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1. INTRODUCAO

1.1.  Considerag0es Iniciais

Nessa Ultima década, a aquicultura mundial apresentou crescimento cinco vezes
superior as atividades agricolas tradicionais como a bovinocultura, a avicultura e a
suinocultura. O aumento populacional mundial, e renda, a conscientizagdo dos
beneficios nutricionais trazidos pelo consumo de peixes, e 0 grande estoque nativo de
peixes de agua doce e marinhos, fundamentam o crescimento da demanda mundial e a
ascensdo da aquicultura [1].

Outra explicagéo a este fato foi apresentada por Farchimn [2], com as mudancas
de hébitos alimentares e a procura por alimentos oriundos de animais que apresentassem
maior teor proteico e baixos niveis de colesterol. Visando a vida mais saudavel, busca-
se maior ingestdo de fibras, diminuicdo do consumo de gordura saturada, e produtos que
ndo contenham boa composicao nutricional.

A tildpia do Nilo possui elevado valor protéico, baixos niveis de colesterol e a
presenca de dmega 3 [3]. Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas
necessitam da presenca de um ion metélico para realizar atividade biologica [4].
Embora os ions metalicos constituam pequena proporcao do tecido corporal (4%), sdo
essenciais como componentes estruturais e funcionais em processos vitais. No aspecto
funcional atuam como catalisadores nos sistemas enzimaticos, e no aspecto estrutural
como integrantes de compostos organicos do corpo, tal como o ferro na hemoglobina.
Existem funcBGes nas quais o balanco de ions € importante, por exemplo: para a
formagdo dos ossos; para a quantidade e a relagdo entre calcio e fdsforo; para a
atividade muscular e para a relagéo entre célcio e potassio no fluido extracelular [5-8].

Os ions metalicos ligados as proteinas e metaloproteinas representam grande
por¢do do numero total de proteinas. Devido ao aumento na producdo de peixes,
pesquisadores que trabalnam com aquicultura buscam desenvolver trabalhos
relacionados ao comportamento, fisiologia, genética e nutricdo desses animais [9].
Pensando nisso a protedmica e mais especificamente a metalémica sdo as vertentes
usadas para desenvolver esses trabalhos, utilizando a eletroforese bidimensional, que

auxilia na caracterizacéo de proteinas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Aquicultura e Tildpia do Nilo no Brasil

Atualmente o Brasil produz 1,25 milhGes de toneladas de pescado, sendo 38%
cultivados. A atividade gera um Produto Interno Bruto (PIB) pesqueiro de R$ 5 bilhdes,
mobiliza 800 mil profissionais entre pescadores e aquicultores e, proporciona 3,5
milhdes de empregos diretos e indiretos. O potencial brasileiro € enorme e pode se
tornar um dos maiores produtores mundiais de pescado [10].

Segundo levantamento divulgado pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA)
em 2010, essa atividade apresentou significativo crescimento nos ultimos anos,
passando de 278 mil toneladas em 2003 para 415 mil em 2009, o que equivale a 35% de
incremento em menos de uma década. Ja a producdo da piscicultura atingiu 60,2% de
crescimento apenas entre 2007 e 2009. Isoladamente, a producdo de tilapia aumentou
105% em apenas sete anos (2003-2009). Em conjunto, a aquicultura cresceu 43,8%,
entre 2007 e 2009, tornando a producdo de pescado a que mais cresceu no mercado

nacional de carnes no periodo (Figura 1) [11].

Ministério da
Pesca e Aquicultura

Pecuaria x Aquicultura

Crescimento Relativo da Pecuaria e Aquicultura
2007-2009

50%

40%

30% 1
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——— 2% —
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Bovinos Suinos Aves Aquicultura

-10% 4

Fonte dos dados de Pecudria: IBGE/SIDRA

Figura 1. Producgdo da aquicultura comparada com a pecudria no Brasil [11].



A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca, com produgdo que
representava 18,4 % do total da aquicultura em 2000, passando para 38 % em 2004
[12]. As tilapias sdo metade da producdo anual de peixes cultivados [13]. E na

aquicultura mundial é a segunda espécie de maior importancia [14].

2.2.  Proteinas [15]

As proteinas sdo macromoléculas versateis nos sistemas vivos e servem para
funcBes essenciais em todos processos bioldgicos. Funcionam como catalisadores;
transportam e armazenam outras moléculas, tais como oxigénio; fornecem apoio
mecéanico e protecdo imunitéria; geram movimento, transmitem impulsos nervosos, e
controlam o crescimento e a diferenciacéo.

A estrutura das proteinas pode ser descrita em quatro niveis: a estrutura primaria
se refere a sequéncia de aminodcidos; a secundaria € a conformacéo adotada por regides
locais da cadeia peptidica; a terciaria descreve o enovelamento global da cadeia e a
quaternaria se refere a associacdo especifica de varias cadeias peptidicas formando
complexos com multiplas subunidades.

2.2.1. Proteinas e sua constituicéo

As proteinas sdo construidas a partir de 20 aminoacidos.

As proteinas sdo polimeros lineares de aminoacidos, cada um destes é
constituido de um atomo de carbono quaternario central ligado a um grupamento amina,
uma carboxila, uma cadeia lateral diferenciada e um atomo de hidrogénio (Figura 2).
Estes centros tetraédricos, com a excecao do da glicina, sdo quirais, existindo apenas o
isbmero L em proteinas naturais. As cadeias laterais destes 20 blocos de construcéo

variam em tamanho e forma, e na presenca de grupamentos funcionais.

atono de hidrogénio

T o

- / -

LI et ,\/ re
R OH

Cadeia Lateral

Figura 2. Estrutura geral de um aminoacido.(Extraido de

http://www.quimica.net/emiliano/fenilcetonuria.html)


http://www.quimica.net/emiliano/fenilcetonuria.html

2.2.2. Estrutura Priméria

Os aminoacidos em um peptideo, sdo unidos por ligacbes amida formadas entre
a carboxila de um aminoécido e a amina do seguinte. Esta unido, chamada de ligacédo
peptidica, tem propriedades importantes: a) € resistente a hidrdlise, e assim as proteinas
tem cinéticas notavelmente estaveis; b) o grupamento peptidico € plano, porque a
ligacdo C-N tem considerdvel carater de dupla ligacdo; c) cada ligacdo peptidica tem
tanto um doador de ponte de hidrogénio (0 grupamento NH) quanto um aceptor (o
grupamento CO). As pontes de hidrogénio entre estes grupamentos da cadeia principal é
caracteristica distintiva da estrutura das proteinas (Figura 3). A ligacdo peptidica nao
tem carga elétrica, 0 que permite que as proteinas formem estruturas globulares
firmemente acomodadas, com quantidades significativas do arcabou¢o imersas no
interior da proteina. Como sdo polimeros lineares, as proteinas podem ser descritas
como sequéncias de aminoacidos. Tais sequéncias sdo escritas do terminal aminico para
o carboxilico.

Amino acid (1) H Amino acid (2) H

H
H ; ‘ H ;

Dipeptide
Figura 3. Ligacdo peptidica (Extraido de
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido)

2.2.3. Estrutura Secundaria

Dois elementos importantes da estrutura secundaria sdo a hélice a e a fita
(Figura 4). Na hélice, a cadeia peptidica se retorce, formando um bastdo firmemente
compacto. Dentro da hélice, o grupamento CO de cada aminoacido forma pontes de
hidrogénio com o NH a quatro monomeros adiante na cadeia peptidica. Na fita f3, a

cadeia ¢ quase totalmente distendida. Duas ou mais fitas f conectadas por pontes de NH



para CO se retinem formando folhas B. As fitas nas folhas  podem ser antiparalelas,

paralelas ou mistas.

