95 - - - .
13A - 152,20 - - - - - - --
15 - 29,00 - - 177,30 - - 34,70 -
17 - 6.45 - - - - - 41,20 -
18 - 20,60 - - 191,20 - - 76,90 -
20 - 55,90 55,50 - 126,10 5,30 - 9,00 -
21 - 56,50 112,40 - - - - 10,50 50,30
22 - 37,20 - - - - - 44,50 -
23 95,00 10,85 - - 84,70 - - 16,20 -
24A - 53,60 - - - - - 31,50 -
25 - 39.40 80,80 16,70 - - - 30,00 3,30
26 5,10 - 170,80 - - - - 38,90 343,50
26A - 26,80 - - - - - 22,20 -
27 - - - - - - - 79,80 -
28 32,15 10,10 - - - - - 76,80 .
30 12,40 22,40 73,75 - - 14,10 - 113,75 -
31 12,29 28,30 66,60 - - 15,00 - 41,35 47,00
32 - - 118,55 - - 30,10 - 93,35 77,80
33 74,75 - 107,05 - 11,00 - - 64,30 31,70
39 - - 70,60 - - - - 92,60 43,50
40 2,50 - 51,55 - - - - - 47,80
40A - 1,15 - - - - - 29,70 -
41 - - 67.50 - - - - 46,60 4,40
43 - - - - - - - - -

(--) — menor que o limite de quantificagdo (<lq)

T1C — Peixes de 24 g alimentados com zinco controle (isento de zinco); T10 — Peixes de 24 g alimentados com zinco organico (bioplex); T 11 — Peixes
de 24 g alimentados com zinco inorganico (sulfato de zinco); T43C— Peixes de 85 g alimentados com zinco controle (isento de zinco); T30 — Peixes de
85 g alimentados com zinco organico (bioplex); T3I — Peixes de 85 g alimentados com zinco inorganico (sulfato de zinco); T2C — Peixes de 74 g
alimentados com zinco controle (isento de zinco); T20 — Peixes de 74 g alimentados com zinco organico (bioplex); T2I — Peixes de 74 g alimentados
com zinco inorganico (sulfato de zinco).
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Figura 4. Spots proteicos do tecido muscular de tilapia do Nilo onde o zinco foi

1dentificado.

As concentracdes de zinco foram de 0,48 a 152,20 ppb (T10); 50,30 a 170,80
ppb (T1I); 11,01 a 497,60 ppb (T30); 2,15 a 164,20 ppb (T31); 3,40 a 144,90 ppb (T20)
e 3,30 a 343,50 ppb (T2I). E o numero de spots que apresentaram Zn foram 26, 19, 17,
13, 33 e 11, para os tratamentos 10, 11, 30, 31, 20 e 2I, respectivamente.

Observa-se que sdo poucos os spots que coincidem a presenca do Zn em todos
os tratamentos, exceto para o spot 11A onde a maior concentracao foi para o T30 com
185,80 ppb e a menor para o T3I com 1,60 ppb, independente do grupo. Porém, para os
peixes de 24 g e 75 g, as maiores concentracdes foram para aqueles alimentados com
zinco inorganico, exceto em cinco spots (25, 32, 33, 39 e 41), o que pode sugerir que o
zinco da fonte inorganica, que esta na forma de Zn®", pode ter mais afinidade pelos
sitios de coordenagao das proteinas presentes nos spots proteicos.

Entre os spots com Zn tanto para T10 quanto T1I (1B; 6C; 8A; 9A; 11A; 12A;
21; 25; 30 e 31), verificou-se as maiores concentragdes para o T1I, ou seja, peixes de 24

g alimentados com fonte inorganica obtiveram maiores concentragdes de Zn nos spots
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proteicos. Comparando os spots 5; 6C; 11A; 12A e 20 entre os tratamentos T30 e T3I
verificou-se maiores concentracdes nos spots proteicos para o T30, que corresponde aos
peixes de 85 g alimentados com zinco organico. Diferentemente desses resultados,
quando os spots em comum de T20 e T2I foram analisados (11; 11A; 21; 25; 26; 31;
32; 33; 39 e 41), observou-se que cinco das maiores concentragdes determinadas foram
para T20, nos spots 25; 32; 33; 39 e 41 e as outras cinco para T2I, nos spots 11; 11A;
21; 26 e 31. Portanto, para os peixes com 74 g, as maiores determinagdes de zinco
foram obtidas tanto para os alimentados com fonte organica, quanto para fonte
inorganica.

Confrontando os trés grupos para cada fonte de zinco oferecida, resumiu-se os
dados nas tabelas 6 e 7, onde estdo ilustrados nas Figuras 5, e 6 para melhor

visualizagdo das diferentes concentragdes.

Tabela 6. Concentragdo de zinco nos spots proteicos separados de acordo com as

fontes.
Spot T1c_1 T2C T3c_1
(mg kg™) (mg kg-) (mg kg™)
1 0,003 0,0542 0,0016
T10 T20 T30
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
1B 0,0003 0,0085 0,219
6C 0,157 0,178 4,259
11 0,017 0,221 5315
11A 1,253 0,266 4,360
12A 0,214 0,81 2,710
15 0,427 0,464 3,358
18 0,786 0,698 9,755
20 0,514 0,168 3,408
23 0,184 0,219 1,206
T11 T21 T31
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
11A 1,087 1,422 0,054
31 3,331 1,373 1,100
32 2,370 0,518 0,529

Analisando a concentragdo de zinco para cada fonte fornecida, verifica-se que

para a fonte de zinco organica (T10, T30 e T20), as concentragdes nos spots do T30
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foram bem superiores, variando de 0,219 a 9,755 mg kg™. J4 para os T10 e T20, as
concentragdes variaram de 0,0003 a 1,253 mg kg'1 e 0,0085 a 0,698 mg kg'l,
respectivamente. Portanto, tem-se que T30 > T20 > T10 na concentragdo de zinco dos
spots, o que confere com a concentracao de zinco total no musculo, conforme discutido
no item 3.1, exceto para os spots 11A, 18 e 20. Pode-se dizer que a concentracao do
zinco, tanto nos spots quanto no tecido, ¢ diretamente proporcional a fase de
crescimento em que o animal se encontra, em se tratando daqueles alimentados com
fonte de Zn organica. Diferentemente para a fonte inorganica (T11I, T2I e T3I), onde as
maiores concentragdes foram para G1 nos spots 31 e 32 com 3,331, e 2,370 mg kg'1
exceto para o spot 11A e as menores para G3 com 0,054 mg kg'1 , 0,529 mg kg'1 e 1,10
mg kg™, Tem-se portanto que T1I > T2I > T3I na concentragdo de zinco dos spots, 0

que confere parcialmente com a concentragdo de zinco no musculo, discutido na tabela

2.
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Tabela 7. Concentragdo de zinco nos spots proteicos separados de acordo com os

grupos.

Spot T1C (mgkg?) T10O (mg kg™ T1I (mg kg?)

6C 0,528 0,085 0,661

30 0,213 0,362 2,290

31 0,357 0,975 2,775
T2C (mg kg?) T20 (mg kg™ T21 (mg kg

11A 0,514 0,314 1,343
T3C (mgkg?) T30 (mg kg?) T3I (mg kg

1 0,0016 0,210 0,04

5 0,272 11,24 5,401

Na tabela 7 observa-se que para os grupos 1 e 2, as maiores concentracdes de
zinco nos spots proteicos foram para os animais alimentados com Znl: 0,661 mg kg™,
2,290 mg kg™ e 2,775 mg kg nos spots 6C, 30 e 31, respectivamente para o G1 e 1,343
mg kg™ no spot 11A para o G2. E para o G3, as maiores concentragdes foram para os
alimentados com ZnO, sendo 0,210 mg kg™ ¢ 11,24 mg kg™ nos spots 1 e 5. Ou seja,
animais de 24 e 74g alimentados com Znl possuem maiores concentragdes de zinco nos
spots proteicos, diferentemente dos com 85g que as maiores concentracdes estdo
naqueles alimentados com ZnO. Concordando com os resultados das concentracdes de

zinco no tecido muscular discutido na tabela 2, exceto para o grupo 2.
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Figura 6. Concentracdo de Zn nos spots proteicos destacados dos animais

alimentados com ZnC, ZnO e Znl.
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3.6. Caracterizacdo das proteinas

ApoOs as etapas de fracionamento das proteinas por 2D-PAGE, analise das
imagens dos geéis e avaliagdo quantitativa do zinco nos tecidos musculares dos
tratamentos € nos spots proteicos, estes foram caracterizados através da espectrometria
de massa. Assim, a partir das condigdes experimentais descritas no item 2.8, os spots
caracterizados apresentados na tabela 8 sdo aqueles referentes aos spots das tabelas 6 ¢
7. Desses 15 spots nos quais foi identificada a presenca de zinco, apenas 3 nao puderam
ser caracterizados. Alguns dos spots referentes a tabela 5 estao apresentados em anexo.

Na andlise de caracterizagdo de spots proteicos, foi encontrada mais de uma
proteina na busca no banco de dados, o que pode ocorrer com base em trabalhos da
literatura [37]. No entanto, foi considerando o maior Score e/ou cobertura e,
principalmente os dados de massa molar e pl obtidos por 2D-PAGE (experimental) em
relagdo a massa molar tedrica obtidas no banco de dados Uniprot (www.uniprot.org). A
Tabela 8 apresenta os dados de caracteriza¢do obtidos na andlise por ESI MS/MS como
a provavel proteina identificada com base nas condi¢des descritas acima. Em relagdo as
proteinas nao identificadas em 2 spots proteicos, no caso, se deveu ao fato de se

encontrar mais de uma possibilidade possivel para a sequéncia de peptideos.
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Hemoglobin subunit alpha-B

Envolvida no transporte de oxigénio a partir das branquias para os varios tecidos
periféricos no caso de peixes [38], porém como o oxigénio € pouco solivel em solucdes
aquosas € ndo conseguiria ser transportado aos tecidos em quantidades suficientes se
fosse simplesmente dissolvido no sangue. Para isso, os organismos exploram as
propriedades dos metais, principalmente o ferro, incorporado em um grupo prostético
ligado a proteina, chamado de heme. Este consiste em uma estrutura organica complexa
em anel, a protoporfirina, (precursor da parte da hemoglobina) a qual se liga um tnico
atomo de ferro no seu estado ferroso (Fe’"). Este fon pode fazer seis ligacdes
coordenadas, no caso do complexo heme, quatro 4tomos de nitrogénio, que sao parte do
sistema achatado do anel da porfirina e duas ligagdes perpendiculares sdo feitas com um
atomo de oxigénio e com uma globina fora do grupo heme. Os atomos de nitrogénio
coordenados (que possuem um carater doador de elétrons) ajudam a impedir a
conversdo do ferro do grupo heme ao estado férrico (Fe*") [39].

