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1. Introducéo

1.1. Consideracdes iniciais e justificativas

A pesca e a aquicultura sao consideradas, pela Organizacao das Nac¢des Unidas,
atividades estratégicas para a seguranca alimentar sustentavel do planeta, pois séo
capazes de fornecer alimento protéico de alta qualidade e gerar empregos tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimémas dltimas décadas, a piscicultura
sofreu constantes transformacoes, tendo se consolidado como importante atividade no
agronegocio brasileiro, substituindo em parte o peixe proveniente da pesca ekttativa.

Dentre as espécies icticas criadas em ambientes tropicais de agua doce, destaca-
se a tilapia do Nilo, com uma producdo mundial que ultrapassa cerca de 2 milhdes de
toneladas. No Brasit. Desse modo, o desenvolvimento de mais pesquisas com a tilapia
nas areas de fisiologia, nutricdo e expressao génicas, principalmente relacionadas aos
nutrientes metalicos, componentes estruturais de muitos processos vitais e que
funcionam como sinalizadores ou catalisadores, torna-se fundamental.

O estudo de sistemas que contém metaloproteinas ou proteinas ligadas a metais
pode fornecer informacdes a respeito de diversas situacdes, tais como: estresse,
biomarcadores de estudos sobre alimentacédo, ragcdes com antibidticos ou outros tipos de
farmacos. A concentragdo total desses ions metalicos em amostras biologicas ou
ambientais tem sido determinada por métodos analiticos altamente sensiveis, como a
AAS (Espectrometria de absorcdo atdmica), ICP (Plasma acoplado indutivamente),
ICP-MS (espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente), XRF
(Espectrometria de fluorescéncia de raios-X), entre outros. Porém, muitos processos
envolvendo elementos em baixas concentracées ou microminerais, no caso da nutricao
animal, estdo longe de serem bem entendidos. Isso porque a maioria das matrizes de
interesse biologico, como fluidos corporais, tecidos e alimentos, por exemplo,
apresentam-se na forma de complexos de alta estabilidade e sado, portanto, de dificil
analise Assim, as conclusfes sobre a importancia do metal para as biomoléculas, mais

especificamente as proteinas, sdo muitas vezes fragmefitadas.



A compreensdo dos papéis que envolvem metais e proteinas depende da
qualidade da informacgé&o obtida apos a anélise metal-proBsinaiderando o exposto,
a determinacdo de ions metdlicos ligados as proteinas, mais especificamente de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus podera trazer informacdes importantes para a area de

fisiologia, genética e nutricéo de peix&s.

2. Reviséao Bibliografica

2.1. Tilapia do Nilo ( Oreochromis Niloticus

No Brasil, durante as dUltimas décadas, a piscicultura sofreu constantes
transformacdes, consolidando-se como importante atividade no agronegocio brasileiro e
substituindo, em parte, o peixe proveniente da pesca extrativa.

O potencial para esse crescimento justifica-se, principalmente, pelas
caracteristicas naturais do pais relacionadas a abundéancia de recursos hidricos, 5.5
milhdes de hectares de grandes reservatorios naturais e arfiibiags favoravel e
disponibilidade de grdos para o processamento de racées balant&a#ttas2005, o
Brasil ocupava o 18° lugar no ranking mundial de producéo aquicola (3.689.523,50 t), e
0 12° em termos de receitas geradas, com 1,4% do total, sendo o segundo pais em
importancia na producéo aquicola na América do Sul, logo apés o ‘Ohdl@rincipais
espécies de peixes de agua doce criadas representam 87% da producéo nacional, que em
ordem decrescente, sdao: tilapias (71.253,50 t), carpas (45.831,50 t), tambaqui
(26.672,00 t), tambacu (10.989,50 t) e pacu (10.625,50 t).

No grupo das tilapiasQreochromisspp), tem destaque a tilapia-do-Nil®.(
niloticus). Em termos mundiais, € o segundo peixe mais produzido, precedido somente
pela producéo de carpadyprinus carpio)®

As pesquisas visando a criacdo da tilapia, originaria da Africa, tiveram inicio no
Congo Belga (atual Zaire) no comeco do século XIX. A partir de 1924, sua criacéo foi
intensificada no Quénia e sua expansao para outras partes do mundo se deu a partir da
Malasia. ° No Brasil, foi introduzida em 1971 por intermédio do Departamento
Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos acudes do Nordeste e difundiu-se para
todo o pais!® A criacdo de espécies exéticas no Brasil (tilapia, carpa, truta e catfish
americano) mostra uma grande vantagem sobre as nativas em relagdo ao conhecimento

técnico e cientifico disponivel tanto no campo da biologia quanto no de tecnologias de



producdo. Além disso, a tilapia do Nilo encontra-se amplamente disseminada nas
regibes tropicais e subtropicais, como em Israel, no Sudeste Asiatico (Indonésia,
Filipinas e Formosa) e no Continente Americano (EUA, México, Panama e toda a
América do Sul}®*" E uma espécie tropical, cuja temperatura ideal de desenvolvimento
varia entre 25 e 30°C. Seu crescimento € afetado em temperaturas abaixo de 15°C e néo
resiste a temperaturas por volta de 9°C? Entre as espécies de agua doce e de habito
alimentar onivoro, a tildpia destaca-se por diversos fatores: precocidade; rapido
crescimento; alimentacdo por itens basicos da cadeia trofica; aceitacdo de grande
variedade de alimentos; resposta com a mesma eficiéncia a ingestdo de proteinas de
origem vegetal e animal; capacidade fisioloégica de adaptar-se em diferentes ambientes e
sistemas de producéo; e resisténcia a doencas, densidades de estocagem elevadas e
baixas concentracéo de oxigénio dissolvidg!

Entre outras caracteristicas, a tilapia apresenta: carne saborosa com baixo teor de
gordura (0,9 g K de carne) e de calorias (117 kcal g'kig carne), alto rendimento
de filé (35 a 40%) e auséncia de espinhos em forma de “Y” (mioceptos), o que a torna
apropriada para industrializacdo. Devido a qualidade de sua carne, apreciada em nivel
mundial, e a facilidade para a criacdo em diferentes sistemas de producdo, apresenta
elevado valor comercial, principalmente em paises desenvol¢itfos.

A piscicultura em tanques-rede com tilap@rg¢ochromisspp.) também vem
ocupando lugar de destaque por esta ser uma espécie precoce e apresentar um bom
desempenho em sistemas intensivos de prodit&bsistema de criacédo de peixes em
tanques-rede ou gaiolas € classificado como sistema intensivo de producdo com alta e
continua renovacdo de agua, que promove a remoc¢do dos metabodlitos e dejetos
produzidos pelos peixes e mantém a qualidade da dgtiaTrata-se de excelente
alternativa para o aproveitamento de corpos d’agua inexplorados pela piscicultura
convencional e de ambientes aquaticos existentes, dispensando o desmatamento de
grandes &reas e evitando problemas de eros&o e assoreafténto.

Com relacdo ao manejo alimentar, deve-se considerar que a racdo fornecida aos
peixes deva atender as exigéncias nutricionais quanto a proteina, energia, lipidios,
vitaminas e minerais para promover o bom crescimento dos animais. As dietas
comerciais para tilapia possuem de 24,0 a 56,0% de proteina bruta, o que implica em
elevada participacdo de ingredientes protéicos, que correspondem a mais de 50,0% de

seu custo.*? As proteinas e os minerais correspondem aos nutrientes de méaxima



importancia para o animal em relagcdo ao seu crescimento, e o perfil dos aminoacidos é

decisivo para a qualidade, determinando seu valor como componente d2 dieta.

2.2. Cobre

Assim como outros nutrientes metéalicos, o cobre é um mineral essencial na
nutricdo dos peixes. Tanto a deficiéncia quanto o excesso desse micronutriente metalico
pode causar alteracdes nas funcdes fisioldgicas e na resposta imunoldgica, aumentando
a susceptibilidade do animal a infec¢cdes. Em nivel adequado, suprimento de cobre na
racao é indispensavel ao normal funcionamento do organismo e, conseqientemente, do
desenvolvimento do animl.

Possui importantes fungdes no organismo dos peixes, sendo necessario no
metabolismo de varios nutrientes e como constituinte de diversas enZiffias.
Destacam-se como exemplos de sua importancia a participacdo como cofator para, entre
outras, a enzima ALA-desidrogenase, que participa na sintese do complexo heme em
sua incorporacdo na hemoglobifd Esse elemento é indiretamente responsavel pela
formacdo do coldgeno e da elastina, pela conversdo da tirosina em melanina, pela
destruicdo de anions superoxido, que sao espécies reativas do oxigénio e potencialmente
destrutivos para as células. O excesso desse mineral pode causar efeitos nocivos ao
organismo, como intoxicacdo hepética e formacdo de complexos insolUveis junto com
outros elementos metalicos, resultando na néo absorcdo do’cobre.

O cobre participa de varios processos metabdlicos, sendo constituinte de
diversas enzimas do organismos vivos ( mamiferos, peixes e entre outros). As mais
conhecidas sao: a superoxido dismutase (SOD), que auxilia na defesa contra os radicais
livres; a tirosinase; e a dopamina b hidroxilase. Junto com o zinco, o cobre também faz
parte da enzima superoxido dismutase citoplasmatico, que participa do metabolismo dos
radicais livres. Por esse motivo, um dos indicadores da deficiéncia de cobre é o aumento
na producédo de radicais livres. No entanto, por ser um elemento amplamente distribuido
nos alimentos, praticamente ndo se observa a deficiéncia de cobre na nutrigao animal. A
deficiéncia desse elemento, em casos raros dentro da nutricdo animal, pode estar
relacionada a um excesso de zinco, manganés e molibdénipais disputam com o
cobre pelos sitios de absor¢cdo do mesmo.

A presenca de elementos em baixas concentragdes como chumbo, mercurio e

cadmio na dieta alimentar do animal também dificulta a absor¢cdo do cobre. A baixa



concentracdo de cobre em estagios mais avancados causa anemia microcitica, que é
resistente ao tratamento habitual com ferro e pode causar também danos aos vasos

sangiineo$.

2.2.1. Deficiéncia

O cobre é amplamente distribuido em alimentos e no ambiente aquético,
portanto, sua deficiéncia poderia ocorrer em peixes sob condigcbes extremas. A
deficiéncia de cobre € bem reconhecida em animais domésticos, e 0s sintomas incluem:
anemia, doencas 0Osseas, desmielinizacdo da medula espinhal, fiborose do miocardio,
distarbios gastrintestinais e ruptura da adfta.

E um elemento essencial para toda biota, e estudos mostram que a deficiéncia
deste micronutriente afeta o crescimento de animais e plantas. Para satisfazer sua
demanda metabdlica interna todas as espécies de um habitat estdo adaptadas as
concentracdes dos elementos essenciais naturalmente presentes. Desse modo, o cobre
pode ser toxico em elevadas concentragfes, mas, em concentracdes muito baixas, pode
ser limitante ou causar sinais de deficiéntia.

Como mencionado anteriormente, o cobre € um micronutriente essencial, e esta
incorporado a um grande numero de enzimas e proteinas estruturais. Como outros
metais, desempenha papel importante na regulacdo da expressdo génica, e VAarios
estudos demonstram a existéncia de fatores de transcricdo regulados pelo cobre. O
mecanismo de regulacdo transcricional se deve a ligacdo do cobre aos promotores de
metalotioneina, mais precisamente a composto que respondem a mMetas.
necessidade de cobre nos varios 6rgdos ou nos sistemas do organismo é regulada por
mecanismos de controle homeostaticos. A toxicidade ocorre quando tais mecanismos de
controle dentro de um determinado compartimento sdo sobrecarregados e/ou quando o0s

mecanismos de reparo celular sdo destrufdos.
2.2.2. Toxicidade

A toxicidade do cobre no ambiente aquatico esta intimamente relacionada a
forma livre do metal no meio e ao tempo de exposicdo sobre os orgarfis@ambre
pode se apresentar sob diversas formas tdxicas, como :C@DEH0)?, CuOH e

Cu"?, sendo esta Ultima considerada a mais téxica. Nos peixes, no entanto, antes de ser



transportado através das branquias, & (an clprico) é aparentemente reduzido & Cu
(ion cuproso), sugerindo que esta forma seria a verdadeira responsavel pelo efeito
téxico do metal®®

Os peixes podem acumular o cobre em diversos orgaos e tecidos de através da
agua, ou por meio de alimentos, sendo que acumulo pode resultar em alteracdes nos
processos fisioldgicos e bioquimicos do organidfrd.

As branquias sédo o 6rgdo alvo na toxicidade do cpara os peixes, devido a
sua extensa area de superficie em contato direto com o ambiente adtéfcoobre
causa alteracbes nos mecanismos de regulacdo ibnica: inicia-se com uma rapida
conseqilentemente, na inibicdo da enzimd/MlaATPase nas branquids®* Em
concentracdes mais elevadas, o cobre também atua na permeabilidade das juncdes
paracelulares, ao causar o deslocamento do calcio (principal ion responsavel pelo
controle da permeabilidade branquial), favorecendo o efluxo dos ions. A inibicdo do
influxo de fons N& e CI branquiais, juntamente com o aumento do efluxo dg Na
ocasiona a diminuicdo desses ions plasmaticos. Como consequéncia, a agua presente no
plasma flui para os tecidos, tornando o sangue concentrado, 0 que € agravado pela
liberacdo de eritrécitos por contracdo do baco. A alta viscosidade sanguinea causa
falhas no sistema circulatério do peixe, podendo leva-lo & nidrte.

Além dos disturbios i6nicos e hematoldgicos vistos anteriormente, peixes
expostos ao cobre podem apresentar diversas alteracdes, tais como danos
histopatolégicos nas branquias e figado (altera¢cdes no sistema imunoldgico e efeitos
citotdéxicos e genotoxicos). Assim, pode-se observar que a exposicdo ao cobre resulta

em sérios efeitos sobre peix&s}’ %

2.2.3. Bioacumulagéao

O cobre é um elemento essencial para toda a biota. Foi identificado em plantas e
animais no século XIX e proclamado como co-fator biolégico no século XX. Estudos
nutricionais subseqiientes demonstraram que o cobre e outros metais S80 necessarios
para o crescimento 6timo de plantas e anim®i$’ Para satisfazer sua demanda
metabdlica interna, todas as espécies dehahitat estdo adaptadas as concentracdes
dos elementos essenciais naturalmente presentes. Assim, as concentracdes de nenhum

efeito observado (CNEO) obtidas em laboratorio, significativamente inferiores aos



valores de referéncia do cobre, requerem atencdo por violarem o0s principios
evolucionarios. Isto pode ser explicado pelo conceito de Concentracdo Otima dos
Elementos Essenciais (COEE) A bioacumulacdo é definida como a rede de absorcéo

do metais pelos microrganismos, plantas ou animais a partir de seu entorno (agua,
sedimento, solo e dieta). E afetada pela disponibilidade da substancia, que pode ser
influenciada pela espécie do metal, bem como por outras propriedades fisico-quimicas.
Quanto maior a disponibilidade, maior o potencial. O cobre apresenta, em geral,
disponibilidade limitada no meio ambiente. A extensdo da bioacumulacdo é
determinada pela espécie do metal em associacdo as diferencas na absorcdo e

velocidade de excrecéo entre plantas e anifidis.

2.2.4. Absorcao

Os alimentos contribuem muito mais com a quantidade de cobre consumida do
gue a agua. Nos mamiferos, o cobre pode ser absorvido do estdbmago ao intestino
delgado distal, mas somente uma pequena fragdo do cobre ingerido é solubilizada no
estbmago, o que dificulta a sua absorcéo neste local. Estudos realizados com roedores
demonstraram que, durante o periodo de lactacdo e desmame, a absorcéo intestinal
destes roedores ocorre em grande parte por difusdo, e na maturidade, tanto ratos como

camundongos apresentam um transporte ativo saturavel para d'metal.

2.2.5. Distribuicdo

O cobre absorvido pela mucosa intestinal € transportado para o figado pelo
sistema porta hepatico, ligado principalmente a alburffihn@onsidera-se que a dose
diaria ingerida encontra-se entre 0,6 a 1,6 mg/dia, sendo cerca de 50% absorvidos. No
entanto, esta absorcdo ocorre no contexto de reabsorcdo do metal, a partir de fluidos
secretados no trato digestivo, de 3 a 5 vezes maior. Provavelmente mais de 4,5 mg de
Cu séo secretados no trato gastrintestinal todos os dias, sendo a maior parte reabsorvida.
A tabela 1 apresenta a concentracdo média de cobre nos fluidos gastrintestinais.



Tabela 1 —Concentracdo média de cobre nos fluidos gastrintestinais e secrec&o diaria noiomem.