Figura 4. Exemplo de hélice a e a fita p.(Extraido de
http://woohoodetudoumpouco.blogspot.com.br/2010/05/proteinas-e-suas-

estruturas-secundaria.html)

2.2.4. Estrutura Terciaria

A estrutura compacta e assimétrica assumida por cadeias peptidicas individuais €
denominada estrutura terciaria (Figura 5). As estruturas terciarias de proteinas
hidrossollveis tem caracteristica em comum: (1) um interior formado de aminoéacidos
com cadeias laterais hidréfobas e (2) uma superficie formada em grande parte de
aminoéacidos hidrofilos que interagem com o meio aquoso. A forca que impulsiona a
formacdo da estrutura terciaria de proteinas hidrossolUveis é a interacdo hidréfoba entre
0s aminoacidos no interior. Algumas proteinas que existem em ambiente hidréfobo, em
membranas, apresentam a distribuicdo inversa de aminoacidos. Nestas proteinas, 0s
aminoéacidos hidrofobos estdo na superficie, para interagir com o meio, enquanto 0s

grupamentos hidréfilos sdo protegidos do ambiente no interior da proteina.
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Figura 5. Exemplo de estrutura tercidria de uma proteina (Extraido de
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http://www.vestibulandoweb.com.br/biologia/teoria/estrutura-das-proteinas.asp)



2.2.5. Estrutura Quaternaria

Proteinas constituidas de mais de uma cadeia peptidica apresentam estrutura
quaternaria; cada cadeia peptidica individual é chamada de uma subunidade. A estrutura
quaternaria pode ser bem simples, com duas subunidades idénticas, ou bem complexa,
com ddzias de subunidades diferentes (Figura 6). Na maioria dos casos, as subunidades

sdo mantidas juntas por interagdes covalentes.

quaternary structure
(aggregation of two or more peptides)

Figura 6. Exemplo de estrutura quaternaria. (Extraido de
http://www.eng.ufsc.br/labs/probio/disc_eng_biog/trabalhos_pos2003/const_mi

croorg/proteinas.htm)

2.2.6. A Sequéncia de Aminoacidos de uma Proteina Determina sua Estrutura
Tridimensional

A sequéncia de aminoéacidos determina a estrutura tridimensional, e demais
propriedades de uma proteina. Algumas proteinas podem ser completamente
desnaturadas, e, no entanto, se renaturam com eficiéncia quando colocadas em
condicBes em que sua forma enovelada for estavel. A sequéncia de aminoacidos de uma
proteina € determinada pela sequéncia de bases em uma molécula de acido
desoxirribonucléico (DNA). A informacdo unidimensional de sequéncia é estendida
para 0 mundo tridimensional pela capacidade de as proteinas se enovelarem
espontaneamente. O enovelamento de proteinas € um processo muito cooperativo; ndo
se acumulam intermediarios entre as formas desnaturada e enovelada.

A versatilidade das proteinas € ainda mais acentuada por modificacdes
covalentes. Tais modificagcOes podem incorporar grupamentos funcionais que ndo estéo

presentes nos 20 aminoacidos. Outras modificacdes sdo importantes para a regulagdo da



atividade de proteinas. Através de sua estabilidade estrutural, diversidade e reatividade
quimica, as proteinas tornam possivel a maior parte dos processos importantes

associados a vida.

2.3. Protebmica

O termo proteoma foi cunhado por Wilkins e Williams, em 1993, para descrever
0 complemento proteico total do genoma [16].

O genoma de um organismo €é essencialmente estatico e 0 DNA, do qual pode
ser extraido em principios de uma Unica célula, contém toda informagdo. Em contraste,
0 proteoma observavel de uma unica célula, definido como a cole¢do de todas as
proteinas existentes em seu fenotipo molecular especifico é dindmico e dependente do
estado da célula. Portanto, o proteoma ndo é estaciondrio, mas muda com o
desenvolvimento do organismo e com qualquer mudanca no seu ambiente. Uma vez que
0 proteoma muda mais que 0 genoma, € possivel entdo se obter mais informacdo do
organismo estudando-se o proteoma [17].

O proteoma € mais complexo que o genoma, nao apenas devido ao numero de
proteinas, mas também devido as inimeras possibilidades de interacdes entre elas e a
estrutura tridimensional que a mesma possui, interferindo decisivamente no papel que
ela realiza [17,18]. A anélise de proteomas possui varias aplicacdes e a demanda de

trabalhos nessa area tem crescido nos ultimos anos [17].

2.4. Metalbémica

Como definido, a protedbmica envolve o estudo das propriedades das proteinas,
tais como o nivel de expressdo, modificagdes pos-traducionais e interagfes, em ampla
escala, de modo a obter uma vis&o global dos processos celulares [16,17].

Ja a metaldmica é campo de pesquisa que deve estar relacionada com a
gendmica e a protedmica, pois a sintese e fungdes metabolicas dos genes e proteinas ndo
ocorrem sem a presenca de ions metalicos ou metaloenzimas, que sdo metaloproteinas
que atuam como catalisadores bioldgicos na regulacéo das reacdes bioldgicas e funcdes
fisioldgicas em células e 6rgéos [18].

A metalébmica tem como objetivos a verificacdo da distribuicdo das espécies
metalicas e metaldides, bem como a elucidacdo dos aspectos fisiologicos e funcionais



das biomoléculas que contenham ions metalicos em suas estruturas, tais como as
metaloproteinas e as proteinas ligadas a metais [19]. Na metaldmica, sdo definidos
como “metalomas” os ions metalicos ou espécies metaloides presentes em um sistema
bioldgico (células, tecidos, fluidos ou organismos), na forma livre ou complexado [20].
Uma das mais importantes tecnologias analiticas para estabelecer a metaldmica
como ciéncia dos biometais é a especiacdo quimica para a identificacdo especifica de
metalomas bioativos, uma vez que a identificacdo dos metalomas e a elucidacdo de
funcBes bioquimicas ou fisioldgicas nos sistemas bioldgicos sdo alvos da metaldmica
[18]. O estudo do metaloma pode fornecer informacdes tais como: (i) elemento (espécie
metélica ou metaldide) distribuido entre os compartimentos celulares de determinado
tipo de ceélula; (ii) seu meio de coordenagdo (qual biomolécula esta incorporada ou a
qual bioligante esta complexada); (iii) as concentracbes das espécies metalicas

individuais presentes e (iv) a estrutura da biomolécula [20, 21].

2.5. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (2D-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida, técnica eficaz, por metodologia capaz
de fracionar mais proteinas simultaneamente do que a mesma. Esta técnica possui 6tima
resolucéo, podendo ser empregada em caracterizacdo de sistemas bioldgicos e selecdo
especificas de pontos (spots) proteicos para posterior sequenciamento ou identificacao.
Esta técnica baseia-se na migracdo de particulas carregadas em um determinado meio na
presenca de um campo elétrico continuo, sendo que a carga recebida por estas particulas
pode resultar da ionizagdo, dissociacdo ou pela associacdo com outras moléculas
carregadas [22].

Na separacdo das proteinas, alguns fatores influenciam diretamente na
velocidade de migracao ao longo da corrida eletroforética, como por exemplo, a massa
molar, carga e conformacdo. Nesta separacdo, o sistema de 2D-PAGE mostra-se
eficiente, separando as proteinas em duas propriedades: na primeira etapa — primeira
dimensao — é explorada a propriedade da carga das proteinas, a qual se da por meio da
focalizacdo isoelétrica (IEF), em que um gradiente de pH é formado no gel. Em uma
segunda etapa — segunda dimensdo — explora a propriedade massa molar (MM) das

proteinas em condicdo denaturante, ou seja, na presenca do detergente dodecil sulfato de



sodio (SDS). Cada spot resultante no gel 2D-PAGE corresponde a um grupo de espécies
proteicas presentes na amostra [23].

Para compreender como ocorre a separacdo das proteinas por 2D-PAGE, faz-se
necessario esclarecer que na eletroforese com focalizacdo isoelétrica (IEF PAGE) o
objetivo é separar as proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos (pl), sendo que o
pl é o pH no qual a molécula apresenta carga de rede igual a zero, ou seja, um gradiente
de pH é formado durante a focalizacdo isoelétrica e as particulas carregadas, sob a
influéncia de um campo elétrico, movem-se através do gel até atingirem seus pl, quando
ndo mais migraram [24-26].

Na eletroforese em condigdes denaturantes (SDS PAGE), o surfactante (SDS)
atua de modo a normalizar a carga e a forma das proteinas, de modo que o elemento de
distingdo entre elas passa a ser sua massa molar (MM). Esta normalizacdo se da pelo
aumento das cargas negativas nas proteinas, provenientes da transferéncia do SDS e
pela presenca de agentes redutores (DTT), os quais rompem ligagdes de sulfeto na
estrutura proteica facilitando o acesso do SDS e conferindo forma similar ao conjunto
de proteinas [23, 28]. Portanto, nota-se que a 2D-PAGE é a combinacdo da eletroforese
IEF PAGE e SDS PAGE.