O Heme ¢ formado no eritrdcito em maturagdo pela incorporacdo de um ion
ferroso a protoporfirina IX por meio de uma reagdo catalizada pela ferroquelatase.
Normalmente a Zn-PP ¢ formada em pequenas quantidades durante a sintese do Heme.
Ela se liga a globina no local do Heme circulando na célula madura na qualidade de
metaloporfirina ndo-funcionante. Se houver suficiente Ferro disponivel no substrato, o
ion Zinco ¢ substituido na reacdo com protoporfirina IX. O Zn-PP formado nesse
processo de quelagdo ¢ estavel e permanece no eritrécito circulante. O nivel de Zn-PP
intracelular ¢, pois, um indicador funcional da disponibilidade de Ferro durante a
maturagao eritrocitica [40].

Além do zinco se ligar a globina no lugar do ferro, embora ndo funcionante, mas
como qualquer outra metaloproteina, as hemoglobinas apresentam em suas sequéncias
peptidicas cadeias terminais com atomos de nitrogénio que podem formar ligacdes nao
especificas com outros ions metélicos divalentes, como o zinco, e caracterizando nesse

caso, uma proteina do tipo metal-binding [38,41].

Os spots 20 e 30 foram caracterizados como sendo uma Hemoglobin subunit
beta-A/B, proteina relacionada ao transporte com zinco identificado em sua estrutura,
possivelmente pela baixa concentracdo de Fe presente no meio, favorecendo a ligagao

do zinco. Em estudos observaram que as concentragdes de ferro corporal de tilapia do
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Nilo apresentaram correlagdo negativa com a suplementacdo de zinco [42].

Possivelmente essa proteina pode ser uma canditada a biomarcador de zinco

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a

As ubiquitinas sdo polipeptideos envolvidos no controle do ciclo celular, na
replicagdo do DNA e na resposta ao estresse através da rota proteolitica dependente da
ubiquitina [43]. A proteina ribossomal S27a ¢ componente da subunidade 40S do
ribossomo e tem como fungdo molecular se ligar a ions metalicos como zinco, além de
ser parte constituinte do ribossomo, pois apresenta dominios com grupos especificos
para ligagdo de zinco (zinc-finger metal binding domains) [44].

Essa proteina relacionada com a estrutura e organizacdo estrutural foi
caracterizada no spot 6C onde o zinco foi identificado a incorporagdo do mesmo em sua

estrutura, podendo ser considerado um possivel biomarcador de zinco.

Alpha-endosulfine

Alfa Endosulfine (Ensa) pertence a familia endosulfine. E uma fosfoproteina
regulada por cAMP altamente conservada (ARPP) familia, sendo amplamente expresso
em niveis elevados no musculo esquelético e no cérebro e os niveis mais baixos no
pancreas. Como um inibidor de proteina fosfatase, Ensa inibe especificamente a
proteina fosfatase 2A (PP2A), durante a mitose. Quando fosforilada em Ser-67 durante
a mitose, interage especificamente com PPP2R2D (PR55-delta) e inibe a sua atividade,
levando a inativacdo de PP2A, condicao essencial para manter-B1-CDKI1 ciclina com
alta atividade durante a fase M por similaridade. Ensa também atua como um
estimulador da secrecdo de insulina por interagir com o receptor de sulfonilureia
(ABCCB), impedindo assim a sulfonilureia de se ligar ao seu receptor e reduzindo K
(ATP) as correntes de canal [45].

Propuseram que endosulfine ¢ um regulador enddgeno do canal de K (ATP) ,
que tem um papel chave no controle da libertagdo de insulina [46-47].

Essa proteina caracterizada no spot 31 ndo apresenta o zinco como parte de sua
estrutura ou fungdo, no entanto foi identificado o ion como parte da estrutura dessa
proteina. Apesar dessa proteina ndo apresentar sitios de coordenacao especificos para o

zinco (no caso, grupos tidis e/ou sulfidrilas, bases moles), pode-se inferir que o zinco
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pode estar ligado a algum nitrogénio terminal, que por se tratar de uma base
intermediaria, pode ter afinidade por ions Zn®" caracterizando proteina do tipo metal

binding [48,49]

Parvalbumin beta

Apresenta as isoformas parvalbumin-2, parvalbumin alfa e parvalbumin beta,
todas as trés isoformas normalmente se ligam a ions calcio. Essa proteina esta
diretamente envolvida em processos de relaxamento muscular apos ocorréncia de
contragao. Essa proteina ¢ basicamente formada por sequéncias peptidicas que contém
serina e alanina — aminoacidos que apresentam estruturas com grupos carboxilicos,
amino e hidroxila, suscetiveis a complexacdo de ions metalicos divalentes,
principalmente calcio e magnésio [50].

Essa proteina foi caracterizada nos spot 1, onde o zinco foi identificado, porém a
literatura até o momento ndo apresenta nenhum trabalho que discute a possibilidade da
ligagdo de zinco na parvalbumin ou em suas isoformas. No entanto, por essa proteina
apresentar sitios de ligacdes de metais divalentes disponiveis, podem formar ligagdes
com fons Zn”" [49,50]. Dessa forma, pode-se inferir que o zinco pode ter se incorporado
as isoformas da parvalbumin por ligagdes ndo especificas formando uma proteina

metal-binding, ndo sendo configurado como um cofator metalico [49].

Adenylate kinase isoenzyme 1

Relacionada a homeostasia energética, a adenilatoquinase (AK) catalisa a
transferéncia reversivel de fosfatos entre ATP ¢ AMP, conforme a rea¢ao: 2ADP «»
ATP + AMP [51].

As moléculas envolvidas na reagdo da AK também influenciam na sinalizagao
metabdlica celular, principalmente o AMP que sinaliza producdo de ATP pela via
glicolitica [52]. No tecido muscular a AK ¢ responsavel pela rede de
fosforiltransferéncia, ou seja, ela atua na transferéncia de grupamento fosforil do ATP
da mitocondria para o citosol, garantindo um fluxo de energia para os locais de
demanda energética, uma vez que o ATP parece ser pouco difundido pela célula apos

sua produc¢do, necessitando de um translocador macroanidnico [53].



73

Cada isoforma possui distribuicdo tecido-especifica e localizagdo subcelular
[52,54], sendo seis isoenzimas para a adenilatoquinase (AK 1 a AK®6), atuando na
manutencao das concentragoes de ATP, ADP e AMP, sendo no caso a AK 1, encontrada
no citosol.

Em resumo, AK assim distribuida nos microambientes celulares auxilia na
manutencao das concentragoes de ATP, ADP e AMP.

Essa proteina esta diretamente relacionada com o tecido muscular dependendo
da regeneragdo dos niveis de ATP a partir de moléculas de ADP e da oxidagao
metabdlica dos principais nutrientes celulares

Essa proteina foi caracterizada nos spots 10, 11 e 11A, onde o zinco foi
identificado na sua estrutura, apesar dessa proteina ndo apresentar sitios de coordenagao
especificos para o zinco (no caso, grupos tidis e/ou sulfidrilas, bases moles), pode-se
inferir que o zinco possa estar ligado a algum nitrogénio terminal, que por se tratar de
uma base intermedidria, pode ter afinidade por ions Zn”" caracterizando proteina do tipo

metal binding [49, 55].

Triosephosphate isomerase

Triose Fosfato Isomerase (EC 5.3.1.1) ¢ uma enzima, pertencente a classe das
isomerases e sub-classe das oxidoredutases intramoleculares [56]. A TPI apresenta-se
em sua forma ativa como homodimero, sendo responsavel pela conversao reversivel de
diidroxiacetona fosfato em gliceraldeido 3-fosfato. Esta reagdo esta relacionada com
importantes vias metabdlicas, como glicolise, gliconeogénese e sintese de acidos
graxos, responsaveis principalmente pela produgao de energia [56-57].

A presenca de alguns residuos de aminoacidos altamente conservados na
seqiiéncia de TPI tem sido util na caracterizagdo de novas sequéncias depositadas em
bancos de dados. Trés principais residuos, Lys13, His95 e Glul67, sdo responsaveis
pela formacdo da regido catalitica da molécula [58];[59]. Os residuos conservados
Argl91 e Asp227, sdo descritos como essenciais na formacdo e estabilizagdo da
estrutura dimérica [60].

O spot 12A foi caracterizado como sendo essa proteina, onde o zinco foi

identificado em sua estrutura, possivelmente por formar compostos de coordenacao com
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as cadeias laterais dos aminoacidos, como a histidina ou glutamato, atuando como

cofactor co-catalitico atuando diretamente no mecanismo de catalise [61].

Tropomyosin alpha 1 chain

A tropomiosina ¢ uma molécula longa e fina, formada por duas cadeias
polipeptidicas com arranjo em dupla hélice, em orientacdo paralela, localizada ao longo
do sulco entre os filamentos de actina F. Duas isoformas sdao encontradas, a
tropomiosina o com variagdo rapida e lenta, e a tropomiosina . A troponina ¢ um
complexo protéico formado por trés subunidades no musculo esquelético (TnC, Tnl e
TnT), com fungdes especificas, sendo que a troponina C (TnC), ¢ a subunidade em que
o calcio se liga, sendo essencial para a ligacdo com a miosina, possui duas isoformas
TnC rapida, com quatro ligacdes para o calcio, a TnC lenta, com uma liga¢do para o
calcio. A troponina I (Tnl) que inibe a agdo da actina e a atividade da ATPase, no
musculo esquelético temos duas isoformas a Tnl rdpida e a lenta. A troponina T (TnT)
faz a ligacdo com a tropomiosina, também tendo duas isoformas presentes no musculo
esquelético, a TnT rapida e lenta. Temos ainda a tropomodulina, proteina que mantém
os filamentos de actina em seu comprimento, ndo havendo evidéncias de isoformas. O
filamento grosso representado pela miosina, e pelas proteinas (proteina C, proteina H,
proteina M e miomesina) que se encontram ligadas a essas, servindo de apoio e
contribuindo para a integridade do sarcomero.

Essa proteina relacionada a estrutura ou organizacdo de filamentos de actina no
citoesqueleto caracterizada no spot 18. A literatura nao relata a presenga do zinco como
grupo prostético dessa proteina, porém o ion foi identificado na sua estrutura
possivelmente porque minerais com similaridades quimicas podem competir pelo
transporte protéico, facilitando ou impedindo a absor¢cdo destes [62], ou seja, o zinco

pode ter se ligado a troponina mesmo sendo um sitio ativo para célcio.