Fluido Concentracdo de Cu(mg®.  Volume(pl) Total Cu (upg/dia)
Salivar 0,22+0,08 1.500 330
Géstrico 0,39+0.02 2.500 975
Biliar 4,0+1,90 625 2.500
Pancreético 0,34+0,9 1.500 500-1.300
Duodenal 0,17+0,05 1.500 250
Total 4.500-5.300

No figado, o cobre € primariamente incorporado a fracao soluvel, associando-se
no citosol a:

* substancias endogenas de alta massa molar n&o identificadas completamente,

* substancias de massa molar intermediaria (30 kDa), provavelmente superoxido

dismutase,

» substancias de baixo peso molar (10 kDa) compostas principalmente por

metalotioneina.

Em galinhas e outros animais, o cobre hepatico incorpora-se inicialmente a
superoxido dismutase e a metalotioneina. A quantidade incorporada a cada um desses
componentes varia com a quantidade de cobre absorvida e com a via de introdugéo. O
transporte do figado para os tecidos periféricos — um dos tépicos mais discutidos na
biotransformac&o do cobre — parece envolver ceruloplasmina, albumina, transcuproina
ou aminoacidos. Nao se pode afirmar, entretanto, que o transporte de cobre exija
obrigatoriamente uma dessas proteinas. Tecidos periféricos humanos com baixo ou
nenhum teor de ceruloplasmina ndo sdo deficientes em ¢bbre.

A ceruloplasmina é sintetizada no figado e rins, apresentando de seis a oito
atomos de Cu (Il) fortemente ligados a ela. Além de transportar cobre, apresenta
atividade ferro-oxidativa, facilitando a oxidacdo do*'Fa Fé*. Acredita-se que a
ceruloplasmina se ligue a receptores de membrana nas células de outros tecidos, 0s
quais induzem uma alteracdo conformacional na proteina, promovendo a liberagdo dos
atomos de cobre. Os niveis plasmaticos de ceruloplasmina sao regulados pelo figado.

Em condi¢cdes normais, as concentragcdes mais elevadas de cobre sdo encontradas na



bile, figado, cérebro, coracdo e riff3.Do total de cobre absorvido, cerca de 20%
encontra-se no figado, Unico local de armazenamento de onde o cobre pode ser
mobilizado no caso de deficiéncia, 40% esta presente nos musculos e cerca de 20% no
cérebro. Os tecidos conectivos, sangue e rins, apresentam cada um, 8% da dose interna

|.41

do metal.”™ Os teores de cobre em individuo adulto normal encontram-se entre 18 e 45

de Cumg g de peso sec8’

2.2.6. Essencialidade

Até 1928 sabia-se que o cobre era constituinte da hemocianina — pigmento
responsavel pelo transporte de oxigénio em invertebrados. Apds essa data, foi
reconhecido como elemento essencial para os vertebrados, quando se demonstrou que a
anemia de ratos alimentados somente com leite podia ser corrigida pela adicéo de cinzas
de origem animal e vegetal que continham sulfeto de cBbfeessencialidade desse
metal deve-se a sua incorporacdo a um grande numero de enzimas e proteinas
estruturais. O papel do cobre nas atividades enziméaticas de O0xido/reducdo se deve a sua
habilidade em funcionar como um elétron intermediario de transferéncia. Em alguns
processos € requisitado como co-fator, em outros como componente alostérico,
conferindo estrutura apropriada para a acédo catalitica. E o principal componente do
centro catalitico de diversas enzimas redox e sua presenca € essencial para processos
fisioldgicos normais, como respiragdo celular, sintese de melanina, biossintese de tecido

conectivo, defesa contra radicais livres e metabolismo de ferro intracelular na tabela 2.

Tabela 2 —Principais cuproenzimas com atividade oxidativa e redutora no héinem

Enzima Funcéo

Citocromo-c oxidase Transporte de elétrons, oxidase terminal
Superoéxido dismutase Destruicéo do radical superéxido, dismutagéo
Catecol oxidase Sintese de melanina

Lisil oxidase Colageno, elastina

Ceruplasmina Transporte de cobre, oxidacéo ( ferroxidase)
Amino oxidases Desaminacéo de grupo aminas primarias
DopaminaB-monoxigenas Sintese de noropinefrina,

Peptidilglicina monoxigenas a-amidacao de neuropeptideos
Cromoproteinas Grupo prostético, hemoglobina, hemocianina e

citocromos




A formacao de hemoglobina requer a essencialidade do cobre para a utilizagéo
de ferro na maturacéo de neutrdfilds.

O excesso de cobre € sequestrado por moléculas de metalotioneinas ricas em
cisteina, ftoquelatinas e sulfetos. O radical sulfidrila da cisteina nos peptideos e
proteinas funciona como um sitio de ligacdo para os ions metalicos. As cisteinas das
metalotioneinas correspondem a 20-30% dos aminoacidos e estdo arranjadas em
sequiéncias repetitivas. A glutationa também apresenta cisteina em sua sefjuéncia.

As metalotioneinas sdo encontradas em varias formas nas bactérias, fungos,
plantas e animais. Nos mamiferos, a proteina apresenta 62 aminoacidos e se liga a
atomos de zZn (Ill), Cd (Il) e Cu (Il). A sintese de metalotioneina é regulada
transcripcionalmente através dos cinco elementos de regulacdo de metais (MRES), que
diferem com a espéci&

As bombas de ATPase, além de estarem envolvidas na movimentacdo e
translocacgdo de fons comd,HNa’, K*, Ca”, também estdo envolvidas com alguns ions
metalicos, como o cobre. As bombas que translocam metais estdo categorizadas como
tipo fosforo na familia das ATPases. Origina-se da fosforilagdo covalente do residuo de
acido aspértico, que é parte do ciclo de reacdo. A Menkes translocase ATPase esta
intimamente envolvida com a transferéncia e metabolismo de ions cobre. Defeitos neste
tipo de bomba (fésforo) levam a uma deficiéncia fatal de cobre chamada sindrome de
Menkes. A composicéo e sequéncia do ligante do metal na ATPase de Menkes difere da
metalotioneina. Esta proteina, geralmente no estado inativo, na exposi¢cdo ao cobre
adota conformacao quaternéria, permitindo o acesso ao sitio de fosforilacdo e iniciando
a translocacdo do met4f.

O cobre, quando em excesso, promove as seguintgeseadversas:

» deslocamento do metal de seus sitios de ligagdo resultando em alteragbes nas
membranas, como despolarizacéo e dano dos receptores ou moléculas transportadoras;
* ligacdo do cobre a macromoléculas, como DNA ou enzimas contendo grupamentos
sulfidrilas, carboxilas ou imidazdlicos, resultando em dano protéico, alteracdes
oxidativas do DNA e, consequentemente, alteracdes funcionais decorrentes do grande
namero de enzimas dependentes de cobre;

« dano celular devido a producéo de oxirradicais pela reacdo de Fenton:

Cii + H,O, > Cl¥* + OH + OH



A producdo excessiva de tais radicais iniciara a cascata de reacbes de
oxirreducao (estresse oxidativo) levando a perda da integridade celular. Este dano inclui
aumento dos niveis de calcio citosélico, deplecdo de ATP, oxidacdo do grupo tiol,
lipoperoxidacdo, dano de DNA e de organelas criticas como mitocondria e

lisossomo$?

2.3. Proteinas e Complexos Protéicos

Proteinas constituem um dos tipos de macromoléculas biol6gicas mais
abundantes, versateis e complexas. Sua complexidade se deve ao fato de que podem ser
constituidas por diferentes sequéncias de aminoacidos que podem ou nao estar
modificados, além de apresentarem uma ampla faixa de tamanho (variando de alguns
poucos kDa a alguns MDa) e estruturas. Em decorréncia dessa diversidade, séo
atribuidas a essas macromoléculas as mais diversas funcdes, tais como catalise (enzimas
em geral), transporte (desde moléculas simples conaté®utras proteinas), estrutura,
defesa (anticorpos), entre outrds.Com o fim do seqiienciamento de genomas de
inUmeros organismos ao longo das ultimas duas décadas, foi possivel a obtengcédo de
sequéncias de um grande numero de proteinas, muitas das quais eram desconhecidas até
o momento. A informacdo contida na sequéncia desses genes é fundamental na
caracterizacdo evolucionaria e funcional de genes correlatos assim como ha
identificacdo de produtos genéticos envolvidos em doencas. Por outro lado, o
conhecimento somente da sequéncia primaria das proteinas nao € suficiente.

Para a caracterizagdo dos mecanismos bioquimicos fundamentais, sé&o
necessarios estudos sobre as suas funcdes e como elas sdo exéfCidessim,
interpretacdbes dos mecanismos de conhecimento da estrutura espacial dessas
macromoléculas dependem de avancos na acéo de novos fathfacos

Uma das principais caracteristicas das proteinas € que muitas de suas funcdes
celulares tais como replicacdo de DNA, transcri¢cdo, traducdo, remocdo, secrecao e
controle de ciclo celular ndo sao realizados individualmente, mas na forma de
complexos protéicos, que podem variar desde pequenos oligbmeros (dimeros, trimeros)
a complexos formados por dezenas de cadeias polipeptidicas e com a presenca de acidos
nucléicos e co-fatore§>*° Isso pode ser resultado tanto de uma determinada mudanca
conformacional induzida pelo ligante quanto pelo fato de a proteina no estado ligado
adquirir uma conformacdo adequada para realizacdo de sua fithg#sse modo,

interaces entre proteinas, a nivel molecular da célula, séo vitais para a manutencéo de



qualquer processo bioldgico e, conseqiientemente, da vida de determinado ord&nismo.

A determinacdo do modo de interacdo entre proteinas (composicdo, cinética,
estequiometria, termodindmica) pode trazer um grande numero de informagfes que
auxiliam na compreensao de inumeros problemas biolégicos. Um dos exemplos mais
atraentes relacionados a interacdo entre proteinas pode ser visto na medicina, uma vez
que o numero de doencas humanas associadas a proteinas é superior ao numero de
genes no genoma. Isso significa que muitas doengcas podem estar relacionadas a
auséncia das condi¢cdes necessarias para a formacédo de complexos protéicos, fato que
fez com que interacBes proteina-proteina tenham se tornado alvos de muitas drogas nos
Gltimos anos?"*?Além disso, a compreens&o dessas interacdes pode elucidar algumas
guestbes relacionadas aos projetos genoma, uma vez que o numero de genes de um
organismo tdo complexo quanto o ser humano é préximo do niumero de genes de um
dos eucariotos mais simple€genorhabditis elegahse bem inferior a de alguns
vegetais, como soja e arroz. O que indica que, em parte, a complexidade esta
relacionada ao modo como esses produtos génicos interagem entre si para realizar suas
funcées biol6gicas?

Uma vez que a grande maioria dos processos biologicos é mediada por
interacdes desse tipo, se a funcdo de pelo menos um dos parceiros de interacdo €
conhecida, o assinalamento da funcéo da proteina de interesse pode ser fatiitado.

O estudo das propriedades das proteinas, denominado protedémica, envolve niveis de
expressdo, modificacdes pos-translacionais e as interacdes em ampla escala, de modo a

obter uma viséo global dos processos celulares.
2.4. Proteoma

Proteoma indica as proteinas expressas em um genoma ou tecido, enquanto o
genoma representa a soma de todos os genes de um individuo. O proteoma nao € uma
caracteristica fixa de um organismo. Ele altera-se com o estado de desenvolvimento do
tecido ou mesmo sob as condi¢des nas quais o individuo se encontra, havendo, portanto,
muito mais proteinas no Proteoma do que genes no genoma, especialmente em
eucariotos. Isto porque ha varias maneiras do gene ser expresso, 0 RNA, este entdo vai
servir de molde para a traducdo de uma proteina, a qual sofre modificacdo poés-

traducional >*



Investigar diretamente os produtos dos genes € uma forma de estudar doencas e
qualquer problema biolégico complexo. Por exemplo, para entender ao nivel molecular
como uma célula funciona em um individuo doente e um sadRorem, néo bastou
identificar todos os genes presentes no nosso DNA isso nao foi suficiente para
compreender 0s mecanismos essenciais da vida. Para isso, é preciso investigar como as
proteinas codificadas pelos genes e alteradas por multiplas interacdes dentro das células
promovem as atividades bioldgicas. Sendo assim, estudos especificos para identificar,
quantificar e estudar as modificacbes pos-traducionais das proteinas em uma célula é de
fundamental importancia>® Andlises do Proteoma beneficiaram enormemente os
avangos em cromatografia e espectrometria de massa (MS), que juntos podem fornecer
uma grande quantidade de dados a partir da presenca de elementos presentes nas
amostras. O grande desafio em protedbmica € gerar informacgdes Uteis a partir desses
dados quanto a presenca e abundancia, tanto em termos absolutos ou relativos, dos
milhares de potencialmente proteinas encontradas em um sistema bidfégico.

A partir de estudos recentes, constatou-se que a protedmica € muito mais
complicada do que aproximadamente 30.000 genes no genoma humano poderia prever,
devido & multiplicidade de estruturas de proteinas provenientes de um Gnict gene.

As modificagcdo dos céations podem ser combinatorios, como é freqliente no caso
de glicosilacdo e fosforilacdo, o processamento amino-terminal de uma proteina e a
acetilacdo produzem estruturas adicionais na variacdo do genoma previsto na seqiéncia
de proteina.*** Cada uma destas modificacdes do gene pode trazer importantes
implicacfes fisiologicas que resultam em alteracbes na atividade biologica, muitas
vezes como consequéncia normal da fisiologia celular (mecanismos para regular a
atividade, interacdes, transporte celdara proteina lifetime)” Estudos Globais da
protebmica sdo ainda mais complicados pelo grande alcance dinamico das
concentracbes de proteina presentes em um sistema biologico, pois a sintese e as
funcBes metabdlicas dos genes e das proteinas ndo ocorrem sem a presenca de ions

metalicos ou metaloenzimas.
2.5. Metaloproteinas
A maioria das proteinas em fluidos bioldgicos e érgéos, quando ligadas a metais,

sdo chamadas de metaloproteinas. Quando também atuam como catalisadores

bioldgicos, regulando reacdes bioldgicas, funcdes fisiologicas das células e 6rgdos sao



denominadas metaloenzimas. Algumas metaloproteinas e metaloenzimas tipicas estao
resumidas na Tabela 3. Como é demonstrado na mesma, as metaloenzimas podem
conter um numero especifico de ions metalicos nos sitios ativos e funcionam como
catalisadores bioldgicos especificos para reacdes enzimaticas, incluindo sintese genética
(DNA, RNA), metabolismo antioxidante e assim por diante. Além disso, a
biodisponibilidade e toxicidade dos elementos dependem igualmente da suas formas
quimicas 4%

Nos ultimos anos, especiacdo quimica, ou especiacdo elementar, tem sido
amplamente desenvolvida para elucidar a essencialidade biolégica e toxicidade dos

elementos na base molecufit.

Tabela 3. Metaloenzimas tipicas e suas funcées biol6yicas

Metaloenzima(M) N° de Atomos Funcéo Biol6gica
Transferrin (66-68) 2 Fe transporte de ferro
Nitrogenase (200-220) 24 Fe 2 Mo fixacdo de nitrogénio
Citrocromo P-450 (50) 1Fe metabolismo de esterdides e drogas
Anidrase carbdnica ( 30) 1Zn catalisador de equilibeB6®} (H,CO; CO, + H,0)

o transferéncia de elétrons, transporte oxigénio
Plastocianina (134) 1Cu . o
reacdo redox e adicdo de O

A fim de se obter uma visdo do campo cientifico da "Metalbmica", um modelo
esquematico do sistema biologico € ilustrado na Figura 1, onde os fluidos de uma célula
bioldgica (por exemplo, o soro do sangue) sdo separados pela membrana celular. No
lado esquerdo, em termos académicos, como gendmica, protedmica e metabolomicas,
sdo mostrados juntamente com metaldmica para indicar suas areas de pesquisa no
sistema biolégico. Como é descrito, a gendmica lida com os trabalhos cientificos sobre
a genética de informacédo sobre DNAs e RNAs codificados como sequiéncias de bases
nucléicas. Esses DNAs e RNAs sao geralmente chamados genomas em genbémica, que
desempenham papéis essenciais na sintese de proteina. As proteinas sao distribuidas
dentro e fora da célula, e funcionam como as enzimas para a sintese e metabolismo de

vérias substancias biolégicas dentro da céffifd.*®
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Figura 1. Modelo esquematico do sistema biol6gico, mostrando as rela¢ces entre genémica, protebmica,
metabolémica e metaldmica, com os ions metéalicos em destaque.

Muitas substancias biologicas, assim como os ions metélicos, sao transportadas
como matérias-primas dentro da célula através de membranas. Em geral, material de
conversdo esta ocorrendo ativamente no interior da célula e muitas vezes também na
membrana da célula. Tal conversdo de material de transporte e 0s processos para fora da
célula sdo chamados de metabolismo de substancias biolégicas, pequenas moléculas
como aminoécidos, &cidos organicos e fons metalicos produzidos no metatf8lismo.

