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“Os problemas significativos com os quais nos deparamos nao podem ser resolvidos no
mesmo nivel de pensamento em que estdvamos quando eles foram criados. ”

Albert Einstein



RESUMO GERAL
O cobre e 0 manganés séo essenciais para 0 metabolismo normal de todos os animais. A
auséncia desses minerais nas dietas de frangos de corte prejudica varios processos
bioquimicos e fisiologicos afetando substancialmente a salde das aves. Portanto, a
suplementacao dietética de microminerais é fundamental para manter a produtividade na
avicultura. Contudo, nem todas as fontes de suplementacdo disponiveis no mercado
apresentam caracteristicas adequadas que favorecam a absorcdo de minerais. Este fato
impulsiona a realizacdo de numerosos estudos para avaliar quais fontes apresentam maior
biodisponibilidade mineral. Porém, até 0 momento nenhum estudo avaliou os efeitos de
diferentes fontes e niveis de cobre e manganés sobre a regulacdo de proteinas. Dessa
forma, a presente tese foi dividida em dois capitulos principais (Artigo 1 e 2)
correspondendo aos estudos protedmicos no tecido hepatico e plasma de frangos corte.
Artigo 1 — O objetivo com o estudo foi avaliar o proteoma hepatico de frangos de corte
suplementados com duas fontes (sulfato e hidroxicloreto) e dois niveis de cobre (15 e 150
mg kg™) e manganés (80 e 120 mg kg™) utilizando ferramentas metaloprotedmicas.
Foram considerados quatro tratamentos: S15-80 (15 mg kg™ de CuSO, e 80 mg kg™ de
MnSQ4); S150-120 (150 mg kg de CuSOse 120 mg kg™ de MnSO4); H15-80 (15 mg
kg™ de Cu(OH)CI e 80 mg kg* de Mn(OH)CI); e H150-120 (150 mg kg de Cu(OH)CI
e 120 mg kg™de Mn(OH)CI). Para o estudo foram feitos quatros pools a partir de amostras
de figado de 10 aves/tratamento. As proteinas foram fracionadas utilizando eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) e a anélise de expressdo dos spots
proteicos foi realizada por meio do software ImageMaster Platinum v.7.0. Os spots
diferencialmente expressos foram excisados dos geis e digeridos para mapeamento do Cu
e Mn por espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GFAAS). A
quantificacdo dos minerais nas amostras de figado e pellets proteicos foi realizada por
espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS). A identificacdo das proteinas dos
spots associados ao Cu e Mn foi realizada por espectrometria de massas em sequéncia
acoplada com cromatografia liquida (LC-MS/MS). 19 spots foram associados ao Cu, 10
spots ao Mn, e 5 spots ao Cu e Mn concomitante. As concentracfes de Cu e Mn no figado,
pellets e spots proteicos sugerem maior biodisponibilidade das fontes hidroxicloretos em
relacdo aos sulfatos. A andlise proteémica demonstrou indugdo das proteinas de choque
térmico (HSPs) e das glutationas-s-transferases (GSTs) em frangos de corte
suplementados com niveis mais altos de Cu e Mn, sugerindo o envolvimento dessas

proteinas na tolerancia e estresse por metais. Artigo 2 - O objetivo foi avaliar os efeitos



da suplementacdo de duas fontes (sulfatos e hidroxicloreto) e dois niveis de Cu (15 e 150
mg kg™) e manganés (80 e 120 mg kg™) sobre o proteoma plasmatico de frangos de corte.
Foram avaliados quatro grupos experimentais: S15-80; S150-120; H15-80; e H150-120.
A partir de amostras de plasma obtida de cada ave do mesmo tratamento foram feitos
quatro pools considerando 10 aves por grupo. O fracionamento do proteoma plasmatico
foi realizado por 2D-PAGE. A anélise de expressdo dos spots proteicos foi realizada
utilizando o software ImageMaster Platinum v.7.0. Os spots diferencialmente expressos
foram extraidos dos géis para identificacdo das proteinas por LC-MS/MS. As
determinacbes de Cu e Mn nas amostras e pellets proteicos de plasma foi realizada por
FAAS. Os grupos S150-120 e H150-120 apresentaram maiores concentracfes de Cu e
Mn nas amostras e pellets proteicos quando comparados aos grupos S15-80 e H15-80
(P<0.05). O grupo H15-80 apresentou maior concentragcao de ambos 0s minerais quando
comparado ao grupo S15-80, sugerindo maior biodisponibilidade da fonte hidroxicloreto.
Foram caracterizados 31 spots proteicos diferencialmente expressos entre 0s grupos,
demonstrando que a suplementacao de niveis elevados de Cu e Mn promovem mudancas

no nivel de expressdo de proteinas envolvidas principalmente nas vias da homeostase.

Palavras-chave: 2D-PAGE, frangos de corte, GFAAS, hidroxicloretos, sulfatos,

suplementagao mineral
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ABSTRACT
Copper and manganese are essential for the normal metabolism of all animals. The
absence of these minerals in broiler diets impairs several biochemical and physiological
processes, substantially affecting the health of the birds. Therefore, dietary
supplementation of microminerals is essential to maintain productivity in poultry.
However, not all sources of supplementation available on the market have adequate
characteristics that favor mineral absorption. This fact drives numerous studies to assess
which sources have greater mineral bioavailability. However, to date, no study has
evaluated the effects of different sources and levels of copper and manganese on protein
regulation. Thus, this thesis was divided into two main chapters (Paper 1 and 2)
corresponding to proteomic studies in liver tissue and plasma of broiler chickens. Paper
1 — The objective of the study was to evaluate the hepatic proteome of broilers
supplemented with two sources (sulfate and hydroxychloride) and two levels of copper
(15 and 150 mg kg*) and manganese (80 and 120 mg kg™?) using metalloproteomic
strategies. Four treatments were considered: S15-80 (15 mg kg™ of CuSO4 and 80 mg kg
! of MnSO4); S150-120 (150 mg kg™ CuSO4 and 120 mg kg* MnSO4); H15-80 (15 mg
kg Cu(OH)CI and 80 mg kg Mn(OH)CI); and H150-120 (150 mg kg* of Cu(OH)CI
and 120 mg kg of Mn(OH)CI). For the study, four pools were made from liver samples
of 10 broilers/treatment. Proteins were fractionated using two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and expression analysis was performed
using ImageMaster Platinum v.7.0 software. The differentially expressed spots were
excised from the gels and subjected to acid digestion for Cu and Mn mapping by graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS). Quantification of minerals in liver
samples and protein pellets was performed by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS). The identification of spot proteins associated with Cu and Mn was performed
by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). 19 spots were
associated with Cu, 10 spots with Mn, and 5 spots with Cu and Mn concomitantly. Cu
and Mn concentrations in liver, protein pellets and spots suggest greater bioavailability
of hydroxychloride sources compared to sulfates. Proteomic analysis demonstrated
induction of heat shock proteins (HSPs) and glutathione-s-transferases (GSTSs) in broiler
chickens supplemented with higher levels of Cu and Mn, suggesting the involvement of
these proteins in metal tolerance and stress. Paper 2 - The objective was to evaluate the
effects of supplementation from two sources (sulfates and hydroxychloride) and two

levels of Cu (15 and 150 mg kg™) and manganese (80 and 120 mg kg™) on the plasma
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proteome of broilers. Four experimental groups were evaluated: S15-80; S150-120; H15-
80; and H150-120. From plasma samples obtained from each bird of the same treatment,
four pools were made considering 10 broilers per group. Plasma proteome fractionation
was performed by 2D-PAGE. Expression analysis of protein spots was performed using
ImageMaster Platinum v.7.0 software. The differentially expressed spots were extracted
from the gels for protein identification by LC-MS/MS. Cu and Mn determinations in
plasma protein samples and pellets were performed by FAAS. Groups S150-120 and
H150-120 showed higher concentrations of Cu and Mn in protein samples and pellets
when compared to groups S15-80 and H15-80 (P<0.05). The H15-80 group had a higher
concentration of both minerals when compared to the S15-80 group, suggesting greater
bioavailability of the hydroxychloride source. Thirty-one protein spots differentially
expressed between groups were characterized, demonstrating that supplementation with
high levels of Cu and Mn promote changes in the expression level of proteins mainly

involved in homeostasis pathways.

Keywords: 2D-PAGE, broilers, GFAAS, hydroxychlorides, mineral supplementation,

sulfates
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CONSIDERACOES INICIAIS

Os minerais sdo essenciais para o desenvolvimento normal dos organismos, pois
exercem diversas funcbes importantes no metabolismo, atuando como componentes
estruturais de biomoléculas, eletrdlitos associados a manutencao da pressao osmética e
equilibrio &cido-basico, catalisadores em sistemas enzimaticos e endocrinos, reguladores
da replicacéo e diferenciacéo celular, entre outros processos (SUTLLE, 2010; MACARI;
MAIORKA, 2017). Estes nutrientes séo classificados de acordo com a exigéncia
dietética. Os minerais que sao exigidos em quantidades relativamente grandes (> 100 mg
kgl) sdo definidos como macrominerais, enquanto os minerais exigidos em menores
quantidades (< 100 mg kg™?) sdo denominados de microminerais ou minerais-tragos
(MCDOWELL, 2003).

Embora os microminerais sejam requeridos em pequenas quantidades, o
fornecimento destes, tais como cobre e manganés, é fundamental para manter a salde e o
desempenho dos animais, uma vez que esses micronutrientes desempenham papéis
indispensaveis em varios processos fisioldégicos e bioquimicos necessarios para 0
crescimento e a vida (MACARI; MAIORKA, 2017). A deficiéncia de um ou mais
microminerais, promove a ocorréncia de desequilibrios metabdlicos que favorecem o
desenvolvimento de doencas, levando a redugdo no crescimento, apetite, fertilidade e,
consequentemente, no desempenho e na produtividade, ressaltando a importancia dos
microminerais essenciais na manutencdo da funcdo metabdlica (BRUGGER;
WINDISCH, 2015).

Os minerais sdo elementos guimicos inorganicos, solidos e cristalinos, que nédo
podem ser decompostos ou sintetizados por reagdes quimicas comuns (MCDOWELL,
2003). Neste sentido, estes nutrientes devem ser obtidos através da alimentacdo em razéo
dos organismos vivos ndo serem capazes de sintetiza-los (MACARI; MAIORKA, 2017).
Os principais ingredientes alimentares utilizados nas ragfes de monogastricos sdo o milho
e o farelo de soja. No entanto, esses alimentos ndo sdo suficientes para suprir a quantidade
ideal de microminerais que 0s animais necessitam devido a baixa disponibilidade destes
elementos. A oferta de dietas praticas formuladas a base de milho e farelo de soja sem a
suplementacdo mineral, é capaz de promover mudancas fisioldgicas consideraveis mesmo
em um curto periodo, demonstrando que o fornecimento de microminerais por meio de
suplementos nas dietas é inevitavel na producdo animal (BRUGGER; WINDISCH,
2015).
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Em geral, os microminerais sdo suplementados nas formas de sais inorganicos
como sulfatos, oxidos e carbonatos (BAO et al., 2007). Entretanto, os sais minerais
tendem a dissociar-se no trato gastrointestinal possibilitando a ocorréncia de interagfes
negativas com outros nutrientes ou ingredientes da dieta, o que prejudica a absorcao e,
consequentemente, a biodisponibilidade (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). Desta
forma, a inddstria tem formulado dietas adotando uma alta margem de seguranca, com
adicdo de quantidades de minerais acima do recomendado na tentativa de garantir que as
exigéncias das aves sejam atendidas (BRUGGER; WINDISCH, 2015). Contudo, esta
pratica pode aumentar os custos da suplementacdo sem obter beneficios, uma vez que
altas concentracfes de minerais podem provocar efeitos toxicos aos animais, alem de
poluicdo ambiental devido a excre¢édo excessiva de minerais no meio ambiente (BAO et
al., 2007; SUTLLE, 2010). Neste sentido, torna-se necesséario o estudo de fontes de
minerais alternativas que apresentem maior eficiéncia de absorcao e biodisponibilidade,
de modo a maximizar o desempenho das aves e tornar a avicultura industrial mais
sustentavel.

Os hidroxicloretos constituem uma fonte potencial de suplementacéo de cobre e
manganés, pois sdo caracterizados pela maior proporgéo de ligagOes covalentes, o que
permite melhor estabilidade no trato gastrointestinal e reducdo das interacfes
antagonistas, tornando os minerais mais disponiveis para a absor¢do (PEREZ et al., 2017).
No entanto, poucos estudos foram realizados para determinar a biodisponibilidade desta
fonte em comparagdo com as fontes tradicionalmente empregadas. Além disso, até o
momento, nenhum estudo avaliou os efeitos de diferentes fontes e concentragbes de
microminerais sobre 0 proteoma e, particularmente, sobre o metaloproteoma de frangos
de corte.

Considerando que a grande maioria dos ions metalicos estdo ligados as
proteinas/enzimas especificas e exercem seus efeitos como centros ativos ou estruturais
destas proteinas (GARCIA et al., 2006), a utilizacdo de ferramentas metaloproteémicas
podem auxiliar na compreensao dos papéis biologicos, da essencialidade e da toxicidade
do cobre e manganés em frangos de corte, além de fornecer informagfes sobre como a
suplementacdo dietética de diferentes fontes e concentragcfes destes microminerais pode
afetar os mecanismos fisioldgicos e funcionais das proteinas dependentes destes
elementos. Logo, a partir do estudo metaloprotedmico, é possivel identificar e caracterizar
proteinas responsivas as concentracbes de cobre e manganés nos organismos,

contribuindo na determinacdo de biomarcadores associados com suplementacédo de niveis



23

elevados desses minerais (HARVEY; MCARDLE, 2008; KUSSMANN; PANCHAUD;
AFFOLTER, 2010).

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Funcdes do cobre e manganés

Nos organismos, os ions de cobre podem existir em dois estados de oxidagéo, Cu'*
que corresponde ao estado reduzido e Cu?* sendo o estado oxidado e mais estavel. Esta
caracteristica de aceitar ou doar elétrons, torna o cobre um cofator catalitico essencial
para a atividade de varias enzimas, especialmente metaloenzimas, as quais exercem uma
ampla gama de funges estruturais, bioquimicas e reguladoras celulares nos organismos
(KIM; NEVITT; THIELE, 2008).

O cobre esta envolvido na producao do tecido conjuntivo por meio da lisil oxidase,
uma enzima que contém esse micromineral como seu cofator principal, sendo essencial
para formar as ligagdes cruzadas entre as fibras de colageno e elastina, conferindo rigidez
e elasticidade as proteinas (RUCKER et al., 1998; MCDOWELL, 2003). Na respiracdo
celular, o cobre é fundamental para a atividade da metaloenzima citocromo-c-oxidase
(complexo V), que consiste em uma oxidase terminal da cadeia de transporte de elétrons
responsavel pelo bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas, gerando um gradiente de protons que é posteriormente usado pela ATP
sintase para conduzir a sintese de ATP (HORN; BARRIENTOS, 2008).

O cobre atua na protecdo dos tecidos contra o estresse oxidativo participando
como cofator da enzima CuZn-superdxido dismutase (CuzZn-SOD), a qual possui
atividade antioxidante dependente da presenca do cobre (SUTLLE, 2010). Esta enzima é
responsavel por catalisar a conversdo intracelular e extracelular do anion superoxido (02
) potencialmente toxico, em oxigénio molecular (O) e peréxido de hidrogénio (H205),
sendo este ultimo uma molécula menos tdxica que pode ser convertida em &gua pela agao
da glutationa peroxidase (RICHARDS et al., 2010).

A ceruloplasmina é uma proteina produzida no figado e contém em sua estrutura
cerca de 6 a 7 ions de cobre fortemente ligados, aos quais podem ser transferidos para
outros tecidos. A incorporacdo do cobre € necessaria para que a ceruloplasmina funcione
ativamente como uma ferroxidase (ROBERTS, 2012). Desta forma, esta proteina
contendo cobre esta envolvida na mobilizacdo do ferro catalisando a oxidacdo do ion
ferroso (Fe?*) em ion férrico (Fe®"), possibilitando assim, sua ligagdo com a transferrina,

uma proteina responsavel pelo transporte do ferro em seu estado férrico na corrente
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sanguinea. Além disso, a ceruloplasmina também possui atividade antioxidante tendo em
vista que atua na remoc¢éo dos radicais livres promovendo protecdo as células contra o
dano oxidativo (KIM; NEVITT; THIELE, 2008).

Assim como o cobre, 0 manganés é cofator de diversas metaloenzimas, como a
piruvato carboxilase e Mn-superoxido dismutase (Mn-SOD) (MCDOWELL, 2003).
Desse modo, 0 manganés é necessario para o0 metabolismo normal de lipidios e
carboidratos por meio da atividade da piruvato carboxilase, visto que esta enzima é
responsavel por catalisar a formagdo do oxaloacetato que juntamente com a Acetil-CoA
iniciam o ciclo de Krebs (KOHLMEIER, 2015). Além disso, este micromineral participa
na defesa contra o estresse oxidativo, uma vez que a Mn-SOD encontrada principalmente
nas mitocondrias, complementa a acdo da CuZn-SOD citosolica na protecdo das células
contra os danos provocados pelas espécies reativas de oxigénio (SUTLLE, 2010).

Além de fazer parte da estrutura de metaloenzimas, 0 manganés estd envolvido
em numerosas reacfes bioguimicas como ativador enzimatico de varias classes de
enzimas, incluindo liases, oxirredutases, isomerases, hidrolases, transferases e ligases (LI
et al.,, 2005; TUFARELLI; LAUDADIO, 2017). Por exemplo, a ativacdo das
glicosiltransferases, enzimas responsdveis por coordenar a sintese de
mucopolissacarideos, pode ser realizada pelo manganés, atribuindo a este micromineral,
um papel fundamental no desenvolvimento dos 0ssos, cartilagens e cascas dos ovos
(MCDOWELL, 2003).

1.2. Biodisponibilidade dos minerais

Muitas fontes de suplementacdo mineral estdo disponiveis no mercado para serem
empregadas na nutricdo de frangos de corte. Porém, durante a formulacédo das racdes, a
escolha da fonte adequada ndo deve depender somente do seu conteido mineral, mas
principalmente da sua biodisponibilidade, que é definida como o grau em que 0s
nutrientes ingeridos sdo absorvidos em uma forma que podem ser utilizados pelo
metabolismo do animal (AMMERMAN; BAKER; LEWIS, 1995; SUTLLE, 2010).

De acordo com Sutlle (2010), a biodisponibilidade envolve quatro fatores
importantes: acessibilidade, capacidade de absorcdo, retencdo e funcionalidade. A
acessibilidade constitui o acesso potencial do mineral & mucosa absortiva, sendo
influenciada pelas formas quimicas do mineral e suas interacbes com agonistas ou
antagonistas presentes na racdo ou no limen intestinal. A capacidade de absorcao

corresponde a transferéncia potencial do mineral disponivel através da mucosa, estando
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diretamente relacionada com a capacidade da mucosa em absorver o mineral acessivel. A
retencdo é determinada pela capacidade do mineral absorvido permanecer retido no corpo
e escapar da excrecdo renal ou intestinal. Por fim, a funcionalidade reflete o potencial de
incorporacdo dos minerais retidos em biomoléculas funcionais, sendo considerada uma
medida completa da biodisponibilidade, pois engloba todos os outros trés fatores citados
anteriormente (acessibilidade, capacidade de absorcéo e retengéo).

Neste contexto, a forma quimica dos minerais oriundos de fontes suplementares
constitui o primeiro fator observado na avaliacdo da biodisponibilidade, uma vez que esta
diretamente relacionada com a eficiéncia de absor¢do. Contudo, esta caracteristica ndo
deve ser analisada isoladamente, j& que fornece apenas uma compreensdao parcial da
biodisponibilidade. A mensuragdo da concentracdo de minerais em tecidos variados tem
sido a forma mais comum de estimar a biodisponibilidade de microminerais
(UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). Ainda assim, este método ndo deve ser utilizado
como o Unico parametro indicador de biodisponibilidade, tendo em vista que interacGes
negativas podem ocorrer tanto no trato gastrointestinal antes da absorcdo, quanto nos
tecidos do animal ap6s a absor¢do (HAZEL, 1985).

Considerando a questdo da funcionalidade, um método alternativo e promissor
para estimar a biodisponibilidade dos microminerais consiste na identificacdo de
biomarcadores sensiveis e especificos a concentracdo destes elementos, como por
exemplo, alteragdes na expressdo génica ou na expressao proteica (RICHARDS et al.,
2010). Uma vez determinados, os biomarcadores podem ser utilizados como um dos
critérios na avaliacdo de diferentes fontes de minerais, fornecendo uma medida mais facil,
direta e completa da biodisponibilidade mineral (RICHARDS, 2010).