ATP synthase subunit beta mitochondrial

A ATP synthase mitochondrial (EC 3.6.3.14) é uma ATPase composta por dois
dominios estruturais do tipo F (Fo e F1). Fo ¢ um complexo integral localizado na
membrana interna da mitocondria, responsavel pela translocacdo de prétons. Ja F1 ¢

extramembranar, formados por 9 subunidades, sendo que cada subunidade apresenta 3
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dominios (N-terminal, de ligagdo a nucleotideo e C-terminal), possuindo mudangas
conformacionais extremamente necessarias para a sintese de ATP, uma vez que as
unidades a e B giram, catalisando assim a formagao de ATP. Portanto, uma unidade
inicia com a conformacao B-ADP que tem afinidade pelo ADP+Pi que ao se ligarem
muda a conformagdo para 3-ATP, o qual estabiliza o ATP promovendo o equilibrio do
ADP+Pi com o ATP na superficie da enzima. Posteriormente, muda para a conformacao
B-vazia que possui baixa afinidade ao ATP, deixando a superficie da mesma.

Essa proteina relacionada ao metabolismo energético foi caracterizada no spot
23, onde embora na literatura ndo conste a presenga ou participacdo do zinco na sua
estrutura, esse elemento foi identificado, apesar dessa proteina ndo apresentar sitios de
coordenagdo especificos para o zinco (no caso, grupos tidis e/ou sulfidrilas, bases
moles), pode-se inferir que o zinco pode estar ligado a algum nitrogénio terminal, que
por se tratar de uma base intermediaria, pode ter afinidade por ions Zn®" caracterizando

proteina do tipo metal binding.

Guanidinoacetate N-methyltransferase

Os compostos guanidinicos (CG) sdo substancias que apresentam um grupo
guanidino em sua estrutura, exercendo importante papel biologico, incluindo a
participacdo da arginina na sintese de uréia e da creatina na contragdo muscular. O 4cido
guanidino acético ou guanidino acetato ¢ um CG sintetizado a partir de arginina e
glicina através da enzima arginina-glicina amidino transferase (AGAT). Esta catalisa a
primeira reacdo que transfere o grupo amidino para a glicina, formando guanidino
acetato [63]. A guanidino acetato metiltransferase (GAMT) catalisa o segundo passo da
biossintese de creatina, transformando o guanidino acetato em creatina, principalmente
no figado e pancreas. Porém esses Orgdos contém baixos niveis de creatina quinase,
sendo estas substancias transportadas para tecidos com alta demanda de energia e que
apresentam niveis de creatina quinase significativos, como o musculo esquelético [64].

O zinco foi identificado no spot 15 caracterizado como sendo esta proteina onde
a literatura ndo cita a participacdo do mesmo em sua fun¢do ou estrutura, no entanto o
elemento foi identificado nas determinagdes por GFAAS. Apesar dessa proteina nao
possuir sitios de coordenagdo especificos para o zinco (no caso, grupos tidis e/ou

sulfidrilas, bases moles), pode-se inferir que o zinco possa estar ligado a algum
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nitrogénio terminal, que por se tratar de uma base intermedidria, pode ter afinidade por

jons Zn’" caracterizando proteina do tipo metal binding [41;48].

Ubiquitin 60S ribosomal protein L34

Subunidade da ubiquitina, assim como a 40S ribosomal discutido anteriormente,
onde também necessita da participagdao do zinco para exercer sua funcao.

No spot 1B assim caracterizado foi identificado o zinco como elemento em sua
estrutura, podendo assim considerar essa proteina como um possivel biomarcador de

ZInco.
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4. Conclusao

A boa correlagdo obtida entre as repetigdes dos géis de amostras de musculo
(média de 70%), permitiu a utilizagdo da metodologia de separacdo por 2D-PAGE,
obtendo eletroferogramas com boas resolugdes dos spots, identificando 300 spots em
média nos tratamentos.

Comparando as fontes para cada grupo observou-se que a concentragdao de zinco
no tecido muscular dos peixes alimentados com fonte organica foi superior para os
animais de 85 g (T5), bem como nos spots proteicos. Nos peixes de 24 g, as maiores
concentragdes do elemento nos spots foram para os alimentados com fonte inorganica.
Ja para os de 74 g, as maiores concentragdes nos spots encontraram-se tanto nos
alimentados com zinco organico como inorganico.

Analisando os grupos entre as fontes, observou-se que para os alimentados com
fonte inorganica as concentracdes de zinco nos spots proteicos se encontraram
inversamente proporcionais ao peso, exceto um spot. E diretamente proporcionais para
os alimentados com zinco organico, exceto em trés spots.

Através dos estudos metaloprotedmicos e as ferramentas da espectrometria de
massa juntamente com a bioinformatica conseguiu-se identificar duas proteinas como

sendo possiveis biomarcadores de zinco.
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CAPITULO IV

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE PROTEINAS DO TECIDO MUSCULAR DE
TILAPIA DO NILO ALIMENTADAS COM FONTES ORGANICA E
INORGANICA DE ZINCO
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Resumo

O desenvolvimento de técnicas protedmicas permite a andlise do perfil proteico
completo dos sistemas biologicos, permitindo um melhor entendimento da fisiologia
normal do organismo, bem como dos mecanismos de respostas as mais diferenciadas
acoes, suas relacdes com as espécies metalicas, no caso da metaloprotedmica e
descoberta de biomarcadores. No presente trabalho, a anlise protedmica foi usada para
auxiliar no entendimento dos mecanismos proteicos € moleculares envolvidos no tecido
muscular de tildpia alimentadas com fontes organica e inorganica de zinco, sendo que os
animais foram separados em grupos de 24g, 74g e 85g, obtendo nove tratamentos,
sendo que cada grupo foi alimentado com zinco controle, organico e inorganico. As
analises comparativas portanto se deram entre os grupos e entre as fontes, o que
permitiu uma maior exploragdo da fisiologia do animal e seus processo bioquimicos
envolvidos. Para isso comparou-se os perfis proteicos dos spots onde o zinco foi
identificado entre os tratamentos, a fim de se obter proteinas que fossem
diferencialmente expressas. Através desta andlise foi possivel identificar quinze
proteinas, que posteriormente foram caracterizadas por ESI MS/MS, sendo trés

possiveis canditadas a biomarcadores de zinco.

Palavras-chave: Protedmica, metaloprotedmica, biomarcador, expressao proteica,

tilapia do Nilo
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Abstract

The development of Proteomics techniques allows the full protein profile analysis of
biological systems, allowing a better understanding of the normal physiology of the
organism, as well as the mechanisms of answers to more differentiated actions, its
relations with the metallic species, in the case of metaloprotedmica and discovery of
biomarkers. In the present work, the Proteomics analysis was used to assist in the
understanding of protein and molecular mechanisms involved in muscle tissue of
Tilapia fed with organic and inorganic source of zinc, and the animals were separated
into groups of 24 g, 74 g and 85 g, getting nine treatments, each group was fed with zinc
control, organic and inorganic. The comparative analysis therefore were among the
groups and between the sources, which allowed further exploration of animal
physiology and their biochemical process involved. Compared to the protein profiles of
spots where zinc was identified among the treatments, in order to obtain proteins that
were differentially expressed. Through this analysis it was possible to identify 15
proteins, which were later characterized by ESI MS/MS, with three potential biomarkers

of zinc.

Keywords: Proteomic, metalloproteomic, biomarker, protein expression, Nile tilapia
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1. Introducao

Na tentativa de atender a demanda de producdo de tilapia do Brasil, pesquisas
sdo voltadas para crescimento e desempenho animal sauddvel, porém de maneira mais
acelerada, o que necessita de pesquisas na area da fisiologia e nutricao, sendo que os
estudos com fontes de minerais tem sido bastante explorados, uma vez que a forma
quimica da fonte mineral influencia a biodisponibilidade do elemento para o organismo,
em se tratando de inorganica ou organica [1].

Contudo, sao inumeros os trabalhos que atuam nesse enfoque, porém os
resultados encontram-se divergentes, como estudos conduzidos com fontes de 6xido de
zinco (Zn0O) e complexo zinco-aminoacido (Zn-AA) com tilapia do Nilo a fonte
organica acarretou pior desempenho produtivo nos peixes estudados [2]; ndo
observaram diferenca no ganho de peso e eficiéncia alimentar de truta arco-iris,
alimentadas com fontes suplementares organica (zinco metionina) e inorganica (sulfato
de zinco), porém a atividade da fosfatase alcalina foi maior para os alimentados com
fonte organica [1], assim como estudos conduzidos com truta arco iris, os autores nao
observaram diferenca entre ganho de peso e eficiéncia alimentar quando comparam
sulfato de zinco e zinco-metionina, porém a atividade da fosfatase alcalina foi
significativamente maior, para os alimentados com fonte organica [1].

Portanto, o campo da protedmica pode fornecer informagdes sobre as causas das
variacoes das proteinas e, possivelmente, suas consequéncias, resultando em diferentes
expressoes protéicas ou na redistribuicdo de proteinas especificas dentro de células ou
fluidos biologicos [3].

As técnicas protedmicas tém se tornado cada vez mais importantes no estudo da
fisiologia de peixes: primeiramente como um meétodo comparativo para analisar a
evolugdo génica, depois como um modo de realizar andlises globais de rotas de
sinalizagdo celular envolvidas em mecanismos fisiologicos ligados ao crescimento,
reproducgdo, patologias e estresse (inclusive estresse ligado a contamina¢des ambientais)
e, finalmente, como uma maneira de rapidamente identificar novas proteinas e
homologos de proteinas conhecidas que desempenham papel importante em outros
grupos animais [3,4].

Assim sendo, com o avanco de técnicas analiticas, abordagens bioquimicas

complementares e biologia molecular a analise protedmica tem se tornado uma nova
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ferramenta no estudo dos padrdes de expressdo de proteinas dos orgados, células ou
compartimentos subcelulares. Desta maneira, novos caminhos estdo se abrindo para
fornecer uma compreensao da resposta celular aos varios fatores externos [3-5].

Com base no exposto, o objetivo do presente trabalho foi investigar e
caracterizar o perfil diferencial de proteinas expressas dos tecidos musculares de peixes

alimentados com fontes organica e inorganica.

2. Material e Métodos
Os estudos foram conduzidos inicialmente no Laboratoério de Nutrigado de
Organismos Aquaticos — Aquanutri, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
para alimentacdo dos animais e, posteriormente, nos Laboratérios de Eletroforese e de
Quimica Analitica Aplicada, do Departamento de Quimica e Bioquimica, do Instituto de

Biociéncias, Campus de Botucatu.