Elementos metalicos aplicados em biociéncias tém sido estudados de forma
independente em muitos campos cientificos, tais como bioquimica, quimica
bioinorganica, ciéncia da nutricao, farmacia, medicina, toxicologia, agricultura, ciéncias
ambientais e assim por diante. Todos esses campos cientificos tém uma inter-relagéo
profunda comum com ions metalicos, do ponto de vista das ciéncias bioldgicas. Desse
modo, € desejavel que a ciéncia biometal seja promovida como campo interdisciplinar
para integrar novos campos cientificos. A elucidacdo dos papéis fisiologicos e funcdes
de biomoléculas ligadas a ions metalicos nos sistemas biolégicos apresentam grande
Importancia para a pesquisa. Assim, a metaldbmica pode ser denominada, em outras
palavras, “Bioquimica funcional assistida de metal”. Nos ultimos anos, genémica e
protedmica tém recebido grande atenc&do por contemplar varios sistemas biolégicos a
partir do ponto de vista da genética e das ciéncias da préfeina.

Genbmica e protebmica sdo de fundamental importancia cientifica, jA que os
genes contém as informacdes para sintetizar diferentes proteinas. No entanto, como

pode ser visto na Tabela 3, as proteinas ndo podem ser sintetizadas sem a assisténcia de



metaloenzimas contendo Cu e outros metais. Neste sentido, a metaldmica pode ficar na
mesma posicdo em importancia cientifica da gendmica e protedmica. lons metalicos,
como os alcalinos, que existem principalmente como ions livres nos fluidos biol6gicos,
deverdo também ser incluidos na metalémica, ja que desempenham papéis importantes

nos sistemas biol6gico®
2.6. Cobre-Proteina

As metaloproteinas que contém cobre podem também ser divididas quanto ao
tipo de esfera que possuem. Em sua maioria sdo proteinas com esferas mononucleares,
em que se incluem proteinas de transferéncia eletrénica, como as da familia da azurina,
e enzimas como a superdxido dismutase. Esferas dinucleares de cobre foram
encontradas em enzimas como a ceruloplasmina que € secretada no figado e considerada
a principal proteina carreadora de cobre no soro, e a citocromo-c oxidase, uma
metaloenzima fundamental para a transferéncia de elétrons para o oxigénio, uma etapa
muito importante na respiracdo celufdr’®

O cobre induz a sintese da tioneina no figado, cuja sequéncia de aminoacidos
varia conforme a espécie. Ela pode se ligar ao ion cobre, formando a metalotioneina,
que tem como uma de suas fun¢des é diminuir a quantidade de ions Cu livre no figado.
Juntamente com o ferro, o cobre é importante também na formacdo da hemoglobina.
970Fle ¢ transportado do figado para os érgdos periféricos pela ceruloplasmina, que
atua como armazenadora e transportadora a fim de se manter a homeostase desse
elemento, j& que o figado € o local de maior concentragdo desse mineral no organismo.
Aproximadamente 90% do cobre no plasma de mamiferos estdo na forma de
metaloproteinas, como a ceruloplasmina, que o carrega 0 cobre para tecidos
especifico$?

O metabolismo do cobre esta relacionado com o do ferro através da atividade da
ferroxidase da proteina ceruloplasmina. Como parte da proteina multimérica
ceruloplasmina, o cobre esta envolvido na oxidacdo tfeaFee”, tornando possivel a
transferéncia deste ultimo para a proteina transferrina sérica. Mais de 65% do cobre
sérico presente em vertebrados encontra-se associado ao complexo protéico da
ceruloplasmina. Este complexo também tem um papel importante na defesa

antioxidante, ja que diminui o stress oxidativo induzido pefd. F&



Além das enzimas citadas anteriormente, a lisil oxidase, também ligada ao
cobre, possui agdo catalitica, servindo de entrecruzamento (cross linkage) entre as
moléculas de colageno e elastina, convertendo-as em tecido conectivo forte e flexivel,
condicéo essencial para tecidos como o coracdo e vasos sanguineos. Ao nivel de sistema
nervoso central, outra cupro-enzima, a dopamina-b-monoxigenase catalisa a conversao
da dopamina em nor-epinefrina, um neurotransmissor e hormonio. A tirosinase, outra
cupro-enzima, transforma o aminoé&cido tirosina em melanina, pigmento escuro protetor
dos cabelos, pele e olhos. O cobre, por fim, € necessario para assegurar as propriedades
estruturais e cataliticas das cuproenzimas, atuando como cofator ou como componente
alostérico. Sendo assim, sdo necessarios estudos mais aprofundados aliados a técnicas
analiticas, como a eletroforese bidimensiotidl’

2.7. Eletrofore bidimensional em gel de Poliacrilamida

Uma das técnicas mais difundidas e empregadas na analise protedmica surgiu
muito antes do advento dessa ciéncia. A eletroforese de duas dimensdes em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE) surgiu na década de 70 e foi desenvolvida visando a
separacdo de proteinas utilizando gel de poliacrilamida. Apesar de a invengcdo da
técnica ser de quase 40 anos, os métodos que possibilitaram a identificacdo das
proteinas separadas em segunda dimensao de forma rapida e conclusiva sdo muito mais
recentes, tendo sido desenvolvidos ao longo dos dltimos 1%'dAos.

A eletroforese bidimensional é uma técnica muito abrangente e poderosa, pois
tem a capacidade de separar misturas complexas de proteinas em um unico gel, gerando
informacdes relevantes como o ponto isoelétrico (pl) e a massa molar (MM) dessas
proteinas. A unido dessa técnica com a espectrometria de massa (MS) € uma abordagem
muito versétil e robustg que, além do seu baixo custo, confiabilidade de resultados e
reprodutibilidade razoavel, apresenta uma total compatibilidade com a espectrometro de
massas’’

A eletroforese bidimensional, como proprio nome diz, é constituida por duas
fases distintas na separagdo de proteinas. A primeira, chamada de primeira dimensao, €
a focalizacéo isoelétrica (IEF). Nesta etapa, as proteinas sdo separadas em um gradiente
de pH até atingirem o ponto estacionario, em que a soma total de suas cargas € zero, isto

€, até alcancarem o seu ponto isoelétrico (pl). Sdo adicionados a amostra: agentes



caotropicos, como a uréia e a tiouréia, com a funcéo de desnatura as proteinas em uma
Unica conformacao; detergente ndo ibnico ou zwitterionico, que serve para aumentar a
solubilidade das proteinas hidrofébicas; um agente redutor para a prevencdo de eventos
oxidativos; e anfolitos carreadores que auxiliam na focalizacéo das proteinas até os seus
respectivos pls’?

A segunda etapa (segunda dimensdo) consiste na separacdo das proteinas, ja
separadas pelo pl, por MM utilizando o método de eletroforese em gel de poliacrilamida
com o detergente dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Assim, a eletroforese de duas
dimensdes possui a capacidade de evidenciar, com uma boa resolucdo, mais de 2.000
proteinas diferente$>"

Apobs essas duas etapas, o gel mostra um perfil com inimeros pontos, chamados
de spots, como é mostrado na Figura 2, que correspondem uma proteina especifica.
Quanto maior o volume e a intensidade do spot, maior a concentracao desta proteina na
célula, ou seja, a abordagem 2D permite uma analise quantitativa das proteinas
presentes na amostra estudada. Essa plataforma apresenta uma alta resolugdo devido a
separacao das proteinas por parametros diferentes e independentes (pl e MM).

Dessa forma, nota-se claramente a complexidade e utilidade desta plataforma,
qgue, além de isolar as mais diversas proteinas, fornece, em um Unico gel, uma série de
dados a respeito de diversas proteinas, como o pl, MM, abundancia relativa, além de
permitir a analise e identificacdo futura por MS. Dados adicionais ainda podem ser
obtidos, como a visualizacdo de modificacbes poOs traducionais através da analise da
corrida eletroforética da proteina em questio.

O mapa protedmico configura-se, entdo, da seguinte maneira: Da esquerda para
a direita ha um aumento de pl, ou seja, as proteinas com menor pl ficam a esquerda, e
com maiores pl ficam a direita. De baixo para cima ha um aumento de MM, isto &, as
proteinas menores tendem a ficar em uma posi¢do inferior no perfil, enquanto as
proteinas maiores tendem a ficar na posicdo superior. Com isso, h4 a possibilidade da
distincdo das proteinas estudadas e, desse modo, classifica-las como acidas, basicas, de

alto ou baixa massa molar, como € mostrado na figura 2.



Massa Molar

Ponto Isoelétrico

Figura 2. Mapa protedmico padrdo. As setas apontani sp®ts no gel. Setas pretas indicam um

aumento gradativo tanto do ponto isoelétrico (eixo X), quanto da Massa molar (eixo Y).

Todavia, esta técnica apresenta algumas deficiéncias importantes. Entre as
principais estdo o fato de se excluir proteinas de alto peso molecular (maiores que 120
kDa) e proteinas de 10 kDa, que co-migram com o de SDS durante a segunda
dimenséo, isto €, proteinas menores que 10 kDa apresentam baixa resolucdo ou nula
por esta técnica. As proteinas extremamente acidas e bdsicas, assim como muitas
proteinas hidrofobicas (geralmente proteinas de membrana) também sédo excluidas ao
utilizar a técnica de 2D-PAGE.

Outra significante deficiéncia € quanto as proteinas de baixa expressao, que sao
aquelas que apresentam baixa concentracdo de copias por célula. Isto é, algumas
proteinas, como as estruturais, podem atingir um patamar de 1.000.000 de copias/célula,
enquanto outras pouco expressas podem ter apenas 10 copias/célula. Sendo assim, por
muitas vezes elas ndo sdo detectadas nem pela impregnacgéo por prata. O fato é que uma
célula pode possuir entre 10.000-30.000 tipos diferentes de proteinas € no maximo
10.000 podem ser visualizadas na impregnac&o por fitata.

Além disso, na tentativa de aplicar maiores quantidades de amostra a fim de se
evidenciar essas proteinas menos expressas, pode acontecer a chamada sobreposicéo,
gue ocorre quando as proteinas muito expressas, por possuir um peso e pl semelhante a
alguma outra proteina, podem se sobrepor a essas proteinas, impedindo que sejam

visualizadas e estudadas pela técnica 2D-PAGE e Espectrometria de f1assss.



proteinas de baixa expressdo sdo muito importantes pois podem ser potenciais
biomarcadores de doencas ou alvos para drogas e néo sao detectadas, seja pelo fato de
estarem em uma baixa concentracdo, seja pela sobreposicdo de outras proteinas mais
abundantes. Assim sendo, algumas estratégias comecaram a surgir para superar as
limitacOes, tais como a analise do sub-proteoma, que reduz a complexidade do estudo
da célula pelo fato de se analisar separadamente o proteoma de cada organela por 2D-
PAGE.”’

O presente trabalho adotou um caminho alternativo para superar as limitacdes da
2D-PAGE Fez-se uso de diferentes tiras (IPG strips) com faixas de pH diversas e
estreitas, para melhor reproduzir uma certa regido de proteinas, seja a regido acida,
basica ou central do gel. Com isso, pode-se visualizar melhor as proteinas, pois essa

técnica evita a sobreposicdo e permite uma melhor disperséo dos spots na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo de como a utilizacdo de stips uma faixa estreita de pH pode otimizar a

visualizacdo dos spots.

2.7.1. Preparo das amostras

Para aproveitar a alta resolucéo propiciada pela 2D-PAGE, as proteinas tém de
ser desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas para alcancar ruptura
completa das interagbes moleculares e para garantir que cada ponto represente um

polipeptidio individual. Os principais problemas relacionados a visualizacdo de



proteinas da célula ou extratos protéicos encontram-se na dinamica das proteinas e
diversidade em relacdo ao ponto isoelétrico e solubilidade. Devido a complexidade dos
procedimentos, n&o existe um método Unico de preparo que possa ser universalmente
aplicado a todos os tipos de amostras analisadas por 2D-PAg#bora um grande
namero de protocolos tenha sido publicado, eles tém de ser adaptados e otimizados para
diferentes tipos de amostra (por exemplo, células microbianas ou de tecidos de
mamiferos) a serem analisadas, bem como para as proteinas de interesse (por exemplo,
as proteinas da membrana sollvel citosélica ou altamente insol(feis).

Algumas recomendacdes gerais, no entanto, podem ser feitas: a preparacdo da
amostra deve ser tdo simples quanto possivel para aumentar a reprodutibilidade, e as
modificacdes das proteinas durante a preparacdo da amostra devem ser minifizadas
que podem resultar em manchas sobrepostas em géis 2D-H&GPparticular, as
enzimas proteoliticas na amostra devem ser desativadas. Os trés passos fundamentais na
preparacao da amostra sao: rompimento celular, inativacdo ou remoc¢éo de substancias
interferentes e solubilizacdo das proteifis.

O rompimento celular pode ser alcancado por lise osmatica, lise detergente, lise
enzimatica da parede da célula, sonicagcdo, macerada com ou sem nitrogénio liquido,
etc. Estes métodos podem ser usados individualmente ou em conjunto. Normalmente, a
célula microbiana e tecidos biologicos (células vegetais), exigem condi¢cbes bastante
duras para a lise celular devido a solidez das paredes celulares, enquanto que métodos
mais suaves podem ser aplicados para os tecidos de mamife@mn relacédo as
proteases, estas devem ser inativadas para impedir a degradagcdo de proteinas. Caso
contrario, pode-se resultar em manchas e perda de proteinas.

Os inibidores de protease séo geralmente acrescentados, mas podem modificar
as proteinas. Deve-se ter em mente, no entanto, que pode ser bastante dificil a
inativacdo completa de todas as proteases. A precipitacdo com acetona € muito Util para
minimizar a degradacédo protéica e remoc¢ao de compostos interferentes, tais como sais e
polifendis. Além disso, um diferente conjunto de proteinas pode ser obtido por extracao

com lise, dependendo se houve ou ndo um precedente na etapa de preéitacio.



2.7.2. Solubilizac&o das Proteinas

Apbés o rompimento celular e/ou remocdo de compostos interferentes, os
polipeptideos individuais devem ser desnaturados e reduzidos, para interromper as
interacdes intra e intermoleculares, e solubilizados, mantendo-se a integridade das
propriedades de carga. A solubilizacdo da amostra é geralmente realizada em um
tampdo contendo caotrépicos (por exemplo, uréia e ou tiouréia), detergente nao-ibnico
ou detergentes anféteros (por exemplo, Triton X-100 e CHAPS), agentes redutores e,
dependendo do tipo de amostra, inibidores da protease. Infelizmente, lise pela uréia néo
é ideal para a solubilizacdo de todas as classes de proteinas, em particular para as de
membranas ou outras proteinas altamente hidrofobicas. Sendo que o seu melhor

aproveitamento € quando mistura a tiouréia, na solubilizacdo das proteinas hidrofdbicas.
81

2.7.3. Utilizagdo dos Detergentes Surfactantes

S&o utilizados para evitar interacdes hidrofébicas entre os dominios de proteinas
hidrofébicas, evitando-se perda de proteinas devido a agregacédo e precipitacdo. O SDS,
detergente anibnico, € um dos mais eficientes surfactantes. Os detergentes mais
populares nao-idnicos sdo o NP-40, Triton X-100 e maltoside docedil (n-D¢dBeyl-
maltoside). Infelizmente, NP-40 e Triton X-100 ndo sdo muito eficazes na solubilizacao
de proteinas de membrana muito hidrofébicas. Em contraste, anféteros, com
detergentes, CHAPS e Sulfobetainas (por exemplo, SB 3-10 ou ASB 14) apresentam
melhor desempenho na solubilizacdo em combinagdo com uréia e tiouréia para varias

proteinas de membrana integrais, como mostrado na Figfifa 4.



Figura 4. Separacao eletroforética 2D de proteinas de membrana do plasma de células humagps, (150
aplicadas em gel poliacrilamida. A primeira dimensdo é em gradiente de pH 4-8 linear e a segunda
dimensédo de um gel de acrilamida 10%. Algumas proteinas identificadas sao indicadas. As proteinas sédo
extraidas e focadas em uma solucdo contendo uréia 7M, tiouréia 2M, 20 mMIBTTHAPS, B: 2%

Triton X-100, C: 2%, Brij56: D: 2% n-DodecpHD-maltoside; E: 2% ASB14?

A uréia é bastante eficiente em romper as ligacbes de hidrogénio, levando a
proteina a desdobramento e desnaturagdo. Em contraste, a tiouréia € mais adequada para
quebrar interacdes hidrofébic&8 A maioria das proteinas de membrana ndo podem ser
solubilizadas adequadamente com um Unico detergente ndo-idnico, e, empiricamente,
testar e otimizar a composicao de tampéao de solubilizagédo de amostra, para melhorar a
solubilidade de proteinas da membrana, continua a ser impoftante.