1.3. Fontes de suplementacdo mineral

As principais formas de microminerais utilizadas nas racdes de frangos de corte
sdo provenientes de fontes compostas por sais inorganicos como sulfatos e éxidos, e mais
recentemente de fontes definidas como “organicas”, em funcao destes elementos estarem
complexados as moléculas organicas (BAO; CHOCT, 2009). Os sulfatos sdo mais
utilizados devido ao seu baixo custo e abundancia. Esta forma de mineral caracterizada
pela alta solubilidade em meio aquoso, tem sido questionada por ser propensa a
antagonismos que causam variacdo na biodisponibilidade mineral (UNDERWOOD;
SUTTLE, 1999). Por outro lado, tem havido grande interesse pela utilizacdo dos minerais

complexados devido a hipdtese de que esses sdo melhor absorvidos e utilizados pelos
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animais do que os sais inorganicos, fornecendo um novo caminho para menor excre¢ao
mineral sem afetar a salde e o desempenho das aves (BAO; CHOCT, 2009). Esta
premissa baseia-se no fato de que os minerais podem ser absorvidos pelas vias de
absorcdo das moléculas orgéanicas nas quais estdo ligados, reduzindo a competicdo com
outros minerais pelos mesmos sitios de absorcdo intestinal (LOPES et al., 2017). No
entanto, para que isso seja verdadeiro, as ligacdes que mantém o mineral complexado na
molécula organica devem ser fortes o suficiente para resistir ao baixo pH do estbmago e
aos antagonistas da dieta, e ainda entregar o elemento complexado aos tecidos em uma
forma utilizavel (SUTLLE, 2010). Além disso, muitos estudos apresentaram resultados
inconsistentes quanto a biodisponibilidade entre as fontes organicas e inorganicas, bem
como no desempenho dos animais (AMMERMAN; BAKER; LEWIS, 1995; CAO et al.,
2000; RICHARDS et al., 2010). Estas informacGes demonstram que a avaliacdo da
biodisponibilidade de um mineral esta além da sua forma quimica, em que o simples fato
de o mineral estar complexado a uma molécula organica ou apresentar alta solubilidade,
ndo garante nenhum beneficio nutricional por razdes que ndo sdo totalmente
compreendidas (SUTLLE, 2010).

Uma classe menos comum de fonte inorganica de microminerais conhecida como
hidroxicloretos (OHCI), tem sido estudada como alternativa as fontes inorganicas
tradicionais nas dietas de ruminantes (SHAEFFER; LLOYD; SPEARS, 2017), suinos
(CEMIN et al., 2019), organismos aquaticos (ZHOU et al., 2017) e aves (PEREZ et al.,
2017; M’SADEQ et al., 2018). Acredita-se que devido a sua estrutura cristalina, esta fonte
promove a liberacdo mais lenta de minerais durante o processo de digestao,
proporcionando maior absor¢do e, consequentemente, reducdo da excrecdo
(HAWTHORNE; SKOLOVA, 2002; OLUKOSI; KUIJK; HAN, 2019). Ha relatos de
que, ao contréario dos sulfatos, os hidroxicloretos possuem menor higroscopicidade e
solubilidade em agua, o que pode favorecer a biodisponibilidade mineral em virtude da
menor reatividade com outros componentes da racdo, além de reduzir a atividade pro-
oxidante de alguns minerais (MILES et al., 1998; PANG; APPLEGATE, 2006; LU et al.,
2010).

Diante dos resultados variados e divergentes encontrados na literatura, observa-se
que ainda existem muitos mecanismos desconhecidos que influenciam a absorcédo e a
utilizacdo dos microminerais provenientes de fontes distintas, sendo necessario dar

continuidade aos ensaios de biodisponibilidade utilizando especialmente novas
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metodologias e novas estratégias de suplementacdo mineral, como ferramentas

metaloprotedmicas e hidroxicloretos, respectivamente.

1.4. Prote6bmica e metaloprote6bmica

A Protedbmica compreende o estudo das propriedades das proteinas, tais como,
nivel de expressdo, modificacdo pds-traducional, interagdes, estrutura e funcédo, tendo
como finalidade obter uma visdo abrangente dos processos bioldgicos e doencas nas quais
estdo envolvidas (BLACKSTOCK; WEIR, 1999). Na era pds-genémica, a protedmica
funcional é considerada uma das mais importantes abordagens para a compreensdo da
funcéo dos genes, proporcionando uma descri¢do qualitativa e quantitativa do proteoma
de processos especificos (GAMES; BARBOSA; BARACAT-PEREIRA, 2014).

O termo metaloprotedmica restringe o estudo da protedmica as metaloproteinas
ou as proteinas ligadas a metais (ROBERTS, 2012). Vale ressaltar que as metaloproteinas
diferem das proteinas ligadas a metais. Uma metaloproteina consiste em uma proteina
que depende de um cofator metélico para exercer sua funcéo, ou seja, a proteina precisa
estar obrigatoriamente ligada a um determinado metal para desempenhar normalmente a
sua atividade. Por outro lado, nas proteinas ligadas aos metais, 0 metal ndo confere
nenhuma funcdo especifica a proteina, ja que este tipo de ligacdo ocorre devido a
existéncia de um equilibrio termodindmico no sistema e pode ser facilmente rompida
(MOUNICOU; SZPUNAR; LOBINSKI, 2009).

Estima-se que em torno de 40% de todas as proteinas e enzimas presentes em um
organismo sdo dependentes de um ion metalico para realizarem suas fungdes (GARCIA
et al., 2006). Este fato demonstra a essencialidade dos metais para o desenvolvimento e a
manutencdo da vida. Neste sentido, os estudos protedbmicos e metaloprotedmicos sdo
importantes para elucidar a acdo de numerosos metais Nnos organismos e gerar
informacdes valiosas para a compreensdo da biologia humana e animal (ROBERTS,
2012). Na nutricdo animal, a protedmica pode auxiliar na avaliagdo dos efeitos de
diferentes estratégias nutricionais sobre as altera¢cdes no proteoma de células, tecidos ou
fluidos corporais, e esclarecer como estas alteracGes podem influenciar a satde, producéo
e reproducdo dos animais, assim como, a qualidade dos produtos gerados (ALMEIDA;
BENDIXEN, 2012).

Os avancos tecnologicos obtidos nos procedimentos de extracdo e fracionamento
de proteinas, juntamente com o desenvolvimento de tecnologias de alto rendimento e

analise de dados, possibilitaram a descoberta de biomarcadores sensiveis, especificos e
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precisos (OSKOUEIAN et al., 2016). Os biomarcadores sinalizam mudancas nos
processos bioldgicos em resposta a diversos fatores externos, como o estresse, exposi¢ao
a patogenos, intervencao terapéutica, ou mesmo alteracGes dietéticas (ALMEIDA et al.,
2015). Sendo assim, os biomarcadores podem auxiliar no monitoramento da saide e bem-
estar dos animais, o que também permite que sejam utilizados como preditores da
qualidade dos produtos de origem animal, e podem ser aplicados em diversos estudos,
inclusive na nutricdo (ALMEIDA et al., 2015; OSKOUEIAN et al., 2016).

Os biomarcadores nutricionais ajudam a esclarecer os mecanismos envolvidos na
absorcdo, transporte e metabolismo de nutrientes dentro de um organismo. Além disso,
também podem funcionar como um parametro mensuravel que relaciona uma exposicao
especifica de um composto alimentar a um estado de saude e, portanto, oferece um grande
potencial para entender a relacdo entre nutricdo e saide (KUSSMANN; PANCHAUD;
AFFOLTER, 2010). Partindo deste principio, as tecnologias empregadas nos estudos
protedbmicos em conjunto com uma variedade de técnicas inovadoras de deteccdo de
metais, oferecem um potencial significativo na identificacdo de metaloproteinas ou
proteinas ligadas a metais como possiveis biomarcadores que representem a
biodisponibilidade, deficiéncia e toxicidade de minerais (HARVEY; MCARDLE, 2008),
uma vez que o metaloproteoma pode fornecer informacdes relevantes sobre o quanto dos

minerais ingeridos foram absorvidos e incorporados as biomoléculas funcionais.

1.5. Abordagens protedmicas

A evolugédo da protedmica é sustentada pelos desenvolvimentos tecnologicos e
instrumentais que permitiram uma andlise abrangente do proteoma em diferentes
amostras bioldgicas. Embora o estudo protedmico ainda apresente desafios e limitacGes,
avancos nas técnicas de fracionamento de proteinas, espectrometria de massas (MS) e
ferramentas de bioinformatica possibilitaram a caracterizacdo e identificacdo de um
grande repertorio de proteinas (ECKERSALL; WHITFIELD, 2011). Nesse sentido,
diferentes abordagens e ferramentas proteémicas podem ser utilizadas e de maneira geral,
a analise protebmica envolve varias etapas em comum gue incluem a extracdo proteica, a
separacao de proteinas complexas ou mistura de peptideos, seguida da identificacdo das
proteinas e estudo de bioinformatica para processar e analisar os dados obtidos (GAMES;
BARBOSA; BARACAT-PEREIRA, 2014; PASSAGLIA; ZAHA, 2014).

Uma das técnicas de fracionamento mais utilizadas é a eletroforese bidimensional

em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) (Figura 1). Basicamente, na 2D-PAGE as proteinas
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sdo separadas inicialmente em funcdo do seu ponto isoelétrico (pl) por meio da
focalizacdo isoelétrica (IEF), processo denominado de primeira dimensédo. Na focalizacdo
isoelétrica a mistura de proteinas é colocada em uma fita que contém um gel com um
gradiente de pH imobilizado (IPG). Em seguida, é aplicado um campo elétrico ao longo
do gel no qual ocorre a migragdo das proteinas até seu respectivo pl, que € o pH no qual
a proteina apresenta carga liquida igual a zero (PASSAGLIA; ZAHA, 2014; NELSON;
COX, 2019).

Na segunda dimensdo, as proteinas ja separadas de acordo com o pl sdo
fracionadas em funcdo de sua massa molecular. Nesta etapa ocorre a separacgéo vertical
das proteinas por meio de um gel de poliacrilamida (acrilamida e bisacrilamida) que
funciona como uma peneira molecular. Ao ser aplicado uma corrente elétrica no gel, as
proteinas previamente desnaturadas e carregadas uniformemente com cargas negativas
pelo detergente dodecil sulfato de sddio (SDS), migram pelos poros do gel em direcéo ao
polo positivo que fica na base do gel, ocorrendo a separacdo das proteinas com base no
tamanho (massa molecular), onde proteinas menores migram mais rapidamente que as
maiores (NELSON; COX, 2019).

Proteinas separadas em
segunda dimensao por
eletroforese em gel de
poliacrilamida - SDS

Amostra de proteina

Proteinas separadas em
primeira dimensao em fita
de gel por focalizacao
isoelétrica

Fitadegel | pH9 pH3

Diminuicao
deM,

r

Figura 1 - Representacdo esquematica da eletroforese bidimensional. Adaptado de Nelson
e Cox (2019).

Apos a corrida eletroforética, o gel € imerso em uma solucéo contendo um corante

especifico para as proteinas como o Comassie Blue, favorecendo a visualizacdo das
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mesmas na forma de “spots” (NELSON; COX, 2019). A préxima etapa consiste em
analisar os géis obtidos. Primeiramente 0s géis sdo escaneados e as imagens Sao
analisadas em um software especifico, onde sdo mensurados o ndmero de spots, 0
percentual de correlacdo entre os geis (matching), pl e massa molecular experimentais e
a diferenca de expressdo dos spots proteicos entre os grupos estudados. Os spots
diferencialmente expressos sdo entdo recortados do gel e submetidos a digestdo
proteolitica com tripsina para que posteriormente as proteinas possam ser identificadas
no espectrometro de massas (BALDASSINI et al., 2015).

Neste contexto, a 2D-PAGE apresenta diversas vantagens, como a visualizacdo
simultanea de varios spots proteicos que podem corresponder de 500 a 1000 proteinas
provenientes de uma amostra, alem de possibilitar a observacdo de modificacdes pos-
traducionais (observadas como aglomerados de manchas horizontais ou verticais),
estimar o pl e massa molecular das proteinas, e permitir a realizacdo de uma anélise
comparativa da expressdo proteica entre diferentes amostras (BODZON-
KULAKOWSKA, 2013). Por outro lado, a 2D-PAGE também possui limitagbes, como
baixa detec¢do de proteinas grandes (proteinas grandes apresentam dificuldade de entrar
nas fitas de IPG), de baixa abundancia, ou proteinas altamente &cidas ou bésicas, bem
como proteinas de membrana devido a baixa solubilidade aquosa e alto teor de lipideos
(OLVER, 2011; BODZON-KULAKOWSKA, 2013).

Outra abordagem que tem ganhado popularidade ¢ a técnica livre de gel, também
conhecida como Shotgun ou Bottom up (Figura 2). Ao contrario da 2D-PAGE, na
Shotgun a digestdo proteolitica acontece diretamente na solucédo de proteinas intactas de
uma amostra. Em seguida é realizado o fracionamento da mistura de peptideos utilizando
tecnologia multidimensional (MudPIT), na qual o fracionamento envolve a cromatografia
liquida (LC) combinando varios principios de separagdo (normalmente troca catiénica
forte e fase reversa) seguida da espectrometria de massas em tandem (MS/MS) (OLVER,
2011; PASSAGLIA; ZAHA, 2014).

Esta técnica poderosa possui alta sensibilidade e permite a identificacdo de
proteinas em grande escala apresentando um rendimento superior a técnica 2D-PAGE
tradicional. Porém, assim como a 2D-PAGE, a Shotgun também apresenta algumas
limitacdes, como dificuldade para identificar isoformas e modifica¢bes pos-traducionais,
além de ser um procedimento mais oneroso (OLVER, 2011; LIPPOLIS; NALLY, 2018).
Logo, ambas as técnicas possuem pontos fortes e limitagdes, e a escolha do método vai

depender dos objetivos do estudo, bem como dos recursos disponiveis, podendo utilizar
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as técnicas individualmente ou de forma combinada. Vale destacar que somente a
combinacédo das duas técnicas possui o potencial de fornecer uma viséo e compreensao
mais completa do proteoma de amostras biolégicas complexas (MILLER, 2011;
LIPPOLIS; NALLY, 2018).

Amostra
biolégica

/ Mistura de
Proteinas peptideos
e Tratamento com .

tripsina

RP SCX

Cromatografia liquida

Aquisicdo de dados
de MS e MS/MS

|
"?

Identlrcaqéo de protelnas

Andlise e busca em bancos
de dados de sequéncias

Espectro MS/MS

Figura 2 - Representacdo esquematica da protedmica livre de gel (shotgun). Fonte:
Passaglia e Zaha (2014).

2. JUSTIFICATIVA

O cobre e 0 manganés sdo microminerais fundamentais para manter a salde e a
produtividade das aves. Esses minerais sdo comumente suplementados a partir de fontes
de sais inorgénicos, conhecidos por favorecerem a ocorréncia de antagonismos no trato
gastrointestinal afetando negativamente a biodisponibilidade. Por outro lado, os
hidroxicloretos constituem uma fonte potencial de suplementacdo de cobre e manganés
em fungdo da maior proporgédo de ligacBGes covalentes que podem impedir interagdes
negativas com outros nutrientes. A maioria dos estudos relatados na literatura se
concentram em avaliar a biodisponibilidade pela concentracdo de minerais em tecidos e
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até o momento nenhum estudo avaliou a funcionalidade dos minerais por meio da sua
incorporacdo em biomoléculas. Sendo assim, abordagens metaloproteémicas podem ser
utilizadas na avaliacdo da biodisponibilidade de diferentes fontes de suplementacéo
mineral, bem como na compreensao e elucidacdo da interacdo do cobre e manganés com
as proteinas e dos mecanismos envolvidos na exposicdo aos maiores niveis desses

minerais em frangos de corte.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral com o presente estudo foi avaliar o perfil diferencial de proteinas
expressas em amostras de figado e plasma de frangos de corte, em resposta a
suplementacdo de duas fontes (sulfatos e hidroxicloretos) e dois niveis de cobre e
manganés (15 e 150 ppm de Cu; 80 e 120 ppm de Mn). Para atender o objetivo geral
proposto, o estudo foi dividido em dois capitulos.

O Capitulo 2 intitulado “Abordagem metaloprotedmica do tecido hepatico de
frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre e manganés”,
apresenta os resultados do estudo metaloprotebmico nas amostras de tecido hepéatico. O
objetivo com o estudo foi utilizar a técnica protedmica 2D-PAGE combinada com a
analise do Cu e Mn nos spots proteicos, pellets proteicos e amostras de tecido hepético
por GFAAS e FAAS, para avaliar a diferenca de expressdo das proteinas associadas aos
minerais e a biodisponibilidade das fontes hidroxicloretos e sulfatos.

O Capitulo 3 intitulado “Estudo proteémico do plasma de frangos de corte
suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre e manganés”, apresenta os
resultados da analise protedmica das amostras de plasma. O estudo teve como objetivo
avaliar por meio da técnica 2D-PAGE a expressdo diferencial das proteinas plasmaticas,
e as concentracbes de Cu e Mn nas amostras e pellets de plasma de frangos de corte

suplementados com dois niveis de Cu e Mn a partir das fontes sulfatos e hidroxicloretos.



33

REFERENCIAS

ALMEIDA, A. M.; BASSOLS, A.; BENDIXEN, E.; BHIDE, M.; CECILIANI, F,;
CRISTOBAL, S.; ECKERSALL, P. D.; HOLLUNG, K. LISACEK, F,;
MAZZUCCHELLLI, G.; MCLAUGHLIN, M.; MILLER, I.; NALLY, J. E.; PLOWMAN,
J.; RENAUT, J.; RODRIGUES, P.; RONCADA, P.; STARIC, J.; TURK, R. Animal board
invited review: Advances in proteomics for animal and food sciences. Animal, [s. I.], v. 9,
n. 1, p. 1-17, 2015.

ALMEIDA, A. M.; BENDIXEN, E. Pig proteomics: A review of a species in the crossroad
between biomedical and food sciences. Journal of Proteomics, [s. I.], v. 75, n. 14, p. 4296—
4314, 2012.

AMMERMAN, C. B.; BAKER, D. H.; LEWIS, A. J. Bioavailability of nutrients for

animals - Amino Acids, Minerals, and Vitamins. San Diego: Academic Press, 1995.

BALDASSINI, W. A,; BRAGA, C. P.; CHARDULO, L. A. L.; SILVA, J. A. I. V,;
MALHEIROS, J. M.; DE ALBUQUERQUE, L. G.; FERNANDES, T. T.; PADILHA, P.
D. M. Bioanalytical methods for the metalloproteomics study of bovine longissimus
thoracis muscle tissue with different grades of meat tenderness in the Nellore breed (Bos
indicus). Food Chemistry, [s. ], v. 169, p. 65-72, 2015. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.07.131>

BAO, Y.; CHOCT, M.; I, P.; BRUERTON, K. Effect of Organically Complexed Copper,
Iron, Manganese, and Zinc on Broiler Performance, Mineral Excretion, and Accumulation
in Tissues. Journal of Applied Poultry Research, [s. I.], v. 16, p. 448-455, 2007.

BAO, Y. M.; CHOCT, M. Trace mineral nutrition for broiler chickens and prospects of
application of organically complexed trace minerals: a review. Animal Production

Science, [s. I.], v. 49, p. 269-282, 2009.

BLACKSTOCK, W. P.; WEIR, M. P. Proteomics: Quantitative and physical mapping of
cellular proteins. Trends in Biotechnology, [s. 1], v. 17, n. 3, p. 121-127, 1999.

BODZON-KULAKOWSKA, A. Two-Dimensional Gel Electrophoresis. In:
CIBOROWSKI, P.; SILBERRING, J. (Eds.). Proteomic Profiling and Analytical
Chemistry: The Crossroad. 1. ed. [s.l.] : Elsevier, 2013. p. 119-133.



34

BRUGGER, D.; WINDISCH, W. M. Environmental responsibilities of livestock feeding
using trace mineral supplements. Animal Nutrition, [s. I.], v. 1, n. 3, p. 113-118, 2015.

CAOQ, J.; HENRY, P. R.; GUO, R.; HOLWERDA, R. A.; TOTH, J. P.; LITTELL, R. C,;
MILES, R. D.; AMMERMAN, C. B. Chemical characteristics and relative bioavailability
of supplemental organic zinc sources for poultry and ruminants. Journal of Animal
Science, [s. I.], v. 78, n. March, p. 2039-2054, 2000.

CEMIN, H. S.; CARPENTER, C. B.; WOODWORTH, J. C.; TOKACH, M. D.; DRITZ,
S.S.; DEROUCHEY, J. M.; GOODBAND, R. D.; USRY, J. L. Effects of zinc source and
level on growth performance and carcass characteristics of finishing pigs. Translational
Animal Science, [s. 1], p. 1-7, 20109.

ECKERSALL, D.; WHITFIELD, P. D. Methods in Animal Proteomics. [s.l: s.n.].

GAMES, P. D.; BARBOSA, M. de O.; BARACAT-PEREIRA, M. C. Preparo de amostras
proteicas . In: BARACT-PEREIRA, M. C. (Ed.). Bioguimica de proteinas. Vigosa: UFV,
2014. p. 219-246.