2.1.Dietas experimentais
Na criagdo dos peixes foram utilizadas dietas praticas balanceadas (Tabela 1) de
acordo com a literatura [6-9], com fontes organica, como Bioplex da Altech, (zinco-
metionina), inorganica de zinco (sulfato de zinco monoidratado — ZnSO4.H,O) e
controle, isenta de suplementagdo de zinco. Sendo estas fornecidas para trés grupos de
animais com diferentes pesos iniciais, constituindo os seguintes tratamentos:
- Grupo 1- Peixes com peso médio inicial de 24g
- T1C: alimentados com zinco controle;
- T10: alimentados com zinco organico;
- T1I: alimentados com zinco inorganico;
- Grupo 2 — Peixes com peso médio inicial de 74g
- T2C: alimentados com zinco controle;
- T20: alimentados com zinco organico;
- T2I: alimentados com zinco inorganico;
- Grupo 3 — Peixes com peso médio inicial de 85g
- T3C: alimentados com zinco controle;
- T30: alimentados com zinco organico;

- T3I: alimentados com zinco inorganico.
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Ingrediente Dieta (%)
Controle Orgéanica Inorgénica

Soja, farelo 37,62 37,66 37,64
Milho, glaten-60 10,00 10,00 10,00
Milho, grao 44,21 43,92 44,07
Trigo, farelo 4,16 4,18 4,17
Soja, oleo 0,87 0,96 0,92
Fosfato bicalcico 2,06 2,06 2,06
Cloreto de sodio 0,10 0,10 0,10
DL-Metionina 0,26 0,26 0,26
L-Lisina HCL 99% 0,42 0,42 0,42
L-Treonina 98,5% 0,18 0,18 0,18
Antioxidante (BHT)** 0,02 0,02 0,02
Vitamina C 0,05 0,05 0,05
Premix min e vit* 0,05 0,05 0,05
Bioplex 0,00 0,14 0,00
Sulfato de Zinco Monoidratado 0,00 0,00 0,06

TOTAL 100,00 100,00 100,00

Composigdo quimica calculada
Controle Organica Inorgénica

Qtdd (%) 100,00 100,00 100,00

ED (kcal kg™) 3400,00  3400,00 3400,00
PD (%) 29,00 29,00 29,00
FB (%) 4,00 4,00 4,00
EE (%) 2,41 2,49 2,46
Ca (%) 0,66 0,66 0,66
Pdisp (%) 0,59 0,59 0,59
Lys (%) 1,60 1,60 1,60
Met (%) 0,70 0,70 0,70
Met+Cys (%) 1,07 1,07 1,07
Thr (%) 1,10 1,10 1,10
Trp (%) 0,30 0,30 0,30

Zn quantificado (mg kg™) 23,0 154,32 139,25

*Suplemento vitaminico mineral (isento de Zn), niveis de garantia por kg da dieta: vitamina A, 16060 UI; vitamina D3, 4510 UI; vitamina E, 250 UI;

vitamina K, 30 mg; vitamina B, 32 mg; vitamina B2, 32 mg; vitamina B6, 48 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg, acido

folico, 10 mg; vitamina B12, 32 pug; Na2SeO3, 0,7 mg; MnO, 50 mg; FeSo4, 150 mg; CuSO4, 20 mg; CoSo4, 0,5 mg; 12Ca, 1 mg. **antioxidante

Butil hidroxitolueno.

2.2.Coleta das amostras

Apds 80 dias de experimento, os peixes foram eutanasiados com benzocanina

para a retirada do tecido muscular. Em seguida, para a obtencdo do pool de amostras
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para cada tratamento, fez-se a maceragdo das amostras com turrax para armazenamento
em frascos de polipropileno a -20°C em freezer.

Inicialmente, para os métodos de extracdo, precipitacdo, ressolubilizacao
proteica, focalizacdo isoelétrica e 2D-PAGE utilizou-se o protocolo ja otimizado com
amostras de tecido muscular de tildpia do Nilo, onde as amostras foram maceradas em
agua ultrapura com auxilio de almofariz e pistilo, centrifugadas a 13000 rpm e a 4°C
durante 5 minutos, em centrifuga refrigerada, e os extratos proteicos obtidos dessas
amostras foram transferidos para tubos do tipo Eppendorf® e utilizados posteriormente
para quantificacao dos teores proteicos e corridas eletroforéticas [10,11].

Os extratos proteicos foram submetidos a solucao gelada de acetona 80% (v/v)
na propor¢do 1:4 (amostra:acetona) e armazenados por 2 horas a -20°C, para a
precipitacdo das proteinas.

Em seguida, o precipitado proteico obtido foi centrifugado a 10000 rpm em
centrifuga refrigerada (BioAgency) por 10 minutos para retirada do sobrenadante e
obtengdo da massa proteica (pellet) que foi ressolubilizada em hidréxido de sodio para

quantificagdo de proteina.

2.3.Determinacéo de proteina total

A concentragdo de proteinas totais nos extratos proteicos de musculo foi
determinada de acordo com o método do Biureto, empregando albumina de soro bovino
como padrao [12]. Foi construida uma curva analitica com concentracdes de 10 a 80 g
L a partir de solu¢io padrio estoque de albumina bovina 100 g L™. Para leitura das
amostras, os precipitados proteicos foram ressolubilizados em 100 pL. de NaOH
0,50 mol L. Em cubetas de plastico foram adicionados 50 puL de padrio/amostra e 2,5
mL do reagente do Biureto. A mistura padrao ou amostra com o reagente foi mantida a
32°C em banho maria (Marconi) durante 10 min. Apds o tempo de reacdo, as leituras de

absorbancia foram medidas a 540 nm, usando espectrofotometro UV/Visivel.
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2.4.Separacdes eletroforéticas

Para as separagdes eletroforéticas, a massa proteica (pellet) foi ressolubilizada
em tampdo Tris-HCl a 1 mol L™ (pH 6,8), contendo ureia a 7 mol L™, tioureia a 2 mol
L, 3-[(3- cloroamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) a 2% (m/v),
anfolitos de pH 3 a 10 a 0,5% (v/v) e azul de bromofenol a 0,002%, além disso 2,8 mg
de 1,4-ditiotreitol (DTT) foram adicionados a este tampao, esta mistura foi utilizada nas
separacoes eletroforéticas [13].

Para iniciar os processos das separagdes eletroforéticas aplicou-se 375ug da
massa proteica ressolubilizada em fitas de 13 cm que contém gel pré-fabricado com
anfolitos imobilizados de pH de 3 al0 e colocadas em um aparato com 6leo mineral em
temperatura ambiente, para serem hidratadas com o extrato proteico e apos 12 horas
foram levadas ao sistema de isofocalizacdo elétrica (IOF), para a separagdo das
proteinas em funcdo do pH. A programagdo de tensdo utilizada no processo de
separacao por IOF foi o seguinte: Estagio 1 = 500 V, com acimulo de 500 Vh; Estagio
2 =1000 V, com acimulo de 800 Vh; Estagio 3 = 10000 V, com acimulo de 11300 Vh;
Estagio 4 = 10000 V, com acamulo de 3000 Vh [13].

Antes de iniciar a corrida eletroforética em segunda dimensdo, as fitas foram
submetidas a solugdes de equilibrio em duas etapas utilizando-se mesa agitadora:

» na primeira etapa, de reducdo, foram utilizados 10 mL de solucdo contendo
ureia 6 mol L™, SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol L™, azul de
bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 1% (m/v);

» na segunda etapa, de alquilagdo dos grupos tiois, foi utilizada uma solucao de
composi¢ao similar, porém, substituindo-se o DTT por iodoacetamida 2,5% (m/v).

Na segunda dimensdao do processo eletroforético (2D-PAGE), as fitas foram
colocadas sob os géis de poliacrilamida a 12,5%, preparados previamente em placas de
vidro de 180x160x1,5 mm, a partir das seguintes solucdes: Acrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano, Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS), N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED) e Persulfato de Amoénio. Juntamente
com as fitas, aplicou-se em papel filtro 10 pL. de padrdo de massa molar contendo as
proteinas P-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
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kDa). Depois de vedado esse sistema com solugdo de agarose 0,5% (m/v), em tampao
adequado, iniciou-se a corrida eletroforética em segunda dimensdo com a seguinte
programacao: Tensao — 90 V por 30 min; e em seguida, Tensdao — 250 V por 2h30 [23].

Ap0s 3 horas de corrida, os géis foram submetidos a solugdo fixadora contendo
acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v) por uma hora e finalmente corados durante
72 horas com corante Coomassie coloidal, que consiste em solug¢do de sulfato de amdnio
8% (m/v), acido fosforico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v) e metanol
25% (V/v).

2.5. Tratamento de Imagem e Analise de expressao nos spots proteicos

A detecgao dos spots e a determinacao do seu volume foram realizadas de modo
automatico adotando-se os seguintes parametros: smooth = 2, 4rea minima = 6 ¢
saliéncia = 300. Dentro de cada grupo, o gel com o maior nimero de spots foi escolhido
como gel de referéncia e em seguida foi efetuado o “match gels”, uma comparagao entre
os spots das réplicas de cada grupo.

Em seguida realizou-se corre¢des com a adi¢do e remocao manual dos spots,
para efetuar devidamente a analise das classes, fornecendo a diferenga estatistica entre
as fontes de zinco dentro de cada grupo experimental e os tamanhos dentro de cada
fonte, levando em consideracao as alteracdes no valor de % de volume. O uso da % de
volume implica na normalizagdo 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 coloracao.

O programa também permitiu que pontos isoelétricos e as massas moleculares de

cada spot fossem estimados.

2.6. Preparo das amostras para espectrometria de massa

Apbs o tratamento de imagem e andlise dos spots pelo programa, os spots de
interesse, ou seja, aqueles que tiverem diferenca de expressdo e identificado o zinco
foram excisados dos géis e preparados para espectrometria de massas [14]. Para isso,
retirou-se os spots em triplicata de cada tratamento com auxilio de ponteira de 1000 pL

e 200 pL, das quais as pontas foram retiradas em diferentes alturas para proporcionar
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diferentes diametros. Posteriormente os spots foram cortados em segmentos de
aproximadamente 1 mm e os pedagos transferidos para tubos de 2,0 mL contendo 200
pL &cido acético 5% e armazenadas a 4°C.

Para a remog¢ao do corante, os segmentos de gel foram lavados no minimo por
trés vezes, em uma solugdo contendo acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato de
amonio (AMBIC) 25 mM por 30 minutos, pois os geis deveriam estar totalmente
transparentes. Em seguida os spots foram desidratados duas vezes em ACN 100% por
10 min. Ao final da segunda desidratacdo, a ACN foi removida e o residuo
remanescente deixado evaporar em temperatura ambiente.