A poliacrilamida é uma matriz de gel muito comum nestes experimentos, pois
possui caracteristicas importantes como, por exemplo, ser material quimicamente inerte,
transparente e estavel em ampla faixa de pH, temperatura e forca i6nica. Esta € formada
pela copolimerizagdo entre acrilamida ¢ a N,N’-metilenobisacrilamida, na presenca de
persulfato de amodnio e TEMED [23]. A Figura 7 apresenta cada composto quimico

utilizado e a reacdo de copolimerizagdo [29].
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Acrylamide CH,=CH Z--NH:t o 0
N N’-methylene-bis{acrylsmide): CH, fCH-—é—NH— CH,--NH ~(‘Z—CH=CH,
Tewramethylenediamine (TEMED): H,C\ CH,
N~CH,-CH,—N
H,C \CH,
Ammonium persulfate dissolved in H,0:  $,0} —2S0,

Reaction involved in acrylamide chain polymerization:
CONH, ?ONH, CONH, CONH, CONH,
i ! ) i

SO‘ + NCH, =CH—+X- CH:‘~CH—>X~CH: ~-CH-CH, —CH—CH:—-CH

Reaction involved in the crosslinking of acrylamide chains
QONH, ?
SO, + nCH, ~CH 4 (CH,<CH-C~NH- ), CH, —»Crosslinked acrylamide matrix
Figura 7. Componentes da reacdo de polimerizagdo do gel de poliacrilamida.
[29]

O preparo da amostra € uma etapa essencial no processo de separacdo das

proteinas, conforme mostra a o item a seguir.

2.6. Preparo de amostra para a separacao por 2D-PAGE

As proteinas da amostra precisam ser desnaturadas, desagregadas, reduzidas e
solubilizadas para que atinjam completo rompimento das interagdes moleculares de
modo a garantir que cada “spot” presente no gel represente possivelmente moléculas de
uma mesma proteina. Portanto, o preparo de amostra apropriado é necessario para a
obtencdo de boa resolucdo na separacdo das proteinas por 2D PAGE [28, 30]. Um
procedimento devera ser determinado para cada tipo de amostra, em funcdo da grande
diversidade de tipos de proteinas na amostra e origens [24].

Para que as proteinas intracelulares sejam analisadas, inicialmente devem ser
rompidas as células do material biologico. O rompimento celular pode ser de trés tipos,
do tipo mecanico (maceracdo ou sonificacdo), quimico (na presenca de detergentes) e
bioldgico (enzimatico) [24]. Neste modo de preparo as proteinas sdo removidas do seu
ambiente natural, ficando expostas a muitos agentes que podem danifica-las de maneira
irreversivel. Por isso, € necessario que o rompimento celular seja realizado rapidamente

e em baixas temperaturas [28, 30].
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Alguns compostos interferentes, tais como proteases, sais, lipidios, &cidos
nucléicos, polissacarideos, pigmentos fendlicos e/ou proteinas muito abundantes, apos
ou durante o rompimento celular devem ser removidos ou inativados [28, 30]. Por
estarem ligados as proteinas que serdo analisadas, os compostos interferentes afetam a
solubilizacdo e/ou o processo eletroforético, prejudicando a separagdo das mesmas, ou
por prejudicarem o processo eletroforético em si [30].

As proteases devem ser inativadas para prevenir a protedlise, isto é, a
degradacdo de proteinas, 0 que pode comprometer os resultados obtidos na separagédo
por 2D PAGE. Neste caso, sdo utilizados inibidores de protease, tais como o0
fenilmetilsulfonilflor e o fluoreto de 4-(2-amino-etil)-benzenossulfonato [24, 28].

Os surfactantes e lipidios, considerados também interferentes na separacao
eletroforética, sdo separados seletivamente por meio do procedimento de precipitacdo
das proteinas. A precipitacdo com solugdo de sulfato de amdnio em metanol, com
acetona ou com solucdo de TCA em acetona, geralmente sdo os métodos mais utilizados
[24].

Os polipeptideos individuais devem ser desnaturados e reduzidos, rompendo as
interagBes intra e intermoleculares, logo ap6s o rompimento celular e a remogéo dos
compostos interferentes, como solubilizados, mantendo as propriedades de carga [28].
Portanto, a solubilizacdo das proteinas deve ser conduzida em um tampdo contendo

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

A Tabela 1 apresenta os principais reagentes utilizados nesta finalidade com as

respectivas fungdes [28, 30].
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Tabela 1. Principais substancias utilizadas na solubilizacéo de proteinas [28].

Componetes do Tampéo Exemplos Finalidade

Surfactantes SDS, CHAPS e Extracdo integral de proteinas e solubilizacéo
Triton X-100 de proteinas pouco sollveis.

Agentes Redutores DTT e - Manter os residuos de cisteina reduzidos.
mercaptoetanol

Inibidores de protease PMSF, pepstatina e Inibir a protedlise dos aminodacidos serina,
leupeptina aspartico e cisteina respectivamente.

Agentes Caotropicos Uréia e tiouréia Quebrar as liga¢es dehidrogénio e interacdes

hidrofébicas. Evitar agregac@es indesejaveis e
formacéo de estrutura secundaria.

2.7. Revelacado de proteinas em gel de poliacrilamida

A revelacdo de proteinas em géis € frequentemente feita a base de coomassie
blue. Apos a eletroforese, 0s géis sdo imersos em fixador, a fim de imobilizar as
proteinas e a seguir corados com coomassie. Posteriormente, o corante é removido por
meio de lavagens do gel com a mesma solucéo fixadora, resultando em bandas azuis de
proteinas que contrastam com a transparéncia do gel [18, 31].

Coomassie é reagente apreciado para identificacdo de proteinas gracas a sua
intensa capacidade de coloracdo, sua distingdo entre proteinas e aminoacidos, sua
facilidade de manejo, elevada solubilidade em géis de poliacrilamida e agarose e
estabilidade em forma solida. A coloracdo azul é o resultado da reagdo entre a funcéo

sulfona de coomassie com a fungdo amina das proteinas [32, 33].

2.8.Tratamento de imagens

A importancia da eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE) é destacada em sua resolugéo, pois, devido as caracteristicas inerentes a técnica,
permite realizar separacdo eficiente com a obtencdo de gel bidimensional. Portanto, ha
possibilidade de se realizar estudos comparativos que podem facilitar a identificacdo de

candidatos a possiveis biomarcadores entre os spots dos géis. Nos estudos protedmicos,
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a identificacdo de diferencas quanto a expressdo de proteinas e a verificacdo de spots
NOVOoS ou ausentes séo as principais aplicagdes [34].

O principal problema desses estudos comparativos é a alta variacdo que existe
entre os géis. 1sso ocorre devido a variabilidade extrinseca de amostras biologicas e
outros fatores, como, por exemplo, 0 método empregado para a marcacgao das proteinas
no gel, o preparo da amostra, a quantidade de proteinas totais aplicada e um dos fatores
mais relevantes é a polimerizacdo do gel. No entanto, inUmeros fatores podem
influenciar nesta etapa: a temperatura em que ocorre a polimerizacdo, a pureza e
concentracdo dos reagentes, tempo de formacdo do polimero, e outros. Portanto, o
processo de comparacdo entre géis, que € realizada pela comparacdo das imagens dos
géis obtidas por registradores de imagens especificos, € um processo arduo, que exige
atencdo, paciéncia e, essencialmente cuidado experimental [35, 37].

Nos estudos de Eravci et al. [38] e Choe et al. [34] as analises demonstram que
variacdes quanto a expressao de proteinas no gel somente sdo consideradas relevantes se
alcancarem diferencas da ordem de 100% (2 vezes) ou superiores.

A literatura, em funcéo das dificuldades experimentais acima citadas, ainda ndo
apresenta claramente quanto deve ser a diferenca de expressdo entre spots de pares de
géis para que possa se garantir que, realmente, haja significativa variacdo entre as
expressdes de proteinas no gel [32-37]. Portanto, devem ser tomados cuidados
adicionais para realizar confiavel analise comparativa, como por exemplo, uniformidade

da densidade de fundo no gel, a qual deve ser baixa em relacéo a densidade dos spots.

2.9. Determinacdo da concentrago proteica

Muitos métodos, ao longo dos anos, tém sido propostos para a determinacao de
proteinas totais, mas ndo existe uma metodologia considerada de uso universal para
todos 0s meios. Os métodos mais utilizados sdo: Biureto [39], Lowry [40] e Bradford

[41]. A seguir sera descrito o principio de cada um dos métodos citados.

2.9.1. Método de Biureto

As origens do método do biureto podem ser tragcadas desde a proposta inicial de
Autenrieth, em 1915; posteriormente diversos autores propuseram modificagbes do
mesmo, sendo, atualmente, a proposta metodoldgica de Gornall [39] mais utilizada. O
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método se baseia na reacdo do reativo do biureto, que é constituido de uma mistura de
cobre e hidroxido de s6dio com um complexante que estabiliza o cobre em solucéo,
sendo o tartarato de sédio o recomendado por Gornall [39]. O cobre, em meio alcalino,
reage com proteinas formando um complexo quadrado planar com a ligacdo peptidica.
O produto de reacdo apresenta duas bandas de absor¢do, uma em 270 nm e outra em
540 nm. Apesar da banda na regido de 270 nm aumentar em seis vezes a sensibilidade
do método do biureto [42], a banda na regido de 540 nm é a mais utilizada para fins
analiticos, porque diversas substancias, normalmente presentes na maioria dos meios

analisados, absorvem na regido de 270 nm causando muita interferéncia no método.