GARCIA, J. S.; MAGALH, C. S. De; AUR, M.; ARRUDA, Z. Trends in metal-binding
and metalloprotein analysis. Talanta, [s. I.], v. 69, p. 1-15, 2006.

HARVEY, L. J.; MCARDLE, H. J. Biomarkers of copper status : a brief update. British
Journal of Nutrition, [s. 1.], v. 99, p. 10-13, 2008.

HAWTHORNE, F. C.; SKOLOVA, E. Simonkolleite, Zn5 (OH)8 CI2 (H20), a decorated
interrupted-sheet structure of the form [m?2]4. The Canadian Mineralogist, [s. I.], v. 40,
p. 939-946, 2002.

HAZEL, T. Minerals in Foods: Dietary Sources, Chemical Forms, Interactions,
Bioavailability. World Review of Nutrition and Dietetics, [s. 1], v. 46, p. 1-123, 1985.

HORN, D.; BARRIENTOS, A. Mitochondrial Copper Metabolism and Delivery to
Cytochrome ¢ Oxidase. IUBMB Life, [s. I.], v. 60, n. 7, p. 421-429, 2008.

KIM, B.; NEVITT, T.; THIELE, D. J. Mechanisms for copper acquisition, distribution and
regulation. Nature Chemical Biology, [s. I.], v. 4, n. 3, p. 176-185, 2008.



35

KOHLMEIER, M. Nutrient Metabolism - Structures, Functions, and Genes. 2. ed.

London: Academic Press, 2015.

KUSSMANN, M.; PANCHAUD, A.; AFFOLTER, M. Proteomics in Nutrition: Status
Quo and Outlook for Biomarkers and Bioactives. Journal of Proteome Research, [s. |.],
v. 9, p. 4876-4887, 2010.

LI, S. F.; LUO, X. G; LU, L.; CRENSHAW, T. D.; BU, Y. Q.; LIU, B.; KUANG, X,;
SHAO, G. Z.; YU, S. X. Bioavailability of organic manganese sources in broilers fed high
dietary calcium. Animal Feed Science and Technology, [s. I.], v. 123-124, p. 703-715,
2005.

LIPPOLIS, J. D.; NALLY, J. E. Considerations for Farm Animal Proteomic Experiments:
An Introductory View Gel-Based Versus Non-gel-Based Approaches. In: ALMEIDA, A.
M. De; ECKERSALL, D.; MILLER, I. (Eds.). Proteomics in Domestic Animals: from
Farm to Systems Biology. Cham: Springer, 2018. p. 7-16.

LOPES, M.; PAROUL, N.; BARBOSA, J.; VALDUGA, E.; LUIS, R.; TONIAZZO, G;
OLIVEIRA, D. Effect of Partial and Total Replacement of Inorganic by Organic
Microminerals Sources on the Quality of Broiler Carcasses. Brazilian Archives of Biology
and Technology, [s. I.], v. 60, p. 1-11, 2017.

LU, L.; WANG, R. L.; ZHANG, Z. J.; STEWARD, F. A.; LUO, X.; LIU, B. Effect of
Dietary Supplementation with Copper Sulfate or Tribasic Copper Chloride on the Growth
Performance , Liver Copper Concentrations of Broilers Fed in Floor Pens , and Stabilities
of Vitamin E and Phytase in Feeds. Biological Trace Element Research, [s. I.], v. 138, p.
181-189, 2010.

MACARI, M.; MAIORKA, A. Fisiologia das aves comerciais. Jaboticabal: Funep, 2017.

MCDOWELL, L. R. Minerals in Animal and Human Nutrition. [s.l.] : Elsevier, 2003.
V. 639

MILES, R. D.; KEEFE, S. F. O.; HENRY, P. R.; AMMERMAN, C. B.; LUO, X. G. The
Effect of Dietary Supplementation with Copper Sulfate or Tribasic Copper Chloride on
Broiler Performance, Relative Copper Bioavailability, and Dietary Prooxidant Activity.
Poultry Science, [s. I.], v. 77, p. 416-425, 1998.



36

MILLER, I. Protein Separation Strategies. In: ECKERSALL, D. P.; WHITFIELD, P. D.
(Eds.). Methods in Animal Proteomics. Oxford: John Wiley & Sons, 2011. p. 41-76.

MOUNICOU, S.; SZPUNAR, J.; LOBINSKI, R. Metallomics: the concept and
methodology. Chemical Society Reviews, [s. I.], v. 38, p. 1119-1138, 20009.

M’SADEQ, S. A.; WU, S.; CHOCT, M.; SWICK, R. A. Influence of trace mineral sources
on broiler performance , lymphoid organ weights , apparent digestibility , and bone

mineralization. Poultry Science, [s. I.], v. 0, p. 1-7, 2018.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica. 7. ed. Porto Alegre: Artmed,
2019.

OLUKOSI, 0. A;; KUK, S. J. A. Van; HAN, Y. Sulfate and hydroxychloride trace
minerals in poultry diets — comparative effects on egg production and quality in laying hens
, and growth performance and oxidative stress response in broilers. Poultry Science, [s.
1], p. 1-11, 2019.

OLVER, C. Types of Sample and Experimental Planning. In: ECKERSALL, P. D.;
WHITFIELD, P. D. (Eds.). Methods in Animal Proteomics. Oxford: John Wiley & Sons,
2011. p. 11-39.

OSKOUEIAN, E.; ECKERSALL, D.; BENCUROVA, E.; DANDEKAR, T. Application
of Proteomic Biomarkers in Livestock Disease Management Ehsan. In: SALEKDEH, G.
H. (Ed.). Agricultural Proteomics. Switzerland: Springer International Publishing, 2016.
p. 299-310.

PANG, Y.; APPLEGATE, T. J. Effects of Copper Source and Concentration on in Vitro
Phytate Phosphorus Hydrolysis by Phytase. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, [s. 1], v. 54, p. 1792-1796, 2006.

PASSAGLIA, L. M. P.; ZAHA, A. Tecnicas de biologia molecular. In: ZAHA, A;
FERREIRA, H. B.; PASSAGLIA, L. M. P. (Eds.). Biologia Molecular Bésica . 5. ed.
Porto Alegre: Artmed, 2014. p. 331-362.

PEREZ, V.; SHANMUGASUNDARAM, R.; SIFRI, M.; PARR, T. M.; SELVARAJ, R.

K. Effects of hydroxychloride and sulfate form of zinc and manganese supplementation on



37

superoxide dismutase activity and immune responses post lipopolysaccharide challenge in
poultry fed marginally lower doses of zinc and manganese. Poultry Science, [s. I.], v. 96,
p. 42004207, 2017.

RICHARDS, J. D. Measuring trace mineral bioavailability key. Feedstuffs, [s. I.], v. 82,
n. 3, p. 1-3, 2010.

RICHARDS, J. D.; ZHAO, J.; HARRELL, R. J.; ATWELL, C. A.; DIBNER, J. J. Trace
Mineral Nutrition in Poultry and Swine. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences,
[s. 1.], v. 23, n. 11, p. 1527-1534, 2010.

ROBERTS, E. A. Metallomics Using metalloproteomics to investigate the cellular

physiology of copper in hepatocytes. Metallomics, [s. I.], v. 4, p. 633-640, 2012.

RUCKER, R. B.; KOSONEN, T.; CLEGG, M. S.; MITCHELL, A. E.; RUCKER, B. R;;
URIU-HARE, J. Y.; KEEN, C. L. Copper, lysyl oxidase, and extracellular matrix protein.
American Journal of Clinical Nutrition, [s. I.], v. 67, p. 996-1002, 1998.

SHAEFFER, G. L.; LLOYD, K. E.; SPEARS, J. W. Bioavailability of zinc
hydroxychloride relative to zinc sulfate in growing cattle fed a corn-cottonseed hull-based

diet. Animal Feed Science and Technology, [s. I.], 2017.
SUTLLE, N. Mineral Nutrition of Livestock. 4. ed. Cambridge: CABI Publishing, 2010.

TUFARELLI, V.; LAUDADIO, V. Manganese and its role in poultry nutrition: an
overview. Journal of Experimental Biology and Agricultural Sciences, [s. I.], v. 5, n. 6,
p. 749-754, 2017.

UNDERWOOD, E. J.; SUTTLE, N. F. The mineral nutrition of livestock. 3. ed. New
York: CABI Publishing, 1999.

ZHOU, Y.; ZHANG, D.; PEATMAN, E.; RHODES, M. A.; LI1U, J.; DAVIS, D. A. Effects
of various levels of dietary copper supplementation with copper sulfate and copper
hydroxychloride on Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei performance and

microbial communities. Aquaculture, [s. I.], v. 476, p. 94-105, 2017.



CAPITULO 2

38



39

Abordagem metaloproteémica do tecido hepatico de frangos de corte suplementados
com diferentes fontes e niveis de cobre e manganés

RESUMO

O objetivo com o estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de duas fontes (sulfato e
hidroxicloreto) e dois niveis de cobre (15 e 150 mg kg?*) e manganés (80 e 120 mg kg™)
sobre o proteoma hepatico de frangos de corte utilizando ferramentas metaloprotedmicas.
Para o estudo, foram avaliados quatro grupos experimentais: S15-80 (15 mg kg* de CuSO4
e 80 mg kg de MnSO,), S150-120 (150 mg kg™ de CuSOse 120 mg kg de MnSQa),
H15-80 (15 mg kg de Cu(OH)CI e 80 mg kg* de Mn(OH)CI), e H150-120 (150 mg kg™
de Cu(OH)CI e 120 mg kg*de Mn(OH)CI). A partir das amostras de figado foram feitos
quatros pools, sendo considerado 10 aves/tratamento. O fracionamento do proteoma foi
realizado por eletroforese bidimensional (2D-PAGE). Por meio dos géis obtidos foi
realizada a analise de expressdo dos spots proteicos utilizando o software ImageMaster
Platinum v.7.0. Os spots diferencialmente expressos foram extraidos dos géis e digeridos
para mapeamento do Cu e Mn por espectrometria de absor¢do atbmica em forno de grafite
(GFAAS). A determinacgéo das concentraces de Cu e Mn nas amostras de tecido hepatico
e pellets proteicos foi realizada por espectrometria de absorcéo atdmica em chama (FAAS).
As proteinas dos spots proteicos associados ao Cu e Mn foram caracterizadas por
espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (LC-MS/MS)
e identificadas utilizando o banco de dados UniProt. O estudo de bioinformaética foi
realizado utilizando os softwares Blast2GO, String e Cytoscape. As concentracdes de Cu e
Mn no figado, pellets e spots proteicos sugerem maior biodisponibilidade das fontes
hidroxicloretos em relagéo aos sulfatos. Foram identificados 19 spots associados ao Cu, 10
spots associados ao Mn, e 5 spots associados ao Cu e Mn simultaneamente. A analise
protedbmica revelou a inducdo das proteinas de choque térmico (HSPs) e das glutationas-s-
transferases (GSTs) em frangos de corte suplementados com niveis mais altos de cobre e

manganés.

Palavras-chave: 2D-PAGE, biodisponibilidade mineral, hidroxicloretos, sulfatos



40

1. Introducdo

Os microminerais sdo indispensaveis para o crescimento, satde e desempenho das
aves, uma vez que sdo fundamentais em varios processos metabélicos (Bao et al., 2007; Lu
et al., 2020). O cobre atua como cofator de diversas enzimas importantes como a CuZn-
superdxido dismutase (CuZnSOD), citocromo-c-oxidase (COX) e ceruloplasmina, o que o
torna essencial na eliminacdo de radicais livres, respiracao celular e mobilizacdo de ferro
(Huetal., 2022). Da mesma forma, 0 manganés atua como componente de metaloproteinas
e cofator enziméatico, sendo fundamental na defesa antioxidante, formacdo Ossea e
metabolismo de carboidratos, aminoacidos e colesterol (Geng et al., 2022; Jasek et al.,
2019; Meng et al., 2021).

As concentracOes de cobre e manganés nos ingredientes comumente utilizados nas
ragOes para frangos de corte sdo baixas e normalmente insuficientes para atender as
exigéncias nutricionais, sendo necessario a suplementacdo para garantir um Otimo
desenvolvimento e desempenho produtivo (Hu et al., 2022; Liao et al., 2019). Fontes de
minerais inorganicos como sulfatos e oxidos, sdo amplamente utilizadas devido a alta
disponibilidade comercial e baixo preco (Lu et al., 2020; Meng et al., 2021). Porém, 0s
sulfatos séo conhecidos por apresentarem baixa biodisponibilidade em virtude da alta
solubilidade em meio aquoso e das interacfes antagonistas com outros minerais e nutrientes
da dieta. Dessa forma, € comum a industria de racdes adotar alta margem de seguranca
suplementando niveis que excedem as necessidades nutricionais, o que por sua vez, pode
trazer maleficios tanto para os animais como para 0 ambiente devido ao risco de toxicidade
e maior excrecao mineral (Bao e Choct, 2009).

Partindo desse principio, novas estratégias de suplementacdo que prometem maior
biodisponibilidade mineral estdo ganhando atencdo na formulacdo de ragdes. Entre elas
estéo os hidroxicloretos, também classificados como fonte inorgéanica, porém com algumas
particularidades que os diferem dos sulfatos (Jasek et al., 2019). Os hidroxicloretos
apresentam fortes ligacdes covalentes com 0s minerais tornando-os menos sollveis em
agua e, consequentemente, menos reativos, diminuindo dessa forma as interacGes
indesejadas com outros constituintes da dieta (Cromwell et al., 1998). Embora essas
caracteristicas possam teoricamente favorecer a absor¢do dos minerais, estudos que
exploram a funcionalidade do cobre e manganés a nivel molecular sdo necessarios para
estimar de forma mais completa a biodisponibilidade de diferentes fontes.

Neste sentido ferramentas proteémicas aliadas aos metodos de quantificacdo de

minerais podem fornecer informacGes relevantes sobre a incorporagdo do cobre e
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manganés nas proteinas, bem como a identificacdo de proteinas responsivas a diferentes
concentraces desses minerais. Além disso, a metaloprotebmica pode contribuir na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na toxicidade e tolerancia dos minerais em
frangos de corte. Portanto, 0 objetivo com este estudo foi avaliar o perfil diferencial das
proteinas associadas ao cobre e manganés no tecido hepatico de frangos de corte
suplementados com duas fontes (sulfato e hidroxicloreto) e dois niveis de cobre (15 e 150

mg kg) e manganés (80 e 120 mg kg™) utilizando estratégias metaloprotedmicas.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, sob o protocolo CEUA
0191/2018.

2.1. Animais, tratamentos e instalacfes
Foram utilizadas amostras de tecido hepatico obtidas de 40 frangos de corte machos
da linhagem Cobb® 500 suplementados com duas fontes (sulfato e hidroxicloreto) e dois
niveis de cobre (15 e 150 ppm) e manganés (80 e 120 ppm), totalizando quatro tratamentos:
e S15-80: 15 mg kg de sulfato de Cu e 80 mg kg de sulfato de Mn
e S150-120: 150 mg kg™ de sulfato de Cu e 120 mg kg 'de sulfato de Mn
e H15-80: 15 mg kg™ de hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg de hidroxicloreto de Mn
e H150-120: 150 mg kg™ de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg™ de hidroxicloreto de
Mn
Os niveis de 15 mg kg™ de Cu e 80 mg kg de Mn estdo de acordo com as
recomendacOes das Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (Rostagno et al., 2017),
enquanto os niveis de 150 mg kg?! de Cu e 120 mg kg*de Mn sdo niveis acima da
recomendacdo. As dietas foram formuladas a base de milho e farelo de soja sendo divididas
em quatro fases, conforme recomendacdes de Rostagno et al. (2017): pré-inicial (1-7 dias);
inicial (8-21 dias); crescimento (22-35 dias); e final (35-42 dias). Todas as aves receberam
racdo e agua ad libitum durante todo o periodo experimental.
As aves foram alojadas em boxes de 2,0 m? equipados com comedouro tubular e
bebedouro tipo nipple, sendo forrados com cama de maravalha reutilizada durante o
periodo de 1 a 43 dias de idade. O aquecimento inicial foi realizado com uso de ldmpadas

infravermelhas (250 watts) e ao final do 14° dia de experimento foram retiradas. O
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programa de luz foi realizado via timer com lampadas de 20 watts conforme as

recomendac0es da linhagem.

2.2. Coleta das amostras

Aos 43 dias de idade, os frangos foram abatidos por deslocamento cervical e
posteriormente foi realizada a coleta de um fragmento do lobo direito do figado de cada
ave utilizando lamina de ago inoxidavel. Cada fragmento foi seccionado em fatias,
transferidos para criotubos e entdo armazenados em freezer a -80°C até a utilizacdo nos
ensaios protedmicos. A partir das amostras coletadas foram feitos quatro pools por meio
da homogeneizagdo e maceracao das amostras de figado do mesmo grupo, correspondendo
aos quatros tratamentos estudados. Foram consideradas amostras de 10 aves por

tratamento.

2.3. Extracdo e precipitacdo das proteinas

Para processo de extracdo das proteinas do pool de amostras de tecido hepatico,
foram pesados 200 mg de cada pool em microtubo de 2 mL e posteriormente
homogeneizados em desruptor de células OMMI — BEAD RUPTOR4 com 1000 pL de
agua ultrapura (18,2 MQ cm™). Apds homogeneizagdo, as suspensdes obtidas ficaram em
repouso durante 5 minutos na geladeira e posteriormente centrifugadas a 9503 g por 15
minutos em centrifuga refrigerada (4°C) Hettich Universal 320R.

Para precipitacdo das proteinas, foi adicionado em microtubos de 2 mL, 200 pL de
sobrenadante (extrato de tecido hepatico obtido apos a centrifugacao) e 400 L de acetona
gelada 80% (v/v), e levados a geladeira onde permaneceram em repouso por 1.5 h a 4°C.
Ap0s a observacao de precipitados de pellets proteicos, os microtubos foram centrifugados
a 9503 g na temperatura de 4°C por 15 min. Apds esse processo, 0 sobrenadante foi
descartado e obtidos os pellets proteicos.

2.4. Determinagdo da proteina total

A concentracdo de proteina total nos pellets obtidos na etapa de precipitacdo foi
determinada pelo método do Biureto usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao
(Doumas et al., 1981). A curva analitica foi construida na faixa de concentrac@es de 10 a
100 g/L a partir de solugdo estoque de albumina (100 g L™1). Aliquotas de 50 uL de amostra
e/ou padréo e 2,5 mL do reativo de Biureto foram misturadas em tubos de 5 mL e levadas
em banho-maria a 32°C por 10 min. Apo6s 5 minutos em temperatura ambiente, as amostras
foram transferidas para cubetas de 1 cm de largura e as leituras das absorbancias foram

medidas em espectrofotémetro UV/Visivel no comprimento de onda de a 545 nm.
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2.5. Eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e andlise dos géis de poliacrilamida

Apos a determinacdo de proteina total nos pellets foi realizado o processo de
fracionamento do proteoma das amostras por 2D-PAGE. Para isso, solu¢Ges contendo 1,50
ug UL de proteina total foram preparadas por meio da solubilizagio dos pellets proteicos
em tampdo especifico contendo 7 mol L™ de ureia; 2 mol L de tiureia; 2% (m/v) de
CHAPS  (3-[(3-colaminopropil)-dimetilamdnio]-1-propano  sulfonato); 0.5% (v/v)
anfélitos pH variando de 3 a 10; 0,002% (m/v) de azul de bromofenol. Em seguida,
aliquotas de 250 pL (correspondendo a 375 pg de proteina) das solucBes dos pellets
proteicos foram aplicadas em fitas de 13 cm contendo gel pré-fabricado e anfolitos de
gradiente de pH 3 a 10 para realizacédo da etapa de focalizacédo isoelétrica (IEF), primeiro
estagio da eletroforese bidimensional (2D-PAGE), no qual as proteinas séo fracionadas em
funcdo dos seus respectivos pontos isoelétricos (pls) (Garcia et al., 2006). Ao final da IEF,
as fitas passaram por etapas de equilibrio com soluc@es de ditiotreitol (DTT) sob agitacdo
suave por 15 minutos e em seguida a solucdo de DTT foi retirada e adicionada solugéo de
iodoacetamida passando pelo mesmo processo. O objetivo dessas etapas foi a reducgéo das
proteinas na presenca de DTT para atuar na ruptura das pontes dissulfeto presentes e evitar
reoxidacdo das proteinas por meio da alquilagdo dos grupos tiol ao utilizar solucdo de
iodoacetamida.