Depois de desidratados, os spots foram submetidos a reducao e alquilagao. Para
1sso, foram inicialmente reidratados com DTT 20 mM em AMBIC 50 mM  sob
incubacao por 40 min a 56°C. O excesso de liquido foi removido e substituido por
iodoacetamida (IAA) 55 mM em AMBIC 50 mM.

Apd6s 30 minutos munidos de luminosidade, em temperatura ambiente, o liquido
foiremovido, os fragmentos foram lavados em AMBIC 25 mM e em seguida
desidratados em ACN 100%. A ACN foi descartada e o residuo remanescente no gel foi
deixado evaporar em temperatura ambiente.

Para a digestao das proteinas, os fragmentos de gel foram reidratados com 15 pL
de solucao contendo 150 ng de tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry, Promega,
Madison, WI, EUA) em AMBIC 25 mM por 15 min para que a tripsina pudesse
penetrar no gel. Em seguida, adicionaram-se 50 pL de AMBIC 25 mM para total
cobertura dos spots e incubou-se a 37 °C por 14 h. Ao fim de 14 h, a acd@o da tripsina foi
interrompida pela adicdo de 15 puL de solugdo bloqueadora (ACN 50% v/v e acido
formico 5% v/v). Os peptideos foram eluidos da acrilamida com duas lavagens de 15
minutos com solugdo de eluicio A (ACN 50% v/v e acido formico 1% v/v), uma
lavagem de 15 minutos com solu¢do de eluigdo B (metanol 60% v/v e 4cido formico 1%
v/v) e mais duas lavagens com ACN 100%, a 45°C sob sonicacdo. O aparelho de
sonicag¢ao 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 solu¢do 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 realizagdo do sequenciamento.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Expressao Proteica

3.1.1. Analise dos spots entre os tratamentos

No estudo das imagens dos géis, foram estimadas as correlagdes entre os Spots
proteicos dos diferentes grupos experimentais, considerando o volume normalizado -
%YV (Figurasl-18), permitindo avaliar uma possivel correlacdo de expressdao entre as
proteinas para o conjunto de spots proteicos analisados. Visto que buscamos entender a
influéncia da expressdao das proteinas, onde essa estratégia de comparacdo pode nos
oferecer informacgdes para discutir e entende-las.

A Figura 1, apresenta um exemplo de correlagcdo entre dois tratamentos, onde
cada ponto do grafico representa a relagdo entre o volume normalizado dos spots
correlacionados durante o processo de matching. Através dos graficos gerados pelo
programa, encontramos que as correlagdes dos spots proteicos foram: T1C x T10 (R >
0,91); TICx T1I (R > 0,85); T1IO x TI1I (R > 0,73); T2C x T20 (R > 0,94); T2C x T2I
(R>0,93); T20 x T2I (R > 0,98); T3C x T30 (R > 0,77); T3C x T3I (R > 0,66); T30 x
T3I (R > 0,54); TIC x T2C (R > 0,85); T1C x T3C (R > 0,86) e T2C x T3C (R > 0,72);
T10 x T20 (R > 0,89); T10 x T30 (R > 0,70); T20 x T30 (R > 0,80); T1I x T2I (R >
0,53); TIIx T3I (R >0,77); T2I x T3I (R > 0,81), considerando a %V.

TR
|Fs

g

oy
]

Compi: 34

Figura 1. Correlagao entre o volume normalizado (%V) dos spots presentes nos géis T20 e T21
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A andlise de correlagdo, permite observar que o perfil protedmico analisado
entre as fontes de mesmo grupo, possuem maior similaridade entre T1C e T10 no GI,
T20 e T2I no G2 e T3C e T30 no G3. E entre os grupos de mesma fonte, o perfil
protedmico se assemelha entre T1C e T3C no zinco controle, T1O e T20 no zinco
organico e T2l e T3l no zinco inorganico. Podendo-se inferir que esses tratamentos
possuem semelhanga na expressao das proteinas do tecido muscular.

Levando em consideragdo cada grafico apresentado anteriormente, quanto mais
proximo o ponto estiver da reta, menor sera a diferenca de %V entre os spots
equivalentes. A medida que alguns spots se distanciam da reta, pode-se inferir que
existem tanto spots proteicos equivalentes como spots proteicos diferentes nos
respectivos géis analisados.

Realizou-se também um outro estudo, através de histogramas de avaliacdo da
distribui¢ao dos spots desses géis otimizados em gradiente de pH 3-10 através da
andlise das imagens dos géis obtidos nas corridas eletroforéticas, relacionando a
frequéncia com que os spots aparecem nos géis (considerando cada repeticao e grupo
experimental) em fungdo de seu ponto isoelétrico (pl) e massa molar (MM). Os

histogramas obtidos com esses dados sao mostrados nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

Frequéncia relativa - pl

TIC T10 TiI T2C T20 T2I T3C T30 T3l
Tratamentos

Figura 2. Histograma de distribuigdo dos spots proteicos por ponto isoelétrico

(pD) nos géis dos diferentes tratamentos dos grupos experimentais.
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Figura 3. Histograma de distribui¢do dos spots proteicos por massa molar (MM)

nos géis dos diferentes tratamentos dos grupos experimentais.

O estudo de avaliacdo da distribuicdo dos spots nas repeticdes dos géis; € nos
diferentes grupos experimentais; fornece resultados apenas qualitativos. Este tipo de
estudo demonstra ao analista possiveis variagdes quanto a homogeneidade de
distribui¢ao dos spots proteicos em diferentes faixas de pH e massa molar, o que
permite identificar as regioes de alta e baixa frequéncia dos mesmos. Isso pode ampliar
a diversidade de proteinas em estudos por comparacdo de andlise de imagens e/ou
facilitar a identificagdo das proteinas alvo da pesquisa em questao.

Ao analisar as Figuras 2 e 3, observa-se que os histogramas de uma forma geral
apresentam uma distribuigdo homogénea dos spots proteicos em funcdo de seus
respectivos pls e MMs nos diferentes tratamentos. Observa-se ainda que a maioria dos
spots proteicos que compdem o mapa protedmico das amostras de tecido muscular de
tildpia encontram-se distribuidos principalmente na faixa de MM de 14 a 97 kDa, com

pls mais frequentes na faixa de 7 a 8.

3.1.2. Analise Comparativa dos grupos entre as fontes

Foi possivel verificar 153 spots coincidentes entre os tratamentos T1C e T10. A
Figura 4 apresenta os géis dos tratamentos 1C e 10 do grupo 1 sobrepostos, sendo o
T1C em vermelho e T1O em azul. Dentre estes spots em comum, a ANOVA revelou 2
spots 3 e 27 com os seus respectivos matching (1210 e 1401), diferencialmente

expressos (p < 0,10), (Figura 5).
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Figura 5. Os spots selecionados apresentam diferenga de expressdo entre os tratamentos 1C e 10

A analise diferencial entre os tratamentos 1C e 11 do grupo 1 revelou 215 spots
coincidentes, apresentados na Figura 6, sendo em vermelho o T1C e TI1I em azul.
Dentre estes spots em comum, a ANOVA apresentou um spot, 3 (1210)

diferencialmente expresso (p < 0,10) (Figura 7).
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Figura 7. O spot selecionado apresenta diferenga de expressdo entre os tratamentos 1C e 11

Para o grupo 2, as andlises entre os tratamentos 2C e 20, 2C e 21 e 20 e 2I
apresentaram 147, 154 e 199 spots respectivamente coincidentes, ilustrados na Figura 8.
Dentre estes spots em comum, a ANOVA ndo apresentou nenhum diferencialmente
expresso para 2C e 20, porém apresentou (p < 0,10) um spot diferencialmente expresso

para 2C e 21 (1209) e um spot (1402) para 20 e 2I (Figuras 9 e 10).
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Figura 8. Gel representativo contendo spots em comum aos tratamentos do grupo 2 (2Cx20;

2Cx2I; 20x2I)

Figura 10. Spot 1402 diferencialmente expresso entre os tratamentos 20 x 2L

Ja para o grupo 3, as andlises entre os tratamentos 3C e 30, 3C e 31, 30 e 31

revelaram 103, 124, 200 spots respectivamente coincidentes, apresentados na Figura 11.



102

Dentre estes spots em comum, os diferencialmente expressos pela ANOVA (p < 0,10)
foram cinco spots (1230, 1233, 1234, 1402 e 1406) para 3C e 30, quatro para (1216,
1233, 1398 ¢ 1402) para 3C e 31 e nenhum para 30 e 3I (Figuras 12 e 13).

Figura 11. Gel representativo contendo spots em comum aos tratamentos do grupo 3sobrepostos

(3Cx30; 3Cx31 e 30x31)
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Figura 13. Spots selecionados apresentaram diferenga de expressdo entre os tratamentos 3C x 31

3.1.3. Analise comparativa das fontes entre os grupos

Comparando a mesma fonte organica entre os grupos, tem-se que para os
tratamentos 10 e 30 apenas um spot 13A (1394) foi diferencialmente expresso (p <
0,10) pela ANOVA, dois spots (1401 e 1405) para 10 e 20 e um (1405) entre 20 e 30
(Figuras 14, 15 e 16). Diferentemente para a fonte inorganica entre os grupos, onde

foram encontrados trés spots (1213, 1283 e 1402) diferencialmente expressos pela
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ANOVA (p < 0,10) entre os tratamentos 11 e 31, quatro spots (1209, 1283, 1317 e
1404) entre 11 e 21 e trés (1234, 1397 e 1405) para 21 e 31 (Figuras 17, 18 ¢ 19).

- - -
I T P e -t B e _

Figura 15. Spots diferencialmente expressos entres os tratamentos 10 x 20
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Figura 16. Spot 1405 diferencialmente expresso entre os tratamentos 30 x 20
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Figura 18. Spots circulados identificados por diferenga de expressdo entre os tratamentos 11 x 21
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Figura 19. Spots destacados por apresentarem diferenca de expressdo entre os tratamentos 31 x 21.

E para os grupos controles, os spots que apresentaram diferenca de expressao
pela ANOVA (p < 0,10) foram trés spots (1210, 1214 e 1406) entre 1C e 3C; quatro
(1210, 1214, 1230 e 1239) entre 1C e 2C; cinco (1214, 1230, 1233, 1239 e 1406) entre
2C e 3C (Figuras 20, 21 e 22).