2.9.2. Método de Lowry

O método que atualmente conhecemos como de Lowry [40], para a
determinacdo de proteinas totais, foi originalmente proposto por Wu [43], em 1922,
sendo esta a metodologia mais utilizada para a determinagdo de proteinas. O principio
do método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico,
(reagente Folin-Ciocalteau), que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na
presenca do catalisador cobre (II), e produz um composto com absor¢do maxima em
750 nm. Chou e Goldstein [44] e Legler [45] estudaram extensivamente 0 mecanismo
de reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau por proteinas, peptideos ou aminoacidos.
Estes autores [44,45] sugerem que esta reducdo ocorra diretamente através das cadeias
laterais de alguns aminoacidos (tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e histidina), que
contribuem com quatro elétrons, ou através da retirada de dois elétrons de cada unidade
tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, que é facilitada pela formacdo do quelato entre

o cobre (1) e peptideos/proteinas.

2.9.3. Método de Bradford

O método de Bradford [41] € uma técnica para a determinacdo de proteinas
totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Este método é
baseado na interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que
contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a

interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o
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deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve fortemente
em 595 nm [46].

3. DETECCAO E QUANTIFICACAO DE METAIS

3.1. Fundamentos de Espectrometria de Absor¢do Atdmica [47 — 56]

O principio fundamental da espectrometria de absorcdo atdmica consiste na
medida da absorcdo da intensidade da radiacdo eletromagnética proveniente de uma
fonte de radiacdo primaria emitida por atomos gasosos no estado fundamental. Suas
determinacOes utilizam a absorbancia como grandeza fisica e a Lei de Lambert-Beer
para determinacao das concentragdes.

A absorbancia é quantidade matematica que pode ser representado por:

I . . .
A= IOQ[TOJ’ e segue uma relacdo linear com a concentracdo, definida pela ”Lei de

Beer”, onde, |, a radiacdo inicial emitida em um determinado comprimento de onda e

| aradiacdo final emitida pelo decaimento.

A espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) é utilizada para determinacéo
quantitativa tanto de elementos metalicos e semimetélicos quanto de alguns elementos
ndo metalicos E aplicada a grande variedade de amostras, tais como, materiais
bioldgicos (tecidos e fluidos), ambientais (adguas, solos e sedimentos), alimentares,
geoldgicos e tecnoldgicos, entre outros. Dentre os tipos de atomizadores mais usados
em AAS estdo a chama e o forno de grafite. A espectrometria de absor¢éo atbmica com
chama (FAAS - Flame Atomic Absorption Spectrometry) é a técnica mais utilizada para
andlises elementares em niveis de mg/L, enquanto que a espectrometria de absorcao
atbmica com atomizacdo em forno de grafite (GFAAS - Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry) é utilizada para determinacdes de baixas concentragdes
(ug/L). Assim a GFAAS apresenta maior sensibilidade que o FAAS devido a maior
parte do analito ser introduzido no tubo de grafite e atomizada no caminho éptico, além
de condensar a nuvem atdbmica mais eficientemente por ser um sistema fechado,
enquanto que o FAAS é um sistema onde maior parte da amostra é descartada pelo
dreno do nebulizador (95%) e a parte da amostra que alcanca a chama é diluida pelos
gases desta, diminuindo sua sensibilidade. Outra vantagem na GFAAS quando
comparada com a FAAS é a pequena quantidade de amostra utilizada, da ordem de
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microlitros na GFAAS, enquanto que a FAAS trabalha com amostra de alguns
mililitros.

O atomo € composto de um nucleo rodeado por elétrons. Estes elétrons ocupam
posicBes nos orbitais em uma determinada ordem e com caminhos definidos. O “estado
fundamental” ¢ a distribuicio normal dos elétrons, onde, a energia mais baixa
corresponde a configuracdo eletrdnica estavel do atomo.

Quando os atomos se encontram no estado gasoso fundamental podem absorver
energia sofrendo alteragdes e passando para estado conhecido como “estado excitado”,
onde os elétrons mais externos (elétrons de valéncia) serdo promovidos para
configuracdes menos estaveis. A radiacdo absorvida para passar um determinado atomo
de seu estado fundamental para seu estado excitado corresponde a comprimentos de
ondas especificos caracteristicos de cada elemento que podem ser determinados pela

equacéo de Planck:

E=hc/A

Onde, (E) ¢ a energia para passar um atomo do seu estado fundamental para seu
estado excitado, (h) é a constante de Planck (h=6,62608x10>%); (c) ¢ a velocidade da luz
(C=2,99792X108ms'1) e (A) € o comprimento de onda.

Por ser instavel, o estado excitado do &tomo tende imediatamente e
espontaneamente a retornar para sua configuracdo no estado fundamental. Ao retornar
ao seu estado inicial a energia radiante equivalente a quantidade absorvida no processo
inicial de excitacdo serd emitida (1 ).

Como todos os elementos possuem estrutura eletronica Unica e o0 comprimento
de onda da luz emitida é propriedade individual de cada elemento, pode-se determinar
qualitativamente qual ¢ o elemento, como “impressao digital do elemento”, sendo assim
uma técnica que apresenta alta seletividade e relativamente poucas interferéncias.

A fracdo de atomos excitados em um determinado nivel de energia € uma fungéo
da temperatura e do comprimento de onda (Tabela 2) e é dada pela distribuicdo de

Boltzmann:

* * -AE/KT
N

:ge

No Jo
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Sendo, N* 0 niimero de 4tomos no estado excitado e N, 0 nimero de 4tomos no

estado fundamental; E é a energia especifica da excitacdo; K é a constante de

Boltzmann (k=1,38066x10% JK™) e T é a temperatura absoluta.

Tabela 2. Razdo N"/Ng e a dependéncia com a Temperatura e o comprimento de

onda.

Com isso, chega-se a lei de Lambet-Beer, relacionando a absorbancia (A) ou

Elemento  Energiade A (nm)  g/go N"/No
Excitacéo (eV) 3000 K 4000 K
2000 K
Zn 5,80 213,9 3 72910 55810"° 148107
Cu 2,93 4227 3 1,21107 3,6910° 6,0310*
Na 2,11 589,0 2 0,86 10* 5,8810"% 4,4410°
Cs 1,46 852,1 2 444 10* 7,2410° 298107

densidade 6ptica com o nimero de atomos no estado fundamental (N).

A_ log

®o (M) _0,43 NIk (A)

@y (A)

Onde, @y (M) € a poténcia radiante emitida, @y (A) é a poténcia radiante

transmitida em A; N é o numero de atomos livres na camada absorvedora; 1 é o

comprimento da camada absorvedora e k(A) € o coeficiente de absorcdo atbmica

espectral.

Os seis principais constituintes da espectrometria de absorcdo atbmica sdo: 1) a

fonte de radiacéo; 2) o sistema de introducdo de amostras; 3) o sistema de atomizacéo;

4) o monocromador; 5) o sistema de deteccdo e 6) a leitura. Estes componentes séo

conectados a sistemas computadorizados para o controle do equipamento e tratamento

dos dados.
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3.2. Espectrometria de Absorg¢éo Atdmica em Chama

Na espectrometria de absorcdo atdbmica em chama, o sistema de atomizacéo
consiste em um queimador no qual a mistura gasosa, normalmente ar/acetileno, sofre
ignicdo gerando a chama que é responsavel pela geracdo de atomos gasosos no estado
fundamental que irdo absorver a radiagdo de comprimento de onda caracteristico
proveniente da fonte de radiacdo dada pela lampada de catodo oco e, conseqiientemente,
a concentracao do elemento de interesse sera determinada.

No nebulizador, operando pela acdo de fluxo de gas comprimido, a solucdo da
amostra é aspirada do seu recipiente e nebulizada na forma aerossol (goticulas dispersas
em géas) por uma pérola de vidro em uma camara de nebulizacdo. Essa névoa formada é
direcionada ao queimador por arraste dado pela mistura dos gases combustivel e
oxidante. No ambiente da chama ocorre a evaporacdo do solvente das goticulas, etapa
denominada dessolvatacdo, produzindo em seguida, um aerossol seco (suspensdo de
particulas sélidas ou fundidas do soluto). Sob elevadas temperaturas da chama, ocorre a
volatilizacdo destas particulas e logo em seguida, a atomizacéo, isto €, a conversdo da
espécie volatilizada em atomos livres. Entdo, os atomos da nuvem atbmica que se
encontram no estado fundamental estdo aptos para absorverem a energia dada pela fonte
de radiacdo em um comprimento de onda especifico e assim, gerarem ions ou moléculas
no estado excitado.