Ap0s a separacdo das proteinas em funcdo dos seus pls, as fitas foram transferidas
para gel de poliacrilamida a 12,5% (v/v) previamente preparados entre placas de vidro (180
x 160 x 1,5 mm), juntamente com um padrdo contendo proteinas de diferentes massas
moleculares (B-fosforilase: 97,0 kDa), albumina: 66,0 kDa, ovoalbumina: 45,0 kDa,
anidrase carbonica: 30,0 kDa, inibidor de tripsina: 20,1 kDa e a-lactaloumina: 14,4 kDa)
para separacdo em funcdo das suas respectivas massas moleculares, segunda dimenséo do
processo 2D-PAGE. Nessa etapa do processo, foram utilizadas as condi¢des experimentais
descritas por Lima et al. (2019). As corridas eletroforéticas foram realizadas com trés
repeticOes (trés géis por tratamento) utilizando a seguinte programacdo: 100 volts durante
30 minutos e 250 volts por 2 horas. Ao final da corrida, os géis foram removidos
cuidadosamente das placas de vidro e imersos em uma solucdo fixadora contendo &cido
acetico 10% (v/v) e etanol 40% (v/v) durante 30 minutos. Apos esse tempo, a solucéo
fixadora foi retirada e entdo adicionado o corante Coomassie G-250 coloidal (USB,
Cleveland, Ohio, Estados Unidos) permanecendo em contato com os geis durante 72 horas
em mesa agitadora. Posteriormente o corante foi removido e os geis foram lavados com

agua ultrapura até total revelagdo dos spots proteicos. Apos lavagem completa, os géis
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foram escaneados e as imagens analisadas por meio do software Image Master Platinum
v.7.0 onde foram obtidos o numero de spots de cada gel, percentual de correlagédo
(matching) entre as repeticdes de géis, e os valores de ponto isoelétrico (pl) e massa
molecular (MM) de cada spot. A diferenca na expressdo dos spots proteicos (upregulation,
downregulation e presenca/auséncia) entre os grupos estudados foi determinada pela
analise de variancia (ANOVA) realizada pelo mesmo software, sendo considerado o nivel
de significancia de 5% (P<0,05) (Braga et al., 2017). Para a analise foram considerados
trés géis por tratamento e foram feitas as seguintes comparac@es relevantes para o estudo:
S150-120 x S15-80; H15-80 x S15-80; H150-120 x S150-120; e H150-120 x H15-80.

2.6. Determinac&o de cobre e manganés nas amostras de tecido hepatico, pellets e spots
proteicos

Para determinacao de cobre e manganés nas amostras de tecido hepatico e pellets
proteicos, foi realizada a mineralizacdo das amostras dos pools de figado (duplicata) e dos
pellets proteicos (triplicata) com &cido sulfurico concentrado ultrapuro e peroxido de
hidrogénio 30% (m/m) mediante aquecimento em bloco digestor. Apds a completa digestdo
(extrato transparente), os extratos acidos foram avolumados para 5,00 mL em tubos
aferidos para posterior quantificacdo dos minerais por espectrometria de absor¢do atdbmica
em chama (FAAS).

O mapeamento do Cu e Mn nos spots proteicos foi realizado nos géis dos grupos
S150-120 e H150-120. Esses grupos foram escolhidos em virtude dos maiores niveis de
Cu e Mn suplementados, viabilizando dessa forma, a deteccdo dos minerais nos spots
proteicos para identificacdo das proteinas expressas nos respectivos spots. Para isso, 0s
spots diferencialmente expressos foram recortados dos géis e transferidos para tubos de
digestdo de 5 mL, sendo adicionado a cada frasco aliquotas de 500 pL de acido sulfurico
concentrado ultrapuro e 200 uL de perdxido de hidrogénio 30% (m/m). O conjunto de
frascos foi colocado em bloco digestor até a completa mineralizacdo das amostras (extrato
transparente). Os extratos acidos obtidos foram avolumados para 5 mL com agua ultrapura
(18,2 MQ cm™) (Moraes et al., 2012). Em seguida foi realizada a determinacéo do Cu e
Mn por espectrometria de absorcdo atdbmica em forno de grafite (GFAAS).

Para a construcéo das curvas analiticas, solu¢des padréo de cobre e manganés em
meio de acido cloridrico 0,10 mol L foram preparadas a partir da diluicdo dos padrdes
Titrisol MERK contendo 1000 mg L™ dos analiticos. As faixas 6timas de concentragdo das

curvas analiticas foram as sugeridas no manual do equipamento. Para cada curva analitica
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foi preparado um branco. As condi¢Ges operacionais utilizadas nas determinacges de cobre
e manganés foram as descritas no manual do fabricante do equipamento (Cookbook,
Shimadzu AA - 6800, 2000), com algumas modificacdes conforme procedimentos
descritos por Neves et al. (2009). A determinagdo da concentragdo total do cobre e
manganés nas amostras de tecido hepético e nos pellets proteicos foi realizada utilizando
0s mesmos procedimentos descritos acima. As concentracBes de cobre e manganés foram
analisadas utilizando a op¢cdo ANOVA do software Minitab 17 e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).

2.7. Espectrometria de massas

Os spots proteicos diferencialmente expressos com a presenca do Cu e/ou Mn foram
extraidos dos géis com auxilio de bisturi, recortados em segmentos de aproximadamente 1
mm?3 e transferidos para microtubos contendo 1 mL de &cido acético 5% (v/v) sendo
submetidos as seguintes etapas conforme procedimentos descritos por Braga et al. (2017):
remocdo do corante, reducdo e alquilacdo das proteinas, digestao triptica utilizando solucéo
de tripsina 10 ng mL™?, e eluigdo dos peptideos. Posteriormente foi realizada a purificagdo
dos peptideos por meio de colunas C18 ZipTip, e em seguida os eluatos foram concentrados
a aproximadamente 1 pL utilizando um concentrador a vacuo. As sequéncias peptidicas
nos extratos obtidos pelo processo de digestdo triptica foram caracterizadas por
espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (LC-MS/MS).
As aliquotas das solucdes de peptideos eluidos foram analisadas utilizando o sistema
nanoAcquity UPLC acoplado ao espectrometro de massa Xevo Q-TOF G2 (Waters,
Manchester, UK).

2.8. Analise de bioinformética

A identificagdo das proteinas foi realizada por meio do banco de dados UniProt
utilizando o genoma Gallus Gallus. Pelo mesmo banco de dados foram obtidas as
sequéncias FASTA das proteinas, as quais foram utilizadas na analise funcional utilizando
o software Blast2GO v.6.0.3. A partir dos termos GO (Gene Ontoloy) o programa
classificou as sequéncias de proteinas em trés dominios: componente celular, funcdo
molecular e processo bioldgico. O banco de dados online String (string-db.org v.11.5) foi
utilizado para construir a rede de interacdo proteina-proteina considerando uma pontuacéo
minima de confianca de 0,400 (confianca média) e agrupamento kmeans. As fontes de

interacdo consideradas foram: experimentos, banco de dados, co-expressdo e co-
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ocorréncia. Por meio do plugin String foi realizado a analise de enriquecimento da via
KEGG (Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto) utilizando o software Cytoscape
(v.3.9.1) para avaliar as vias metabolicas enriquecidas (FDR<0,05). Para as anélises foram

consideradas apenas proteinas com escores acima de 60.

3. Resultados
3.1. Concentragdo de Cu e Mn nas amostras e pellets de tecido hepatico
As concentracdes de cobre e manganés nas amostras de tecido hepatico e pellets

proteicos estdo apresentadas nas Tabelas 1.

Tabela 1. DeterminagGes de cobre e manganés nas amostras e pellets de tecido hepético
de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre e manganés.

Tratamentos Concentragéo de Cu (mg kg™) Concentragédo de Mn (mg kg?)

Tecido hepético

$15-80 2,60 £0,14° 10,15 +0,07°

$150-120 64,30 £ 0,712 64,10 + 1,562

H15-80 4,80 +0,14° 10,60 + 0,28°

H150-120 71,55 £ 0,352 58,75+ 1,632
Pellet proteico

S15-80 2,21 +0,03¢ 8,20 + 0,66°

S150-120 55,30 + 0,95" 55,67 + 0,402

H15-80 4,34 + 0,05° 9,37 £0,21°

H150-120 68,40 £ 0,792 52,60 + 0,892

abedMédias seguidas de letras sobrescritas diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). S15-
80 (15 mg kg™ de sulfato de Cu e 80 mg kg* de sulfato de Mn), S150-120 (150 mg kg™ de sulfato de Cu e
120 mg kg™ de sulfato de Mn), H15-80 (15 mg kg de hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg de hidroxicloreto
de Mn) e H150-120 (150 mg kg™ de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg™* de hidroxicloreto de Mn).

De acordo com a Tabela 1, as concentracdes de Cu e Mn no tecido hepatico e
pellet proteico foram maiores nos grupos S150-120 e H150-120 em relagé&o aos grupos
S15-80 e H15-80 (P<0,05). No tecido hepético ndo houve diferenca nas concentracdes
de ambos os minerais entre 0s grupos S150-120 e H150-120 e de Mn entre os grupos S15-
80 e H15-80 (P>0,05). Entretanto o grupo H15-80 apresentou maior concentracdo de Cu
quando comparado com o grupo S15-80 (P<0.05). No pellet proteico a concentracdo de
Mn foi maior no grupo H15-80 em relacdo ao grupo S15-80 (P<0,05), mas nédo diferiu
entre os grupos S150-120 e H150-120 (P>0,05). O mesmo foi observado nas
concentracdes de Cu, exceto para os grupos S150-120 e H150-120, onde grupo H150-120

apresentou maior concentracdo de Cu em relagdo ao grupo S150-120.
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3.2. Andlise de imagem dos géis e mapeamento de Cu e Mn nos spots

A andlise das imagens dos géis digitalizados indicou um nimero médio de 230£69
spots e matching médio de 98+1%. As imagens representativas dos géis obtidos de cada
tratamento estdo apresentadas Figura suplementar S1 (material suplementar). A partir da
analise por GFAAS, 34 spots diferencialmente expressos foram associados ao cobre e/ou
manganés nos grupos S150-120 e H150-120. Na Figura 1 sdo apresentadas as imagens dos
géis de poliacrilamida dos tratamentos S150-120 e H150-120 com 0s spots proteicos
associados ao cobre e manganés indicados com circulo azul (cobre), vermelho (manganés)
e verde (cobre e manganés concomitante). Foram identificados 19 spots com a presenga
apenas do Cu, 10 spots com a presenca apenas do Mn e 5 spots com a presenca de ambos
0s minerais. As concentracdes de Cu e Mn nos respectivos spots estdo sumarizadas na
Tabela 2. O grupo H150-120 apresentou um numero superior de spots associados ao Cu
e/ou Mn (33 spots) quando comparado ao grupo S150-120 (19 spots). As diferencas nas
expressdes dos spots proteicos associados ao Cu e Mn entre 0s grupos estudados podem

ser visualizadas na Tabela 3.
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Figura 1. Representacdo dos géis de poliacrilamida obtidos por 2D-PAGE do pool de
amostras do tecido hepético de frangos de corte dos grupos S150-120 (150 mg kg* de sulfato
de Cu e 120 mg kg de sulfato de Mn) e H150-120 (150 mg kg™ de hidroxicloreto de Cu e
120 mg kg de hidroxicloreto de Mn). Os spots proteicos indicados com circulo azul e
vermelho estdo associados ao cobre e manganés, respectivamente. Os spots indicados com
circulo verde estdo associados ao cobre e manganés concomitante.
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Tabela 2. Concentracdes de cobre e manganés nos spots proteicos do tecido hepatico de
frangos de corte dos grupos S150-120 (150 mg kg de sulfato de Cu e 120 mg kg* de
sulfato de Mn) e H150-120 (150 mg kg de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg? de
hidroxicloreto de Mn).

Spot Concentragéo de Cu (ug L) Concentragéo de Mn (ug L™?)
ID S150-120 H150-120 S150-120 H150-120
01 6,81+0,12
02 3,40+0,07 4,81+0,09
03 7,30+0,13 9,63+0,15
04 0,80+0,015 1,19+0,023
05 5,60+0,11 8,39+0,15
06 4,70£0,08 6,93+0,13
07 5,40+0,09 9,80+0,17
08 0,92+0,014 1,80+0,035
09 0,75+0,012 1,50+0,029
10 3,80+0,08 7,21£0,14
11 7,20£0,14
12 4,30+0,07 8,04+0,15
13 3,90+0,08 6,61+0,13
14 8,75+0,16 1,21+0,024
15 6,63+0,12 1,31+0,026
16 1,28+0,024
17 8,50+0,16
18 4,10+0,07 7,61+0,14
19 10,49+0,20 1,15+0,022 2,26+0,044
20 8,50£0,15 11,17+0,21
21 6,40+0,13 9,63+0,18
22 0,77+0,014 1,46+0,027
23 8,22+0,14
24 1,52+0,026
25 3,70+0,06 7,35+0,13 0,74+0,014 1,32+0,025
26 1,35+0,026
27 8,87+0,16
28 4,50£0,09
29 7,38+0,14
30 1,20+0,022
31 1,31+0,025
32 7,10+0,11 11,54+0,22
33 1,53+0,027

34 9,30+0,17 1,44+0,027
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Tabela 3. Expressdo dos spots proteicos (teste t, P<0,05) associados ao Cu e Mn do tecido
hepético de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre e

manganés.

Spot ID  S150-120 x S15-80 H15-80 x S15-80 H150-120 x S150-120  H150-120 x H15-80
01 -2,42665/+2,42665 +2,90812/-2,90812
02 +2,32529/-2,32529 -1,9209/+1,9209
03 +1,91333/-1,91333  -4,89508/+4,89508 -2,7908/+2,7908
04 +1,37899/-1,37899  +1,87544/-1,87544 -1,85125/+1,85125
05 +1,07939/-1,07939
06 +2,62169/-2,62169 -2,71604/+2,71604
07 +1,31895/-1,31895  -1,57209/+1,57209
08 +1,50983/-1,50983  -1,71385/+1,71385 -2,26661/+2,26661 +1,32697/-1,32697
09 +1,99035/-1,99035 -2,19431/+2,19431
10 -1,58689/+1,58689 +1,64955/-1,64955
11 +2,83932/-2,83932 -2,3269/+2,3269
12 +2,46884/-2,46884  +1,30077/-1,30077 -1,63919/+1,63919
13 +1,8366/-1,8366 -2,15529/+2,15529
14 Ausente/Presente Presente/Ausente
15 Ausente/Presente +3,71871/-3,71871 Presente/Ausente -2,89582/+2,89582
16 +1,94859/-1,94859 -2,77459/+2,77459
17 +2,17561/-2,17561 -1,8057/+1,8057
18 +1,50469/-1,50469 +1,9578/-1,9578
19 +1,43375/-1,43375 +1,33486/-1,33486
20 +2,09367/-2,09367 -1,43008/+1,43008 -1,63192/+1,63192
21 -3,07186/+3,07186 -2,24224/42,24224
22 -1,62981/+1,62981
23 -2,60766/+2,60766 +4,34762/-4,34762
24 +1,81972/-1,81972
25 -3,29601/+3,29601 +2,75689/-2,75689
26 +1,32911/-1,32911 -1,96446/+1,96446
27 -1,96106/+1,96106 +2,02609/-2,02609
28 +1,2849/-1,2849
29 Ausente/Presente Presente/Ausente
30 Ausente/Presente Presente/Ausente
31 +1,38711/-1,38711
32 -1,79011/+1,79011 +1,27324/-1,27324
33 Ausente/Presente Presente/Ausente +3,00156/-3,00156
34 +1,9165/-1,9165

$15-80 (15 mg kg* de sulfato de Cu e 80 mg kg* de sulfato de Mn), S150-120 (150 mg kg de sulfato de Cu
e 120 mg kg de sulfato de Mn), H15-80 (15 mg kg e hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg* de hidroxicloreto
de Mn) e H150-120 (150 mg kg™ de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg™* de hidroxicloreto de Mn).
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3.3. ldentificacdo das proteinas, andlise funcional, interacdo proteina-proteina e vias
metabolicas

Um total de 56 proteinas ndo redundantes com score > 60 foram identificadas a
partir dos 34 spots proteicos associados ao Cu e Mn. As proteinas identificadas possuem
massa molecular variando entre 4 e 91 KDa aproximadamente, estando dentro da faixa de
pH de 3 a 10 (Tabela 4). Os resultados da anotacdo funcional (processos bioldgicos,
funcdes moleculares e componentes celulares) das proteinas podem ser visualizados na
Figura suplementar S2. Resumidamente, as proteinas caracterizadas no presente estudo
estdo distribuidas em diversos componentes celulares, como estrutura anatdmica
intracelular, citoplasma, citosol, organelas, membrana, complexo hemoglobina, complexo
catalitico entre outros. Além disso, exibem participacdo em diversos processos
metabolicos, desenvolvimento, respostas biolégicas e regulacdo. Entre as funcGes
moleculares desempenhadas pelas proteinas identificadas estdo as de ligacdo, chaperonas
moleculares, e atividade de transferase e hidrolase.

A rede de interacdo proteina-proteina gerada via String esté ilustrada na Figura 3.
A rede foi agrupada em trés clusters identificados pelas cores verde, vermelho e azul. O
cluster verde indica a interacdo das chaperonas moleculares responsaveis pelo dobramento
e redobramento de proteinas, e das actinas citoplasmaticas. O cluster vermelho é composto
por inumeras proteinas envolvidas em diversos processos metabolicos, como metabolismo
de carboidratos, metabolismo de xenobioticos e defesa antioxidante. O cluster azul
apresenta a interacdo das proteinas envolvidas no metabolismo de purinas e proteinas de
ligacdo com &cidos graxos, bem como a interacdo das hemoglobinas responsaveis pelo
transporte de oxigénio.

Um total de 29 vias KEGG foram significativamente enriquecidas (FDR <0,05)
utilizando o software Cytoscape com o plugin string (Tabela 5). As 10 vias mais
enriquecidas foram: Metabolic pathways (gga01100), Glycolysis/Gluconeogenesis
(gga00010), Carbon metabolism (gga01200), Biosynthesis of amino acids (gga01230),
Drug metabolism - cytochrome P450 (gga00982), Metabolism of xenobiotics by
cytochrome P450 (gga00980), Pyruvate metabolismo (gga00620), Protein processing in
endoplasmic reticulum (gga04141), Cysteine and methionine metabolism (gga00270) e
Glutathione metabolism (gga00480).



Tabela 4. Proteinas identificadas por LC-MS/MS nos spots proteicos associados ao Cu e Mn do tecido hepético de frangos de cortes suplementados com duas

fontes (sulfato e hidroxicloreto) e dois niveis de Cu (15 e 150 mg kg™) e Mn (80 e 120 mg kg™).
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pl/MM (Da)

pl/MM (Da)

Presenca de Cu e/ou

Spot  Accession  Gene Proteina experimental tedricos Score M

P83145 N/A Ribonuclease UK114 5,85/4083,76 6335,108
P01994 HBAA Hemoglobin subunit alpha-A 8,54/15428,87 5828,38
P80226 FABP1 Fatty acid-binding protein, liver 8,67/14210,37 1769,519
P02112 HBB Hemoglobin subunit beta 8,84/16466,13 820,2869
P02127 N/A Hemoglobin subunit rho 8,78/16589,21 281,6852

01 P02128 HBE Hemoglobin subunit épsilon 8,94/15241 9,07/16603,23 281,6852 H150-120 = Cu
P00337 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 7,07/36318,09 263,6445
P02001 HBAD Hemoglobin subunit alpha-D 7,02/15694,93 216,1184
P02007 N/A Hemoglobin subunit pi 7,81/15709,04 79,9931
Q52149 PRPS2 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2 6,37/35663,21 79,7743
P23991 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 8,69/39807,50 60,1557
P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 473,2483
P17153 ANXAS5 Annexin A5 5,59/36198,34 446,3777

0 P07322 ENO3 Beta-enolase & 52/27880 7,28/47196,08 360,0507 S150-120 = Cu
P14315 CAPZB F-actin-capping protein subunit beta isoforms 1 and 2 ' 5,36/31364,45 221,4613 H150-120 = Cu
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 108,1769
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 71,3977
P17153 ANXAS Annexin A5 5,59/36198,34 5548,77

03 P51913  ENOL Alpha-enolase 587/31101  6,17/4730501  610,6372 Sl
P07322 ENO3 Beta-enolase 7,28/47196,08 490,8612

o Q91923 RGN Regucalcin 5,77/33229,57 8090,358 S150.120 = M
P51913 ENO1 Alpha-enolase 5,83/29922 6,17/47305,01 239,0043 H 150__120; M?]
P21872 GART Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3 7.51/106544 119.1895