S :

IS ~

Figura 20. Spots destacados por apresentarem diferenca de expressio entre os tratamentos 1C x 3C
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Figura 21. Spots diferencialmente expressos entre os tratamentos 1C ¢ 2C
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Figura 22. Diferenca de expressao dos spots entre os tratamentos 3C x 2C.

A Tabela 2 apresenta a razdo entre as porcentagens de alteragdo de volume entre os

diferentes tratamentos entre os grupos.
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Tabela 2. Razao dos spots proteicos com porcentagens de alteracdes de volume entre os

diferentes grupos, onde valores positivos e negativos indicam maior ou menor

expressao da proteina respectivamente. Considerando expressao diferencial apenas os

valores com alteragdes significativas (p<0,10).

Spot T1C T10 Anova
3 (1210) +2.13 -2.13 0.046
12A (1401) +2.23 -2.23 0.086
Spot TiC T1l

3 (1210) +1.20 -1.20 0.089
Spot T10 Tl

3 (1210) -1.39 +1.39 0.084
Spot T2C T20

Spot T2C T2l

1B (1209) -2.57 +2.57 0.079
Spot T20 T2l

17 (1402) +1.83 -1.83 0.08
Spot T10 T30

13A (1394) +2.12 -2.12 0.083
Spot T20 T30

39 (1405) -4.56 +4.56 0.05
Spot T10 T20

12A (1401) -2.78 +2.78 0.085
39 (1405) -7.31 +7.31 0.045
Spot T1l T3l

9A (1213) +3.30 -3.30 0.074
17 (1402) +1.60 -1.60 0.09
Spot T1l T2l

1B (1209) -3.26 +3.26 0.069
28 (1404) +2.57 -2.57 0.07
40 (1317) +1.33 -1.33 0.089
Spot T2I T3l

39 (1405) +1.83 -1.83 0.08
24A (1234) +1.83 -1.83 0.09
1 (1397) +1.84 -1.84 0.07
Spot TiC T3C

3 (1210) +1.33 -1.33 0.07
10 (12140 -1.889 +1.89 0.065
41 (1406) -1.20 +1.20 0.08
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Spot T1iC T2C

3 (1210) +2.25 -2.25 0.04
10 (1214) +2.73 -2.73 0.07
23 (1230) +1.38 -1.38 0.08
27 (1239) +1.18 -1.18 0.078
Spot T2C T3C

10 (1214) -5.36 +5.36 0.05
23 (1230) -1.65 +1.65 0.06
25 (1233) -1.36 +1.36 0.08
27 (1239) -1.61 +1.61 0.09
41 (1406) -1.66 +1.66 0.06

Tabela 3. Concentragdo de zinco nos spots diferencialmente expressos

TiC T10 T1I1 T2C T20 T2I1 T3C T30 T3I

spot (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™)

1 0,002 - - 0,027 0,01 - 0,0016 0,355 0,0221
1B - 0,00027 0,073 - 0,0088 - - 0,116

3 0,113 - 0,655 0,120 0,044 - - 1,676

9A - 1,057 1216 - 0,083 - - - 2457

10 - 0,042 - - 0,782 - - 5364
12A - 0,304 1,240 - 0,846 - - 2,658 0,357
13A - 1,839

17 - 0,312 - - 1,361

23 - 1,079 0,169 - - 0,208 - - 1,160
24A - 1,499 - 0,630

25 - 0,596 0,832 - 0,322 0,052 0,141

27 - - - - 1,056

28 0,325 0,145 - - 1,312

39 - - 1,107 - 0,193 0,426

40 0,0016 - 0,0201 - - 0,028

41 - - 1,323 0,946 0,099

Observa-se que ao comparar o ZnC com as demais fontes, encontram-se
maiores expressoes para os controles, como no caso de TICxT10, T1CxT1I e entre os
grupos do zinco controle, os tratamentos dos grupos Gl e G3 sdo sempre mais
expressos em relacdo ao G2, como no caso de TIC x T2C e T2C x T3C.

Entre as fontes de mesmo grupo, tem-se que T1C € mais expresso que T10 e
T1I, independente da concentracdao de zinco. Ja entre as fontes organica e inorganica no
grupo 1 o Znl € mais expresso com maior concentragdo de zinco, porém, diferentemente
no G2, o ZnO que € mais expresso juntamente com menor concentracdo do elemento.

Ao comparar as fontes entre os grupos, encontra-se na fonte organica que Gl e
(G2 sdo mais expressos acompanhados das maiores concentracdes, diferentemente do G3
que € mais expresso com menor concentracdo de zinco, (T10xT30; T20xT30;

T1OxT20). Para a fonte inorgadnica as maiores expressoes se encontram no GI,



110

independente da concentracdo de zinco ser maior, menor ou ausente. E para o controle,
observa-se que G1 e G3 sdo mais expressos, independentemente de suas concentragdes
de zinco.

Analisando cada spot, verifica-se que os mais expressos exclusivamente no
tratamento ZI quando comparados aos outros grupos da mesma fonte foram os spots 1,
9A, 28 e 40 (T2IxT3I, T1IxT3I, T1IxT2I e T1IxT2I). Spot 1B ¢ mais expresso somente
para 2I, seja entre as fontes do mesmo grupo (T2CxT2I) ou entre os grupos de mesma
fonte (T1IxXT2I). O spot 24A também ¢ mais expresso no 21 entre T3IxT2I.

Spot 3 analisado entre as fontes de mesmo grupo ¢ mais expresso no grupo 1C e
1T entre TICXT10 e TICXT1I e TIOXT1I, respectivamente e entre os grupos de mesma
fonte o 1C ¢ mais expresso entre T1CxT3C e TICxT2C.

O 12A se apresenta da mesma forma, sendo mais expresso no 20 entre
(T10xT20) em relagdao aos grupos de mesma fonte e no 1C entre TICXT1O entre as
fontes do mesmo grupo. Os spots 10, 23, 25 e 27 também sdo mais expressos no 1C
quando comparados com T2C. Contudo, 0s mesmos spots também sao mais expresso no
3C entre T1CxT2C e T2CxT3C, respectivamente.

O spot 17 se destaca no tratamento 20 e 21 entre T20xT2I e T1IxT3I. O spot 41,
entre os grupos de mesma fonte no 3C (T1CxT3C e T3CxT2C). E o spot 39 € o tnico
que se apresenta mais expresso entre os grupos de mesma fonte no grupo 2, seja
organico ou inorganico (T10xT20 e T3IxT2I).

Pode-se sugerir que a maior expressdao de alguns spots nao necessariamente esta
relacionada com a maior concentragcdo de Zn, uma vez que dos trinta spots
diferencialmente expressos, treze estdo em maiores concentragdes, doze ausentes e

apenas cinco nas menores.

3.2. Caracterizacao das proteinas

Todas as proteinas que na andlise com o software apresentaram diferenca de
expressao significativa (p<0,10) conforme a ANOVA ou estavam ausentes em um
grupo e presentes em outro, foram submetidas a espectrometria de massa, totalizando 15

proteinas diferencialmente expressas, ilustradas na figura 23 e apresentadas na tabela 4.
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caracterizadas por ESI/MS
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Os resultados apresentados na Tabela 4 apresentam que foi possivel caracterizar
por ESI MS/MS 15 proteinas. Observa-se em anexo as demais proteinas caracterizadas
onde o zinco também foi identificado. A seguir discutiremos a fung¢do dessas proteinas
caracterizadas nos spots proteicos analisados por ESI MS/MS fracionadas do tecido

muscular das amostras de peixes estudadas.

Parvalbumin

E uma proteina de baixa massa molar (11-12 kDa), apresenta as isoformas
parvalbumin-2, parvalbumin alfa e parvalbumin beta, todas as trés isoformas
normalmente se ligam a ions calcio. Essa proteina no tecido muscular estd diretamente
envolvida em processos de relaxamento muscular apos contragdo do mesmo. Essa
proteina ¢ basicamente formada por sequéncias peptidicas que contém serina e alanina —
aminoacidos que apresentam estruturas com grupos carboxilicos, amino e hidroxila,
suscetiveis a complexacdo de ions metélicos divalentes, principalmente calcio e
magnésio [22].

A Parvalbumin foi caracterizada no spot 1 sendo mais expressa no T2I em
relagdo ao T3I, justamente porque maiores niveis de parvalbumin sdo encontradas em
musculo branco de peixes, sendo mais expressa nos que requerem ritmos mais rapidos
de contragdo muscular [23], o que estd relacionado a mobilizagdo dos peixes do G2 para

estabelecer dominancia.

Portanto, T2I possue concentragdes de zinco superiores ao T3I, além de serem
do Grupo G2 onde peixes menores se movimentam mais rapidamente, o que requer

maiores atividades musculares.

Keratin type I cytoskeletal 18

Proteina que atua na liga¢do do aparelho contratil a distrofina nos costameros do
musculo estriado, podendo apresentar mais de uma isoforma. Essa proteina ¢ dita sub-
sarcolemal, pois se encontra nessa regido das fibras musculares. Sdo essas proteinas
sub-sarcolemais que agregam mecanicamente a unidade contratili do musculo a

membrana plasmatica, prevenindo danos ao sarcolema [24].
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O spot 24A foi caracterizado como sendo Keratin type I, sendo mais expressa
em T2I em relacao a T3I, possivelmente pela maior atividade muscular do G2 que

estavam estabelecendo a dominancia.

Nucleoside diphosphste kinase B

As NDKs catalisam a transferéncia do fosfato de NTPs para NDPs por um
mecanismo do tipo “ping-pong”: A enzima liga-se ao seu primeiro substrato (ATP) e
um grupo fosforil € transferido para a cadeia lateral de um residuo de histidina. O ADP
sai e outro nucleosideo ou desoxinucleosideo difosfato o substitui. Este ¢ convertido
para o trifosfato correspondente pela transferéncia do grupo fosforila ligado ao residuo
de fosfo-histidina [25].

Na preparacdo para as diferentes fungdes biologicas, os nucleotideos sao
formados e mantidos como nucleosideo trifosfato (NTP) mediante transferéncia do
grupo fosforila aos nucleosideos difosfato (NDPs) e monofosfato (NMPs)
correspondentes. A enzima nucleosideo difosfato quinase catalisa a transferéncia de
grupos fosforila do ATP em duas etapas, constituindo um mecanismo com
deslocamento duplo (pingue-pongue): a transferéncia do grupo fosforila do ATP para
um residuo de histina e deste para um receptor de NDP para outros nucleotideos. A
enzima ndo € especifica para a base NDP, sintetizando todos os NTPs e dNTPs desde
que fornecidos os NDPs correspondentes e um suprimento suficiente de ATP [25].