Assim, por diferenca do que esta sendo emitido pela lampada de catodo oco e do
que estd sendo captado dessa radiacdo pela fotocélula do detector tem-se o quanto da
radiacdo foi absorvida pela nuvem atdmica e, portanto o equipamento, apos amplificar o
sinal e transformar o sinal térmico em sinal elétrico, fornece o resultado em absorbéancia
e a concentracdo, em mg L™. No entanto, salienta-se que isso somente é possivel se ja
tiver sido feita uma curva analitica, pois 0 equipamento é um comparador.

A Figura 8 mostra 0 esquema de um espectrometro de absorcdo atdmica com
chama e seus principais componentes, a Figura 9 mostra a representacdo do feixe de
radiacdo eletromagnética da fonte até o sistema detector e a Figura 10 mostra no

detalhe, a chama do espectrémetro.
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Figura 8. Espectrometro de Absorcdo Atdmica em Chama e seus componentes. (Fonte:
Krug, F.J. / CENA — USP)
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Figura 9. Representacdo do caminho da radiacdo eletromagnética. (Fonte: Krug,
F.J. / CENA - USP)

Pela ilustracdo acima, pode-se observar a radiacdo que chega até o sistema
detector com diminuicdo de intensidade | e a quantidade de radiagcéo absorvida pelos
atomos do analito na nuvem atémica e determinada pela comparagéo entre os valores de
I e lo. A diferenca de intensidade entre | e lo corresponde a concentracdo do analito

dentro da amostra.
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Figura 10. Chama do Espectrometro de Absor¢cdo Atdmica. (Foto SALEH, M. A. D.)

A chama tem a finalidade de transformar ions e moléculas em atomos no estado
fundamental. O tipo de chama mais utilizado em AAS é a mistura ar/acetileno, numa

proporcdo relativamente elevada de oxidante em relagdo ao combustivel (chama azul).

3.3. Espectrometria de Absorcdo Atdémica em Forno de Grafite

O conceito de atomizacdo eletrotérmica foi introduzido por L'vov em 1959,
tornando-se conhecida mundialmente a partir de 1961. Neste trabalho, a amostra era
depositada na superficie de um eletrodo movel de grafite e em seguida, introduzida em
um tubo de grafite revestido com uma folha de tantalo, o qual era aquecido
eletricamente. Este sistema possibilitava a atomizacdo da amostra numa Unica etapa,
fornecendo uma nuvem atdmica mais concentrada e, dessa maneira, uma melhor

sensibilidade era alcangada, com menor consumo da amostra.
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A técnica de espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacéo eletrotérmica
(ETAAS), apesar de ser geralmente monoelementar, é adequada para a determinacao de
baixas concentracdes de metais e semi-metais. Esta técnica apresenta alta sensibilidade,
uma vez que a aliquota da amostra colocada dentro de tubo de grafite (no forno) é
atomizada em um curto periodo de tempo, sendo o tempo de residéncia média dos

atomos no caminho dptico de aproximadamente um segundo (Figuras 11, 12, 13 e 14).

ia
Gas de em:hlmento

Cortesia VARIAN

Figura 11. Espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacdo eletrotérmica

em forno de grafite.
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Figura 12. Representagdo de corte de forno de grafite com aquecimento
longitudinal (Cortesia VARIAN).
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Figura 13. A seta vermelha indica o forno de grafite de aquecimento longitudinal
localizado no interior do eletrodo de grafite. (Foto SALEH, M. A. D.)

Figura 14. Modelos de Forno de Grafite (nas laterais: tubos de grafite piroliticos e ao
centro: tubo de grafite com plataforma integrada). Foto SALEH, M. A. D.
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Além disso, a técnica apresenta boa seletividade, requer pequenos volumes de
amostra e possui limites de deteccdo, para a maioria dos elementos, em concentragoes
daordemdeng L™ e pg L™

Na atomizacao eletrotérmica em forno de grafite, o solvente, acido ou a mistura
azeotropica da amostra é evaporada em temperaturas da ordem de 200-250°C, etapa
denominada de secagem (Figura 15).

Gas de

_/! protecao

Figura 15. Etapa de secagem da amostra no programa de aquecimento para
determinacédo de metais por GFAAS. (VARIAN)

Ap0s a etapa de secagem, a matéria organica e outros concomitantes da amostra
sdo incinerados em temperaturas da ordem de 450-1600°C, separando assim o analito
(metal, semi-metal) dos outros componentes da matriz sélida. Esta etapa do processo é

denominada de pirolise (Figura 16).

Gas de protecdo

Remocao da matriz

interferente sem
perda do analito
(450-1600°C)

Figura 16. Etapa de pir6lise da amostra no programa de aquecimento para
determinacéo de metais por GFAAS. (VARIAN)

Apbs a etapa de pirdlise, a corrente elétrica responsavel pelo aquecimento do
tubo de grafite aumenta rapidamente até uma amperagem que eleve a temperatura na

ordem 2000°C a 3.000°C, provocando a formagdo de uma nuvem atdmica dos analitos
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metalicos. Esta etapa é denominada de atomizacdo (Figura 17) e ocorre em um periodo
de milissegundos até segundos. Nesta etapa, a medida de absor¢éo da radiagdo é feita na
regido imediatamente acima da superficie do tubo.

Parada do gas

Parada do gas
de protecio

de protecio

1000 a 4000°C s

Toromizacsoi 1400-2600°C Nuvem atdmica

Figura 17. Etapa de atomizacdo da amostra no programa de aquecimento para
determinacédo de metais por GFAAS. (VARIAN)

Apobs a medida da absorbancia do analito é feita entdo, uma etapa de limpeza,
para remoc¢do de tracos do analito metalico evitando assim, o chamado “efeito de
memoria”. As etapas de secagem, pirdlise e limpeza sdo assistidas por uma corrente de
Argonio (fluxo de = 1 L min™) para remover os componentes da matriz volatilizados em
cada etapa. As quatro etapas envolvidas no processo de atomizagédo para determinacgéo
de um analito por GFAAS estdo sumarizadas no grafico da Figura 18.

Secagem
-=— Pirdlise
| | parada do gas de protecsio
-=— Atomizacso
= Limpeza
—— Resfriamento

O
o
e
=
F=
i
5
-

Tempo (s)

Figura 18. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizacdo de um

analito na espectrometria de absorcdo atdbmica em forno de grafite (GFAAS).
(VARIAN)

4. DIGESTAO TRIPTICA
A digestdo proteolitica é etapa critica no sequenciamento por espectrometria de
massas, pois sdo gerados os peptideos com massas molares dentro da faixa de massas

dos espectrometros, sendo essencial a fragmentacdo feita de maneira eficiente. A
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tripsina € 0 reagente mais utilizado nos experimentos de seqlienciamento por
espectrometria de massas por ter custo de producdo relativamente baixo, com 0 mesmo
potencial de outras enzimas utilizadas, por possuir alta atividade proteolitica, produzir
peptideos pequenos (na faixa de 600 a 2500 Da) e poder ser covalentemente modificada,
de modo a minimizar os processos de autodigestdo ou autolise [57].

A tripsina cliva as ligagdes peptidicas de proteinas apds os grupos carbonila dos
residuos de lisina (K) e arginina (R), exceto quando estas ligaces sdo com residuos de
prolina (P), ou seja, ligacbes K-P ou R-P [57, 58].

Existem dois tipos de digestdo proteolitica: em gel ou em solugdo. A digestdo
em gel é assim chamada porque a proteina é processada e digerida enquanto esta contida
em um spot de gel de poliacrilamida. Ja a digestdo em solucédo é aplicada em proteinas
ou mistura de proteinas que estdo presentes na solucdo do extrato proteico sem a
utilizacdo da separacdo eletroforética [59].

Na maioria das aplicacbes protebmicas, a digestdo é feita mais adequadamente
pelo tratamento da proteina em um spot de gel 2D-PAGE. Ao utilizar a digestdo em gel,
é possivel estabelecer relacdo direta entre as observacdes feitas pelos experimentos
eletroforéticos e os peptideos digeridos [58, 59]. Para a analise por espectrometria de
massas, a mistura de peptideos obtida pela digestdo triptica € misturada com solucao de
matriz. Esta matriz é utilizada para proteger os peptideos de uma possivel fragmentacéo,

causada pela incidéncia direta do feixe do laser [59].

5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas tem se tornado ferramenta essencial na quimica de
proteinas moderna, devido ndo apenas a sua sensibilidade, mas também ao contedo
total de informacdes fornecido por esta técnica. Os espectrometros de massas podem ser
utilizados tanto para a simples determinacdo da massa molar de um polipeptidio, quanto
para a determinacdo da sequéncia de aminoacidos, identificacdo de novos
biomarcadores, interacGes proteina-proteina e caracterizacdo de modificacdes pos-
traducionais [60, 61].