05 P00337 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 7,07/36318,09 8487,15 S150-120=Cu
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P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 4702,678 H150-120 =Cu
P23991 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 8,69/39807,5 196,0894
Q5ZzMQ2  ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 5,31/41792,84 8439,855
P53478 N/A Actin, cytoplasmic type 5 5,30/41835,87 8439,855
P60706 ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,29/41736,73 8439,855
06 P68139 ACTAl Actin, alpha skeletal muscle P 5,23/42051,03 3354,721 S150-120 = Cu
P68034 ACTC1 Actin, alpha cardiac muscle 1 ' 5,23/42018,97 3354,721 H150-120 = Cu
P63270 ACTG2 Actin, gamma-enteric smooth muscle 5,31/41876,88 3354,721
P08023 ACTA2 Actin, aortic smooth muscle 5,24/41994,92 3354,721
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 83,924
P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8,70/35703,97 8609,476 S$150-120 = Cu
07 P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 7,86/31789 8,81/39295,78 68,7995 H150-120 = Cu
08 P16580  GLUL Glutamine synthetase 700046191  6,38/4214646 1430712 NPT
P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 380,7553
P07322 ENO3 Beta-enolase 7,28/47196,08 247,165 S$150-120 = Mn
09 P27463 ALDH1Al Retinal dehydrogenase 1 6,52/46594 7,49/55809,33 66,4081 H150-120 = Mn
093344 ALDH1A2 Retinal dehydrogenase 2 5,87/56731,99 66,4081
P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 10775,61
10 057391 ENO2 Gamma-enolase 6,65/43874 4,84/47308,46 2788,5 allg%ﬁ% z %ﬂ
P07322 ENO3 Beta-enolase 7,28/47196,08 1849,809
P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 559,8503
11 4,26/58283 H150-120 = Cu
P07322 ENO3 Beta-enolase 7,28/47196,08 555,7766
P09102 PAHB Protein disulfide-isomerase 4,69/57409,80 5805,812
12 P8I0  HSPOOBL  Endoplasmin 465060207 483/9155502 1379731 o207 20~
Q04619 HSP90AB1  Heat shock cognate protein HSP 90-beta 4,94/83427,45 142,0041
Q5ZL72 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 5,72/60972,56 13474,97 $150-120 = Cu
13 Q5ZM98 HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial 5,46/62486 6,09/73192,32 122,2014 H150-120 = Cu
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P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 3681,357

14  P07322 ENO3 Beta-enolase 6,00/45904 7,28/47196,08 523,2764 H150-120 = Cu e Mn
057391 ENO2 Gamma-enolase 4,84/47308,46 299,1514
P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 4588,928

15 057391 ENO2 Gamma-enolase 6,31/45224 4,84/47308,46 978,15 H150-120 = Cu e Mn
P07322 ENO3 Beta-enolase 7,28/47196,08 771,7178
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 3543,291

Q90593 HSPAS
073885 HSPAS
P08106 N/A

Endoplasmic reticulum chaperone BiP
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock 70 kDa protein

5,12/72018,51 2434,631
5,4/74696 H150-120 = Mn
5,46/70826,98 236,3526

5,52/69750,82 214,6749

P02001 HBAD
P00356 GAPDH
P80566 SOD1
P02112 HBB
P07341 ALDOB
P02128 HBE
P02127 N/A
P80226 FABP1

Hemoglobin subunit alpha-D 7,02/15694,93 4248,779
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8,70/35703,97 2980,18
Superoxide dismutase [Cu-Zn] 6,1/15703,6 1844,127
Hemoglobin subunit beta 8,84/16466,13 890,2412

. 6,52/14400 H150-120 = Cu
Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 570,7814
Hemoglobin subunit epsilon

9,07/16603,23 208,8738
Hemoglobin subunit rho

8,78/16589,21 175,0719
Fatty acid-binding protein, liver

8,67/14210,37 127,1781
Glutathione S-transferase 2

6,84/25892,82 8173,118
Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 1314,413
Hemoglobin subunit alpha-D

P20136 GSTM2
P07341 ALDOB
P02001 HBAD

2 73126038 7,02/15694,93 1045,607 S150-120 = Cu
P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ; 8,70/35703,97 625,0613 H150-120 =Cu
Q5ZME2 MDH1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 6,92/36543,40 283,7447
P47826 RPLPO 60S acidic ribosomal protein PO 5,71/34285,58 175,4232
P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8,70/35703,97 12218,79
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,28/29455 8,81/39295,78 186,3181 H 12(1)552(1)23 éul\gnMn
P23991 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 8,69/39807,50 168,1874
Q5ZMQ2  ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 5,35/41857 5,31/41792,84 16243,58
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P60706 ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,29/41736,73 16243,58 S150-120 =Cu
P53478 N/A Actin, cytoplasmic type 5 5.30/41835,87 16238,88 H150-120 = Cu
P68034 ACTC1 Actin, alpha cardiac muscle 1 5,23/42018,97 5004,212
P68139 ACTA1l Actin, alpha skeletal muscle 5,23/42051,03 4902,417
P63270 ACTG2 Actin, gamma-enteric smooth muscle 5,31/41876,88 4859,32
P08023 ACTA2 Actin, aortic smooth muscle 5,24/41994,92 4852,473
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 2513,817
P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8,70/35703,97 202,1998
Q5ZL72 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 5,72/ 60972,56 198,1112
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 119224
073885 HSPAS8 Heat shock cognate 71 kDa protein 5,46/70826,98 2878,664
21 POBIOS  N/A Heat shock 70 kDa protein 56172660 5526975082 9977423 o200~ M
Q90593 HSPAS5 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 5,12/72018,51 394,2814
Q5ZM98 HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial 6,09/73192,32 152,2754
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 244,9902 S150-120 = Mn
22 P00368 GLUD1 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 7,42/54093 8,48/55712,06 163,0693 H150-120 = Mn
Q08392 N/A Glutathione S-transferase 8,86/25298,52 1478,593
Q08393 N/A Glutathione S-transferase 8,76/25413,73 1474,454
P26697 N/A Glutathione S-transferase 3 9,06/26325,84 548,1452
23 . . . 9,45/25785 H150-120 = Cu
P00508 GOT2 Aspartate aminotransferase, mitochondrial 9,39/47241,27 371,8729
P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8,70/35703,97 336,4139
Q5ZL72 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 5,72/60972,56 198,1112
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 6992,838
o P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8.11/34234 8,70/35703,97 2426,886 H150-120 = Mn
P23991 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 8,69/39807,50 1040,125
P00337 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 7,07/36318,09 147,8423
P00368 GLUD1 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 8,48/55712,06 2828,28 $150-120 = Cu e Mn
25 P27463 ALDH1A1 Retinal dehydrogenase 1 7,82/51213 7,49/55809,33 2341,783 H150-120 = Cu e Mn
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P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 299,201
093344 ALDH1A2 Retinal dehydrogenase 2 5,87/56731,99 155,6904
Q52JF4 PRDX6 Peroxiredoxin-6 5,7/24976,79 6267,357
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 1609,665
P21642 PCK2 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial 7,56/71106,29 878,0714
P16580 GLUL Glutamine synthetase 6,38/42146,46 799,0565
26 P38024 AIRC Multifunctional protein ADE2 6,65/25240 8,18/47240,32 279,2373 H150-120 = Mn
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 93,6207
Q5ZLR5 UQCRFS1 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial 8,68/29386,56 92,6274
P00940 TPIL1 Triosephosphate isomerase 6,71/26620,45 91,4796
27  P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,59/39065 8,81/39295,78 98,4781 H150-120 = Cu
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 17119,69
P23991 ADH1 Alcohol dehydrogenase 1 8,69/39807,50 1166,58
- P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8 6/35327 8,70/35703,97 838,7416 S150-120 = Cu
Q5ZKR4 RABL3 Rab-like protein 3 ’ 6,23/26002,35 94,9377
P00340 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 7,75/36514,46 73,7079
P00337 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 7,07/36318,09 64,6321
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 1455,896
29 Q08392 N/A Glutathione S-transferase 0 31/21742 8,86/25298,52 867,9658 H150-120 = Cu
P26697 N/A Glutathione S-transferase 3 ' 9,06/26325,84 664,4908
Q08393 N/A Glutathione S-transferase 8,76/25413,73 308,8971
P00356 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8,70/35703,97 5820,609
20 P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase- B 7 05/36340 8,81/39295,78 522,2266 H150-120 = Mn
P00337 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 7,07/36318,09 326,4798
P00940 TPIL1 Triosephosphate isomerase 6,71/26620,45 250,532
P51913 ENO1 Alpha-enolase 6,17/47305,01 642,0277
31 P07322 ENO3 Beta-enolase 4,25/76181 7,28/47196,08 545,8586 H150-120 = Mn
057391 ENO2 Gamma-enolase 4,84/47308,46 91,4921
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P60706 ACTB Actin, cytoplasmic 1 5,29/41736,73 16763,91
Q5ZMQ2 ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 5,31/41792,84 16745,55
P53478 N/A Actin, cytoplasmic type 5 5,30/41835,87 16742,94
P68139 ACTAl Actin, alpha skeletal muscle 5,23/42051,03 4365,88
2 pggos4  ACTCL  Actin, alpha cardiac muscle 1 SN0 g sa01897 436588 N aprebey
P08023 ACTA2 Actin, aortic smooth muscle 5,24/41994,92 4193,435
P63270 ACTG2 Actin, gamma-enteric smooth muscle 5,31/41876,88 4170,822
P19121 ALB Albumin 5,51/69918,19 600,1381
P00940 TPI1 Triosephosphate isomerase 6,71/26620,45 15437,87
33 P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 7,74/26230 8,81/39295,78 1635,883 H150-120 = Mn
P31335 ATIC Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC 8,40/64414,82 175,2742
Q90593 HSPAS5 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 5,12/72018,51 9989,707
P08106 N/A Heat shock 70 kDa protein 5,52/69750,82 853,5319
3% 073885  HSsPAS Heat shock cognate 71 kDa protein S22069732 o e0806.08  sdgesa3 o0 120=CueMn
P07341 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 8,81/39295,78 166,5883

S150-120 (150 mg kg *de sulfato de Cu e 120 mg kg™ de sulfato de Mn) e H150-120 (150 mg kg* de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg™ de hidroxicloreto de Mn).
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Figura 2. Rede de interacdo proteina-proteina das proteinas identificadas nos spots
proteicos associados ao cobre e manganés (2D-PAGE/GFAAS), utilizando o banco de
dados online String. A rede foi agrupada em trés clusters (verde, vermelho e azul)
utilizando o método de agrupamento kmeans. Cada no (esferas coloridas) representa uma
proteina. As linhas representam evidéncias de interacdo entre as proteinas conectadas, e a
espessura das linhas indica o nivel de confianca das respectivas interagdes (quanto mais
espessa maior o nivel de confianga). Cluster verde: ACTB (Actin cytoplasmic 1), ACTG1
(Actin, cytoplasmic type 5), HSPA2 (Heat shock 70 kDa protein 1/2/6/8), HSPA5
(Endoplasmic reticulum chaperone BiP), HSPA8 (Heat shock cognate 71 kda protein),
HSPA9 (Stress-70 protein, mitochondrial), HSPD1 (60 kDa heat shock protein,
mitochondrial), HSP90AB1 (Heat shock cognate protein HSP 90-beta), HSP90B1
(Endoplasmin), LOC776816 (Actin cytoplasmic 2), PAHB (Protein disulfite-isomerase).
Cluster vermelho: ADH1C (Alcohol dehydrogenase 1), ALDH1AL (Retinal dehydrogenase
1), ALDOB (Fructose-bisphosphate aldolase B), ENO1 (Alpha-enolase), ENO2 (Gamma-
enolase), GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), GLUD1 (Glutamate
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dehydrogenase 1, mitochondrial), GLUL (Glutamine synthetase), GOT2 (Aspartate
aminotransferase, mitochondrial), GSTA (Glutathione S-transferase), GSTA3
(Glutathione S-transferase), LDHA (L-lactate dehydrogenase A chain), LDHB (L-lactate
dehydrogenase B chain), LOC396380 (Glutathione S-transferase 3), MDH1 (Malate
dehydrogenase, cytoplasmic), PCK2 (Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP],
mitochondrial), PRDX6 (Peroxiredoxin 6), SOD1 (Superoxide dismutase, Cu-Zn), TPI1
(Triosephosphate isomerase 1). Cluster azul: ALB (Albumin), ATIC (Bifunctional purine
biosynthetic protein ATIC), ENSGALP00000038921 (Hemoglobin subunit zeta), GART
(Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3), HBAA (Hemoglobin subunit
alpha-A), HBAD (Hemoglobin subunit alpha-D), HBE (Hemoglobin subunit épsilon),
HBG1 (Hemoglobin subunit rho), HBG2 (Hemoglobin subunit beta), LBFABP (Fatty acid-
binding protein, liver), PAICS (Multifunctional protein ADE2), PRPS2 (Ribose-phosphate
pyrophosphokinase 2), RPLPO (60S acidic ribosomal protein PO).
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Tabela 5. Vias KEGG significativamente enriquecidas (FDR<0,05) utilizando o software Cytoscape com o

plugin String.
Pathway  Description FDR Genes
GLUD1|GOT2|ENO1|FASN|PRDX6|ATIC|GLUL|MDH1|PC
. ) K2JADH1C|PAICS|GAPDH|TPI1|ENO2|ALDH1AL|LOC396
9ga01100  Metabolic pathways L87E-13  330|ENSGALP00000026286|GSTA|PRPS2IRGN|ALDH1AZ]
GART|ALDOB |[LDHA|LDHB|UQCRFS1
gga00010  Glycolysis/Gluconeogenesis 1.99E-11 EgSgPCK2|ADH1C|GAPDH|TPI1|EN02|ALDOB|LDHA|
. ] GLUD1|GOT2|ENO1|MDH1|GAPDH|TPI1[ENO2|PRPS2|
gga01200  Carbon metabolism 1.43E-10 RGNJALDOB
gga01230  Biosynthesis of amino acids 1.88E-09 GOT2|ENO1|GLUL|GAPDHITPI1[ENO2|PRPS2|ALDOB
gga00982  Drug metabolism - cytochrome P450 1.00E-04 ADHI1C|LOC396380|ENSGALP00000026286|GSTA
gga0oggo  Metabolism of xenobiotics by 1.30E-04 ADHI1C|LOC396380|[ENSGALP00000026286|GSTA
cytochrome P450
gga00620  Pyruvate metabolism 1.40E-04 MDH1|PCK2|LDHA|LDHB
9ga04141 :t?éi'mrocess'”g in endoplasmic 1.70E-04 HSPAS5|HSPAS|PAHB|HSPIOABLHSPA2HSPIOBL
gga00270  Cysteine and methionine metabolism 2.50E-04 GOT2|MDH1|LDHA|LDHB
gga00480  Glutathione metabolism 2.50E-04 PRDX6|LOC396380|[ENSGALP00000026286|GSTA
gga00220  Arginine biosynthesis 5.60E-04 GLUD1|GOT2|GLUL
gga03018 RNA degradation 0.0011 HSPA9|ENO1|HSPD1|ENO2
gga00030  Pentose phosphate pathway 0.0012 PRPS2|RGN|ALDOB
gga00830  Retinol metabolism 0.0023 ADHI1C|ALDH1A1|ALDH1A2
Alanine, aspartate and glutamate
gga00250 metabolism 0.0026 GLUD1|GOT2|GLUL
gga00230  Purine metabolism 0.0061 ATIC|PAICS|PRPS2|GART
gga00983  Drug metabolism - other enzymes 0.0064 LOC396380|[ENSGALP00000026286|GSTA
gga04520  Adherens junction 0.0093 ACTB|ACTG1|LOC776816
gga00670  One carbon pool by folate 0.0156 ATIC|GART
gga00910  Nitrogen metabolism 0.0156 GLUD1|GLUL
gga00020  Citrate cycle (TCA cycle) 0.0307 MDH1|PCK2
gga00350  Tyrosine metabolism 0.0359 GOT2|ADH1C
gga00051  Fructose and mannose metabolism 0.0366 TPI1|JALDOB
4ga00630 GIyoxyI_alte and dicarboxylate 0.0366 GLUL|MDH1
metabolism
gga00640  Propanoate metabolism 0.0366 LDHA|LDHB
gga04210  Apoptosis 0.0366 ACTB|ACTG1|LOC776816
gga04217  Necroptosis 0.0366 GLUD1|GLUL|HSP90AB1
0gga04145  Phagosome 0.0479 ACTB|ACTG1|LOC776816
0ga04530  Tight junction 0.0484 ACTB|ACTG1|LOC776816
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4. Discusséo
4.1. Concentracao de Cu e Mn no tecido hepatico e pellet proteico

As concentracdes de Cu e Mn no tecido hepatico e pellet proteico dos grupos S150-
120 e H150-120 foram superiores aos grupos S15-80 e H15-80, provavelmente em virtude
da maior suplementacdo desses minerais. Kim e Kil (2015) também observaram aumento
nas concentraces de Cu no figado de frangos de corte conforme inclusdo crescente de
CuSO0: e cloreto de cobre tribasico (TBCC) nas dietas. De modo semelhante Sun et al.
(2021) relataram maior concentragdao de Mn em varios tecidos de frangos de corte a medida
que se aumentava o nivel suplementar de hidroxicloreto de Mn.

Ao comparar as fontes de suplementacéo, observa-se que o hidroxicloreto de Cu
demonstrou ser mais biodisponivel que o sulfato de Cu, uma vez que sua utiliza¢ao resultou
em maiores concentracdes de Cu no tecido hepatico com o nivel de 15 mg kg™ e no pellet
proteico com ambos os niveis (15 e 150 mg kg™l). Embora as concentragdes de Mn néo
tenham diferido entre as fontes nas amostras de tecido hepatico, no pellet proteico houve
maior concentracdo de Mn no grupo suplementado com hidroxicloreto de Mn com o nivel
de 80 mg kg™ em relagéo a fonte sulfato com o mesmo nivel. Neste sentido, a analise da
concentracdo dos minerais no pellet proteico parece ser mais sensivel para estimar a
biodisponibilidade em relacdo a concentracdo nas amostras de tecido.

Estes resultados sugerem que no presente estudo, houve maior incorporacdo de Cu
e Mn nas proteinas do figado de frangos de corte suplementados com hidroxicloretos. De
fato, a anélise por GFAAS indiciou maior nimero de spots proteicos com a presenca de Cu
e Mn nos géis do grupo H150-120 em compara¢do com o grupo S150-120, o que reforca a
hipdtese de que os hidroxicloretos podem ser mais eficientes em disponibilizar os minerais

absorvidos para utilizacdo pelas proteinas em relacdo aos sulfatos.

4.2. Mapeamento de Cu e Mn nos spots proteicos

A andlise por GFAAS indicou a presenca Unica de Cu em 19 spots. Ao analisar as
proteinas expressas nesses spots, observa-se que 5 spots apresentaram a expressdo da
proteina de ligacdo ao cobre, a Albumin (spots 02, 06, 20, 21 e 32), e 1 spot apresentou a
expressao da metaloenzima de Cu e Zn, a Superéxido dismutase [Cu-Zn] (spot 17). Outras
proteinas conhecidas por se ligarem ao cobre, como as chaperonas de cobre ATOX1 e CCs
ndo foram identificadas possivelmente em virtude das limitacGes apresentadas pela técnica
2D-PAGE em resolver proteinas de baixa abundancia, e do corante utilizado para revelar

0s spots proteicos. Segundo Smith et al. (2004), proteinas de baixa abundancia dificilmente



61

sdo detectadas pela coloragdo Coomassie Blue cujo limite fica entre 50 e 100 ng de
proteina.

Por outro lado, em 13 spots com a presenca Unica de Cu, e 5 spots com a presenca
concomitante de Cu e Mn, foi observado a expressdo de proteinas que conforme relatado
na literatura até o momento, ndo dependem exclusivamente do Cu para realizar suas
funcBes. No entanto, algumas proteinas expressas sao metaloproteinas ativadas por metais
bivalentes, como as enolases (ENO1, ENO2 e ENO3) e a Alcohol dehydrogenase 1
(ADH1). As enolases sdo metaloenzimas que participam da via glicolitica sendo ativadas
preferencialmente pelo Mg?*. A ADH1 faz parte de uma classe de enzimas dependentes de
Zn?* responsaveis pela oxidagdo e reducdo de uma ampla variedade de alcoois e aldeidos
(Edenberg e Bosron, 2018). Estas enzimas sd@o extremamente abundantes no figado e no
presente estudo foram identificadas em varios spots proteicos que apresentaram expressdes
divergentes. Por esta razdo, ndo foi possivel avaliar a diferenga na expressdo dessas
proteinas entre 0s grupos estudados através da técnica 2D-PAGE. Porém, a presenca de Cu
nos spots onde as enolases (spots 02, 03, 10, 11, 14 e 15) e ADH1 (spots 01, 05, 28 e 19)
foram identificadas, pode indicar uma possivel substituicio do Mg?* e Zn?" pelo Cu?*
quando suplementado em niveis mais altos do que o recomendado.

Em 7 spots (spots 07, 12, 13, 18, 23, 27e 29) com a presenca Unica de Cu, e 2 spots
(spots 25 e 34) com a presenca simultanea de Cu e Mn, foram expressas proteinas que
normalmente ndo séo conhecidas por apresentarem ligagdo com metais. Entre elas estéo as
proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos (GAPDH, ALDOB, MDH1),
metabolismo do retinol (ALDH1A1, ALDH1A2), dobramento e redobramento de proteinas
(HSP90B1, HAP90ABL1, HSPD1, HSPA9, HSPA5, HSPAS8, Heat shock 70 kDa protein),
desintoxicacdo (P4HB, GSTM2, Glutationa-s-transferase) entre outros processos
(GLUD1, GOT2, RPLPO). Isso pode ter ocorrido em virtude da afinidade do Cu™ (estado
reduzido) por grupos tiol e tioéter encontrados em residuos de cisteinas e metioninas, e do
Cu?* (estado oxidado) por grupos de oxigénio encontrados em &cido aspartico e glutamico,
ou nitrogénio imidazol em residuos de histidina (Festa e Thiele, 2011). Esta propriedade
possibilita a interacdo do cobre com uma grande diversidade de proteinas, estabelecendo
suas fungdes e estados estruturais, além de provocar efeitos prejudiciais em casos de
excesso do metal (Inesi, 2017).