2.8. Deteccao das Proteinas separadas por 2D-PAGE

Existem diversos métodos para se detectar as proteinas separadas por 2D-PAGE,
sendo que 0s mais comuns sdo os colorimeétricos, que sao aplicados apos a eletroforese,
como o Azul de Comassie coloidalo nitrato de prata (AgN§P Azul de comassié o
corante mais confidvel para a quantificacdo dos spots, pois apresenta linearidade
quantitativa.?* A deteccédo é baseada na ligacdo das moléculas do corante com as
proteinas por interacao eletrostatica, levando-se em consideracdo a baixa afinidade deste
corante com o gel de poliacrilamida, o que permite a visualizacdo dosGQfiotge de

deteccéo de protefnas por este método é entre 10-100ngskok coloracdo por prata



é um método entre 5 e 50 vezes mais sensivel que o Coarassieexcelente método

para analises qualitativas, porém de pobre poder quantitativo, pois a intensidade de
coloracéo dos spots depende do tempo de revelacdo e ndo € linear com a quantidade de
proteinas. Dessa forma, a comparacao entre dois géis torna-se*flificil.

Embora o método utilizando Coomassie seja mais comumente utilizado, existem
alternativas para a deteccdo de proteinas, como a deteccdo pré eletroforética pela
utilizacéo de fluoréforo ou detecgao radioati/a.

Posteriormente a deteccdo das imagens, os géis sao digitalizados e uma analise
quantitativa das proteinas deve ser realizada utilizando programas computacionais
especificos. Esta andlise visa a comparag¢do quantitativa entreygpatpresentam a
mesma proteina em duas classes distintas de géis (classe lesado e controle, por
exemplo) para evidenciar alguma diferenca estatisticamente relevante, demonstrando,
assim, que a proteina esta em condi¢cao de super-expressa ou sub-expressa.

Os programas frequentemente utilizados sdo o MELANIE (Genebio- Swiss-
Prot) e Image Master 2D Platinum 7.0 (Ge Biosciences). Estes programas contém
algoritimos que detectam os spots, os quantificam, levando em consideracdo o seu
volume relativo, e fazem a comparacdo (matching) entre as duas ou mais classes
desejadas com a finalidade de encontrar os spots diferencialmente expressos e realizar
0s testes estatisticos necesséarios para a comprovagdo. Este processo de comparacao
levando em consideracao o volume relativo é chamado de andlise densitométrica

ApoOs a localizacdo dos spots desejados, pode-se fazer a excisao destes spots e
submeté-los, apés um processamento especial, a Espectrometria de Massas para que
sejam identificados.

2.8.1. Tratamento de imagens dos géis

A importancia da eletroforese bimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE)
€ destacada em sua resolucédo, pois permite realizar uma separacao eficiente devido as
caracteristicas inerentes a técnica (obtencdo de gel bidimensional). H4, portanto, a
possibilidade de se realizar estudos comparativos que podem facilitar a identificacdo de
candidatos a biomarcadores entre os spots dos géis. Nos estudos protedmicos, a
identificacdo de diferencas quanto a expressdo de proteinas e a verificagdo de spots

NovOos ou ausentes, de possiveis biomarcadores, € uma das principais aplicacdes.



A alta variacdo que existe entre 0os géis € o principal problema destes estudos
comparativos, decorrentes da variabilidade extrinseca de amostras bioldgicas e outros
fatores, como, por exemplo, o método empregado para a marcagdo das proteinas no gel,
o preparo de amostra, a quantidade de proteinas totais aplicada, e pode ser que um dos
fatores mais relevantes seja a polimerizacéo do gel. Nesse caso, inumeros fatores podem
influenciar como: a temperatura em que ocorre a polimerizagdo, a pureza e a
concentracdo dos reagentes, tempo de formac&o do polimero, entre outros. Portanto, o
processo de comparacao entre geis, que € realizada pela comparacdo de imagens dos
géis obtidas por registradores de imagens especificos, € um processo arduo, que exige

bastante atenc&o, paciéncia e, essencialmente, cuidado experifiiefital.

2.9. Fluorescéncia de Raio-X (XRF)

A fluorescéncia de raios-X € um dos meétodos analiticos mais utilizados na
identificacdo qualitativa de elementos com numero atbmico maior que o oxigénio,
podendo ser empregada em analise elementar semiquantitativa ou quantitativa. A
analise multielementar instrumental por fluorescéncia de raios X é baseada na medida
das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos quimicos
componentes da amostra, quando devidamente excitados. Até 1966, a XRF era realizada
unicamente por espectrometros por dispersdo por comprimento de onda (WDXRF,
abreviacdo de wave-length dispersive X-ray fluorescence), baseados na lei de Bragg, os
quais necessitam de um movimento sincronizado e preciso entre o cristal difrator e o
detector®® Atualmente esta técnica vem sendo utilizada principalmente para amostras
sélidas, permitindo a determinacdo simultanea ou sequencial da concentracdo de varios
elementos, sem a necessidade de destruicdo da amostra, para amostras liquidas pode-se
recorrer a uma pré-concentracao, empregando-se troca ibnica, precipitacdo, quelacéo,
etc.

Apresenta uma alta freqUéncia analitica para andlise semiquantitativa de
amostras de interesse agroindustrial, geoldgico e ambiental quando se utiliza tubos de
raios X na excitacdo. Tem também utilizado fontes radioativas emissoras de raios X
e/ou gama de baixa energia substituindo os tubos de raios X na excitacdo, tornando a
andlise ainda mais simples, barata e de maior facilidade de operacdo, mas com a
desvantagem de perda de sensibilidade analitica. Mesmo assim, a EDXRF com

excitacao por fontes radioativas tem encontrado inUmeras aplicacdes, principalmente na



area onde n&o ha necessidade de uma alta sensibilidade afalitica.

Uma variante da fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia,
denominada de Reflexdo Total (TXRF), vem sendo bastante desenvolvida nos ultimos
anos e tem sido aplicada principalmente na analise de elementos tracos (na faixa de ppb)
em amostras liquidas (da ordem de microlitros), em pesquisas ligadas ao
Monitoramento Ambiental, Oceanografia, Biologia, Medicina, IndUstria, Mineralogia, ,
fluidos biolégicos e controle de qualidade de produtos de alta pureza.

Com o surgimento da espectroscopia de fluorescéncia de raios X, a mesma nao
pode ser amplamente aplicada em nivel microscépico como as técnicas de microssonda
de elétrons ou protons. Isto foi devido as dificuldades épticas de focalizar o feixe de
raios X comparado com feixe de particulas carregadas. A solugdo surgiu com o
aparecimento da teoria de reflexdo total na faixa de raios X, possibilitando a construcao
de dispositivos concentradores de radiacdo eletromagnética, (os capilares), e o
desenvolvimento da tecnologia de tubos de raios X com alta intensidade, relatando
vérias aplicacdes para analise de amostras biolégicas e inorganicas, e nos ultimos anos
tem sido aplicada na ciéncia forenge”?

Outra variante € a microfluorescéncia de raios X, esta apresenta vantagens do
seu uso para andlises quimicas, sistema utiliza um capilar de vidro, demonstrando
algumas vantagens da fluorescéncia de raios X comparada com a excitagdo por prétons
ou elétrons: (1) baixa dissipacdo de energia, praticamente ndo ocasionando danos
térmicos na amostra a ser analisada; (2) as amostras podem ser analisadas no ar, assim
elementos volateis sdo observados; (3) as amostras podem ser ndo condutoras; e (4) boa
raz&o sinal-ruido, resultando nos limites de deted¢&o.

Entre as vantagens da fluorescéncia de raios X para a analise quimica de
elementos pode-se citar: (a) adaptabilidade para automacdo, (b) andlise rapida
multielementar, muito importante devido a interdependéncia entre 0os micronutrientes
nos sistemas bioldgicos, (c) preparacdo simplificada da amostra e (d) limite de deteccéo

dentro do exigido por muitas amostras bioldgic¢as.
2.9.1. Fundamento da fluorescéncia de raios x
A analise por fluorescéncia de raios X é um método quali-quantitativo baseado

na medida das intensidades (numero de raios X detectados por unidade de tempo) dos

raios X caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra. Os raios X



emitidos por tubos , fonte radioativa, que excitam os elementos constituintes, os quais,
por sua vez, emitem linhas espectrais com energias caracteristicas do elemento e cujas
intensidades estdo relacionadas com a concentracéo do elemento na®amfostra.

Quando um elemento de uma amostra é excitado, este tende a ejetar os elétrons
do interior dos niveis dos atomos, e como consequéncia disto, elétrons dos niveis mais
afastados realizam um salto quéantico para preencher a vacancia. Cada transicao
eletrbnica constitui uma perda de energia para o elétron, e esta energia é emitida na
forma de um féton de raio X, de energia caracteristica e bem definida para cada ele-
mento. Assim, de modo resumido, a analise por fluorescéncia de raios X consiste de trés
fases: excitacdo dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios X
caracteristicos emitidos pela amostra e deteccdo desses raios X.

2.9.2. Excitacdo dos elementos

Para provocar a emissdo dos raios X caracteristico dos elementos que
constituem a amostra, a excitacdo pode ser feita de varias maneiras: excitacdo por
particulas aceleradas como elétrons, prétons ou ions; excitagdo por raios X, particulas
alfa, particulas beta negativas ou raios gama emitidos por radionuclideos, além do
processo mais utilizado até recentemente, que € através raios X gerados em tubos.

Nos processos onde se utilizam elétrons, prétons ou ions, e também maquinas
geradoras de raios X, ha necessidade de se ter instrumentacao eletro-eletronica capaz de
produzir altas diferencas de potencial elétrico (alta tenséo), extremamente estaveis, e
portanto sdo sofisticadas e caras. Quando se emprega fontes radioativas, emissoras de
particulas alfa, beta negativas, raios X ou gama de baixa energia,mostrada na Figura 5.
As transicdes obedecem critérios de selecdo de acordo com a teoria dtiantica.



Figura 5. Producéo das radiacées caracteristitas.

2.9.3. Espalhamento Compton

Em 1923, Arthur Holly Compton mostrou que quando um feixe de radiacdo
monocromatica interage com a matéria, uma parte deste feixe era espalhada, sendo uma
com a mesma energia do feixe incidente e outra com energia ligeiramente menor. O
espalhamento Compton é caracterizado pelo espalhamento de fétons por elétrons mais
externos ao atomo, este é um processo duplo, no qual os elétrons absorvem a energia da
onda eletromagnética e emite novamente como radiacdo espalhada, arrancando um
elétron do atomo. Uma onda eletromagnética transporta energia e quantidade de
movimento e sempre que, de alguma forma, quando alguma energia for retirada da
onda, uma quantidade de movimento correspondente também sera rétirada.

Para uma identificacdo dos elementos nos spots protéicos, € necessaria a
utilizacdo de Fluorescéncia de Radiacdo Sincroton, para uma boa resolucdo e

sensibilidade.

2.9.4. Fluorescéncia de Radiacdo Sincroton (SRXRF)

E uma técnica sensivel em que se determina varios elementos em baixa
concentracdo, como ions metalicos, que representam um papel importante na atividade
bioldgica. A investigacdo dessas espécies quimicas em diversos tipos de tecido vegetal,

animal e humano, permite uma melhor compreenséo de suas fungdes.



A radiacdo Sincroton é formada a partir da radiacdo eletromagnética emitida
por elétrons altamente energéticos, que circulam, e um acelerador ou anel de
armazenamento. Segundo Souza, a radiacdo Sincroton €é uma fonte de raios-X que
possui elevada intensidade {18 10 vezes mais forte que a fonte de raios-X
convencional), abrangendo uma ampla faixa do espectro eletromagnético (desde o
infravermelho até os raios—X). Sempre que uma carga elétrica é acelerada, da mesma
forma que os elétrons oscilando numa antena, ela emite radiagcdo eletromagnética. Uma
particula que € acelerada de forma harménica gera um campo elétrico senoidal em
funcdo do tempo, e este oscila de acordo com a frequéncia do seu movimento. Se a
velocidade da particula for bem inferior & da luz, essa emisséo tem o valor méximo para
angulos perpendiculares a direcdo de aceleracdo. Por outro lado, nas proximidades da
velocidade da luz ocorrem mudancas interessantes na emissao de radiacao, relacionadas
com as frequencias emitidas e a forfd@ecédo) de como a particula emite. Alteracdes
mais profundas ocorreram a velocidades relativisticas no movimento circular em que o
espectro de emissdo de radiacdo torna-se quase continuo, esta radiacdo é conhecida
como luz sincrotof>*%

A radiacdo ou luz sincroton é produzida por aceleradores angulares nos quais
circula uma corrente pulsada de elétrons de alta energia (E¥>tom velocidade
praticamente igual a velocidade da luz. A radiacdo sincroton € produzida pelo
movimento circular destes elétrons em velocidades relativisticas nas tangentes
curvaturas de sua trajetoria.

O processo de radiacdo se inicia por um canhdo de elétrons de um acelerador,
sendo que sdo aceleradores de particulas carregadas, como elétrons, prétons ou ions
pesados. As particulas carregadas entram em um tubo onde existem campos elétricos
alternados, sendo que estas particulas sdo aceleradas primeiramente por um campo
elétrico e entram em um tubo de corrente “drift tube”onde séo protegidas do campo
elétrico e o atravessam com a velocidade constante até a préxima abertura. Neste ponto
as particulas sdo novamente aceleradas e a cada abertura entre os tubos “drifts”as
particulas recebem mais energia. Com isso este processo € capaz de acelerar as

particulas carregadas com energias muito grantigs®



2.10. Espectrometria de Absorcéao Atdmica (AAS)

Apds quase meio século da proposta inicial de Alan Walsh, a espectrometria

de absorcdo atdomica (AAS) €, hoje em dia, uma técnica analitica bem estabelecida e
largamente utilizada nos laboratorios de pesquisa, de aplicacbes e de controle de
qualidade para a determinacé@o de elementos metéalicos, semimetélicos e ndo metélicos
em diversos tipos de amostrd8§*°®

Ao longo desses anos, tanto a espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao
por chama (FAAS) como atomizacédo eletrotérmica (AAS) sofreram diversos avancgos
instrumentais, tornando os equipamentos mais robustos. Comparativamente, a AAS
sofreu os maiores aprimoramentos desde a sua proposta ifiic@s tubos de grafite
revestidos piroliticamente com plataforma e aquecimento transversal, a correcdo de
fundo baseada no efeito Zeeman e 0s detectores com resposta rapida para registro dos
sinais transientes foram algumas das importantes contribuicdes ocorridas ao longo do
processo de desenvolvimento dessa técnica. Essas inovagdes instrumentais e outras
experimentais foram consolidadas por Walter Slavin, resultando no conceito das
condicbes STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace). As condi¢cdes STPF séao
um conjunto de requisitos instrumentais e operacionais sendo mostrado na Figura 4, que
asseguram uma condicao analitica adequada, permitindo obter métodos mais sensiveis e

com minima interferéncia utilizando a AAE-11?



Tabela 4 Requisitos instrumentais e operacionais necessarios para atender as condicbes STPF e o0s
resultados obtidos?

Condicdes STPF Resultado obtido

Tubo de grafite com plataforma L'vov Estabelecimento de um ambiente quase
isotérmico durante a atomizagdo

Sinais de absorbéancia registrados em Minimizag&o dos efeitos das variacdes
area cinéticas do processo de atomizagdo

Atomizador construido em grafite pirolitico Redugdo de perdas por difusdo através da
parede do atomizador

Aquecimento transversal do tubo de Estabelecimento de um ambiente
grafite espacialmente isotérmico

Correcdo da radiacdo de fundo por efeitGorrecéo das interferéncias espectrais
Zeeman

Utilizacao de modificador quimico Aumento da eficiéncia do tratamento
térmico durante a pirdlise

Interrupgdo do fluxo de gas durante Aumento do tempo de residéncia da nuvem

atomizacao atdbmica na zona de observacao

Elevada taxa de aquecimento do tubo Reducé@o de interferéncia na fase e

de grafite formacdo de uma densa nuvem
atbmica

Eletrdbnica adequada para permitr ®btencdo do registro dos sinais de

integracdo do sinal transiente absorbéancia em tempo real

Entre as técnicas espectroanaliticas, a AAS ocupa uma posi¢édo de destaque devido
a elevada sensibilidade, seletividade, a pequena gquantidade de amostra necessaria para
realizar a analise e a possibilidade de tratamento térmico da amostra durante o programa
de aquecimento, tornando possivel introduzir amostras na forma sélida ou de
suspensdes- % A grande quantidade de métodos analiticos bem estabelecidos, a
facilidade de operacéo do equipamento e o alto grau de automacéo dos espectrometros
modernos também contribuiram para a aceitacéo da téthica.

Esta técnica aplica-se a determinacdo de um grande numero de metais, e é
indicada, quando se deseja quantificar baixissimas concentracdes (inferiores a 100
ug LY. Apesar de oferecer limites de deteccdo muito baixos, sofre interferéncia de
matriz, que pode ser minimizada, com o0 ajuste das temperaturas e modificadores
quimicos. E baseada no mesmo principio que o FAAS, mas a atomizagdo se faz por
aquecimento eletrotérmico, no lugar de atomizagcdo por chama. Um discreto volume da

amostra pré-digerida é transportado, por meio de um amostrador, para dentro do tubo de



grafite e a atomizacdo ocorre com o aquecimento elétrico do tubo, em 3 estagios,
desolvatacdo (secagem da amostra entre 90-120°C), pirdlise (decomposicado da matéria
organica e moléculas inorganicas - temperaturas superiores a 500 °C) e atomizagéo (0s
atomos metalicos séo excitados a 2400 °C).