Os espectrometros de massas consistem em uma fonte de ions, um analisador de
massas, um detector de fons e uma unidade de aquisicdo de dados. E instrumento

analitico capaz de converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-las de
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acordo com a sua razdo massa/carga (m/z), utilizando campos eletromagnéticos para
isso. As técnicas de ionizacdo mais empregadas em analise de proteinas sdo a MALDI
(ionizacao por desorcao a laser assistida por matriz) e a ESI (ionizacao por electrospray)
e 0s tipos basicos de analisadores de massas sdo o ion trap (IT), o quadrupolo (Q) e o
tempo de voo (TOF) [62].

Na identificacdo de proteinas, dois diferentes métodos de ionizagdo da amostra
sdo comumente empregados. A MALDI-TOF MS (Espectrometria de massas por tempo
de voo com ionizacdo por desorcdo a laser assistida por matriz) é empregada na
obtenc¢do da “impressdo digital” (fingerprint) de peptideos e proteinas e ESI MS MS
(Espectrometria de massas em sequéncia com ionizacdo por electrospray), é utilizada na

elucidacédo da sequéncia peptidica e identificacdo da proteina correspondente [62, 63].

5.1. ESI MS MS

Desde seu surgimento, a ESI MS MS tornou-se uma das técnicas analiticas mais
poderosas e amplamente utilizadas. Dentre as vantagens da ESI MS MS incluem alta
sensibilidade e seletividade, facilidade de uso e consumo reduzido de amostra. Uma
ampla variedade de substancias pode ser analisada, incluindo proteinas, &cidos
nucléicos, e até mesmo complexos metalicos, desde que sejam ibnicos ou apresentem
sitios acidos ou basicos [64].

O processo electrospray pode ser descrito com relativa simplicidade. A producéo
de ions essencialmente, dois passos: dispersdo de gotas altamente carregadas, quase a
pressdo atmosferica, seguida por condi¢cdes que permitam a evaporacdo da gota.
Envolve a formacdo de um spray eletrolitico, que gera pequenas gotas carregadas e
destas s&o liberados os fons. E necessaria uma fonte de alta tensdo (1,0 a 7,0 kV) que
esteja em contato com a solugdo contendo os eletroliticos. Esta solucdo € bombeada
através de um microcapilar (d.i. 50 a 100 um) com velocidade de fluxo da ordem de 1 a
20 pL/min ou menores. Quando um potencial positivo € aplicado na solugdo, os ions
positivos tendem a se afastar para uma regido menos positiva, isto é, em direcdo ao
contra-eletrodo. Conforme a densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico
formado entre o capilar e o eletrodo aumenta provocando deformacao na gota que esta
presa na ponta do capilar. A gota ganha forma de cone e permanece “presa” ao capilar

até o momento em que a densidade de carga na superficie da gota e 0 aumento da
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repulsdo entre os ions vencam a tensdo superficial, ocorrendo liberagdo de pequenas
gotas com alta densidade de carga. Como resultado final, os ions tornam-se
completamente dessolvatados. Pode-se presumir que a ESI envolve apenas o
rompimento gradual de interacbes ndo covalentes, principalmente a remocdo de
moléculas de solventes [65-67]. A Figura 19 ilustra o processo que acontece em uma
fonte ESI.

gota Contra-eletrodo

Ponta do Cone de

capilar Taylor multiplamente

carregada
Explosio +t+
Dessolvatagdo 4+, ~Coulombica + ot *
+ {‘3
+5+ \
€ Limite de
Moléculas Rayleigh fons
do analito do analito

(h) (dy

Figura 19. llustracdo do processo de formacdo de ions numa fonte de

electrospray [64].

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

polipeptidios possam ser analisados sem que haja sua decomposicéao [61].
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Com base na revisao literaria apresentada, objetivou-se, com o presente trabalho

“PERFIL METALOPROTEOMICO DE AMOSTRAS DE MUSCULO DE
TILAPIA DO NILO”

a) Identificacdo e caracterizacdo de metaloproteinas presentes em amostras
de tecido muscular de tilapia do Nilo visando contribuir com estudos da fisiologia e

nutricdo desse espécie de peixe;
b) Desenvolver e  validar  métodos  analiticos  visando 0
fracionamento/separagdo de proteinas por eletroforese 2D-PAGE de amostras de tecido

muscular de tilapia do Nilo;

c) Identificar e quantificar por FAAS e GFAAS a presenca de Calcio,
Cobre, Ferro, Manganés e Zinco nos spots proteicos;

d) Caracterizar as proteinas presentes nos spots nos quais foram
identificados a presenca de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn por ESI MS MS;

O trabalho foi redigido de acordo com a revista Microchimica Acta
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Resumo

O trabalho avaliou o perfil metaloprotedmico de amostras de tecido muscular de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Métodos eletroforéticos em segunda dimenséo
(2D PAGE) foram utilizados no fracionamento das proteinas e na identificacdo por
andlise de imagens obtidas nos géis de poliacrilamida. Foi feito mapeamento de célcio,
cobre, ferro, manganés e zinco nos spots proteicos por Absor¢do Atdmica usando o
modulo chama (FAAS) e forno de grafite (GFAAS). As proteinas dos spots nos quais
foram identificados a presenca de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn foram caracterizadas por
Espectrometria de Massas (ESI MS MS). Em média foram detectados 620 spots por gel,
com desvio padrdo de 11,3 e correlagdo média de 73% entre os géis. As determinagoes
por FAAS/GFAAS indicaram a presenca de calcio em todos os spots, cobre em 2 spots,
ferro em um Unico spot, manganés em 6 spots, e zinco em 3 spots. Dos 18 spots
preoteicos nos quais foram identificados a presenca dos ions metélicos, 11 foram
caracterizados por ESI MS MS, proteinas podem ser candidatas a biomarcadoras de Ca,
Cu, Fe, Mn e Zn.

Palavras-chaves: Metaloproteinas, ESI MS MS, 2D-PAGE



39

Abstract

The study evaluated the metalon protemic profile samples of muscle tissue of
Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Methods for second dimension electrophoresis (2D
PAGE) has been used in the fractionation of proteins and identification by analysis of
images obtained in polyacrylamide gels. Mapping of calcium, copper, iron, manganese
and zinc in protein spots was done by Atomic Absorption using the module calls flame
(FAAS) and graphite furnace (GFAAS). Were characterized by mass spectrometry (ESI
MS MS) the protein spots were identified in which the presence of Ca, Cu, Fe, Mn and
Zn. On average 620 spots per gel, with a standard deviation of 11.3 and average
correlation of 73 % between the gels were detected. Determination by FAAS / GFAAS
indicated the presence of all the spots calcium, copper in two spots of a single spot iron,
manganese in 6 spots in 3 spots zinc. The 18 spots preoteicos in which the presence of
metal ions have been identified, 11 were characterized by ESI MS MS proteins may be

candidates for biomarkers Ca, Cu, Fe , Mn and Zn.

Keywords: Metalloproteins ESI MS MS, 2D-PAGE
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1. Introducéo

H& consenso sobre a importancia de ions metdlicos como componentes
estruturais e funcionais de peixes. Do ponto de vista estrutural o calcio, cobre, ferro,
manganés e zinco estdo presentes em metalotioneinas e, do ponto de vista funcional, o
papel catalisador destes ions sobre os sistemas enzimaticos [1].

Embora os ions metélicos constituam pequena proporcdo do tecido corporal
(4%), sdo essenciais como componentes estruturais e funcionais em muitos processos
vitais. No aspecto funcional, destaca-se seu papel catalisador nos sistemas enzimaticos,
através da ligacdo desses ions a substratos, orientando assim a reacéo; e a mediagdo nas
reacOes de Oxido-reducdo, por meio de mudangas reversiveis no estado de oxidacdo do
ion metalico. No aspecto estrutural, destaca-se o papel como integrantes de compostos
organicos, tais como o ferro na hemoglobina, iodo na tiroxina, cobalto na vitamina B12
e enxofre na tiamina e biotina; estabilizando essas biomoléculas pela neutralizagdo e/ou
protecdo de cargas negativas.

Existem fun¢des nas quais o balanco de ions é importante para a formacdo dos
0ss0s; para a quantidade e a relacdo entre calcio e fosforo; para a atividade muscular; e
para a relagdo entre calcio e potassio no fluido extracelular. Os eletrolitos, dos quais 0s
sais de sddio e potassio sdo 0s mais importantes, representam os principais fatores no
controle osmético do metabolismo da agua [2,3].

Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas e enzimas requerem
a presenca de um ion metalico para realizar atividade bioldgica. Esses ions sdo
responsaveis por muitos processos como: conversdao de energia na fotossintese e
respiracdo; expressao e regulacdo génica; ligacdo a um substrato e ativagdo do mesmo;
transporte e armazenamento; além de processos cataliticos [4]. As metaloproteinas sdo
consideradas diferentes das proteinas metal ligantes. A primeira caracteriza-se pela alta
afinidade da interacdo metal-proteina, enquanto que na segunda a interacdo metal-
proteina é de baixa afinidade, com isso essa ligacéo é facilmente quebrada [5-7].

O estudo da metaldmica nos organismos vivos fornece informacdes sobre como
um ion metalico esta distribuido e coordenado as proteinas; sua essencialidade e/ou
toxicidade; como também, a concentracdo individual da espécie metélica, contribuindo
para 0 melhor entendimento dos aspectos fisioldgicos e funcionais dessas biomoléculas
[8,9].
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O presente trabalho teve como objetivos a obtencao do proteoma de amostras de
musculo de tilapia do Nilo por meio do fracionamento das proteinas por 2D PAGE, o
mapeamento quantitatido por espectrometria atbmica dos ions calcio, cobre, ferro,
manganés e zinco nos spots proteicos e a carcterizacdo dos spots nos quais foram

identificafdos os ions metalicos estudados por ESI MS MS.

2. Parte Experimental

A determinacdo do teor total de proteinas nas amostras de masculo foi feita para
se obter a massa protéica a ser aplicada nos géis das corridas eletroforéticas por 2D-
PAGE, considerando a concentracdo do gel. Com base nesses resultados foi aplicada em
cada fita, contendo gel pré-fabricado para IEF, 1,5 pug.uL™ de proteina solubilizada
numa solucéo contendo uréia a 7 mol.L™, tiouréia a 2 mol.L™, CHAPS a 2% (m/v),
anfélitos de pH 3 a 10 a 0,5% (v/v), azul de bromofenol a 0,002% e 2,8 mg de DTT.

Na eletroforese 2D-PAGE cada mancha no gel, ou mais comumente denominado
“spot” que possivelmente representa moléculas de uma Unica proteina [10-12]. Todas as
corridas eletroforéticas dos extratos das amostras de musculo foram feitas em triplicata.
Andlises de correlagdes € a contagem do niimero de ““spots” também foram feitas entre

as repeticdes dos géis.

2.1. Alocacdo dos peixes e elaboracéo das dietas

Os animais provenientes do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP), Campus de Jaboticabal, SP foram trazidos até o Laboratorio de
Nutricdo de Organismos Aquaticos (AquaNutri) UNESP Campus de Botucatu -
Lageado, SP.

Foram utilizados cinco aquarios de 250 L e cinco peixes foram alojados em cada
aquario. Esses aquarios fazem parte de um sistema de recirculacdo de agua, dotado de
filtragem mecénica e biofiltro. A aeragdo foi mantida por soprador de ar. Nesse sistema,
a temperatura da agua foi controlada eletronicamente, tendo sido ajustada para 27+1 °C.

Os animais utilizados foram adultos de tilapia do Nilo, com peso médio
individual de 250 g, mantidos em gaiolas e alimentados com dieta extrusada formuladas

de modo a apresentarem 32% de proteina digestivel e 3400 kcal de energia digestivel
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[13]. Estas dietas apresentaram 1,0% de aminoacidos sulfurados, 1,6% de lisina, 4% de
fibra bruta, 6% de extrato etéreo, 1,4% de Ca e 0,5% de fosforo disponivel [14,15].

Os animais foram alimentados manualmente, até saciedade aparente, segundo o
seguinte protocolo: as 8h:00, as 11h:00, as 15h:00 e as 18h:00. Esse experimento
percorreu um tempo de 45 dias, sendo 15 dias de adaptacdo e 30 dias para que
ganhassem o peso adequado para o abate.

2.2. Coleta de amostras

Ap0s esse periodo os peixes de cada aquario foram eutanaziados, com solugéo
de benzocaina (100 mg L™) para retirada das amostras de musculo. As amostras foram
entdo transferidas para frascos de polipropileno de 15 mL e armazenadas a -80 °C.
Antes dos procedimentos analiticos, obteve-se um pool das amostras, (1g do pool de
filé: 1mL de &gua deionizada) e apds maceradas com auxilio de almofariz e pistilo. Em
seguida, os extratos de musculo contendo as proteinas foram centrifugados em
ultracentrifuga refrigerada (BioAgency) a 13.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Nos
extratos proteicos obtidos foram feitas a quantificacdo de proteina total e,

posteriormente, as corridas eletroforéticas [16, 17].

2.3. Preparacao das amostras para eletroforese

Para quantificacdo do contedo proteico nas amostras procedeu-se a precipitacao
das proteinas utilizando-se solucdo gelada de acetona 80% (v/v) na proporcéo de 1:4
(amostra:acetona). A precipitacdo foi conduzida durante duas horas a 20°C, garantindo
que a precipitagdo ocorresse de maneira quantitativa. Em seguida, o precipitado proteico
foi centrifugado a 10.000 rpm em ultracentrifuga refrigerada (BioAgency) por 10
minutos e o sobrenadante retirado. Esse precipitado proteico foi lavado mais duas vezes
com a solugéo de acetona gelada utilizada para a precipitagéo.

Apbds, o precipitado proteico foi ressolubilizado em tampéo ja descrito, sendo
uma parte utilizada para a quantificagdo do teor total de proteinas utilizando-se o Kit 2D

Quant GE Healthcare, e a outra parte utilizada nas corridas eletroforeéticas [18].
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2.4. Determinacdo da concentrago proteica

A concentracdo de proteinas totais na amostra de musculo foi determinada com
0 2-D Quant Kit - GE Healthcare [19]. Curvas analiticas de calibracdo foram feitas de
acordo com as instrucdes do manual do kit e as leituras usando 480 nm como

comprimento de onda no espectrofotdmetro.

2.5. Separac0es eletroforéticas

Antes do inicio das separacdes eletroforéticas volumes 250 uL dos extratos
proteicos de musculo (obtidos pela ressolubilizacdo da massa de proteina precipitada
com acetona) foram aplicadas em fitas para focalizacdo isoelétrica de 13 cm, que
continham o gel pré-preparado com os anfélitos imobilizados de pH 3 a 10. Essas fitas
foram colocadas em um aparato, sobre o qual permaneceram por 12 horas, a
temperatura ambiente, para serem rehidratadas com o extrato proteico. Além do extrato
proteico foram adicionados cerca de 900 pL de 6leo mineral sobre essas fitas. Apds este
periodo, a fita rehidratada foi levada ao sistema para focalizacdo isoelétrica para corrida
em primeira dimensdo da eletroforese bi-dimensional, utilizando a seguinte
programacao de tensdo: Etapa 1 = 500 V, com acumulo de 500 Vh; Etapa 2 = 1.000 V,
com acumulo de 800 Vh; Etapa 3 = 10.000 V, com acumulo de 11.300 Vh; Etapa 4 =
10.000 V, com acumulo de 3.000 Vh.

O programa de separacdo em primeira dimensao durou em média 4,5 h. Apds o
término da focalizacdo isoelétrica, a fita com as proteinas separadas em funcgéo do pl,
foi equilibrada em duas etapas. Na primeira etapa, utilizou-se 10 mL de solucédo
contendo uréia 6 mol.L™, SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol.L™,
azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 1% (m/v). Esta etapa denominada reducgéo tem
a finalidade de manter as proteinas nas formas reduzidas. Na segunda etapa utilizou-se
uma solucdo de composicédo similar, porém, substituindo-se o DTT por iodoacetamida
2,5% (m/v). Esta etapa é denominada alquilacdo e sua finalidade ¢é alquilar os grupos
tidis das proteinas, prevenindo que sejam reoxidadas durante o processo eletroforético.
Cada etapa durou 15 min e foram realizadas sob baixa agitagdo em mesa agitadora [18].

Ap0s a etapa de equilibrio das fitas realizou-se a segunda dimensao do processo
eletroforético (SDS-PAGE). A fita de proteinas de musculo foi aplicada em gel de
poliacrilamida 12,5% previamente preparado em placa de vidro com dimensdes
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180x160x1,5mm. Os géis de poliacrilamida foram preparados a partir das seguintes
solugdes: Acrilamida, N,N’-metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano,
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), N.N’,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED), Acido
Cloridrico e Persulfato de Aménio. Colocou-se sobre o gel de poliacrilamida, ao lado da
fita, um pedaco de papel de filtro, ao qual foi aplicado 10 pL de padrao de massa molar
contendo as proteinas 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-lactoalbumina
(14,4 kDa). A fita e o papel de filtro foram vedados com solugdo quente de agarose
0,5% (m/v) em tampdo adequado, de modo a garantir o contato destes com o gel de
poliacrilamida. Em seguida, a corrida eletroforética em segunda dimenséo foi efetuada
em sistema para eletroforese 2D-PAGE, em duas etapas, utilizando a seguinte
programacdo: Tensdo (V) — Etapa 1 = 90, Etapa 2 = 250; Corrente elétrica (mA) — Etapa
1 =25, Etapa 2 = 25; Poténcia (W) — Etapa 1 = 100, Etapa 2 = 100; Tempo (h) — Etapa
1=0,5, Etapa 2 = 3.