Smith et al. (2004) realizaram um estudo utilizando cromatografia de afinidade
metélica (IMAC), 2D-PAGE e espectrometria de massas para identificar proteinas
hepatocelulares humanas com capacidade de ligacéo ao cobre. Os autores identificaram 19
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proteinas microssomais e 48 proteinas citosolicas com capacidade de ligacdo ao cobre.
Entre elas encontram-se algumas proteinas homologas as relatadas no presente estudo,
como a Protein disulfide isomerase, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Heat
shock protein 60 kD, Heat shock cognate 71 kD protein, Endoplasmic reticulum chaperone
BiP e Aspartate aminotransferase. Além dessas proteinas, foram detectadas proteinas
comumente conhecidas por se ligarem a metais, como a Albumin (Cu), Alcohol
dehydrogenase (Zn), a-enolase (Mg) e Annexin V (Ca), as quais também foram
identificadas em nosso estudo. De acordo com o0s autores, € improvavel que todas as
proteinas identificadas se liguem ao cobre em condicGes fisioldégicas normais, porém
algumas proteinas podem ser alvos do cobre em condi¢des de niveis elevados.

O manganés foi identificado unicamente em 10 spots, e em 5 spots simultaneamente
com o Cu. Em 3 spots (spots 04, 09 e 31) com a presenca Unica de Mn, e 2 spots (14 e 15)
com Cu e Mn juntos, foram caracterizadas as enolases mencionadas anteriormente,
indicando que assim como o Cu?*, o0 Mn?* pode substituir o Mg?* nessas proteinas. Outros
estudos evidenciaram que o Mn?* pode substituir o Mg?" em sitios ativos de muitas
proteinas (Gonzélez et al., 1984; Hohle e O'Brian, 2014; Khrustalev et al., 2016; Lakhin et
al., 2014; Tholey et al., 1987). Essa substituicdo pode ocorrer em funcdo do Mn?* ser um
acido de Lewis duro, assim como o Mg?*, o que permite que o inverso também ocorra (Reed
e Poyner, 2000). Nos spots 19 e 24 foi caracterizada a ADH1, indicando ser uma proteina
com potencial de ligacdo ao Mn, embora o Cu tenha demonstrado mais afinidade pelo
maior nimero de spots associados a esse metal com a respectiva proteina.

Em relacdo as proteinas conhecidas de ligacdo ao Mn, foram identificadas 5
proteinas, sendo elas: Regucalcin (spot 04), Trifunctional purine biosynthetic protein
adenosine-3 (spot 04), Glutamine synthetase (spot 08 e 26), Phosphoenolpyruvate
carboxykinase [GTP], mitochondrial (spot 26). A Albumin foi identificada em 3 spots com
a presenca unica de Mn (spots 16, 22 e 26). Embora a albumina seja mais conhecida por
ser ligar ao Cu?* e Zn?* fisioldgicos, e ao Ni?* e Cd?* toxicos (Bal et al. 2013), ha relatos
na literatura de que o Mn?* possui dois sitios de ligacdo na Albumina, em que o sitio de
ligagdo secundario do Mn?* corresponde ao sitio de ligagao primario do Zn?* (Fanali et al.,
2012), o que justifica a identificagdo da albumina nos spots com Mn.

De forma semelhante aos spots com Cu, nos spots associados unicamente ao Mn,
também foram caracterizadas proteinas que ndao possuem relacéo direta conhecida com o
metal, como HSPA5, HSPAS8, Heat shock 70 kDa protein, ALDH1A1, ALDH1A2, GAPDH,
ALDOB, GLUD1, LDHB, TPI1 e ATIC (spots 09, 16, 22, 24, 30 e 33). Normalmente o
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Mn?* forma complexos relativamente fracos com muitos ligantes em comparacgio ao Cu?*
(Reed e Poyner, 2000) e isso refletiu na menor quantidade de spots associados ao Mn.
Porém, a concentragdo de 120 mg kg™ de Mn na racgéo pode ter favorecido sua ligagio com

diferentes proteinas e consequentemente sua deteccéo nos spots proteicos.

4.3. Alteragdes na regulacdo de proteinas em resposta a diferentes fontes e niveis
elevados de Cu e Mn

Na grande maioria dos spots proteicos foram caracterizadas mais de uma proteina
e muitas proteinas foram identificadas em mais de um spot. De acordo com Zhang et al.
(2016), uma proteina pode ser identificada em varios spots distribuidos em posi¢oes
diferentes no gel devido a modificacfes pos-traducionais que provocam mudancas no pl e
na massa molecular. Este fato explica a identificacdo da mesma proteina em multiplos spots
no presente estudo e sugere que essas modificagdes pos-traducionais podem estar
envolvidas na resposta a suplementacdo de Cu e Mn acima dos niveis nutricionais. No
entanto, este fator dificultou a avaliacdo da regulacdo de grande parte das proteinas
(upregulated ou downregulated) entre os grupos estudados, uma vez que foram
encontradas expressdes divergentes dos respectivos spots. Por exemplo, a analise das vias
KEGG revelou que umas das vias alteradas foram as vias da glicolise e gliconeogénese.
Porém, a ampla distribuicdo das proteinas envolvidas nessas vias nos spots proteicos nao
permite qualquer inferéncia sobre sua relagdo com os tratamentos avaliados. Dessa forma,
a discusséo foi baseada em proteinas identificadas nos spots que apresentaram expressoes
consistentes.

A partir dos resultados do presente estudo, ndo é possivel presumir com clareza que
os niveis de 150 mg kg* de Cu e 120 mg kg de Mn provocaram efeitos toxicos nas aves.
Entretanto, observa-se que a suplementacdo de Cu e Mn acima da recomendacgéo
nutricional alterou a expressao de spots contendo proteinas envolvidas em muitas vias
metabdlicas (Tabela 3), indicando que pode ter ocorrido um desequilibrio homeostatico o
qual desencadeou a ativacdo de varios mecanismos para reestabelecer a homeostase.

As proteinas de choque térmico (HSP90B1, HSP90AB1, HSPD1, HSPA9, HSPA5,
HSPA8, Heat shock 70 kDa protein) conhecidas como HSPs, foram reguladas
positivamente (spots 12, 13 e 16) no grupo suplementado com sulfato de Cu e Mn em niveis
elevados em relacdo ao grupo suplementado de acordo com as exigéncias dietéticas (S15-
80). As HSPs estdo envolvidas na resposta ao estresse sendo sensiveis a varios estressores,

como oxidantes, toxinas, metais toxicos, radicais livres, entre outros. Estas chaperonas
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moleculares desempenham um papel fundamental no dobramento correto de proteinas,
redobramento de proteinas mal dobradas, prevencdo de agregados citotoxicos ou
eliminacdo de proteinas danificadas durante o estresse celular (Ponomarenko et al., 2013).
Neste sentido, as HSPs podem ter sido induzidas para suprimir os efeitos de um possivel
estresse oxidativo gerado pela suplementacdo de Cu e Mn acima da recomendacdo
nutricional, uma vez que niveis elevados podem desencadear a formacdo de especies
reativas de oxigénio (ex. Reacdo de Fenton e Haber-Weiss) e alterar o funcionamento
normal de muitas proteinas pelas quais possuem sitios de ligacao.

As glutationas-s-transferases (GSTs) sdo enzimas que apresentam multiplas
funcbes e desempenham papel fundamental na protecdo contra o estresse oxidativo,
atuando principalmente na desintoxicacdo de varios compostos no figado, como
xenobidticos, produtos da peroxidacao lipidica e ions metélicos (Awasthi et al., 1995; Lee
etal., 2008; Sheehan et al., 2001; Wilczek et al., 2003). No grupo suplementado com niveis
elevados de Cu e Mn a partir da fonte hidroxicloreto, foi observado a regulagéo positiva da
GST e suas isoformas em relagdo ao grupo suplementado com niveis normais (spots 18 e
23). Estes resultados sugerem que a maior exposi¢do ao Cu e Mn induziu a expressao das
GSTs, 0 que por sua vez ativou as vias do metabolismo de drogas e xenobi6ticos pelo
citocromo P450 (Tabela 3) para controlar os efeitos nocivos da suplementacdo dos minerais
acima das exigéncias. Desse modo, levando em consideracao os resultados do presente
estudo, as GSTs e as HSPs parecem estar envolvidas na tolerancia ao estresse por Cu e Mn,
demonstrando ser potenciais candidatas a biomarcadores de exposicdo elevada desses
metais em frangos de corte, sendo necessario mais estudos para investigar a sensibilidade
e resposta dessas proteinas ao metais de forma individual, bem como a diferentes a fontes
de suplementac&o mineral.

Os resultados do mapeamento de Cu e Mn nos spots proteicos dos grupos S150-
120 e H150-120, demonstraram que os hidroxicloretos permitiram a maior incorporacao
desses minerais nas proteinas em relacdo aos sulfatos. Em contrapartida, foi observado
menor expressao da maioria dos spots proteicos do grupo H150-120 quando comparado ao
grupo ao S150-120. Considerando que os niveis de Cu e Mn estavam acima das exigéncias
em ambos os grupos, e que os hidroxicloretos demonstraram ser mais biodisponiveis que
os sulfatos, é provavel que a maior disponibilizacdo dos minerais pelos hidroxicloretos
tenha provocado alteragbes nas proteinas nas quais o Cu e Mn se ligaram, e
consequentemente alterou o funcionamento dessas proteinas resultando em menor

expressdo quando comparado aos sulfatos. Assim, tornam-se proeminentes os efeitos dos
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niveis elevados de metais a partir de fontes mais biodisponiveis como os hidroxicloretos,

em relacédo a fontes menos biodisponiveis.

5. Concluséo

No presente estudo, as concentracdes de Cu e Mn nas amostras de tecido hepético,
pellets e spots proteicos demonstraram que os hidroxicloretos de Cu e Mn sdo mais
biodisponiveis em relacdo aos sulfatos. Além disso, a suplementacdo de Cu e Mn acima
das exigéncias nutricionais induziu a expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs) e
de desintoxicacdo (GSTs), sugerindo o envolvimento dessas proteinas na tolerancia e

estresse por metais.
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Figura S1. Representacdo dos géis de poliacrilamida obtidos por 2D-PAGE do pool de
amostras do tecido hepatico de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis
de Cu e Mn. S15-80 (15 mg kg de sulfato de Cu e 80 mg kg de sulfato de Mn), S150-120
(150 mg kg de sulfato de Cu e 120 mg kg* de sulfato de Mn), H15-80 (15 mg kg? e
hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg™ de hidroxicloreto de Mn) e H150-120 (150 mg kg* de
hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg™ de hidroxicloreto de Mn).
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Estudo proteémico do plasma de frangos de corte suplementados com diferentes
fontes e niveis de cobre e manganés

RESUMO

O objetivo com o presente estudo foi avaliar a expressdo diferencial das proteinas
plasmaticas de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre e
manganés. Para o estudo foram considerados dois niveis de cobre (15 e 150 mg kg?) e
manganés (80 e 120 mg kg™?) suplementados a partir de sulfatos e hidroxicloretos,
totalizando quatro grupos experimentais: S15-80 (15 mg kg™ de CuSO4 e 80 mg kg™ de
MnSOs), S150-120 (150 mg kg™ de CuSOse 120 mg kg™ de MnSQ4), H15-80 (15 mg
kg™ de Cu(OH)CI e 80 mg kg™ de Mn(OH)CI), e H150-120 (150 mg kg™ de Cu(OH)Cl e
120 mg kg*de Mn(OH)CI). Amostras de sangue foram coletadas de 10 aves/grupo para
obtencdo do plasma. A partir das amostras de plasma de cada ave do mesmo tratamento,
foram feitos quatro pools correspondendo aos grupos avaliados. O fracionamento das
proteinas plasmaticas foi realizado por eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE). Os géis obtidos em triplicata por grupo foram digitalizados e
analisados utilizando o software ImageMaster Platinum v.7.0. Os spots que apresentaram
diferenca na expressao foram extraidos dos geéis para identificacdo das proteinas por
espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (LC-
MS/MS). Por meio da espectrometria de absorc¢do atdmica em chama (FAAS) foi realizada
a quantificacdo de Cu e Mn nas amostras e pellets proteicos de plasma. As proteinas foram
identificadas utilizando o banco de dados UniProt e a anotacdo funcional foi realizada
pelo programa Blast2GO. A rede de interacé@o proteina-proteina foi construida pelo banco
de dados String, e a andlise da via pelo banco de dados Reactome. As concentracdes de
Cu e Mn nas amostras e pellets proteicos foram maiores nos grupos S150-120 e H150-
120 em comparagdo com 0s grupos S15-80 e H15-80 (P<0.05). O grupo H150-120
apresentou maior concentracdo de Mn quando comparado com S150-120 (P<0.05). O
grupo S15-80 apresentou menor concentracdo de Cu e Mn quando comparado a todos 0s
grupos (P<0.05). A analise dos géis revelou um total de 40 spots diferencialmente
expressos entre 0s quatro tratamentos. A suplementacédo de niveis mais altos de Cu e Mn
promoveu alteragfes nas proteinas implicadas principalmente nas vias da homeostase

sugerindo estresse fisioldgico.

Palavras-chaves: Eletroforese bidimensional, hidroxicloretos, microminerais, sulfatos
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1. Introducdo

Na avicultura a suplementacdo de microminerais é fundamental para o
desenvolvimento normal e salde das aves, uma vez que dietas formuladas a base de milho
e farelo de soja ndo apresentam concentragdes suficientes para suprir as exigéncias
nutricionais (Hu et al., 2022; Lu et al., 2020). Entre os minerais mais estudados na
nutricdo de frangos de corte estdo o cobre e 0 manganés, por exercerem diversos papéis
importantes no metabolismo e impactar diretamente na produtividade em situacdes de
deficiéncia (Brugger e Windisch, 2015; Geng et al., 2022; Hu et al., 2022). Por exemplo,
tanto o cobre quanto 0 manganés sao essenciais na defesa antioxidante por atuarem como
cofatores cataliticos da superoxido dismutase (CuZn-SOD e Mn-SOD), além de muitas
outras metaloproteinas envolvidas em varias fungdes bioquimicas vitais para os animais
e humanos (Geng et al., 2022; Horn e Barrientos, 2008; Hu et al., 2022; Meng et al.,
2021).

O cobre e manganés geralmente sdo suplementados a partir de fontes inorganicas
como sulfatos, oxidos e carbonatos. Embora essas fontes tenham baixo custo e grande
oferta comercial, a baixa biodisponibilidade mineral apresentada estimula a
suplementacdo em quantidades elevadas podendo exceder os niveis nutricionais
recomendados e, consequentemente, causar efeitos indesejaveis na satde das aves (Lu et
al., 2020; Meng et al., 2021; Underwood e Suttle, 1999). Por esta razdo, a utilizacdo de
fontes inorgénicas apresenta desafios significativos, impulsionando a busca e o
desenvolvimento de outras formas de suplementacdo mineral mais eficientes (Bao e
Choct, 2009). Os hidroxicloretos consistem em uma alternativa com caracteristicas
promissoras para substituir as fontes tradicionalmente utilizadas. Devido a sua estrutura
cristalina, os hidroxicloretos podem proporcionar uma liberagdo mais lenta dos minerais
no tratogastrointestinal, além de possuirem menor higroscopicidade e solubilidade em
agua, tornando-os menos reativos com outros nutrientes da racdo (Lu et al., 2010; Miles
etal., 1998; Olukosi et al., 2019).

Estudos foram realizados para comparar os hidroxicloretos com outras fontes,
bem como os efeitos da suplementacdo de diferentes niveis sobre pardmetros como,
desempenho, caracteristicas de carcaca e contetdo mineral no figado, plasma e 0sso tibial
(Kim e Kil, 2015; M’Sadeq et al., 2018; Nguyen et al., 2020; Olukosi et al., 2018; Sun et
al., 2021). No entanto, faltam estudos adicionais para avaliar a influéncia sobre o perfil
proteico de tecidos e fluidos bioldgicos, tendo em vista que 0S microminerais,

especialmente o cobre e manganés, atuam como componentes metélicos de muitas
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proteinas. Além disso, a analise da expressdo de proteinas permite estudar os mecanismos
envolvidos na tolerancia e desintoxicacdo de metais, uma vez que o proteoma responde a
diversas condicOes estressantes sendo extremamente UGtil na avaliacdo de altas
concentracBes de minerais (Ruas et al., 2019). Neste sentido, a presente pesquisa é um
estudo preliminar no qual foi utilizada a técnica proteémica de eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), com o objetivo de avaliar o proteoma plasmatico
de frangos de corte suplementados com dois niveis de Cu (15 e 150 mg k™) e Mn (80 e

120 mg k) por meio de sulfatos e hidroxicloretos.

2. Material e métodos

Os procedimentos experimentais realizados no presente estudo foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), sob o protocolo
CEUA 0191/2018.

2.1. Aves, grupos experimentais e coleta das amostras
Para o estudo protedmico foram utilizadas amostras de plasma de 40 frangos de
corte machos da linhagem Cobb® 500. As aves foram distribuidas em quatro grupos
experimentais considerando duas fontes de suplementacdo de cobre e manganés (sulfato
e hidroxicloreto), com niveis de acordo com as recomendagdes de Rostagno et al. (2017)
(15 e 80 mg kg*de Cu e Mn respectivamente) e niveis acima das recomendagdes (150 e

120 mg kg™ de Cu e Mn respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Cu (mg kg?) Mn (mg kg?)
Sulfatos S15-80 15 80
5150-120 150 120
H15-80 15 80

Hidroxicloretos H150-120 150 120

As aves receberam racdo e agua ad libitum por meio de comedouro tubular e
bebedouro tipo nipple em boxes de 2,0m? forrados com cama de maravalha reutilizada.
As dietas formuladas a base de milho e farelo de soja foram divididas em quatro fases:
pré-inicial (1-7 dias); inicial (8-21 dias); crescimento (22-35 dias); e final (35-42 dias). O
aquecimento das aves foi realizado até o 14° dia de idade com uso de lampadas
infravermelhas (250 watts) e o programa de luz foi seguido conforme as recomendacfes

do manual da linhagem utilizando timer com lampadas de 20 watts.
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Aos 42 dias de idade, foram realizadas coletas de sangue via puncdo da veia
jugular procedendo-se a centrifugacdo a 671 g durante 15 minutos em tubos com heparina
sodica para obtencdo do plasma. Apés a separacdo do plasma, as amostras foram
transferidas para criotubos e armazenadas imediatamente em freezer -80°C até a
realizacdo da analise protebmica. Previamente aos ensaios protedmicos, foram feitos
quatro pools a partir das amostras de plasma de 10 aves por grupo resultando nos quatros

tratamentos avaliados.

2.2. Extracdo, precipitagdo e determinacédo da proteina total

Para a extragdo das proteinas foram adicionados em microtubos 100 pL de pool
de plasma de cada grupo e 200 pL de agua ultrapura (18,2 MQ cm™). Logo apo6s, foi
realizada a centrifugacdo a 9503 g e 4°C durante 15 minutos. Posteriormente 0s
sobrenadantes foram coletados e transferidos para novos microtubos onde foi adicionado
900 pL de acetona gelada 80% (v/v), permanecendo sob refrigeracéo por 2 h a 4°C para
a precipitacdo das proteinas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas novamente
durante 10 minutos a 9503 g e 4°C. Apos obtencdo dos pellets proteicos, 0s mesmos
foram solubilizados em vortex com 1000 pL de etanol gelado procedendo-se a
centrifugacédo a 9503 g por 5 minutos. Esse procedimento foi realizado duas vezes.

Para determinar a concentracdo de proteina total, uma parte dos pellets proteicos
foi utilizada seguindo o método de Biureto e utilizando albumina de soro bovino (BSA)
como padrdo (Doumas et al., 1981). Resumidamente, os pellets foram solubilizados em
100 pL de NaOH a 0,5 mol L™, e ent&o aliquotas de 50 pL do solubilizado anterior e 2,5
mL de reativo de Biureto foram adicionadas em tubos de 5 mL e levados para banho
maria a 32°C por 10 minutos. Também foi preparado um branco com agua ultrapura
seguindo os mesmos procedimentos descritos acima. Ap6s o banho maria, as amostras
foram mantidas em temperatura ambiente durante 5 minutos e entdo transferidas para
cubetas de 1lcm de largura, sendo realizadas as leituras das absorbéancias em
espectrofotdbmetro UV/Visivel no comprimento de onda de a 545 nm.