O spot 41 foi caracterizado como NDP, sendo mais expresso no G3 para zinco
controle em relacdo ao G2 e G1 controles, apresentando ter fungdo adicional regulatoria
para crescimento e controle de desenvolvimento [25]. A maior demanda de ATP pelas
fibras musculares destes grupos de peixes, o G3 como tem menor necessidade de ATP,
mantém nucleosideos difosfatos armazenados prontos para rapidamente serem usados
entre diferentes estruturas [25]. Através da enzima nucleosideo difosfato quinase outros
nucleotideos similares ao ATP podem ser sintetizados a partir de seus difosfatos, por
exemplo, UTP (uridina trifosfato), GTP (guanosina trifosfato) e CTP (citidina

trifosfato), todos os quais tomam parte nas fosforilagdes celulares [25].
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Homeobox protein HMX3-B

Pertencente a familia Ikaros, reguladores de transcri¢ao dependente de dedo de
zinco em suas estruturas, sao importantes reguladores do desenvolvimento do sistema
imune [26].

O spot 13A foi caracterizado como HMX3, sendo mais expressa no T10 em
relacdo T30, aparecendo somente nos tratamentos de zinco organico, possivelmente
pela concentragcdo de zinco quantificada no G1 uma vez que o ion foi identificado em

suas estruturas.

Heat shock protein HSP90 —alpha 1

As chaperonas sao nomeadas com a sigla Hsp, do inglés, por serem super heat
shock proteins expressadas em condi¢cdes de aumento de temperatura, condi¢do que
favorece o enovelamento incorreto de proteinas, sendo identificadas principalmente por
seu peso molecular aproximado, dado na unidade quilodalton (kDa): HSP40, HSP70,
HSP90, etc. O grupo das heat shock proteins estd entre os de maior nimero entre as
proteinas celulares. Normalmente correspondem a 1 a 2 % de todas as proteinas
encontradas nas cé€lulas que ndo sao submetidas a estresse. Como o seu nome indica sao
proteinas que protegem as cé€lulas submetidas a estresse por temperaturas elevadas.
Nesta situagdo o seu nimero sobe e pode corresponder de 4 a 6% das proteinas celulares
[27].

A fung¢do da maioria das HSPs esta envolvida no dobramento e unido de
proteinas celulares nativas. Sob condi¢des de estresse, as HSP atuam de forma a impedir
a desnaturag¢do ou agregacao das proteinas citoplasmaticas [28-29], além de migrarem
até o nucleo da célula reparando e protegendo as proteinas nucleares, minimizando sua
agregacao e prevenindo danos genéticos [30]. Embora as HSPs possuam uma meia vida
relativamente curta, o aumento nos niveis celulares no momento do estresse, ¢ a
manutencdo da expressao mesmo apos um longo tempo que o estressor ja tenha sido
removido, possui finalidade de proteger os organismos frente a estresses subsequentes
[31-32].

Dentre este grupo, a heat shock protein 90 (Hsp90) ¢ uma das proteinas mais
numerosa, envolvida no processo de ativacdo de moléculas, como kinases, fatores de

transcricdo, entre outras. Por outro lado, a proteina HSP90 ¢, possivelmente, a proteina
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constitutivamente expressada mais abundante no citoplasma de eucariotos. A interacao
mais estudada da HSP90 ¢ com o receptor inativo de hormonios esterdides. Esta e
outras associacdoes de HSP90 aparentam ter como principal caracteristica a estabilizacao
de proteinas marcadas em um estado inativo, parcialmente dobradas ou desmontadas
[33].

O fato das HSPs serem induzidas por diversos tipos de estressores, como
alteracdes na temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido e metais contaminantes
[33], e de serem as proteinas de defesa mais comumente induzida em respostas a
condicdes fisiologicas sub-6timas, fez com que o nome —Proteinas de Choque Térmico
fosse substituido por —Proteina de Estresse, como termo mais geral que abrange
melhor sua amplitude de acao [34].

O spot 28 foi caracterizado como HSP90, sendo mais expresso no tratamento
TII em relacdo ao T2I. Os estudos indicam que a expressdao das HSPs parece ser
espécie-especifica, ndo havendo um padrio definido para os peixes ou demais
organismos. Porém o emprego da andlise dessas proteinas ¢ bastante relevante na
compreensdao dos limites de tolerancia, da distribuicdo e das respostas ao estresse nos
organismos, avaliando suas respostas a ambientes instaveis, a alteragdes antrdpicas, ou a
alteragcdes abidticas drasticas. Porém estudos indicam que a expressdao e indugdo de
HSPs dependem de variaveis como a duragdo do estresse [35] e do tipo de tecido

utilizado [36-37].

Heat shock cognate 71kDa protein

A proteina de choque térmico 70 (Hsp70) contém ambos os membros da familia
e expressa constitutivamente induzida pelo calor. Estes ultimos sdo chamados de
choque térmico cognato proteinas (HSC). A proteina de choque térmico de 70 kDa
também conhecido como Hsc70 pertence ao choque térmico subgrupo cognato. Esta
proteina liga-se a polipeptideos nascentes para facilitar a dobragem correcta da proteina.
Ele também funciona como uma ATPase na desmontagem de vesiculas revestidas de
clatrina durante o transporte de componentes da membrana, através da célula [38].
Hsc70 ¢ um componente chave de autofagia mediada por chaperona em que ele

transmite a selectividade para as proteinas serem degradados por esta via lisossomal
[39].
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O spot 27 foi caracterizado com Hsp71, sendo mais expresso no T1C e T3C em
relacdo ao T2C, possivelmente por ser proteina de tecido animal alimentado com dieta
isenta de suplementacdo de zinco, fazendo com que o metabolismo necessite se adaptar
a condi¢oes adversas [37-40], mais comumente utilizada como biomarcador devido ao
seu aumento rapido e significativo frente uma gama de estressores [38]. Sua resposta ao
choque térmico (HSR ou Heat-Shock Response) medida através da atividade ou
expressdo de HSPs contribui para determinagdo dos limites de tolerancia dos

organismos [39].

60S ribosomal protein L34

As ubiquitinas sdo polipeptideos envolvidos no controle do ciclo celular, na
replicacdo do DNA e na resposta ao estresse através da rota proteolitica dependente da
ubiquitina [41]. A proteina ribossomal L34 ¢ componente da subunidade 60S do
ribossomo e tem como fun¢do molecular se ligar a ions metalicos como zinco, além de
ser parte constituinte do ribossomo, pois apresenta dominios com grupos especificos
para ligagdo de zinco (zinc-finger metal binding domains) [42].

Essa proteina foi caracterizada no spot 1B, sendo mais expressa em T2l em
relacdo ao T2C, justamente pela maior quantidade de zinco no TI uma vez que essa
proteina necessita do zinco em sua estrutura para exercer sua funcdo e em T2l em

relacdo a T1L.

Triosephosphate isomerase B

Triose Fosfato Isomerase (EC 5.3.1.1) ¢ uma enzima, pertencente a classe das
isomerases e sub-classe das oxidoredutases intramoleculares [43]. A TPI apresenta-se
em sua forma ativa como homodimero, sendo responsavel pela conversao reversivel de
diidroxiacetona fosfato em gliceraldeido 3-fosfato. Esta reagdo esta relacionada com
importantes vias metabdlicas, como glicolise, gliconeogénese e sintese de acidos
graxos, responsaveis principalmente pela producdo de energia [43-44].

A presenca de alguns residuos de aminoacidos altamente conservados na
seqiiéncia de TPI tem sido util na caracterizagdo de novas seqiiéncias ortdlogas
depositadas em bancos de dados. Trés principais residuos, Lys13, His95 e Glul67, sdo

responsaveis pela formagdo da regido catalitica da molécula [45-46]. Os residuos
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conservados Argl91 e Asp227, sdo descritos como essenciais na formagdo e
estabilizag¢do da estrutura dimérica [47].

Caracterizada no spot 25, sendo mais expressa em T3C em relagdo a T2C,
possivelmente porque quando a glicose ¢ decomposta em duas moléculas de piruvato,
este juntamente com o NADH + H' necessitam do oxigénio para entrarem na
mitocondria e serem convertidos, diferentemente do grupo 2 que apresenta ter maior
atividade muscular e consequentemente metabodlica, ou seja, como a demanda de
oxigénio ¢ grande, o organismo ¢ atendido, porém, o grupo 3 por apresentar menor
atividade, a presenga do oxigénio no meio acaba sendo inferior e por isso aumenta a

participacdo da proteina.

ATP synthase subunit beta mitochondrial

A ATP synthase mitochondrial (EC 3.6.3.14) ¢ uma ATPase composta por dois
dominios estruturais do tipo F (Fo e F1). Fo ¢ um complexo integral localizado na
membrana interna da mitocondria, responsavel pela translocacdo de protons. Ja F1 ¢
extramembranar, formados por 9 subunidades, sendo que cada subunidade apresenta 3
dominios (N-terminal, de ligacdo a nucleotideo e C-terminal), possuindo mudancas
conformacionais extremamente necessarias para a sintese de ATP, uma vez que as
unidades a e B giram, catalisando assim a forma¢do de ATP. Portanto, uma unidade 3
inicia com a conformacao B-ADP que tem afinidade pelo ADP+Pi que ao se ligarem
muda a conformagdo para 3-ATP, o qual estabiliza o ATP promovendo o equilibrio do
ADP+Pi com o ATP na superficie da enzima. E posteriormente muda para a
conformagdo B-vazia que possui baixa afinidade ao ATP, deixando a superficie da

mesma [48-49].

Essa proteina relacionada ao metabolismo energético foi caracterizada no spot 23, sendo

mais expressa em T3C em relacdo T2C.

Hemoglobin subunit alpha-B

Envolvida no transporte de oxigénio a partir das branquias para os varios tecidos
periféricos no caso de peixes [50], porém como o oxigénio € pouco soluvel em solugdes
aquosas € ndo conseguiria ser transportado aos tecidos em quantidades suficientes se

fosse simplesmente dissolvido no sangue. Para isso, os organismos exploram as
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propriedades dos metais, principalmente o ferro, incorporado em um grupo prostético
ligado a proteina, chamado de heme. Este consiste em uma estrutura organica complexa
em anel, a protoporfirina, (precursor da parte da hemoglobina) a qual se liga um tnico
atomo de ferro no seu estado ferroso (Fe’"). Este, por sua vez, pode fazer até seis
ligacdes coordenadas, no caso do complexo heme, quatro atomos de nitrogénio, que sao
parte do sistema achatado do anel da porfirina e duas perpendiculares com um atomo de
oxigénio e com uma globina fora do grupo heme. Os atomos de nitrogénio coordenados
(que possuem um carater doador de elétrons) ajudam a impedir a conversao do ferro do
heme ao estado férrico (Fe3+) [25].