O vapor atdomico resultante da atomizacdo absorve a radiacdo monocromatica,
fornecida por uma lampada do metal. O detetor fotoelétrico mede a intensidade da
radiacdo transmitida. O inverso da transmitancia é convertido logaritmicamente para
absorbancia, que é diretamente proporcional a densidade numérica de atomos no vapor,
até uma faixa de concentracdo limite. A quantificacdo do metal se da, com a
comparacao do sinal analitico obtido na leitura da amostra, com uma curva analitica.

O gas de purga utilizado é o argbnio, que além de servir como gas de arraste,
mantém a atmosfera interna inerte, evitando a oxidacéo do f&tor outro lado, os
longos programas de aquecimento do tubo de grafite (1 a 3 minutos) e a caracteristica
monoelementar da AAS podem se tornar uma desvantagem quando a freqiéncia
analitica € um parametro a ser consideradoO alto custo dos materiais de consumo,
como os tubos de grafite e os reagentes de alta pureza também podem, em alguns casos,
inviabilizar o uso dessa técnica. Adicionalmente, o crescente interesse por meétodos
analiticos que possibilitem determinagBes multielementares de elementos-traco e ultra-
traco em diversos tipos de amostras, implicando em maior frequéncia analitica e
reducdo de custos, incentivou as pesquisas no sentido de tornar a espectrometria de
absorcdo atdomica capaz de realizar determinacdes multielementares seqienciais ou
simultaneasUm dos métodos que apresenta boa resolucédo de extracdo do analito de
interesse, para ser analisada por AAS é a extracao por ultra-som

2.11. Extracado dos ions metélicos por ultra-som

Os estudos pioneiros na caracterizacdo dos efeitos quimicos provocados por
ondas ultra-s6nicas implicando na transformacé&o de espécies quimicas foram realizados
por Miller em 1950. Tais estudos comprovaram a cisdo das ligacdes H-O em moléculas
de 4gua e a producdo de peroxido de hidrogénio no meio irradiado. O fendbmeno
envolvido na cisdo hemolitica de ligacdes foi denominado de sondlise da agua, o qual
leva a producdo direta dos radicais livres H € H®@meio. A elevada reatividade dos

radicais livres favorece a rapida interacdo destas espécies com ions, moléculas, ou



ainda, a combinacdo entre radicais, com a consequente producdo de novas especies
molecular (HO,), ou ainda, nova radical livre £8).

Os efeitos das ondas ultra-sonicas foram constatados em diferentes estudos
submetendo agua pura aos ultra-sons de baixa frequiéncia; entre estes efeitos, estdo: a
oxidacdo de fons Eeem meio aquoso, a degradacdo de polimeros e a formacéo de
peroxido de hidrogénio.

Em investigacbes recentes também pdde ser constatada a diminuicdo
significativa da taxa de formacdo de peroxido de hidrogénio sob sonicacdo com o
aumento da concentracdo de NaCl presente na solucdo submetida a sonicacao. Contudo,
esses efeitos provocados pelo ultra-som n&o s&o habitualmente aplicados no
desenvolvimento de métodos e procedimentos de analise quimica.

Em meio liquido, as ondas ultra-sonicas de alta poténcia produzem intensas e
sucessivas ondas de compressao e rarefacdo, no qual, dependendo da viscosidade, pode
ocorrer o surgimento de cavidades de dimensfGes microscopicas durante uma fase de
rarefacdo. A ocorréncia de gases e vapores no meio irradiado faz com que moléculas
dos gases e vapores migrem para o interior das cavidades. Nos sucessivos ciclos de
compressdo e rarefacdo, as dimensbes da cavidade vao aumentando, até que seja
atingido um diametro critico, quando esta finalmente sofre colapso. Ondas ultra-sénicas
de freqiiéncia de 20 kHz e intensidade de 1 Watf$ @m se propagarem pela agua
(velocidade do som de aproximadamente 1500 mdensidade = 1 g ¢fjy levam um
corpusculo a deslocamentos de aproximadamente 0,93 mm em torno de um ponto
central, com velocidade méaxima de 11,7 .#\ aceleracdo méaxima que este
corplsculo estaria submetido aproximadamente 16 knos seja, 1600 vezes maior
que a aceleracao da gravidade. Adicionalmente, a variagcdo de presséao calculada para a
situacdo apresentada seria de 1,7 MPa. Porém, este exemplo trata do efeito da
propagacdo de onda ultra-sénica de 1 Watts’, cen processadores ultra-sénicos
superiores a 100 Watts séo facilmente encontrados. Portanto, as velocidades maximas,
pressdes e aceleracbes serdo tdo mais intensas quanto maior a poténcia do gerador de
ultra-sons*1?°

Os resultados obtidos em diferentes ensaios realizados com sistemas
heterogéneos (liquido-solido) sob sonicagdo indicaram que os efeitos dessas ondas
acusticas ndo deveriam ser considerados como mero e eficaz sistema de agitacdo. Estes

estdo, relacionados aos jatos de alta velocidade produzidos pela cavitacdo acustica nas



proximidades das superficies dos metais ja que essas ondas mecanicas, ao interagirem
com a superficie de sélidos, levam a alteracdes significativas em sua morfologia
superficial. Caso os ultra-sons sejam aplicados em liquidos contendo material
particulado em suspenséao, as cavidades deixam de ser simétricas de forma que, quando
de seu colapso, os microjatos sédo direcionados para o soélido. Porém, a energia
resultante da acao direta dos ultra-sons n&o seria capaz de provocar efeitos como
aqueles observados durante a sonicagdo, como o rompimento de ligagcbes inter e
intramoleculares. Estudos realizados com liquidos puros e solugcbes aquosas
demonstraram outras potencialidades da aplicacdo da energia acustica, a0 mesmo tempo

em que induziram a uma reflexdo sobre o emprego de ultra-som no preparo de amostras.
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CAPITULO Il



Com base na revisao bibliografica apresentada, objetivou-se, com o presente trabalho
“Concentracdo de cobre em amostras de filé de tilapia do Nilo comercializados no

Brasil”

a) O presente trabalho foi determinar a concentragdo de cobre em amostras de filé da
tilapia do Nilo Qreochromis niloticus coletadas no comércio da cidade de
Botucatu-Estado de Sdo Paulo-Brasil e amostras fornecidas pelo Laboratério de
Nutricdo Organismos Aquaticos/[FMVZ-UNEST/Botucatu-SP/Brasil, por GFAAS,

e avaliar se as concentrag0es estao de acordo com a legislagéo brasileira.

b) Desenvolvimentos de Metodologias Analiticas

O Capitulo Il apresenta o trabalho que foi redigido conforme as normas do periédico.
Food Chemistry



Concentragdo de cobre em amostras de filé de tilapia do Nilo comercializados no
Brasil

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentragdo de cobre em amostras de
file da tilapia do Nilo Qreochromis niloticus coletadas no comércio da cidade de
Botucatu-SP-Brasil e amostras fornecidas pelo Laboratério de Nutricio Organismos
Aquaticos/[FMVZ-UNEST/Botucatu-SP/Brasil. Na etapa de preparacdo, as amostras de
filé foram liofilizadas e moidas criogenicamente até obtencdo de particulas menores que
60 um e a extracdo do cobre foi feita por ultra-som utilizando-se HCI 0,10 fmbrho

solucdo extratora. As determinacdes de cobre foram feitas por espectrometria de
Absorcdo Atdmica em Forno de Grafite (GFAAS) utilizando temperaturas de secagem
de 100°C - 250°C, temperatura de pirélise de 148D, temperatura de atomizagdo de
2400°C e temperatura de limpeza de 2800 Foi utilizado como modificador quimico
nitrato de paladio injetado junto com as amostras e tungsténio como modificador
permanente. Entre as seis amostras de filé de tilapia coletadas foram encontradas
concentracdes de cobre da ordem de 0,70 a 1,60 thoéipres estes considerados de
acordo com a legislacéo brasileira, ( concentracdes de cobre em amostras de pescados
de até 30,00 mg KJ. A exatiddo e precisdo das concentracdes de cobre determinadas
neste estudo foram avaliadas utilizando-se padréo certificado Lake Michigan Fish
Tissue — NIST SRM 1947.

Palavras-chave: Nutricdo de peixes; cobre em peixes; essencialidade de cobre; tilapia do

Nilo; GFAAS;



Abstract

The aim of this work was to determine the copper concentrations in filet samples of Nile
tilapia (Oreochromis niloticuscollected in the Botucatu City - Brazil. In the samples
preparation step, the samples were lyophilised and the steak was cryogenically to
produce particles smaller than 60 mm and the copper extractant was carried out by
ultrasound using HCI 0.10 mol”Las extracting solution. The copper determination
were carried out by GFAAS, whit a drying temperature of°C00 25CFC, pyrolysis
temperature of 146Q, atomization temperature of 24@0) and cleaning temperature of
280C°C. Palladium nitrate was used as a chemical modifier coinjected with the samples,
and tungsten was use permanent modifier. Among the six fillet samples of Nile tilapia
collected were found copper concentrations of 0.70 to 1.60 mgthkgse values are in
agreement with Brazilian law, (copper concentrations in fish samples up to 30.00 mg
kg?). The accuracy and precision of the copper concentrations determined in this study

were evaluated using certified standard Lake Michigan Fish Tissue - NIST SRM 1947.

Keywords: Fish nutrition; copper in fish; essentiality of copper; Nile tilapia; GFAAS



1. Introducéo

A tildpia 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 criagdo em tanques-rede com racdes
completas com alta tecnologia de producdo. Além do que é bastante apreciada pela
industria de filetagem, gracas as qualidades organolépticas e a inexisténcia de espinhos
em “Y” no seu filé [1]. Devido a seu potencial para a aquicultura, as tilapias tiveram sua
distribuicdo expandida nos ultimos 50 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 producao de tilapias, o
gue tem levado pesquisadores que trabalham com aquicultura a desenvolverem
trabalhos relacionados ao comportamento, fisiologia, genética e nutricio dessa espécie
de peixe [3-5].

E consenso na comunidade cientifica a fundamental importancia dos ions
metalicos para 0s organismos, pois eles sdo essenciais como componentes estruturais e
em muitos processos vitais, podendo funcionar como agentes sinalizadores, como
catalisadores, ou ainda alterar a expressao génica [6-8]. Por apresentarem proporgdes e
quantidades variaveis no tecido corporal dos animais, 0s ions metalicos sé&o
classificados como macroelementos (elementos que o organismo necessita em grandes
guantidades) e microelementos (elementos que o organismo necessita em menores
quantidades). Sao considerados macroelementos essenciais o calcio, fosforo, magnésio,
potéssio, sodio, cloro e enxofre e como microelementos essenciais o cobre, cobalto,

ferro, iodo, manganés, selénio e zinco [9, 10].



O cobre é um microelemento essencial na produgdo de hemoglobina, no
funcionamento de sistemas enzimaticos, como componente de varios pigmentos do
organismo, esta envolvido no sistema nervoso central, no metabolismo do 0sso e em
fungBes do coracdo. Entretanto, em concentracdes elevadas esse ion metalico pode ser
téxico para o organismo [11]. Os peixes podem acumular cobre em diversos 6rgaos e
tecidos de forma direta, a partir da agua, e indireta por meio de alimentos. O acumulo
desse ion metélico pode resultar em alterag6es nos processos fisioldgicos e bioquimicos
do organismo dos peixes [12]. A taxa de acumulacéo de cobre pelos diferentes tecidos
dos peixes (rins, figado, bagco ou musculo), depende do tempo de exposi¢cdo ao ambiente
contaminado e principalmente da quantidade de cobre na dieta do animal. A taxa de
cobre acumulada no tecido muscular € mais preocupante porque é a principal via de
contaminagéo da populacdo que se alimenta da carne de peixes, o que torna fundamental
o monitoramento de cobre em tecidos das espécies de peixes mais consumidas pelas
populacdes [13, 14].

Com base no exposto, o presente trabalho apresenta os resultados obtidos na
determinacdo de cobre em amostras de filés de tilapia do Nilo, espécie de peixe muita
consumida no Brasil, produzidas em diferentes pisciculturas e coletadas em
supermercados da cidade de Botucatu-SP/Brasil. E o0 método de extracdo do cobre foi
determinado ap0s a extracdo por ultra-som e comparado com uma racdo certificada

( Lake Michigan Fish Tissue-NIST SEM 1947).



2. Material e métodos

2.1. Reagentes e solucdes

Agua ultrapura (18,2 K cmi) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB
Ultra lonic, solugbes extratoras de acido cloridrico suprapuro Merck foram utilizados
em todo o trabalho. As solucdes estoque de cobre e dos modificadores quimicos
(palédio e tungsténio) foram preparadas por diluicdes de padrdes titrisol Merck. Todas
as solucdes foram estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solugbes padréo, vidrarias e 0s
frascos do amostrador do espectrometro de absor¢do atdmica foram lavados com banho
de 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¢do de padrdes e/ou amostras.

2.2. Coleta e preparo das amostras

Cinco amostras de filé de tilapia do Nilo foram coletadas em supermercados da
cidade de Botucatu-SP/Brasil. Uma sexta amostra foi fornecida pelo Laboratério de
Nutricdo Organismos Aquaticos/[FMVZ-UNESP/Botucatu-SP/Brasil. Esta quinta
amostra foi composta de cinco porc¢des de filé obtidos de alevinos de tildpia do Nilo
alimentados com racao isenta de cobre e ragbes contendo 4,00, 80,00, 160,00 e 320,00
mg kg' de cobre durante 120 dias. No final desse periodo, os peixes alimentados de
cada um dos tratamentos foram eutanaziados para retirada das amostras de filé e do
figado. As amostras de filé de tilapia obtidas comercialmente e as amostras de filé e
figado dos alevinos de tilapia alimentadas em laboratério foram transferidas para

frascos de polipropileno de 50 mL e armazenadas ¥ -2bdas as amostras foram



preparadas para a etapa de extragdo do cobre procedendo-se inicialmente a desidratacao
pelo liofilizador por 48 horas e posteriormeatenoagem por maceragcdo em Grau de
Porcelana na presenca de nitrogénio liquido até a obtencéo de particulas com auxilio de

uma peneira, obtivemos granulometria menor quene(14,15].

2.3. Extracao do cobre

Apods a etapa de secagem e moagem, aproximadamente 100 mg de amostra e 10
mL de solugéio 0,10 mol'tde &cido cloridrico foram transferidas para frascos de teflon
de 50 mL. A mistura amostra/solucéo foi entdo submetida a agitacdo por ultra-som para
extragdo do cobre, utilizando-se diferentes tempos e poténcia de sonicagao. Os extratos
acidos obtidos foram separados da fase sélida remanescente por centrifugacdo (10.000
rpm, 5 minutos a e a determinagao das concentragdes de cobre foi feita por GFAAS.
Para efeito de comparacdo foi feita também a extragdo do cobre utilizando-se a

mineralizacdo das amostras por digestdo acida g#NaCIQ,/ T° 60-80C) [14].

2.4. Equipamentos

Para a desidratacdo das amostras foi utilizado liofilizador modelo CHIST-
ALPHA -2-4 LD PLUS (Sistema freezer dryer), utilizando trés etapas: 1° etapa:
congelamento da amostra a -60°C ( Freezing): 2° etapa: secagem principal -30°
C/0.370 mbar ( main drying): 3° etapa: secagem final -50°C/0.040 mbar, com o tempo
decorrido de 48 horas.

Para determinacdo de cobre foi utilizado espectrometro de absorcdo atdmica
SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor de absorcdo de fundo com

lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com



plataforma integrada e amostrador automético ASC-6100. Foi utilizada lampada de
catodo oco de cobre SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente. O comprimento de
onda utilizado foi de 324,7 nm e a resolucdo espectral foi de 0,2 nm. Argonio foi
utilizado como gés inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1"Lduiante todo o
programa de aquecimento, exceto na etapa de atomizacdo, na qual o fluxo de géas foi

interrompido. Os sinais de absorbancia foram medidos em de area de pico.

Desruptor de células ultra-sénico UNIQUE, composto com macro e micro

ponteira de titanio, foi utilizado no processo de extracao do cobre.

2.5. Determinacgao da concentragéo de cobre por GFAAS

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

Os tubos de grafite piroliticos com plataforma integrada utilizados nas
determinacdOes de cobre tiveram suas paredes internas recobertas com tungsténio. Para
isso, aliquotas de 28 de solucdo contendo 1000 mg Ho modificador tungstato de
soédio foram injetadas dentro do atomizador, o qual em seguida foi submetido ao
seguinte programa de aquecimento: 1 — SecageniC1a6r 10 s (Rampa) e 25 s
(Aquecimento), 15t por 10 s (Rampa) e 25 s (Aquecimento); Redugdo’Gsp0r 10
s (Rampa) e 20 s (Aquecimento), 18D@or 10 s (Rampa) e 20 s (Aguecimento);
Atomizacgdo 2400C por 1s (Rampa) e 5s (aquecimento); Limpeza: Z6Qor 5 s
(Aquecimento). Em todas as etapas foi utilizado argbnio como gas de limpeza com
fluxo de 1 L min*. Esse procedimento foi repetido 20 vezes e permitiu 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 50Qug [14, 16-19].