2.3. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) e analise dos
géis

Para o fracionamento do proteoma plasmatico por 2D-PAGE foram preparadas

solugbes contendo 1,50 pg pL? de proteina total a partir da solubilizacio dos pellets

proteicos em tampao contendo 7 mol L de ureia; 2 mol L de tiureia; 2% (m/v) de

CHAPS  (3-[(3-colaminopropil)-dimetilaménio]-1-propano sulfonato); 0.5% (v/v)
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anfolitos pH variando de 3 a 10; e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol. Em seguida, trés
fitas de 13 cm por grupo (contendo gel pré-fabricado e anfélitos de gradiente de pH de 3
a 10) foram hidratadas com aliquotas de 250 pL das solucdes dos pellets (correspondendo
a 375 ug de proteina) em uma caixa de hidratacdo especifica. As fitas permaneceram por
12 horas em temperatura ambiente cobertas com 6leo mineral para evitar a evaporacao da
amostra. Apos 12 horas, as fitas foram transferidas para o sistema de focalizacdo
isoelétrica (IEF) EttanTMIPGphorTM 3 - IEF (GE Healthcare, Uppsala, Suécia), no qual
as proteinas foram separadas de acordo com seus pontos isoelétricos (pls), primeira
dimenséo da eletroforese bidimensional (Garcia et al., 2006). O tempo de corrida foi de
cinco horas.

Finalizado o procedimento de IEF, as fitas passaram por etapas de equilibrio por
um periodo de 15 minutos com solucdo de ditiotreitol (DTT) sob agitacdo suave, seguida
da solugéo de iodoacetamida repetindo 0 mesmo processo. Posteriormente as fitas foram
posicionadas no topo de géis de poliacrilamida 12,5% (v/v) preparados entre placas de
vidro (180 x 160 x 1,5 mm) e ao lado das fitas também foi adicionado um marcador por
meio de papel filtro contendo proteinas com massas moleculares conhecidas (B-
fosforilase: 97,0 kDa), albumina: 66,0 kDa, ovoalbumina: 45,0 kDa, anidrase carbonica:
30,0 kDa, inibidor de tripsina: 20,1 kDa e a-lactalbumina: 14,4 kDa). Em seguida foi
realizada a corrida eletroforética onde ocorre o fracionamento das proteinas de acordo
com suas respectivas massas moleculares (segunda dimenséo da 2D-PAGE). Para isso foi
aplicada uma tenséo de 100 volts durante os 30 minutos iniciais, sendo posteriormente
alterada para 180 volts por um periodo de trés horas e quarenta minutos.

Ao final da corrida eletroforética os géis foram removidos do sistema de placas
de vidros e imersos em solucédo fixadora (&cido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v))
durante 30 minutos. Em seguida a solucdo foi retirada e os géis foram imersos em corante
Coomassie G-250 coloidal (USB, Cleveland, Ohio, Estados Unidos) e mantidos sob
agitacdo suave por um periodo de 72 horas. Apés esse periodo o corante foi removido e
os géis foram lavados com agua ultrapura até a visualizacdo dos spots proteicos. Os geis
foram digitalizados em um scanner especifico e as imagens analisadas no software Image
Master Platinum v.7.0, sendo obtidos o nimero de spots, percentual de correlagdo
(matching) entre as repeticGes de géis, e os valores de ponto isoelétrico (pl) e massa
molecular (MM) experimental de cada spot. Por meio do mesmo software foi realizada a
analise de expressdo dos spots proteicos (upregulation e downregulation), sendo

considerado expressdo significativa quando o spot apresentava diferenca minima de 1,3
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vezes na abundancia (fold change) e P<0,05. Foram considerados trés géis por tratamento
e as seguintes comparacdes relevantes para o estudo: S150-120 x S15-80; H15-80 x S15-
80; H150-120 x S150-120; e H150-120 x H15-80.

2.4. Espectrometria de massas

Os spots que apresentaram expressao significativa foram extraidos dos géis e
seccionados em segmentos de aproximadamente 1 mm?2. Posteriormente foi realizada a
remocao do corante, reducdo, alquilacéo e digestdo triptica das proteinas com solucéao de
tripsina na concentragdo de 10 ng mL, conforme procedimentos descritos por Braga et
al. (2017). Os peptideos foram purificados utilizando colunas C18 ZipTip e
posteriormente concentrados em concentrador a vacuo a aproximadamente 1 uL. As
sequéncias peptidicas provenientes da digestdo triptica foram caracterizadas por
espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida (LC-
MS/MS). As solucBes dos peptideos eluidos foram analisadas utilizando o sistema
nanoAcquity UPLC acoplado ao espectrometro de massa Xevo Q-TOF G2 (Waters,
Manchester, UK).

2.5. Analise de bioinformética

O banco de dados UniProt foi utilizado para identificacdo das proteinas e obtencéo
das sequéncias FASTA utilizadas na analise ontoldgica a partir do software Blast2GO
v.6.0.3, 0 qual classificou as sequéncias de proteinas em trés dominios: processo
bioldgico, funcdo molecular e componente celular. A rede de interagdo proteina-proteina
foi construida por meio banco de dados online String (string-db.org v.11.5) com
pontuacdo minima de confianca exigida de 0,400 (confianca média). Foram consideradas
as fontes de interacdo “experimentos”, “banco de dados”, ‘“co-expressdo” e ‘“co-
ocorréncia”. A andlise da via foi realizada utilizando a ferramenta do banco de dados de
vias Reactome (https://reactome.org/) sendo considerado FDR<0.05 para vias

significativamente enriquecidas.

2.6. Quantificacdo de cobre e manganés nos pellets proteicos e amostras de plasma
A mineralizacdo das amostras dos pools de plasma (duplicata) e dos pellets
proteicos (triplicata) foi realizada com acido sulfdrico concentrado (Baker) e perdxido de
hidrogénio (Merck) 30% (m/m) mediante aquecimento em bloco digestor até a digestéo
completa (extrato transparente). Posteriormente os extratos &cidos foram avolumados

para 5 mL em tubos aferidos e entdo procedeu-se a quantificacdo do cobre e manganés
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por espectrometria de absorcdo atémica em chama (FAAS) utilizando espectrometro
Shimadzu AA —6800. As curvas analiticas foram construidas utilizando soluc¢des padrédo
de cobre e manganés em meio acido cloridrico 0,10 mol L™ preparadas a partir da dilui¢éo
dos padrdes Titrisol MERK contendo 1000 mg L™ dos analiticos. Para os ajustes
experimentais de analises foram utilizadas as condi¢cbes descritas por Cavecci et al.
(2015).

3. Resultados

Na Figura 1 estdo apresentadas as imagens representativas dos géis digitalizados
de cada grupo experimental. As triplicatas dos géis obtidos apresentaram nimero médio
de 229+17 spots e correspondéncia média de 99+1%, indicando boa reprodutibilidade e

repetibilidade dos géis.
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Figura 1. Representacdo dos geis de poliacrilamida obtidos por 2D-PAGE do pool de
amostras de plasma de frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de
Cu e Mn. S15-80 (15 mg kg de sulfato de Cu e 80 mg kg* de sulfato de Mn), S150-120
(150 mg kg de sulfato de Cu e 120 mg kg™ de sulfato de Mn), H15-80 (15 mg kgt e
hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg de hidroxicloreto de Mn) e H150-120 (150 mg kg™ de
hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg de hidroxicloreto de Mn).
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Os resultados da quantificacdo de cobre e manganés nas amostras e pellets de
plasma podem ser visualizados na Tabela 1. Nas amostras de plasma e pellets proteicos
0s grupos S150-120 e H150-120 apresentaram maiores concentragdes de Cu, enquanto o
grupo S15-80 apresentou a menor concentracdo (P<0.05). N&o houve diferenga na
concentracdo de Cu nas amostras e pellets entre os grupos S150-120 e H150-120. As
diferencas nas concentragdes de manganés entre 0s grupos nas amostras e pellets
proteicos foram semelhantes as do cobre, exceto para o grupo H150-120 que apresentou

concentracéo superior ao grupo S150-120 (P<0.05).

Tabela 2. Concentracdes de cobre e manganés nas amostras e pellets de plasma de
frangos de corte suplementados com diferentes fontes e niveis de cobre e manganés.

Tratamentos Concentracéo de Cu Concentracdo de Mn
Plasma (mg L?)

S15-80 2.65 £ 0.07° 5.25 +0.07¢
S150-120 23.40 £ 0.28° 16.85 + 0.07°
H15-80 5.75+0.07° 7.85 £ 0.07°
H150-120 20.70 £ 0.142 20.45 +0.072

Pellet proteico (mg kg™?)

S15-80 1.67 £0.12° 3.15 +0.09¢
$150-120 37.57+£0.972 25.33 £ 0.75°
H15-80 3.57+£0.42° 4.30 £ 0.10°
H150-120 40.13 + 0.61? 32.70 £ 0.822

abedpeédias sequidas de letras sobrescritas diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
S15-80 (15 mg kgt de sulfato de Cu e 80 mg kg de sulfato de Mn), S150-120 (150 mg kg de sulfato
de Cu e 120 mg kg* de sulfato de Mn), H15-80 (15 mg kg* de hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg* de
hidroxicloreto de Mn) e H150-120 (150 mg kg de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg™ de hidroxicloreto
de Mn).

A analise de expressdo revelou um total de 40 spots diferencialmente expressos
(“fold change” minimo de 1.3, P<0.05) entre os grupos. As proteinas identificadas nos
spots apresentaram pl entre 4.80 e 9.07, e massa molecular entre 40 e 209 kDa. Em 9
spots ndo foram identificadas proteinas ou apresentaram proteinas com score muito baixo
desqualificando-as do estudo. Na Tabela 3 estdo apresentados 31 spots caracterizados
com suas respectivas proteinas e diferencas nas abundancias relativas entre os grupos. O
nimero de spots caracterizados com expressdo significativa em cada comparacdo de
grupos foi: 8 spots em S150-120xS15-80; 14 spots em H15-80xS15-80; 10 spots em
H150-120xS150-120; e 5 spots em H150-120xH15-80.

Os resultados da analise dos termos de ontologia genética (GO) podem ser

visualizados na Figura suplementar S1, sendo apresentado os processos biolégicos,
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funcBes moleculares e componentes celulares nas quais as proteinas foram associadas.
Em geral, as proteinas identificadas estdo envolvidas em processos metabdlicos (15%),
regulacdo bioldgica (15%), resposta a estimulos (14%), regulacao de processos bioldgicos
(13%), processos celulares (12%), resposta ao estresse (11%), entre outros. Dentre as
funcBes moleculares, destacam-se ligacdo de proteina (21%), atividade de regulacédo
enzimatica (13%), atividade inibidora da funcdo molecular (11%), ligacdo de ions
metalicos (10%), atividade de hidrolase (10%), atividade catalitica agindo sobre uma
proteina (8%) e atividade de serina hidrolase (6%). Em relagdo aos componentes
celulares, a maioria das proteinas fazem parte da regido extracelular (31%), membrana
(13%), periferia celular (11%), estrutura anatdmica intracelular (10%), citoplasma (9%),
organelas (6%) e matriz extracelular (5%).

A rede de interacdo proteina-proteina esta apresentada na Figura 2. Conforme os
critérios adotados durante a analise, foram encontradas evidéncias de interagdo em 19
proteinas (ALB, AMBP, APOA4, APOH, C3, C7, C8A, GC, FGA, FGB, FGG, HPX,
ITIH2, ITIH3, PLG, SERPINAL, SERPINF2, TF e TTR). A analise da via pelo Reactome
resultou em 36 vias significativamente enriquecidas (FDR<0.05) apresentadas na Tabela
suplementar S1. Na figura 3, pode ser visualizada a visao hierarquica da anélise da via
baseada na super-representacdo do valor de P, demonstrando o envolvimento das
proteinas nas vias da homeostase, organizacdo da matriz extracelular e sistema imune

inato.
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Tabela 3. Proteinas caracterizadas nos spots proteicos diferencialmente expressos nos géis de poliacrilamida dos pools de plasma de frangos de corte
suplementados com duas fontes (sulfatos (S) e hidroxicloretos (H)) e dois niveis de cobre (15 e 150 mg k*) e manganés (80 e 120 mg k™).

pl/MM (Da) tedricos H15-80 H150-120 H150-120 S150-120
Spot : Protein
Acession Gene Score Versus Versus Versus Versus
S15-80 S150-120 H15-80 S15-80
3 RIPXM5 N/A Immunoglobulin lambda like polypeptide 1 6.09/ 11417.69 2343.459 -1.362/+1.362
A0A3Q2UDCS8 N/A Ig-like domain-containing protein 4.99/9762.55 738.1473 -1.362/+1.362
13 093601 apoAlV Apolipoprotein AIV 4.80/ 40852.86 1734.531 -1.325/+1.325
E1C7T1 SPIAL Serpin peptidase inhibitor_ clade A (alpha- 6.08/ 48714.69 290.6664 +1.424/-1.424
25 1 antiproteinase_ antitrypsin)_ member 1
E1BV78 FGG Fibrinogen gamma chain 5.47/ 49954.83 3348.089 +1.424/-1.424
26  F1P4Vv1 FGA Fibrinogen alpha chain 5.69/82392.35 2692.128 +2.438/-2.438
28  FINUL9 FGB Fibrinogen beta chain 7.85/ 55319.58 2491.537 -1.478/+1.478
31  Q90WR3 N/A Hemopexin (Fragment) 5.92/ 29384.78 15930.77 -1.740/+1.740
28 FINWX6 PLG Plasminogen 7.92/90764.21 1504.657 -1.625/+1.625 -1.647/+1.647
Q7LZF3 N/A Plasmin 8.29/10325.29 369.8466 -1.625/+1.625 -1.647/+1.647
FINUL9 FGB Fibrinogen beta chain 7.85/ 55319.58 1836.466 +1.919/-1.919 -1.339/+1.339 -1.753/+1.753
44
Q9W6F5 VTDB Vitamin D-binding protein 6.47/ 53686.59 1368.327 +1.919/-1.919 -1.339/+1.339 -1.753/+1.753
Q90633 N/A Complement C3 6.69/ 184086.42 864.9603 -1.328/+1.328
48  F1DQG4 C7 Complement component 7 5.96/ 93012.62 292.7017 -1.328/+1.328
ABNIEO C3d Complement component 3d (Fragment) 9.01/ 36550.12 255.618 -1.328/+1.328
50  AOA3Q2U3V9 LOC100858647 Beta-microseminoprotein-like 8.32/12421.55 1290.518 -1.626/+1.626
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Q7LZS1 N/A 12K serum protein_ beta-2-m cross-reactive 5.01/3974.64 654.4376 -1.626/+1.626
(Fragment)
AOA1D5NXAG6  ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3 5.58/ 72500.59 2022.493 +1.373/-1.373
54  B3VEl4 ITIH2 Inter-alpha inhibitor heavy chain 2 6.92/ 106767.87 903.7598 +1.373/-1.373
AO0A1D5PUO00 AMBP Protein AMBP 5.59/ 38457.56 878.0583 +1.373/-1.373
AOA3Q2UFG5 N/A Ig-like domain-containing protein 9.07/ 10384.62 3791.357 -1.426/+1.426
56 A2N881 N/A VH1 protein 9.10/12247.88 1697.29 -1.426/+1.426
AOA1D5NW68  ALB Albumin 5.29/ 64004.39 767.5627 -1.426/+1.426
FINJUS C8A Complement C8 alpha chain 6.11/ 67725.13 431.8983 -1.426/+1.426
59  A0A117Q422 TTR Transthyretin 4.97/ 18539.00 1194.293 -1.349/+1.349
AOA1D5PW77  LOC776376 C-reactive protein_ pentraxin-related 6.31/ 34987.04 1473.075 +2.030/-2.030
64
Q2EJU6 CRP Pentaxin 6.33/ 25660.32 260.4364 +2.030/-2.030
FINW43 PKLR Pyruvate kinase 7.97/ 57873.81 2774.254 +1.802/-1.802
67
FINUL9 FGB Fibrinogen beta chain 7.85/ 55319.58 1133.725 +1.802/-1.802
FINUL9 FGB Fibrinogen beta chain 7.85/ 55319.58 2847.544 +2.262/-2.262
FINW43 PKLR Pyruvate kinase 7.97/ 57873.81 1418.43 +2.262/-2.262
68
AOA1D5PNU2  APOH Beta-2-glycoprotein 1 8.60/ 41093.29 361.6708 +2.262/-2.262
F1P4V1 FGA Fibrinogen alpha chain 5.69/82392.35 2475071 +2.262/-2.262
AOA3Q2UFG5 N/A Ig-like domain-containing protein 9.07/ 10384.62 4344.046 +2.414/-2.414
70
AOA1DS5NW6E8  ALB Albumin 5.29/ 64004.39 3554.366 +2.414/-2.414
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A2N881 N/A VH1 protein 9.10/12247.88 2203.052 +2.414/-2.414
FINDO7 PSME4 Proteasome activator subunit 4 6.67/ 209793.34 162.0611 +2.414/-2.414
AOA3Q2UFG5 N/A Ig-like domain-containing protein 9.07/ 10384.62 1259.289 +5.128/-5.128
1 TAOAID5NWES  ALB Albumin 5.29/ 64004.39 658.7015  +5.128/-5.128
A2N881 N/A VH1 protein 9.10/12247.88 886.9579 +5.128/-5.128
72 Q4ADJ7 TFEW Ovotransferrin 6.85/ 77831.61 12703.08 -1.394/+1.394
73 AOA3Q2UFG5 N/A Ig-like domain-containing protein 9.07/ 10384.62 4764.221 -1.439/+1.439
A2N881 N/A VH1 protein 9.10/12247.88 1486.285 -1.439/+1.439
- FINWX6 PLG Plasminogen 7.92/90764.21 1435.87 +1.741/-1.741
Q7LZF3 N/A Plasmin 8.29/10325.29 580.665 +1.741/-1.741
AOA3Q2U3V9 LOC100858647 Beta-microseminoprotein-like 8.32/ 12421.55 689.0574 +1.382/-1.382
79  Q7LZS1 N/A 12K serum protein_ beta-2-m cross-reactive 5.01/ 3974.64 515.8345 +1.382/-1.382
(Fragment)
98 AOA1D5NW68 ALB Albumin 5.29/ 64004.39 6786.945 +2.293/-2.293
100 AOAL1L1RIWS KRT8 Keratin 8 5.79/ 60513.22 151.5625 -2.011/+2.011
AOA1D5PNU2  APOH Beta-2-glycoprotein 1 8.60/ 41093.29 3404.912 -1.507/+1.507
FINUL9 FGB Fibrinogen beta chain 7.85/ 55319.58 3101.555 -1.507/+1.507
104 F1P4V1 FGA Fibrinogen alpha chain 5.69/82392.35 2380.485 -1.507/+1.507
FINWA43 PKLR Pyruvate kinase 7.97/57873.81 363.0029 -1.507/+1.507
AOA1L1IRIWS5 KRT8 Keratin 8 5.79/ 60513.22 347.331 -1.507/+1.507
105 E1BV78 FGG Fibrinogen gamma chain 5.47/ 49954.83 19501.08 -1.909/+1.909
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AOA1D5NW68  ALB Albumin 5.29/ 64004.39 1006.718 -1.909/+1.909
FINDO7 PSME4 Proteasome activator subunit 4 6.67/209793.34 171.9035 -1.909/+1.909
Q98TD1 PIT 54 PIT 54 4.61/50821.51 9397.017 -1.308/+1.308
106 AOA3Q2UF48 Peptidase S1 domain-containing protein 6.30/20380.13 862.9152 -1.308/+1.308
E1BV78 FGG Fibrinogen gamma chain 5.47/ 49954.83 315.1335 -1.308/+1.308
AOA1D5NW68  ALB Albumin 5.29/ 64004.39 124.195 -1.308/+1.308
107 AO0A3Q2UFG5 N/A Ig-like domain-containing protein 9.07/ 10384.62 989.2745 -2.109/+2.109
FINAR5 SERPINF2 Serpin family F member 2 4.84/ 56973.56 934.6506 -1.703/+1.703
108
AOALL1IRIWS KRT8 Keratin 8 5.79/ 60513.22 284.1509 -1.703/+1.703
FINK40 A2ML4 Alpha-2-macroglobulin-like 4 5.98/163338.74 243.638 -1.425/+1.425
11 E1BV78 FGG Fibrinogen gamma chain 5.47/ 49954.83 203.0988 -1.425/+1.425
H1AC38 N/A A2M_recep domain-containing protein 6.15/ 30756.72 114.814
(Fragment) -1.425/+1.425
Q90WRS3 N/A Hemopexin (Fragment) 5.92/29384.78 1525.618 -2.550/+2.550
112 AOA1D5SPEU7 VNN1 Vanin 1 5.17/ 54664.46 613.8879 -2.550/+2.550
Q5ZHM4 RCIMB04 CN hydrolase domain-containing protein 6.33/ 55399.28 595.0783 -2.550/+2.550

S15-80 (15 mg kg-1 de sulfato de Cu e 80 mg kg-1 de sulfato de Mn), S150-120 (150 mg kg-1 de sulfato de Cu e 120 mg kg-1 de sulfato de Mn), H15-80 (15 mg kg-1 de

hidroxicloreto de Cu e 80 mg kg-1 de hidroxicloreto de Mn) e H150-120 (150 mg kg-1 de hidroxicloreto de Cu e 120 mg kg-1 de hidroxicloreto de Mn).
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Figura 2. Rede de interacdo proteina-proteina das proteinas identificadas nos spots
proteicos diferencialmente expressos nos géis de poliacrilamida das amostras de plasma
de frangos de corte suplementados com diferentes niveis e fontes de cobre e manganés.
Cada né (esferas coloridas) representa uma proteina com o nome do respectivo gene
centralizado. As linhas que conectam cada né indicam evidéncia de interacdo entre as
proteinas e a espessura das linhas indicam o nivel de confiancga da interagdo (quanto mais
espessa maior o nivel de confianca). ALB: Albumin; AMBP: Protein AMBP; APOAA4:
Apolipoprotein A4; APOH: Beta-2-glycoprotein 1; C3: Complement C3 precursor; C7:
Complement component 7; C8A: Complement C8 alpha chain; GC: Vitamin D-binding
protein; FGA: Fibrinogen alpha chain; FGB: Fibrinogen beta chain; FGG: Fibrinogen
gamma chain; HPX: Hemopexin; ITIH2: Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 2;
ITIH3: Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3; PLG: Plasminogen; SERPINA1:
Serpin peptidase inhibitor_ clade A (alpha-1 antiproteinase_ antitrypsin)_ member 1;
SERPINF2: Serpin family F member 2; TF: Ovotransferrin; TTR: Transthyretin.