O Heme ¢ formado no eritrécito em maturagdo pela incorporacdo de um ion
ferroso a protoporfirina IX por meio de uma reagdo catalizada pela ferroquelatase.
Normalmente a Zn-PP ¢ formada em pequenas quantidades durante a sintese do Heme.
Ela se liga a globina no local do Heme circulando na célula madura na qualidade de
metaloporfirina ndo-funcionante. Se houver suficiente Ferro disponivel no substrato, o
ion Zinco ¢ substituido na reacdo com protoporfirina IX. O Zn-PP formado nesse
processo de quelagdo ¢ estavel e permanece no eritrocito circulante. O nivel de Zn-PP
intracelular ¢, pois, um indicador funcional da disponibilidade de Ferro durante a
maturagao eritrocitica [51].

O spot 9A foi caracterizado como sendo uma Hemoglobin subunit beta-A/B,
proteina relacionada ao transporte, sendo mais expressa no T1I em relacdo ao T3I,
justamente porque peixes menores possuem aumento no metabolismo, implicando em
um maior gasto de oxigénio e o fato da hemoglobina reduzir sua afinidade pelo
oxigénio significa que ela liberara maior quantidade do mesmo nos tecidos, mesmo sem
uma diminuicdo da pressdao parcial, esse processo denominado efeito Bohr. Nas
branquias, ocorre excre¢ao de CO, fazendo com que o pH sanguineo aumente,

favorecendo a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio novamente [52].

L-lactate dehydrogenase A chain
Converte o piruvato em Lactato com regeneragio de NAD em NADH. E uma
via alternativa para suprir a falta de oxigénio para a oxidagdo aerdbica do piruvato e do

NADH produzidos na glicolise [25].
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Caracterizada no spot 17, sendo mais expressa no T20 em relagdao a T2I, pela
presenca do zinco e sua concentragao no 20, uma vez que essa proteina necessita do

zIinco em sua estrutura.

Serine palmitoyltransferase small subunit A (SPT)

Pertencente a familia das POAS e ligada a membrana do reticulo endoplasmatico
[53]. Enzima que catalisa a primeira reagdao dos esfingolipideos, condensando serina e
palmitoil CoA formando 3-ceto-dihidro-esfingosina (3KDS) ou 3-cetoesfinganina,
requerindo pirodoxal 5’-fosfato para a atividade enzimatica. Utiliza L-serina como
subatrato estritamente entre os aminoacidos onde todos os grupos hidroxil, amino e
carboxilico sdo responsaveis pelo seu reconhecimento pela enzima [54]. Esfingolipideos
complexos tem fungdes importantes em membranas celulares, incluindo estabilizacdo,
identificacdo de lipideos e proteinas das membranas, ligacdo a elementos
citoesqueléticos e reconhecimento célula a célula [54].

Possui trés subunidades distintas e ligadas na membrana externa do reticulo
endoplasmatico SPTLC1, SPTLC2 e identificada recentemente SPTLC3. Existe uma
similaridade de 20% entre os aminodcidos de SPTLC1 e SPTLC2, porém 84% entre
SPTLC2 e SPTLC3 [54].

Essa proteina foi caracterizada no spot 40, sendo mais expressa no T1I em
relacdo ao T2I, onde a taxa de esfingolipideos esta correlacionada com as concentragdes
de serina e acido palmitico e ndo com outros acidos graxos, sugerindo que a sintese de
esfingolipideos reflete os niveis de serina e palmitoil-CoA, sendo esta mais expressa no

G1[53].

Ressalta-se que todas as proteinas que tiveram diferenga de expressdo entre os
grupos ou fontes e ndo s terem o zinco identificado como serem zinco dependentes,

pode-se inferi-las como possiveis biomarcadores.

Considerando a revisdao das proteinas caracterizadas acima, pode-se resumir seus

processos de envolvimento da seguinte forma (Figura 24).

A biossintese proteica ¢ resultado do processo de traducdo da informacao

contida no material genético da célula; as proteinas sdo, portanto, a expressao da
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informagao genética. A sintese proteica ¢ um fendmeno complexo que ocorre em duas

etapas: A transcricao e a traducao.

A transcri¢do € o processo de sintese de uma molécula de RNA usando como

molde a sequéncia de uma cadeia de DNA de um gene.

A maior parte do DNA de uma célula eucariota estd no nicleo, ndo passando
através da membrana nuclear dadas as suas dimensdes. A transcricdo, que ocorre no
nucleo, ird permitir que a informagao genética contida no DNA passe para o citoplasma
sob a forma de uma molécula de RNA de menores dimensdes, possibilitando a sintese

proteica.

Para que ocorra a sintese de RNA ¢é necesséaria a enzima polimerase de RNA,
nucledtidos e energia (sob a forma de ATP). O processo de transcricdo, com algumas
semelhangas a replicacio do DNA, ocorre em trés etapas: iniciagdo, alongamento e
terminacao das cadeias polinucleotidicas de RNA sintetizado, tendo participacao da
HMX3. Inicia-se com a abertura e separagdo de pequena por¢do das duas cadeias de
DNA. Uma das cadeias de DNA ira servir de molde a sintese da molécula de RNA. Tal
como na replicacdo do DNA, a sequéncia de nucledtidos na cadeia de RNA ¢
determinada pela complementaridade no emparelhamento das bases entre os novos
nucledtidos e a cadeia de DNA molde. Cada nucledtido acrescentado a cadeia

ribonucledtida liga-se covalentemente ao Ultimo nucledtido da nova cadeia de RNA,

sendo este processo catalisado pela enzima polimerase de RNA.

A etapa de traducdo ocorre no citoplasma e consiste na leitura da mensagem do
RNAm, produzido a partir de um molde de DNA, da qual resulta a producdo de
sequéncia de aminoacidos que, em cadeia, constitui uma proteina e cada aminoacido
pode ser transportado por mais de uma molécula de RNAt. Além destes, o ribossomo
que pode estar na forma livre ou associado ao reticulo endoplasmatico, quando
sintetizam proteinas que serdo "exportadas" da célula. Sao formados por duas
subunidades, uma maior e outra menor, cujas caracteristicas sao expressas em termos de
coeficientes de sedimentagdo, ou "S" (de Svedberg). O ribossomo eucaridtico ¢ formado

por uma subunidade 60S e outra 40S, portanto participagao da proteina 60S ribossomal.

Considerando que a demanda de sintese protéica ¢ alta, consequentemente, a
quantidade de proteinas que podem formar enovelamentos irregulares aumenta,

exigindo maior participacdo das proteinas HSP. Além disso, o metabolismo exige
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producdo de ATP da via glicolitica, onde a glicose ¢ decomposta em duas moléculas de
piruvato e formam-se também duas moléculas de ATP e NADH + H'. Na presenca do
0,, o piruvato e o NADH + H' conseguem entrar nas mitocondrias para serem
convertidos em acetil CoA para entrar no ciclo de Krebs, produzindo CO, NADH e
FADH,;. Estes dois ultimos doam elétrons de alta energia que por fosforilagao oxidativa
na cadeia respiratoria reduzem o O, a 4gua na presencga de fons H', tendo participagio

da proteina ATP sintase.

Considerando que a atividade muscular exige muito O, que ¢ transportado pela
Hemoglobina. No entanto, quando a quantidade de O; ndo ¢ suficiente para atender essa
atividade intensa, a fermentagdo latica pode também ajudar na produgdo de energia e
regeneracdo das coenzimas reduzidas, onde prevalece a participagdo da Lactato
Desidrogenase. Além disso, outras proteinas podem ser direcionadas para biossintese
do tecido muscular, como a Parvalbumin, ¢ proteinas estruturais como a Keratin,

favorecendo a contracao muscular [25].

Com relagdo as diferencas de expressdo das proteinas, observa-se que ao
comparar os grupos de mesma fonte, verifica-se que a medida que aumenta os
tamanhos, a expressdo das proteinas dos animais alimentados com zinco organico
também aumenta e diferentemente para os alimentados com zinco inorganico que a
expressao diminue com o aumento dos tamanhos. Além disso, para aquelas proteinas
que possuem zinco em sua estrutura, a maior expressao da-se para aquela que possuir
maior concentracdo de zinco, no caso. Porém observa-se de uma maneira geral,
independente do grupo analisado, houve um maior nimero de proteinas mais expressas
para os peixes alimentados com zinco inorganico, em relacdo ao organico, apesar da
fonte organica ser melhor absorvida ¢ a inorganica que pode contribuir para o aumento
das expressoes das proteinas, justamente por ndo acompanhar a concentragdo de zinco
e/ou sua identificacdo, o que possivelmente justifica as melhores respostas de

desempenho analisadas em varios estudos.
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4. Concluséo

A avaliacdo dos histogramas permitiu verificar a homogeneidade quanto a
distribui¢do dos spots nos géis em diferentes faixas de pl e MM, o que juntamente com
a correlagdo dos %V dos spots permitiram verificar a similaridade entre os grupos de
mesma fonte e entre as fontes de mesmo grupo.

Através das ferramentas da protedmica foi possivel identificar proteinas
diferencialmente expressas, favorecendo o estudo comparativo € sua compreensao entre
os grupos ¢ as fontes de zinco, contribuindo para as areas de nutricao e fisiologia dos
animais e finalmente a caracterizacdo das mesmas, favorecendo a exploracdo de suas
fungdes nas devidas rotas metabolicas.

Podendo-se portanto, identificar e inferir algumas das proteinas como possiveis

biomarcadores.
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IMPLICACOES

A metalomica ¢ um novo campo de investigagdo que integra estudos de espécies
metalicas com estudos de macromoléculas, mais especificamente de proteinas. Dessa
forma, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que possam permitir
a investigacdo segura das metaloproteinas, principalmente em relagdo aos macros e
microminerais que sdo fundamentais para que essas biomoléculas produzam atividades
biolégicas.

Através de suas ferramentas os estudos podem contribuir cada vez mais, a
medida que se adquire maiores conhecimentos, onde pode-se dizer que este trabalho
contribuiu para o “start” nessa area de protedmica em peixes, principalmente no que diz
respeito a tildpia do Nilo. Espécie esta que tem recebido consideravel destaque de
producdo, tornando cada vez maior a necessidade de serem exploradas. Contudo mais
estudos devem ser realizados a fim de contribuir na elucidagdo mais detalhada dessa

espécie.
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ANEXO

PROTEINAS CARACTERIZADAS POR ESI MS/MS NOS SPOTS PROTEICOS,
ONDE O ZINCO FOI IDENTIFICADO E QUANTIFICADO
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