2.5.2. Preparo da curva analitica

Curva analitica foi preparada utilizando-se solucdo padrdo estoque de cobre
(Merck). Para isso, volumes de 8, 16, 24, 32 gud0de solucédo padrédo de cobre
contendo 25Qg L™, 5L de &cido cloridrico suprapuro 12 mot,L50 uL de Triton X-

100 a 1% (v/v), 10QuL de solucdo 1000 mgide Pd(ll) e agua ultrapura foram
transferidos para os frascos do autoamostrador do espectrometro, de modo que o
volume final das solu¢des padréo ficasse igual 1208 as concentracdes de cobre na

faixa de 2,00 a 10,00g L™[3].

2.5.3. Preparo dos extratos acidos para injecédo no tubo de grafite

ApOs o processo de extracao por ultra-som, #0@os extratos acidos obtidos
foram transferidos diretamente para os copos do autoamostrador do espectrometro de
absorgéo atdmica e em seguida foram adicionadpg 8@ Triton X-100 a 1% v/v, 100

uL de solugédo 1000 mgide Pd(Il) e 35QL de &gua ultrapura.

2.5.4. Procedimentos analiticos

Apés a etapa de preparo das amostras (extratos acidos) e das soluc¢des padrao,
preparadas diretamente nos copos do autoamostrador, um volumgudel@@adréo
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 repeticbes. O programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para

determinacédo de cobre foi 0 seguinte: 1 — Secagel@: 9@ 10 s (Rampa), 1%0 por



10 s (Rampa) e 5 s (Aquecimento), Z5Qor 10 s (Rampa) e 5 s (Aquecimento);
Pirélise 1400C por 5 s (Rampa) e 10 s (Aguecimento); Atomizacdo: ZAQor 2 s
(Rampa) e 5 s (Aquecimento); Limpeza: 28D(®or 5 s (Aquecimento). Em todas as
etapas, com excecado da etapa de atomizacao, argénio com fluxo de 1 foimiomo

géas de limpeza.

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacéo do tempo e da poténcia de sonicacao na extracao do cobre

Diversos estudos demonstraram que as ondas ultra-sdnicas promovem a extragao
dos analitos de uma matriz sélida devido a atuacdo destas sobre as moléculas organicas
presentes na amostra, destruindo-as e provocando a quebra da ligacdo do metal com
essas moléculas. Dessa forma, a eficiéncia da extragdo de analitos metélicos por ultra-
som depende do tempo e da poténcia de sonicacdo [20 - 25]. No presente estudo foi
avaliado o tempo de sonicacgéo, aplicando uma poténcia constante de 170 W por 5 ciclos
de 10, 20, 40 e 60 s. Observou-se que a partir de cinco ciclos de 30 s os sinais de
absorbancia medidos por GFAAS nas amostras permaneceram praticamente constantes.
Esse tempo foi considerado suficiente para que ocorresse o fendbmeno da cavitagcéo
acustica, ou o ciclo de formacéo, crescimento e colapso das microbolhas formadas pela
propagacdo das ondas, responsaveis pela liberacdo de grande quantidade de energia na
microrregido proxima da superficie da fase solida, provocando a extracdo do ion
metélico do material sélido [20-22].

A influéncia da amplitude do ultra-som foi avaliada utilizando-se 5 ciclos de 40
s de aplicagéo do ultra-som e variando-se a poténcia de sonicagcdo em 34, 68, 102, 136,

170 e 204 W. Os resultados obtidos indicaram que a eficiéncia maxima do processo de



extragaddoi conseguida na escala de amplitude 136-240 W de poténcia. Optou-se ent&o
por utilizar a amplitude de 136 W de poténcia porque essa poténcia provocou um menor
aumento de temperatura da solucdo extrator8C,58ontra 72C e 82C para as

amplitudes de 170 W e 202 W.

3.2. Otimizagé&o das condi¢Oes experimentais para determinacao de cobre por GFAAS

Curvas de pirdlise e de atomizacdo foram feitas para se determinar as
temperaturas Otimas de pir6lise e atomizacdo do cobre nas solu¢cdes padrdo e nos
extratos acidos das amostras de file e tecido hepéatico de tilapia do Nilo, utilizando-se
tubo de grafite recoberto internamente com carbeto de tungsténio. A influéncia das
temperaturas de pirélise e atomizacdo sobre sinal de absorbancia obtido para o cobre em
padrdo contendo fig L-1 e nos extratos acidos das amostras de materiais bioldgicos,

sdo mostradas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Curvas de temperatura de pirélise dos extratos acidos das amostras de filé e tecido hepéatico de

tilapia do Nilo e do padrdo contendo 5,00 jigde cobre.
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Figura 2. Curvas de temperatura de atomizagdo dos extratos acidos das amostras de tecido muscular e

hepético de tilapia do Nilo e do padrdo contendo 5,00 ugelcobre.

A temperatura de pirélise de 1400 foi escolhida, porque conforme mostra a
Figura 1 os sinais de absorbancia obtidos para o cobre permanecem constantes a partir
de 1000°C, sofrendo um rapido decréscimo a partir de 1Malemonstrando que até
esse valor de temperatura o cobre apresentou-se termicamente estavel. Em relacdo a
temperatura de atomizacéo ilustrado na Figura 2, observa-se que 0s sinais de
absorbancia obtidos para o cobre s&do constantes a partir € 220dsiderando esse
comportamento e também porque nessa temperatura houve melhor reprodutibilidade e
repetibilidade de leituras, conforme resultados obtidos em outros trabalhos, a
temperatura de atomizagdo de Z4DGoi escolhida. A boa estabilidade térmica do
cobre obtida nesses experimentos demonstra a eficiéncia do modificador quimico Pd(ll)
injetado junto com a amostra e do carbeto de tungsténio que atuou como modificador

permanente [14,18].



3.3. Obtencéo da curva analitica

Considerando-se os parametros fisico-quimicos otimizados (temperatura de
pirélise e atomizacao), que permitiu elaborar o programa de aguecimento mostrado no
item 2.5.4, foi preparada curva analitica de cobre na faixa de concentragdo de 2,00 —
10,00ug L-1. A Figura 3 mostra a curva analitica obtida com a sua respectiva equacao

da reta.
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Figura 3. Curva analitica obtida a partir de solu¢des padrdo contendo 2,00; 4,00; 6,00; 8,0Qug 10,00

L de cobre.

Os valores obtidos nas leituras de absorbancia dos padrdes de cobre (n=3)
apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade (desvios padréo relativo menores
que 1%), o que reforca a eficiéncia dos modificares quimicos, Pd(Il) e carbeto de

tungsténio, na estabilizacéo térmica do cobre durante e etapa pirdlise e atomizacao do



programa de aquecimento utilizado. As massas caracteristicas calculadas em relagédo ao
padrdo de 5,0Qug L™* de cobre foi de 42 pg e os limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), calculados considerando o desvio padréo de 20 leituras obtidas
em relacdo ao branco das solucdes padréo e da inclinacdo da curva analitica (LOD
=30/slope e LOQ =16/slope), foram respectivamente 0,22 e Q,63L* decobre. O

tempo de vida util do tubo de grafite foi equivalente a 843 queimas, que para o0 método
proposto é aceitavel quando comparada com outros métodos descritos na literatura,

considerando-se a complexidade das matrizes biolégicas [26-32].

3.3. Concentracao de cobre nas amostras de tecidos de tilapia do Nilo

Apés a otimizacdo do processo de extracdo por ultra-som e do programa de
aquecimento para determinagdo de cobre por GFAAS, o método otimizado foi aplicado
na determinacdo do analito em amostras de tecido filé e tecido hepatico de tilapia do
Nilo, adquiridas no comércio da cidade de Botucatu-SP/Brasil e fornecidas pelo
Laboratério de Nutricdo Organismos Aquaticos/FMVZ-UNESP/Botucatu-SP/Brasil. Os
resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos utilizando-se a
mineralizacdo acida das amostras. A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas por
determinacao de cobre em padrao certificado Lake Michigan Fish Tissue — NIST SRM
1947. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 1. Analisando-se os resultados
da Tabela 1 observa-se que em relacdo as amostras de filé comerciais as concentracdes
apresentaram valores entre 0,700 e 1,00 rify kglores estes bem abaixo de 30,00 mg
kg', valor maximo permitido pela legislacdo brasileira[14]. Em relacdo as amostras
obtidas de alevinos de tilapia do Nilo alimentadas com ra¢des suplementadas com cobre
€ possivel observar que ocorre um aumento da concentracdo de cobre, 0,742 a 1,603 mg

kg, com o aumento da suplementacdo de cobre na rac&o, no entanto, esse aumento nao



€ proporcional. Por exemplo, comparando-se o valor determinado para o tratamento 1
(racdo nao suplementada com cobre) com o tratamento 5 (ragéo suplementada com 320
mg kg" de cobre), observa-se um aumento de 2,20 vezes na concentracdo de cobre na
amostra de filé. Este valor ainda é muito inferior ao maximo permitido pela legislacéo
brasileira e, deve-se considerar ainda que o suplemento de cobre utilizado nesse
tratamento é muito superior aos utilizadas normalmente nas pisciculturas brasileiras,

que em média utilizam uma suplementacéo de 6,00 fhg&gobre.

Tabela 1.Resultados (n=3) obtidos nas determinac8es de cobre em amostras de filé e tecido hepatico de
tilapia do Nilo e em padrao certificado Lake Michigan Fish Tissue — NIST SRM 1947.

Amostras Extracao por ultra-som Mineralizacdo acida
(mg kg™ (mg kg ™)
Filé — T 0,821+0,027 0,806+0,022
Filé -2 0,942+0,031 0,940+0,028
Filé - 3 0,778+0,017 0,773+0,016
Filé — 4 0,923+0,043 0,920+0,037
Filé -5 0,703+0,019 0,706%0,015
File T-1" 0,742+0,021 0,739+0,019
File T-2" 0,992+0,030 0,987+0,028
Filé T-3" 1,435+0,045 1,432+0,041
Filé T-4" 1,593+0,051 1,589+0,046
Filé T-5" 1,603+0,053 1,600+0,048
Figado T-1 2,225+0,068 2,221+0,063
Figado T-2 3,982+0,077 3,978+0,074
Figado T-3 6,298+0,093 6,293+0,096
Figado T-4 9,774+0,112 9,771+0,116
Figado T-5 10,79440,115 10,789+0,117

Padrao certificado 0,410+0,012 0,412+0,013

*Amostras comerciais; *Amostras fornecidas pelo Laboratério de Nutricdo Organismos Aquaticos/FMVZ -
UNEST/Botucatu-SP/Brasil (T — 1: suplementado com 0,00 ritglkegcobre, T — 2: suplementado com 4,00 my kg

de cobre, T — 3: suplementado com 80,00 myde cobre, T — 4: suplementado com 160,00 mbdeycobre, T —

5: suplementado com 320,00 mg'kde cobre); # NIST SRM 1947 - 0.411+0.09 mg kg

Deve-se destacar ainda, que ocorre um aumento mais significativo da
concentracdo de cobre com o aumento da suplementacdo desse mineral nas racdes em
relacdo as amostras de figado. Por exemplo, comparando-se os valores do tratamento 1
(racdo nao suplementada com cobre) com o tratamento 5 (ragéo suplementada com 320

mg kg-1 de cobre), observa-se em relacdo a amostra de figado T-4 um aumento de

aproximadamente cinco vezes em relacdo a amostra de figado T-5. Esses resultados



estdo de acordo com outros trabalhos da literatura, que indicam o figado como o
principal 6érgdo armazenador de cobre e, que destacam também, que a concentragédo
desse mineral pode variar de acordo com a espécie e da sua concentragdo na racao [33-
36].

Em relacdo aos resultados obtidos utilizando-se os dois métodos de
extracdo do cobre, também apresentados na Tabela 1, observa-se que estes séo
concordantes. Os desvios-padrao relativos calculados apresentaram-se na faixa de 1,10 a
3,50 %, mostrando que ambos os métodos apresenta boa precisdo. Em relacdo aos
resultados determinados para padrao certificado, observa-se que os valores
apresentaram desvios-padrao relativos de aproximadamente 3,00%, o0 que caracteriza
uma boa repetibilidade entre as medidas. Os valores determinados também estdo bem
préximos do valor certificado, comprovando assim, que ambos 0s métodos apresentam

boa exatiddo

4. Conclusdes

Com base nesses resultados pode-se concluir que as amostras comerciais de filé
de tilapia do Nilo, ndo apresentam concentragdes de cobre que possam comprometer a
saude da populacdo consumidora do produto. Observou-se também que a auséncia e
utilizacdo de superdosagem de cobre em ragfes para tildpia do Nilo ndo caracterizam
aumento significativo da concentragdo do cobre nas amostras de filé de tilapia do nilo.
No entanto, pode-se verificar que a concentracdo de cobre no figado responde de forma
positiva & quantidade desse mineral suplementado na racéo.

Em relagdo ao método proposto para extracdo de cobre utilizando-se ultra-som,
0s resultados obtidos na determinacdo de cobre nas amostras, mostraram-se

equivalentes obtidos pelo método utilizando-se a mineralizacdo acida das amostras. No



entanto, deve-se destacar esta metodologia diminui consideravelmente o tempo de
analise, o que favorece a frequéncia analitica. Além disso, os residuos quimicos gerados
nos extratos acidos apés a mineralizacdo das amostras no bloco digestor, ndo ocorrem

Nno processo de extracao por ultra-som.
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CAPITULO 1lI



Com base na revisdo literaria apresentada, objetivou-se, com o presente trabalho
“Fracionamento de cobre em proteinas utilizando amostras de plasma, masculo e

tecido hepético de tilapia do Nilo”

a) O objetivo do presente trabalho foi otimizar o fracionamento de proteinas
utilizando eletroforese em amostras de tilapia do Nllce¢chromis niloticus
amostras fornecidas pelo Laboratério de Nutricdo Organismos Aquaticos/[FMVZ-
UNEST/Botucatu-SP/Brasil

b) Mapear por (SRXRF) e quantificar (GFAAS) o cobre em spots protéicos

O Capitulo Ill, apresenta o trabalho que foi redigido conforme as normas do

periodico. Jounal of Biological Inorganic Chemistry



Fracionamento de cobre em proteinas utilizando amostras de plasma, musculo e

tecido hepético de tilapia do Nilo

Resumo

No presente trabalho teve como objetivo investigar cobre em spots protéicos de
amostras de plasma, tecido muscular e hepatico de tilapia do Qlimaohromis
niloticus) obtidos apds separacdo das proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em segunda dimensdo (2D-PAGE) e posterior avaliagdo qualitativa e
quantitativa utilizando fluorescéncia de raios-X com radiagdo sincrotron (SRXRF) e
espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GFAAS). As analises dos
espectros de fluorescéncia indicaram a presenca de cobre em trés e dois spots protéicos
de plasma, musculo e figado, respectivamente. Observou-se que 0s ions cobre estédo
distribuidos em sua maioria em proteinas com massa molar menor que 54 kDa e maior
que 13 kDa com pl na faixa de 5,3 a 9,3. A concentracdo de cobre ligado a essas
proteinas foi determinada por GFAAS apds a mineralizacdo 4cida dos spots protéicos,

encontrando-se concentracdes na faixa de 1,20 a 4,82, meppectivamente.

Palavras-chave: Metaloproteinas, 2D PAGE, SRXRF, GFAAS, tildpia do Nilo.



ABSTRACT

An investigation was made into copper in protein spots in samples of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus plasma, muscle and liver tissue obtained after protein
separation by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and
subsequent qualitative and quantitative evaluation by synchrotron radiation X-ray
fluorescence (SRXRF) and graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS).
An analysis of the fluorescence spectra indicated the presence of copper in three and
two plasma, muscle and liver protein spots, respectively. The copper ions found were
distributed mainly in proteins with a molar mass of less than 54 kDa and more than
13 kDa with pl in the range of 5.3 to 9.30. The copper concentration bounded to these
proteins was determined by GFAAS after acid digestion of protein spots, finding

concentrations ranging from 1.20 to 4.82 iy @spectively.

Keywords: Metalloproteins, 2D PAGE, SRXRF, GFAAS, Nile tilapia.



1. Introducéo

Na nutricAo de peixes, como 0s outros minerais, o cobre é elemento dietético
essencial. Tanto a deficiéncia quanto o excesso desse mineral podem causar alteragoes
nas funcdes fisioldgicas e na resposta imunolégica, aumentando a susceptibilidade do
animal a infeccdes [1,2]. Esse mineral possui importantes fun¢cdes no organismo dos
peixes, sendo necessario no metabolismo de varios nutrientes e como constituinte de
diversas enzimas. Destaca-se como referéncia de sua importancia a participacdo como
cofator, dentre outras, da enzima ALA-desidrogenase, a qual participa na sintese do
complexo heme em sua incorporacdo no pigmento hemoglobina. Além disso, é
indiretamente responsavel também pela formacdo do colageno e da elastina, pela
conversdo da tirosina em melanina em destruicdo de anions superoxido que sédo espécies
reativas do oxigénio, potencialmente destrutivos para as células [1-4].