87

Chromatin Protein

organization Metabolism Dicestion’and | Olf Sensory localization Drug
Developmental Gene o Perceptlon ) = s
BiISGy . : Hemostasis - s
Cellutar expression Translati
responses: to (Transcription)
tostimuli

I\ ‘Cﬂ“bmno i “if;r‘aaling Meaj,;m pap llisml
PR o= § ignal of proteins
mmune 1 —ansductlpn

——

In

ransport - u(lu tive
System o |

System

Programmed
Cell Death

Transport  Metabolism

System et oS
Neuronal Cell o | 258 ofsmall . | 0
Organelle SyStem e m Olecu IeS
biogaer&esis DNA Extracellular CyCIe DNA i s
maintenance replication matrix con::r::.llfcealkion Repa Ir immune contL;:gt?on

and repair organization System

Figura 3. Visdo hierarquica da analise da via das proteinas identificadas nos spots
diferencialmente expressos, destacando-se a vias da homeostase, organizagdo da matriz
extracelular e sistema imune inato. A analise da via foi realizada usando a ferramenta do
banco de dados Reactome.

4. Discussao

4.1. Concentracdo de Cu e Mn nas amostras de plasma e pellets proteicos

Os grupos suplementados com niveis mais altos de cobre e manganés
apresentaram concentragGes maiores desses minerais nas amostras de plasma e pellets
proteicos em comparacao aos grupos gque receberam niveis de acordo com as exigéncias,
independentemente da fonte. Resultados semelhantes foram relatados em outros estudos
sugerindo que a concentragdo de microminerais aumenta em diversos tecidos em resposta
aos maiores niveis de inclusdo nas dietas (Jasek et al., 2019; Kim e Kil, 2015; Olukosi et
al., 2018; Sun et al., 2021).

Em relacdo as fontes, observa-se que ndo houve diferenca entre o sulfato e
hidroxicloreto de Cu quando suplementados com o nivel mais alto (150 mg k* de Cu).
Curiosamente, os grupos suplementados com 15 mg k* de Cu a partir da fonte
hidroxicloreto apresentaram maiores concentragdes de Cu nas amostras e pellets proteicos
em relacdo aos sulfatos, demonstrando que o sulfato de Cu foi menos eficiente quando se

utilizou a concentracdo minima exigida. Por outro lado, as concentra¢des de Mn tanto nas
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amostras quanto nos pellets foram maiores nos grupos suplementados com
hidroxicloretos independentemente do nivel suplementar, indicando maior capacidade do
hidroxicloreto de Mn em disponibilizar o mineral para absorgdo e incorporacdo nas

proteinas em comparagdo aos sulfatos.

4.2. Regulacdo das proteinas plasmaticas

No presente estudo a utilizacdo de diferentes fontes e niveis de Cu e Mn promoveu
mudancas no nivel de expressdo de proteinas plasmaticas associadas a multiplos
processos e funcdes bioldgicas. A analise funcional indicou o envolvimento das proteinas
em processos relevantes como regulacdo bioldgica, resposta ao estresse, processos do
sistema imune e homeostase. De modo semelhante, a analise da via destacou as vias da
homeostase, sistema imune inato e organizacao da matriz extracelular para o conjunto de
proteinas identificadas. Grande parte das proteinas apresentaram evidéncias de interagdes
entre si demonstrando a complexidade da resposta aos grupos estudados. A partir da
analise dos termos GO, oito proteinas foram associadas com a fungdo de metal binding
(ALB, apoAlV, CRP, FGA, FGB, FGG e PKLR), destacando-se a albumina conhecida por
se ligar a diferentes metais, incluindo o cobre e 0 manganés.

A albumina ¢ a proteina mais abundante no plasma sanguineo e desempenha um
importante papel no transporte de diversas moléculas e minerais, 0 que a torna essencial
no controle do estresse oxidativo por impedir a circulagéo livre de metais com atividades
pro-oxidantes (Fasano et al., 2005). O grupo suplementado com menor nivel de
hidroxicloreto de Cu e Mn (H15-80) apresentou maior expressao dos spots 70, 71 e 98
caracterizados com albumina, em comparacdo com o grupo suplementado com sulfatos
(S15-80). Levando em consideragdo as propriedades de ligacdo a metais da albumina,
possivelmente sua regulacdo positiva no grupo H15-80 ocorreu em virtude da maior
concentracdo de Cu e Mn no plasma e pellet proteico conforme apresentado na Tabela 1.
Em contrapartida, a suplementacdo de niveis mais altos de hidroxicloreto de Cu e Mn
(H150-120) diminuiu a expressao dos spots 56 e 105 com a presenca de albumina e outras
proteinas em relacdo ao grupo suplementado com o mesmo nivel de sulfato (S150-120).
Embora ndo houve diferencas nas concentragdes de Cu entre os grupos H150-120 e S150-
120, a concentracdo de Mn foi superior no grupo H150-120. Dessa forma, a maior
concentracdo de Mn apresentada pelo grupo suplementado com hidroxicloreto, pode ter
exposto as alteragdes provocadas na albumina em resposta aos niveis mais elevados dos

minerais, uma vez que foi sugerido que em situacBes de excesso de metais, a albumina
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adota uma atitude de “auto sacrificio” direcionando o dano oxidativo para si mesma de
forma a limitar os danos a outras moléculas importantes (Siotto e Squitti, 2018).

Outra observacdo relevante, refere-se ao fato de que todos os spots do grupo
H150-120 apresentaram regulacdo negativa quando comparado ao grupo S150-120 e
H15-80. Nesses spots, além da albumina, também foram identificadas outras proteinas
envolvidas na capacidade antioxidante do plasma, como as cadeias alfa, beta e gama de
fibrinogénio (spots 28, 44, 104 ,105 e 106) e a hemopexina (spot 31). O fibrinogénio por
exemplo, foi relatado em estudos anteriores por apresentar fungdo antioxidante no plasma
e ser altamente susceptivel a oxidacdo (Kaplan, et al., 2001; Mafucat-Tan et al., 2021).
De modo semelhante, a hemopexina atua protegendo as células da toxicidade do heme
livre, porém, a exposicdo a especies reativas de oxigénio e nitrogénio provocam
modificacOes oxidativas em sua estrutura comprometendo a sua atividade (Hahl et al.,
2017). Embora ndo esteja claro as razdes pelas quais as proteinas do grupo H150-120
tenham sido reguladas negativamente, a maior biodisponibilidade mineral apresentada
pelos hidroxicloretos pode ter tornado mais evidentes os efeitos dos niveis elevados de
Cu e Mn no proteoma plasmatico, sugerindo um desequilibrio na homeostase e possiveis
alteracGes na estrutura e funcionamento das proteinas, seja pela geragdo de radicais livres
ou pela ligacdo direta dos metais nas proteinas, sendo necessarios mais estudos para
esclarecer tais mecanismos.

O grupo suplementado com niveis mais altos de sulfato de Cu e Mn (S150-120)
também demonstrou alteragBes na expressdo proteica quando comparado ao grupo
suplementado com niveis recomendados (S15-80). No entanto, foi observado a expressdo
diferencial de spots com algumas proteinas distintas das encontradas na comparacéo entre
0s grupos H150-120 e H15-80, além de apresentar regulacdo positiva em dois spots, 25 e
54. No spot 25 foi identificada a SPIA1, uma proteina conhecida comumente como alfa-
1-antitripsina, pertencente a superfamilia das serpinas inibidoras de serina proteases. A
SPIA1 é relativamente abundante no plasma e além de atuar na inibicdo de proteases,
também esta envolvida em muitos processos fisiologicos como regulagdo da resposta
anti-inflamatéria e imunomoduladora (Kelly-robinson et al., 2021). No spot 54, foram
identificadas proteinas da familia dos inibidores de inter-alfa-tripsina (lal), sendo as
cadeias pesadas 2 e 3 (ITIH2 e ITIH3), e a proteina AMBP (precursor de alfa-1-
microglobulina/bicunina - AMBP). Apesar de pertencerem a familia de inibidores de
proteases, essas proteinas sdo conhecidas por se ligarem ao &cido hialurdnico atuando na

estabilizacdo da matriz extracelular, e também foram associadas na reparacédo celular de
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lesdes teciduais (Adair et al., 2009; Chen et al., 2019). Além disso, Garantziotis et al.
(2007) relataram a acdo dos lal na atenuagdo da ativacdo do complemento e o dano
tecidual induzido pelo complemento em resposta a inflamacdo. De fato, no presente
estudo foi observado menor expressdo das proteinas complemento C3, C7 e C3d (spot
48) no grupo S150-120, sugerindo gue os niveis mais altos de sulfato de Cu e Mn podem
ter iniciado uma resposta inflamatoria levando a inducéo de inibidores inter-alfa-tripsina
para controlar potenciais danos teciduais.

O grupo suplementado com o menor nivel de sulfato de Cu e Mn (S15-80)
apresentou regulacdo negativa de quase todos os spots em comparagdo com 0 grupo
suplementado com o mesmo nivel de hidroxicloretos (H15-80), coincidindo também com
as menores concentragdes dos minerais nas amostras e pellets proteicos. Partindo do
principio de que o nivel de Cu e Mn suplementados nesses grupos estavam de acordo com
a recomendacdo nutricional para frangos de corte ndo havendo o risco de toxicidade,
pode-se presumir que a disponibilizacdo de Cu e Mn a partir dos sulfatos encontra-se em
um nivel subdtimo quando comparado com os hidroxicloretos. Embora os resultados
sejam insuficientes para inferir qualquer efeito negativo, foi possivel observar que a
menor absor¢cdo dos minerais a partir dos sulfatos induziu mudancas na regulacdo das
proteinas no plasma sanguineo em comparac¢do com os hidroxicloretos, ressaltando assim,
a importancia de se utilizar fontes com maior biodisponibilidade mineral para atender
adequadamente as exigéncias das aves.

Em resumo, este é o primeiro estudo que abordou os efeitos da suplementacdo de
niveis e fontes de Cu e Mn em frangos de corte a partir de uma perspectiva protedmica.
Apesar das limitacbes da técnica 2D-PAGE, os resultados demonstraram alteracdes no
padrdo de expressdo das proteinas plasmaticas envolvidas principalmente nas vias da
homeostase, fornecendo um caminho para futuras pesquisas na busca de biomarcadores
responsivos as diferentes concentracdes dietéticas de minerais. Neste sentido, sugere-se
para 0s proximos estudos a combinacdo de diferentes abordagens protedmicas para
reduzir as limitacGes de cada técnica e ampliar os resultados, bem como o estudo
individual de cada metal para melhor clareza e compreensdo dos mecanismos envolvidos

nas alterac6es do proteoma e seus impactos na saude das aves.

5. Concluséo
Os hidroxicloretos de Cu e Mn apresentaram maior biodisponibilidade mineral

qguando comparados aos sulfatos. A diferenca da biodisponibilidade entre as fontes



91

promoveu mudancas na regulacéo das proteinas, especialmente quando se utilizou niveis
dietéticos mais altos, indicando possivel desequilibrio na homeostase quando a

suplementacdo esta acima da exigéncia nutricional.
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Figura S1. Andlise de ontologia genética do proteoma plasmatico de frangos de corte
suplementados com diferentes niveis e fontes de cobre e manganés utilizando o Blast2GO.



Tabela S1. Vias significativamente enriquecidas (FDR<0.05) utilizando o banco de dados de vias Reactome.
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Pathway Pathway name FDR Gene
identifier
R-GGA-114608 Platelet degranulation 7.93E-07 FGA; FGG; FGB; PLG; APOH; ALB;
SERPINF2; SPIAL; ITIH3
R-GGA-76005 Response to elevated platelet 7.93E-07 FGA; FGG; FGB; PLG; APOH; ALB;
cytosolic Ca2+ SERPINF2; SPIAL; ITIH3
R-GGA-76002 Platelet activation, signaling and 2.08E-04 FGA; FGG; FGB; PLG; APOH; ALB;
aggregation SERPINF2; SPIAL; ITIH3
R-GGA-140875 Common Pathway of Fibrin Clot 2.29E-04 FGA; FGG; FGB; SPIA1
Formation
R-GGA-109582 Hemostasis 5.85E-04 FGA,; FGG; IGLL1; FGB; PLG; APOH,;
ALB; SERPINF2; SPIAZ1; ITIH3
R-GGA-140877 Formation of Fibrin Clot (Clotting 9.68E-04 FGA; FGG; FGB; SPIA1
Cascade)
R-GGA-372708 p130Cas linkage to MAPK 9.75E-04 FGA; FGG; FGB
signaling for integrins
R-GGA-354194 GRB2:SO0S provides linkage to 9.75E-04 FGA; FGG; FGB
MAPK signaling for Integrins
R-GGA-2132281  Regulation of complement 9.75E-04 CT7; C3; C8A
cascades
R-GGA-5686938  Regulation of TLR by 0.00261 FGA; FGG; FGB
endogenous ligand
R-GGA-2168880  Scavenging of heme from plasma 0.00284 IGLL1; AMBP; ALB; Ig-like domain-containing protein
R-GGA-2173782  Binding and Uptake of Ligands 0.00374 IGLL1; AMBP; ALB; Ig-like domain-containing protein
by Scavenger Receptors
R-GGA-75205 Dissolution of Fibrin Clot 0.00374 PLG; SERPINF2
R-GGA-2132285  Complement Cascade 0.00374 C7;C3; C8A
R-GGA-5674135 MAP2K and MAPK activation 0.00456 FGA, FGG; FGB
R-GGA-2132267  Formation of membrane attack 0.00459 C7; C8A
complex (MAC)
R-GGA-166658 Complement cascade 0.00460 IGLL1; C8A; CRP; Ig-like domain-containing protein
R-GGA-354192 Integrin signaling 0.00737 FGA; FGG; FGB
R-GGA-216083 Integrin cell surface interactions 0.00737 FGA; FGG; FGB
R-GGA-173623 Classical antibody-mediated 0.00737 IGLL1; CRP; Ig-like domain-containing protein
complement activation
R-GGA-8957275  Post-translational protein 0.00737 FGA; FGG; ALB; ITIH2

phosphorylation
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R-GGA-381426 Regulation of Insulin-like Growth 0.00895 FGA,; FGG; ALB; ITIH2
Factor (IGF) transport and uptake
by Insulin-like Growth Factor
Binding Proteins (IGFBPs)
R-GGA-9757110  Prednisone ADME 0.00928 ALB; SPIA1
R-GGA-166786 Creation of C4 and C2 activators 0.00929 IGLL1; CRP; Ig-like domain-containing protein
R-GGA-76009 Platelet Aggregation (Plug 0.01037 FGA; FGG; FGB
Formation)
R-GGA-166663 Initial triggering of complement 0.01074 IGLL1; CRP; Ig-like domain-containing protein
R-GGA-8963899  Plasma lipoprotein remodeling 0.02497 PLG; ALB
R-GGA-2132287  Creation of alternative pathway 0.02497 C3
C3 convertase
R-GGA-2132293  Formation of fluid-phase 0.02497 C3
convertase C3
R-GGA-2132273  Formation of membrane-bound 0.02497 C3
convertase C3
R-GGA-2422406  Innate Immune System 0.02879 C7; C3; C8A
R-GGA-2173345  Anaphylatoxins initiate 0.03735 C3
inflammatory responses
R-GGA-9793528  Ciprofloxacin ADME 0.03735 ALB

R-GGA-168249

Innate Immune System 0.03915 FGA,; FGG; FGB; IGLL1; TTR; C8A; SPIA1L; CRP; Ig-

like domain-containing protein

R-GGA-1474244  Extracellular matrix organization 0.04035 FGA; FGG; FGB; PLG

R-GGA-2029481  FCGR activation 0.04372 IGLL1; Ig-like domain-containing protein
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IMPLICACOES

O presente trabalho buscou avaliar a biodisponibilidade das fontes hidroxicloretos
versus sulfatos por meio de estratégias metaloproteémicas, combinando a avaliacdo da
expressao diferencial das proteinas por 2D-PAGE, o mapeamento do Cu e Mn nos spots
proteicos por GFAAS e a identificacdo das proteinas associadas aos minerais por LC-
MS/MS. Esta proposta foi baseada na funcionalidade dos minerais por meio da
incorporacdo do Cu e Mn nas proteinas, considerando que os metais desempenham papel
fundamental na atividade de muitas proteinas.

A analise por GFAAS demonstrou ser uma ferramenta sensivel e permitiu o
mapeamento de muitos spots proteicos revelando proteinas nas quais 0 Cu e Mn podem
apresentar afinidade de ligacdo. Assim, em conjunto com a concentracdo dos minerais
nas amostras do tecido hepatico e pellets proteicos, foi possivel concluir no presente
estudo, que os hidroxicloretos de Cu e Mn apresentaram maior biodisponibilidade em
relacdo aos sulfatos. O estudo também demonstrou que a analise das concentragdes dos
minerais nos pellets proteicos é mais sensivel para estimar a biodisponibilidade baseada
na funcionalidade quando comparado com as amostras de tecido hepético, uma vez que
na obtencao do pellet é realizada uma sequéncia de procedimentos para isolar as proteinas
presentes no tecido. Dessa forma, em ensaios de biodisponibilidade, as concentracfes dos
minerais nos pellets proteicos podem ser utilizadas como opc¢éo da avalia¢do do contetido
mineral. Porém, sdo necessarios mais estudos para confirmar a reprodutibilidade dos
resultados e o aprimoramento da metodologia para diferentes amostras.

A analise do perfil diferencial das proteinas por 2D-PAGE revelou a alteracdo de
muitas proteinas em resposta aos tratamentos avaliados. Entretanto, a dificuldade
encontrada ao utilizar esta técnica foi determinar a regulacdo da grande maioria das
proteinas, tendo em vista que foram caracterizadas muitas proteinas redundantes
distribuidas em diferentes spots proteicos, provavelmente devido a modificacGes pos-
traducionais. Isso acarreta muitos spots com expressdes divergentes, pois no mesmo spot
sdo identificadas outras proteinas, o que também torna dificil inferir qual proteina é
responsavel pela diferenca na expressdo apresentada pelo spot. Para contornar esse
desafio, sugere-se para futuras pesquisas complementar os resultados da técnica 2D-
PAGE com a técnica livre de gel, comumente conhecida como Shotgun. A Shotgun é

baseada na andlise quantitativa e fornece resultados de expressao diferencial de proteinas
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mais robustos, sendo mais aceita entre 0s pesquisadores da area de protedmica quando
comparada com a 2D-PAGE.

Neste sentido, por meio das ferramentas utilizadas neste estudo (2D-PAGE,
GFAAS e LC-MS/MS) é possivel separar 0 proteoma, mapear 0S minerais nos spots
proteicos e identificar as proteinas nestes spots, e a partir da Shotgun avaliar a diferenca
de expressdo dessas proteinas entre os tratamentos com mais clareza, auxiliando dessa
forma, na melhor compreensdo dos resultados obtidos. Outra sugestdo, consiste em
trabalhar com menos grupos experimentais e com um mineral por vez, para inicialmente
elucidar os efeitos de cada metal sobre as proteinas de maneira individual, e
posteriormente seguir com estudos com metais combinados para avaliar suas interacoes.

Apesar das limitacdes, por meio da 2D-PAGE foi possivel identificar duas classes
de proteinas (HSPs e GSTs) no tecido hepatico que responderam de forma consistente aos
maiores niveis de Cu e Mn suplementados, podendo ser candidatas promissoras a
biomarcadores de exposicdo aos minerais estudados. Alem disso, os resultados do
proteoma plasmatico também revelaram altera¢cdes em muitas proteinas envolvidas na

regulacdo da homeostase, servindo de orientagdes para 0s proximos estudos.
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