Considerando importancia dos minerais como componentes estruturais e
funcionais dos organismos vivos e que uma grande parte das proteinas e enzimas
requerem a presenca de um ion metélico para realizarem alguma atividade biologica,
levaram os pesquisadores que trabalham com aquicultura a desenvolverem trabalhos
relacionados com a influéncia das metaloproteinas na fisiologia, genética e nutricdo de
peixes [4-9].

Nesse contexto, atualmente, o desenvolvimento de metodologias analiticas que
permitam uma avaliagdo segura das metaloproteinas e/ou proteinas ligadas a metais
presentes no sangue e em tecidos de animais tornou-se fundamental. Principalmente, em
relacdo aos chamados microminerais, como o cobre, os quais apresentam faixa de
essencialidade e toxicidade muito proximas e que sao transportados em nivel celular por
diferentes proteinas. Considerando a importancia que essas biomoléculas exercem sobre

as atividades biol6gicas dos seres vivos, uma nova area cientifica, denominada



metaldmica, foi proposta recentemente e permitiu a integracdo de estudos
tradicionalmente analiticos com estudos inorganicos e bioquimicos. O estudo da
metaldmica das diferentes espécies de peixes podera fornecer informacfes valiosas
sobre como um ion metdlico estéa distribuido e coordenado as proteinas, como também
da concentracdo individual da espécie metélica, contribuindo assim na elucidacdo dos
aspectos fisioldgicos e funcionais dessas biomoléculas [10-13].

Com base no exposto, o presente trabalho teve como primeiro objetivo fracionar
proteinas de amostras de plasma, tecido muscular e hepatico da espécie de peixe tilapia
do Nilo obtidos apés separagdo das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida
em segunda dimensao (2D-PAGE). Como segundo objetivo foi feito a determinagao
qualitativa e quantitativa de cobre nos spots protéicos por fluorescéncia de raios-X com
radiacdo Sincrotron e espectrometria de absorcédo atdmica em forno de grafite. Os dados
obtidos no presente estudo fazem parte do estudo inicial da metalémica da tilapia do

Nilo.

2. Experimental

2.1. Equipamentos

Além de vidrarias convencionalmente utilizadas em laboratério de Quimica
Analitica, foram empregados 0s seguintes equipamentos e acessoérios para 0
desenvolvimento do trabalho: Espectrofotometro UV/Visivel, marca ThermoSpectronic,
modelo Genesys 6, (Rochester, EUA), sistema para eletroforese 2D-PAGE, marca GE
Healthcare, modelo Ettan™ Daltsix (Uppsala, Suécia), sistema para focalizacdo
isoelétrica, marca Amersham Biosciences, modelo EPS1001 (Uppsala, Suécia), Scanner

(GE Healthcare), Espectrometro de absorcdo atdbmica Shimadzu, modelo AA-6800



(Tokyo, Japao), Forno de Microondas Provecto Analitica, modelo DGT 100 plus

(Campinas/Séao Paulo, Brasil).

2.2. Reagentes e Solucdes

Agua ultrapura (18,2 K2 cmi) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB
Ultra lonic foi utilizada em todo o trabalho no preparo das soluc¢des. Acido acético (J. T.
Backer) e fosférico (Mallinckodt) de pureza analitica, nitrico e cloridrico (Merck) de
grau espectroscépico foram utilizados em todo o trabalho no preparo das solucdes
utilizadas nas separacdes eletroforéticas. Todos os solventes organicos utilizados (e.g.
etanol, acetona, metanol) foram de pureza analitica e de procedéncia Merck. As
solucdes utilizadas nas separacdes eletroforéticas e nas determinagfes de proteina total
foram preparadas com reagentes de pureza analitica de procedéncia Amersham
Biosciences. Todas as solugdes foram estocadas em frascos de polipropileno e/ou vidro,
sendo as solucbes utilizadas nas separagbes eletroforéticas foram guardadas em
refrigerador a 4C ou em freezer a -2C.

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

utilizagéo.

2.3. Coleta e preparo das amostras

As amostras de plasma, figado e musculo foram obtidos a partir de juvenis de
tilapia do Nilo Qreochromis niloticus criadas na Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Laboratorio de Nutricdo de

Organismos Aquaticos, Botucatu/SP. Ao final do manejo alimentar, os peixes foram



anestesiados, com solucéo de benzocaina (100 ¥ngdra coleta de sangue do vaso
caudal com auxilio de seringa de 1,0 mL para obtencdo da amostra de plasma. Apos a
coleta, o sangue foi transferido para tubos do tipo Eppehdorfqual continha
K2EDTA (3,0%) que foi utilizado como anticoagulante. O sangue foi entdo centrifugado

a 13.000 rpm durante 5 minutos em ultracentrifuga refrigerada para obtencéo do plasma,
em seguida essas amostras foram armazenadas®@.-2pds este procedimento, os
peixes anestesiados com benzocaina foram eutanasiados para retirada de filés do
musculo e figado inteiro. As amostras de musculo e figado foram entéo transferidas para

frascos de polipropileno de 15 mL e armazenadas em freez€Ca -80

2.4. Preparacdo das amostras para eletroforese

As amostras de plasma sanguineo, apos procedimento de separacdo do sangue,
apresentam-se prontas para serem quantificados os teores totais de proteinas e utilizadas
nas corridas eletroforéticas. Ja as amostras de musculo e figado foram maceradas em
agua deionizada, com auxilio de almofariz e pistilo. Em seguida, os extratos contendo
as proteinas de musculo e figado foram separados da parte solida por centrifugacéo a
13.000 rpm e a 4 °C durante 5 minutos, em ultracentrifuga refrigerada. Os extratos
protéicos obtidos dessas amostras foram transferidos para tubos do tipo Eppendorf
foram utilizados posteriormente para quantificacdo dos teores protéicos e corridas
eletroforéticas.

Os extratos protéicos das amostras: plasma e tecido hepéatico, foram submetidas
a um processo de remocgao de albumina por meio do uso de um kit de remocéo de
albumina (Millipore), visto que essas amostras apresentam altas concentracdes de

albumina [14,15]. Apds o procedimento de remoc¢éo de albumina, os extratos contendo



as amostras plasma e tecido hepéatico, juntamente com o extrato protéico das amostras
de tecido muscular, foram tratados com solucdo gelada de acetona 80% (v/v) na
proporcao 1:4 (amostra: acetona) para precipitacdo das proteinas. Essa precipitacao foi
conduzida durante trés horas a -20°C, garantindo que a precipitacdo ocorresse de
maneira quantitativa. Em seguida, os precipitados protéicos foram centrifugado a 10000
rom em ultracentrifuga refrigerada (BioAgency) por 10 minutos e o sobrenadante foi
retirado. Os precipitados protéicos foram lavados duas vezes com a solugcéo de acetona
gelada utilizada para a precipitacdo. Apos estes procedimentos parte dos precipitados foi
ressolubilizada em solucéo de NaOH a 0,50 nigldara quantificacdo do teor total de
proteinas, e outra parte foi ressolubilizada em tamp&o contendo uréia a 7-mol L
tiouréia a 2 mol I}, CHAPS a 2% (m/v), anfélitos de pH 3 a 10 a 0,5% (v/v), azul de
bromofenol a 0,002% e 2,8 mg de DTT, para ser utlizada nas separacdes

eletroforéticas [16].

2.5. Determinacao da concentracdo das proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais nos extratos protéicos foi determinada de
acordo com o método de Bradford [17]. Curvas analiticas de calibracdo foram feitas na
faixa de 25 a 10Qug mL* a partir de solucdo padrdo estoque de BOOML™ de
Albumina de Soro Bovino. O procedimento experimental conduzido em cubetas de
vidro contendo 20QuL de padrdo e/ou amostra diluida apropriadamente, e 2,5 mL do
reagente de Bradford. Apds 5 min de reacdo, as leituras de absorbéancia foram medidas a

595 nm em espectrofotdbmetro.

2.6. Separac0es eletroforéticas



Antes do inicio das separacoes eletroforéticas volumespR5@os extratos
protéicos (contendo lug pL™ de proteina total) foram aplicadas em fitas para
focalizacdo isoelétrica de 13 cm, que continham o gel pré-fabricado com os anfélitos
imobilizados de pH 3 a 10 ou 4 a 7. Essas fitas foram colocadas em um aparato, sobre o
gual permaneceram por 12 h, a temperatura ambiente, para serem reidratadas com o
extrato protéico. Além do extrato protéico foram adicionados também cerca gdé 900
de Oleo mineral sobre essas fitas. Apos este periodo, a fita reidratada foi levada ao
sistema para focalizacdo isoelétrica para corrida em primeira dimensao da eletroforese
bi-dimensional, utilizando a seguinte programacédo de tensao [15]: Etapa 1 = 500 V,
com acumulo de 500 Vh; Etapa 2 = 1000 V, com acumulo de 800 Vh; Etapa 3 = 10000
V, com acumulo de 11300 Vh; Etapa 4 = 10000 V, com acumulo de 3000 Vh.

O programa de separacao em primeira dimensao durou em média 4,5 h. Apos o
término da focalizac&o isoelétrica, a fita com as proteinas separadas em funcéao do pl,
foi equilibrada em duas etapas. Na primeira etapa, foram utilizados 10 mL de solucéo
contendo uréia 6 mol't, SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmof-L
azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 1% (m/v). Esta etapa denominada reducéo tem
a finalidade de manter as proteinas em suas formas reditaasgunda etapa foi
utilizada uma solugcdo de composicdo similar, porém, substituindo-se o DTT por
iodoacetamida 2,5% (m/v). Esta etapa é denominada alquilacdo e sua finalidade é
alquilar os grupos tiéis das proteinas, prevenindo que elas sejam reoxidadas durante o
processo eletroforéticoCada uma destas etapas durou 15 min e foi feita sob leve
agitacdo em mesa agitadora [14-16].

ApoOs a etapa de equilibrio das fitas foi feita a segunda dimensao do processo

eletroforético (SDS-PAGE). A fita de proteinas de plasma foi aplicada em gel de



poliacrilamida 10% e as fitas de musculo e figado em gel de poliacrilamida 12,5%,
previamente preparados em placa de vidro de 180x160x1,5 mm. O géis de
poliacrilamida foram preparados a partir das seguintes solugdes: Acrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano, Dodecil Sulfato de Saddio
(SDS), N,N’,N,N'-tetrametilenodiamina (TEMED), Acido Cloridrico e Persulfato de
Amonio. Foi colocado sobre o gel de poliacrilamida, ao lado da fita, um pedaco de
papel de filtro, ao qual foi aplicado 1fl. de padrdo de massa molar contendo as
proteinasp-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovaatina (45,0 kDa),
anidrase carboénica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDe)actoalbumina (14,4
kDa). A fita e o papel de filtro foram vedados com solugédo quente de agarose 0,5%
(m/v) em tampado adequado, de modo a garantir o contato destes com o gel de
poliacrilamida. Em seguida, a corrida eletroforética em segunda dimenséao foi efetuada
em sistema para eletroforese 2D-PAGE, em duas etapas, utilizando a seguinte
programacao [14-16Fensao (V) — Etapa 1 = 90, Etapa 2 = 250; Corrente elétrica (mA)
— Etapa 1 = 25, Etapa 2 = 25; Poténcia (W) — Etapa 1 = 100, etapa 2 = 100; Tempo (h) —
Etapa 1= 0,5, Etapa 2 = 5.

Apds o periodo de corrida (aproximadamente 5,5 h) as proteinas foram reveladas
empregando-se o corante Coomassie coloied,consiste em uma solugcao de sulfato
de amoénio 8% (m/v), acido fosférico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v)
e metanol 25% (v/v). Antes da revelacdo, as proteinas foram fixadas durante 1 h,
empregando-se solucao contendo acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v). O corante
ficou em contato com o gel durante 72 h e depois foi removido por sucessivas lavagens
com agua ultrapura [18]. Os géis obtidos, feitos em triplicatas para os trés tipos de
amostra, foram escaneados em Scanner GE Healthcare. As imagens escaneadas foram

analisadas utilizando o programa ImageMaster platinum 6.0 para se obter a correlagcéo



entre as repeticdes de géis, a contagem de spots em cada réplica de gel e a estimativa da

massa de proteina presente nos spots.

2.7. Determinacédo qualitativa de cobre por SRXRF nos spots protéicos

As determinacgdes qualitativas de cobre nos spots protéicos das amostras de
plasma foram feitas em linha de Fluorescéncia de raios-X com radiacdo Sincrotron,
disponivel no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, localizado na cidade de
Campinas-SP/Brasil. Os spais proteinas foram retirados do gel com o auxilio de uma
ponteira de pipeta, secos com lampada de infravermelho durante 20 min e fixados em
plataforma de aluminio. Ap0s serem estabelecidas as condicdes de analise, o
mapeamento do Cobre foi realizado por irradiagéo do spot por 200 s em dois pontos. Os
espectros coletados foram processados por meio do programa AXIL, que permite
corrigir a variacdo da intensidade do feixe da radiacdo Sincrotron fazendo-se a
normalizagcdo da area dos picos das espécies quimicas detectadas pela contagem do pico

de argbnio [19].

2.8. Determinacédo quantitiva de cobre por GFAAS nos spots protéicos

A quantificacdo de cobre nos spots protéicos foi feita por espectrometria de
absorcao atdbmica em forno de grafite apos a separacdo dos spots do gel com o auxilio
de uma ponteira de pipeta e posterior mineralizacdo por digestdo acida. Nessas
determinacgOes foi utilizado espectrometro de absorcdo atdmica SHIMADZU modelo
AA-6800, equipado com corretor de absorcdo de fundo com lampada de deutério e

sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma integrada e



amostrador automatico ASC-6100. Foi utilizada lampada de catodo oco de cobre
SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente. O comprimento de onda utilizado foi de
324,7 nm, com resolucao espectral de 0,2 nm. Argbnio foi utilizado como gas inerte,
mantendo-se um fluxo constante de 1 L fnilurante todo o programa de aquecimento,
exceto na etapa de atomizacao, na qual o fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de

absorbancia foram medidos em de &rea de pico [3,4,20].

3. Resultados e discussao

3.1. Determinacao da concentracé@o de proteinas totais nas amostras

As determinacdes do teor total de proteina nos extratos protéicos das amostras
foram feitas para se obter a melhor massa protéica a ser aplicada nos géis das corridas
eletroforéticas por 2D-PAGE, levando-se em consideracdo a concentracdo do gel. Os
resultados dessas determinacgdes indicaram que o0s extratos protéicos das amostras de
plasma, musculo e figado continham 25Q¥; 25,108,17; 24,808€,19 mg mC
respectivamente.

Com base nesses resultados volumes del1dos extratos das amostras foram
diluidos com &gua ultrapura para um volume de |285@ aplicados nas tiras contendo
géis pré-fabricados para a etapa de IEF, o que corresponde a uma massa de

aproximadamente 250y de proteina.



3.2. Otimizacgdo das separacdes eletroforéticas

Na eletroforese 2D-PAGE cada mancha no gel, ou mais comumente denominado
“spot” representa uma Unica proteina [21]. Todas as corridas eletroforéticas dos extratos
das amostras foram feitas em triplicata. Analises de correlacbes e a contagem do
namero de spots também foram feitas entre as repeticdes dos géis. As Figuras 1-3
mostram 0s géis obtidos dos extratos protéicos das amostras plasma, musculo e figado,

com 0s spots protéicos nos quais foram detectados cobre por SRXRF destacados com

um circulo.

Figura 1: Gel de poliacrilamida 10% (m/v) de plasma de tilapia do Nilo com pl situado na faixa de 3 a 10

e massa molar de proteina na faixa de 20,1 a 97,0 kDa, detectados cobre por SRXRF.



Figura 2: Gel de poliacrilamida 12% (m/v) de musculo de tilapia do Nilo com pl situado na faixa de 3 a

10 e massa molar de proteina na faixa de 14,4 a 97,0 kDa, detectados cobre por SRXRF.



Figura 3: Gel de poliacrilamida 12% (m/v) de figado de tilapia do Nilo com pl situado na faixa de 3 a 10

e massa molar de proteina na faixa de 14,4 a 97,0 kDa, detectados cobre por SRXRF.

Conforme mostram as Figuras 1-3, 0os géis dos extratos das amostras de plasma,
musculo e figado, apresentam boa resolucdo, o que demonstra que as separacdes das
proteinas ocorreram de forma eficiente. Observa-se, nos trés géis uma grande
diversidade de spots protéicos, alguns mais intensos com pl e massa molar, entre 3,0 -
9,5e20,0-70,0 kDa; 3,5-9,0e 10,0- 70,0 kDa; 4,0 - 8,0 e 10,0 — 70,0 kDa, para os
géis de plasma, musculo e figado, respectivamente. As analises das imagens das
repetices dos géis das amostras de plasma, musculo e figado, apresentaram correlacdes
de 89,5%, 71,7% e 66,45% com numero médio de spots de 575113, 480+16 e 505+12,

respectivamente.



3.3. Avaliacdo qualitativa de cobre por SRXRF nos spots protéicos

A avaliacdo qualitativa de cobre ligado as proteinas dos spots protéicos foi feita
por SRXRF, considerando-se a sensibilidade dessa técnica e que possivelmente as
concentracdes de cobre nos diversos spots estariam na faixa de ppb e/ou ppm [22]. As
Figuras 4-6 apresentam os graficos dos espectros de fluorescéncia obtidos nas analises
por SRXRF dos spots protéicos das amostras de plasma, musculo e figado de tilapia do
Nilo. De uma forma geral, todos 0s espectros obtidos nas analises por SRXRF
apresentaram fundos continuos intensos. Tais fundos devem-se, principalmente, ao
espalhamento Compton dos raios-X incidentes sobre a matriz do gel, o qual pode
mascarar o0s sinais do elemento de interesse [22,23]. Dessa forma, utilizando os valores
das areas dos picos normalizados (apds desconto do branco analitico) dos espectros de
SRXREF, foi possivel identificar o cobreq(k 8,047, s = 8,904) ligados as proteinas

dos spots destacados com um circulo, apresentados nas Figuras 1-3.
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Figura 6: Espectros de fluorescéncia de raios-X com radiacdo Sincrotron obtidos para os spots protéicos
6 e 7 de figado de tilapia do Nilo.

Como pode ser visto nos espectros das Figuras 4-6, aléem do cobre foi detectada
a presenca de enxofre e fosforo, ndo-metais que podem estar presentes na estrutura da
proteina do spot analisado. Outros ions metalicos detectados foram o calcio, cobalto,
ferro, magnésio e zinco. A presenca de mais de um ion metalico/metaldide em spots de

proteinas sao aceitaveis, ja que uma unica metaloproteina ou proteina metal ligante pode



ter varios sitios ativos formados por &tomos de ions de diferentes elementos [22]. Os
picos de grande intensidade relativos ao argorio=R,957) e ao silicio (k= 1,740),

que aparecem em todos 0s espectros, sdo esperados, pois neste caso, o silicio esta
presente na fita em que é fixados a amostra do spot protéico e o argdnio esta presente no
ar ambiente a uma taxa constante de 0,934% v/v [23,24]. Na Tabela 1 sdo apresentados

0s spots nos quais foi identificada a presenca de cobre.

Tabela 1.Massa molar (M) e ponto isoelétrico (pl) de proteinas do pool de amostras de plasma

de tildpia do Nilo separadas por 2D PAGE que apresentaram cobre ligados em suas estruturas.

Amostra
Plasma Mdsculo Figado
M M M
Spot . pl Spot . pl Spot . pl
53,8 5,3 4 35,1 7,7 6 13,6 9,3
27,2 5,4 5 14,8 6,1 7 37,7 7,4
37,1 6,8 - - - - - -

com base nos resultados apresentados na Tabela 1 pode-se sugerir a presenca de
cobre em trés spots protéicos de plasma e em dois spots protéicos de musculo e figado.
Sendo que de uma forma geral, os ions cobre identificados por SRXRF estéo ligados a

proteinas com uma massa molar na faixa de 54,0 a 13,0 kDa e com pl na faixa de 5,3 a

9,3.

3.4. Avaliacao quantitativa de cobre nos spots protéicos das amostras

Apés a identificacdo da presenca de cobre por SRXRF nos spots protéicos das
amostras por 2D PAGE, foi feita a quantificagdo desse elemento por GFAAS apoés a
mineralizacdo acida dos spots protéicos. As concentracdes de cobre nos spots protéicos

foi feita considerando a estimativa da massa de proteina obtida por densidade Optica



utilizando-se o programa ImageMaster 2D Platinum versdo 6.0. Na Tabela 2 séo

apresentadas as concentracfes de cobre determinadas nos spots protéicos.

Tabela 2: Concentracdo de cobre e estimativa das massas de proteinas determinadas nos spots

protéicos das amostras de plasma, nos quais foi detectada a presenca desse elemento por
SRXRF.

Amostra
Plasma Musculo Figado
Cobre Proteina Cobre Proteina Cobre Proteina
Spot N spot 1 spot .

mg g m*(ug) mg g m*(ug) mg g m*(ug)
1 1,20 2,20 4 3,50 3,10 6 4,82 1,60
2 4,52 3,40 5 4,43 1,90 7 1,80 1,40
3 3,60 2,80 - - - - - -

*m = massa de proteina

Analisando-se o0s resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que as
concentracdes de cobre determinada nos spots protéicos das amostras apresentam
valores na faixa de 1,20 a 4,82 my o entanto, os resultados apresentados na Tabela
2 ndo fornecem muita informacédo porque ndo se sabe de quais proteinas se tratam.
Dessa forma, foi feita a conversao da estimativa das massas de proteinas e das massas
de cobre para quantidades de moléculas proteina e de atomos de cobre, considerando as
massas molares das proteinas e do cobre e que 1 Da= 1%861.10Esses calculos
possibilitaram a estimativa de quantos atomos de cobre estariam presentes por
moléculas de proteina [8,23]. Os resultados obtidos nesses calculos sdo mostrados na

Tabela 3.



Tabela 3.Estimativa do nimero de moléculas de proteinas contendo cobre ligado e do nimero de atomos

de cobre por spot protéico.

Amostra
Plasma Musculo Figado
Namero  NuUmero Ndimero  NuUmero Ndimero  Ndmero
Moléculas de Moléculas de Moléculas de
Spot de atomos Spot de atomos Spot de atomos
Proteina de Cu Proteina de Cu Proteina de Cu
(10%) (10" (10%) (10" (10%) (10"
1 2,50 0,23 4 5,30 1,03 6 7,00 0,73
2 7,50 1,50 5 7,70 0,78 7 2,20 0,24
3 4,50 0,96 - - - - - -

Com base nos resultados apresentados na Tabela 3 foi possivel estimar a
proporcao de cobre por molécula de proteina. Dessa forma pode-se inferir que no spot 2
da amostra de plasma cada molécula de proteina contém aproximadamente dois atomos
de cobre ligados em sua estrutura. Utilizando-se esse raciocinio, pode-se inferir que em
relacdo aos demais spots das amostras de plasma, muasculo e figado, cada molécula de

proteina contém aproximadamente de um a dois atomos de cobre.

4. Conclusao

A utilizacdo da eletroforese 2D PAGE como etapa inicial no estudo de avaliacdo
de metaloproteinas foi eficiente no fracionamento das proteinas presentes em amostras

de plasma, musculo e tecido hepatico de tilapia do Ritedchromis niloticus A boa



correlacdo obtida nas repeticdes dos géis indicou que os procedimentos de extracdo de
proteinas totais preservaram a estrutura metal-proteina, o que possibilitou o
mapeamento de cobre nos spots protéicos por SRXRF e posterior quantificagdo desse
elemento por GFAAS. A quantificacdo do cobre nos spots protéicos permitiu fazer uma
estimativa do niumero de atomos desse elemento por molécula de proteina, verificando-
se que todas as proteinas dos spots protéicos estudados apresentam proporgdes de um a
dois atomos de cobre por molécula de proteina, indicando assim, que pode tratar de

metaloproteinas.

5. Referéncias

[1] KNOX D., COWEY, C. B., ADRON, J. W. Effects of dietary copper and
copper:zinc ratio on rainbow trout Salmo gairdneri. Aquaculture, 27, 111-119, 1982.

[2] GATLIN D.M., WILSON P.W. Characterization of iron deficiency and the dietary
iron requirement of fingerling channel catfish. Aquaculture 52, 191-198, 1986.

[B] NEVES R. C. F.,, MORAES P. M., SILVA F. A,, LOUREIRO, V. R., SALEH M. A.

D., PADILHA C. C. F., BARROS, M. M., PADILHA P. M. Determination of copper in
fish feed by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry using slurry sampling..
Sensing and Instrumentation for Food Quality and Safety 2, 274-279, 2008.

[4] NEVES, R. C. F.; MORAES, P. M.; SALEH, M. A. D.; LOUREIRO, V. R,
SILVA, F. A.; BARROS, M. M.; PADILHA, C. C. F.; JORGE, S. M.A.; PADILHA P.

M. FAAS determination of metal nutrients in fish feed after ultrasound extraction. Food
Chemistry 113, 679-683, 2009.

[5] SA, M. V. C., PEZZATO, L. E., BARROS, M. M., PADILHA P. M. Optimum zinc
supplementation level in Nile tilapia Oreochromis niloticus juveniles diets. Aquaculture

238, n.1-4, 385-401, 2004.



[6] SA, M. V. C., PEZZATO, L. E., BARROS, M. M., PADILHA P. M. Relative
bioavailability of zinc in supplemental inorganic and organic sources for Nile tilapia
Oreochromis niloticus fingerlings. Aquaculture Nutrition, Oslo-Noruega, v. 11, n. 4, p.
273-285, 2005.

[7] SILVA, F. A., NEVES, R. C. F., QUINTERO-PINTO, L. G., PADILHA, C. C. F.,
JORGE, S. M. A., BARROS, M. M., PEZZATO, L. E., PADILHA P. M. Determination
of selenium by GFAAS in slurries of fish feces to estimate the bioavailability of this
micronutrient in feed used in pisciculture. Chemosphere 68, 1542-1547, 2007.

[8] LOUREIRO, V. R.; SALEH, M. A. D.; MORAES, P. M.; NEVES, R. C. F;
PADILHA, C. C. F.; PADILHA P. M. Manganese Determination by GFAAS in Feces
and Fish Feed Slurries. Journal of the Brazilian Chemical Society 18, 1235-1241, 2007.
[9] SILVA, F. A; PADILHA, C. C. F.; PEZZATO, L. E.; BARROS, M. M.; PADILHA

P. M. Determination of chromium by GFAAS in slurries of fish feces to estimate the
apparent digestibility of nutrients in feed used in pisciculture. Talanta 69, 1025-1030,
2006.

[10] HARAGUCHI, H. Metallomics as integrated biometal science, J. Anal. At.
Spectrom. 19, 5-14, 2004.

[11] SZPUNAR, P. Metallomics: a new frontier in analytical chemistry, Anal. Bioanal.
Chem. 378, 54-56, 2004.

[12] GOMEZ-ARIZA J. L., GARCIA-BARRERA T., LORENZO F., BERNAL, V.,
VILLEGAS, M. J., OLIVEIRA, V. Use of mass spectrometry techniques for the
characterization of metal bound to proteins (metallomics) in biological systems, Anal.
Chim. Acta. 524, 15-22, 2004.

[13] GARCIA J. S., MAGALHAES C. S., ARRUDA M.A.Z. Trends in metal-binding

and metalloprotein analysis, Talanta v. 69, p. 1-15, 2006.



[14] HAMES, B. D.; RICKWOOD, D. Gel Electrophoresis of proteins: A practical
approach. 22 ed., New York: IRL Press, 1990. 383p.

[15] BERKELMAN, T.; STENSTEDT, T.; 2-D Electrophoresis: Principles and
Methods. Uppsala: Amersham Biosciences, 1998. 101p.

[16]. LANCAS, F.M.; SILVA, J.C.R.; BICUDO, R.C.; NETO, M.B. A quimica
analitica do proteoma. Analytica, v.6, p.60-67, 2003.

[17]. BRADFORD, M.M. Rapid and sensitive method for quantitation of microgram
quantities of proteins utilizing principle of protein-dye binding, Analytical

Biochemistry. v.72, p.248-254, 1976.

[18]. CANDIANO, G.; BRUSCHI, M.; MUSANTE, L.; SANTUCCI, L.; GHIGGERI,
G.M.; CARNEMOLLA, B.; ORECCHIA, P.; ZARDI, L.; RIGHETTI, P.G. Blue silver:
a very sensitive colloidal coomassie G-259 staining for proteome analysis.

Electrophoresis, v.25, p.1327-1333, 2004.

[19]. WESELOH, G., KUHBACHER, M., BERTELSMANN, H., OZASLAN, M.,
KYRIAKOPOULOS, A., KNOCHEL, A., BEHNE, D. Analysis of metal-containing
proteins by gel electrophoresis and synchrotron radation X-ray fluorescence. Journal of
Radioanalytical and Nuclear Chemistry, 259, 473, 2004.

[20]. SALEH, M. A. D.; NEVES, R. C. F.; SILVA, F. A;; MORAES, P. M
LOUREIRO, V. R.; ROLDAN, P. S.; PADILHA, P.D. GFAAS Determination of Zinc

in Fish Feed and Feces Using Slurry Sampling .. Food Analytical Methods, 2, 162-168,
20009.

[21]. GARCIA, J. S., SOUSA, G. H. M. F., EBERLIN, M. N., ARRUDA, M. A. Z
Evaluation of metal-ion stress in sunflower (Helianthus annus L.) leaves through

proteomic changes. Metallomics, 1, p. 107-113, 2009.



[22]. VERBI, F. M., ARRUDA, S. C. C., RODRIGUEZ, A. P. M., PEREZ, C. A,
ARRUDA, M. A. M. Metal-binding proteins scanning and determination by combing
gel electrophoresis, synchrotron radiation X-ray fluorescence and atomic spectrometry.

J. Biochem. Biophys. Meth., v. 62, p. 97-109, 2005.

[23]. SUSSULINI, A. ; GARCIA, J. S. ; MESKO, M. F. ; MORAES, D. P. ; FLORES,
E. M. ; PEREZ, C. A. ; ARRUDA, M. A. Z. . Evaluation of soybean seed protein
extraction focusing on metalloprotein analysis. Mikrochimica Acta, 158, p. 173-180,
2007.

[24]. WIND, M., LEHAMANN, W. D. Element and molecular mas spectrometry — na
emerging analytical team in the life sciences. Journal of Analytical Atomic

Spectrometry, 19, p. 20-25, 2004.



Capitulo IV



1. ImplicagOes

Tem sido realizado um grande esfor¢co para compreender as metaloproteinas e as
proteinas ligadas a metal. Os principais objetivos consistem em identificar o ligante e
determinar a estequiometria do mesmo na proteina. Incluem-se, ainda, informacdes a
respeito das suas estruturas, sobre as funcdes dos sitios metélicos. Destacam-se,
especialmente, a tentativa de se entender as implicacfes biolégicas destas interacdes.
Neste contexto, o presente trabalho mostra-se como pioneiro nos estudos
metaloprote6micos em animais, mais especificamente os peixes. Assim, foi possivel
mapear por SRXRF cobre em spots de um pool de amostras de plasma, musculo e
figado, quantificarem esses elementos nos spots protéicos por GFAAS. Os dados
guantitativos obtidos permitiram estimar o nimero de atomos de cobre ligados as
estruturas das proteinas fracionadas por 2D PAGE.

O presente trabalho servird de alicerce para caracterizacdo de proteinas em
animais, mais especificamente Tilapia do Nilo ( Oreochromis Niloticus), com a
possibilidade de descobrimento de novas proteinas e possiveis descobertas de funcao
das mesmas, trazendo contribui¢cdes significativas aos estudos relacionados a fisiologia

de peixe.



Anexo |

1. Otimizacao do tempo e da potencia de sonicagdo na extracdo do cobre em amostras

de musculo e figado, demonstrado na figura 1-2.
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Anexo |l

Tabela 1. Estimativa de nimeros de &tomos de cobre ligado molécula de prot¥ina x10

NGmero de Molécula de Numero de Atomos de Numero de Atomos de

Spots Proteina x 15 Proteina x 18 Cu/Molécula de
Proteina x 1t
1(plasma) 7,50 1,50 2,00
2(plasma) 4,50 1,50 3,00
3(plasma) 2,50 0,23 1,00
4(musculo) 5,30 1,03 2,00
5(musculo) 7,70 0,78 1,00
6(figado) 7,00 0,73 1,00

7(figado) 2,20 0,24 1,00




Anexo Il

Exemplo do calculo para a estimativa do nimero de mols de ions de Cu por
nameros de mols de moléculas de proteinas para “spot” 4 masculo.

1) Determinagcdo da massa da molécula de proteina:
1Da - 1,661 x 18y
31500 Da - X g
X =5,83 x16%
2) Determinacdo do nimero de moléculas de proteinaspmf
1 molécula - 5,83 x ¥
X moléculas - 3,10 x £
X =5.32 x 1&moléculas

3) Determinacdo do nimero de 4&tomos da espécie metélica (Cu)

3500 pg - 1foJg 63,54 g - 6,022%4tOmos
X -3,1 ug 1,10%% X0
X=1,09x1d X = 1,03 X“idtomos de Cu

4) Relagcédo de numeros de atomos por moléculas de proteinas
1,03 x 1&'= 1,94 atomos de Cu por molécula de proteina
532 x 1%
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