Apds o periodo de corrida (aproximadamente 3,5 h) as proteinas foram fixadas
durante 1 h, empregando-se solucdo contendo acido acético 10% (v/v) e etanol 40%
(v/v) e reveladas empregando-se o corante Coomassie coloidal, que consiste em uma
solucdo de sulfato de aménio 8% (m/v), acido fosfoérico 1,6% (v/v), azul de coomassie
G-250 0,08% (m/v) e metanol 25% (v/v). O corante ficou em contato com o gel durante
72 h e depois foi removido por sucessivas lavagens com agua ultrapura. Os géis obtidos,
feitos em triplicatas, foram escaneados em Scanner GE Healthcare. As imagens
escaneadas foram analisadas para se obter a correlagé@o entre as repetices de geéis, bem
como a contagem de “spots” dos mesmos, utilizando o programa ImageMaster platinum
7.0.

2.6. Mineralizacéo dos spots para deteccao dos elementos
Os spots proteicos obtidos nas corridas eletroforéticas foram mineralizadas

utilizando-se o procedimento ja descrito na literatura [20-23].
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2.7. Mapeamento de Ca, Fe e Zn por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com
chama (FAAS)

O Mapeamento de Ca, Fe e Zn por Espectrometria de Absor¢do Atémica com
chama (FAAS) foi feito utilizando-se solugdo padrdo Titrisol MERCK no preparo da
curva de calibracdo. As condicdes operacionais e utilizadas foram as descritas no
manual do fabricante do equipamento (COOKBOOK, SHIMADZU AA - 6800, 2000)

[24] e constam na Tabela 1.

Tabela 1. Parametro utilizado no ajuste do FAAS - SHIMADZU AA-6800, para
0 mapeamento de Ca, Fe e Zn.

Elementos Ca Fe Zn
Corrente da lampada 3 Ma 6 Ma 6 mA
Estequiometria da Oxidante Oxidante Oxidante
chama Ar-Acet Ar-Acet Ar-Acet
Fenda 0,5 nm 0,5 nm 0,50 nm
Comprimento de onda 324,7 nm 248,3 nm 213,9 nm
Fluxo de gas 0,70 L min™ 0,70 L min™ 0,70 L min™
Combustivel

2.7.1. Solucgbes padrdes para as curvas analiticas de Ca, Fe e Zn

Solucdes padréo aquoso misto de Ca, Fe e Zn em meio de HCI 0,10 mol L™ e 10
g L de lantanio, utilizadas na construcéo das curvas analiticas, foram preparadas a
partir da diluicdo de padrdes Titrisol (Merck) contendo 1000 mg L™ dos analitos. As
faixas 6timas de concentracdo das curvas analiticas foram as sugeridas no manual do
equipamento [24]. Para cada curva analitica preparou-se um branco contendo todos os
componentes das solugdes padrdo menos o analito de interesse, por exemplo: Branco da
Curva Analitica do Célcio — HCI 0,10 mol L™ + 10 g L™ de lantanio + 6mg L™ de Fe +
1 mg L™ de Zn, para determinages feitas pelo modulo de chama. As determinagdes de
Cu e Mn foram feitas por GFAAS, néo foi utilizado nesse caso solugdo padrédo misto e

sim padrdes individuais desses elementos.
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2.8. Mapeamento de Cu e Mn por espectrometria de absorcédo atbmica em forno
de grafite (GFAAS)

Nas determinacGes de cobre e manganés utilizou-se espectrdmetro de absorcéo
atdbmica SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor de absorcdo de fundo
com lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com
plataforma integrada e amostrador automatico ASC-6400. Foi utilizada lampada de
catodo oco de cobre e manganés SHIMADZU, operada com 12 mA de corrente. O
comprimento de onda utilizado foi de 324,7 nm para o cobre e 279,5 nm para o
manganés, a resolugdo espectral utilizada foi de 0,5 nm. Argdnio foi utilizado como gés
inerte, mantendo-se fluxo constante de 0,30 L min™ durante todo o programa de
aquecimento, exceto na etapa de atomizacao, na qual o fluxo de géas foi interrompido.

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

2.8.1. Procedimentos analiticos

Apobs a etapa de preparo das amostras, um volume de 10 uL de amostra foi
injetado para dentro do tubo de grafite pela micro pipeta do autoamostrador. As medidas
foram feitas com trés repeticdes. No programa de aquecimento do tubo de grafite,
inicialmente fixou-se a temperatura de atomizagao (Ta), variando-se a temperatura de
pirdlise (Tp) em intervalos de 100 °C. Depois de fixada a Tp 6tima, variou-se a Ta nos
mesmos intervalos. O programa de aquecimento utilizado nesses estudos encontra-se
descrito na Tabela 2 e em todas as medidas foi utilizado nitrato de paladdio como

modificador quimico [21, 24]

Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado na otimizacéo das temperaturas de

pirdlise e atomizacdo de cobre e manganés.

Temperatura Estagios Fluxo de Argbnio
Etapas (°C) _ (L min™)
Rampa Aguecimento
) (s)

Secagem 90 10 0 0,30
Secagem 150 10 5 0,30
Secagem 250 10 5 0,30
Pirolise* 10 20 0,30

Atomizacao* 1 5 0 (leitura)
Limpeza 2800 5 0 0,30

*Variavel
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2.8.2. SolucBes padrdes para as curvas analiticas de Cu e Mn

Solucdes padrdo aquosas, contendo 0,01 mol L™ de 4cido cloridrico suprapuro,
0,50 % de Triton - X 100 e 10 mg L™ de Pd(Il) preparadas por diluicdo de solucdo
estoque contendo 250 pg L™ de cobre e/ou manganés, foi utilizada no preparo de curva

analitica na faixa de concentrago de 1a 10 pg L™.

2.9. Digestao triptica dos spots proteicos para caracterizacdo por ESI - MS

Os spots proteicos foram extraidos dos géis utilizando-se bisturi, sendo cortados
em segmentos de aproximadamente 1 mm?®. Os seguimentos foram transferidos para
microtubos de 2 mL contendo acido acético 1% e mantidos em geladeira até 0s passos
subsequentes, descritos no Boletim Técnico da Waters, que se resume em 4 etapas: a)
remocdo do corante; b) reducdo e alquilacdo; c) digestdo triptica das proteinas; d)
eluicdo dos peptideos.

2.10. Caracterizacao das proteinas por ESI - MS

As aliquotas das solucGes contendo os peptideos foram analisadas para obtencéo
dos espectros de massas utilizando Plataforma UPLC em espectrdmetro de massa com
fonte ionizacdo por ESI e analisador de massas hibrido Xevo G2 Q-TOF (Waters,
Milford, MA, EUA), acoplado com sistema nanoAcquity Ultra Performance LC
(Waters, Milford, MA, EUA). A identificacdo das proteinas foi feita por meio de busca
em banco de dados Uniprot (www.uniprot.org).

3. Resultados e Discussdo

3.1. Determinacéo da concentracdo de proteinas nas amostras

O resultado indicou que o extrato das proteinas da amostras de musculo contém
14,28 mg.mL™.

3.2. Otimizacao das separac0es eletroforéticas

Os géis do extrato das amostras de musculo apresentaram boa resolucdo. Isso
demonstra que a separacdo de proteinas ocorreu de forma eficiente. Observou-se grande
namero de spots proteicos, espalhados em todos os géis, com alguns mais intensos com

pl entre 6 e 9 e massa molar em torno de 70,0 a 45,0 kDa. Devido a grande
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concentracdo de proteinas nessa regido optou-se por trabalhar com as partes inferiores
dos géis onde os spots mostraram-se mais bem definidos. Para isso os spots foram
recortados, mineralizados e posteriormente foram feitas as leituras por espectrometria
atdbmica (FAAS e GFAAS) para a deteccdo de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn. A analise de
correlacdo entre os géis (Tabela 3) obtidos demonstrou que 73,5% dos spots proteicos
estavam presentes nos quatro géis das amostras de tecido muscular. Além disso, 0
nimero médio de spots encontrados nos géis foi de 620 e apresentaram desvio padrdo
relativamente menor que 10%, o que é considerado muito bom no fracionamento de
proteinas por 2D-PAGE [1].

Tabela 3. Analise de correlacdo entre os geis de musculo Tilapia (Oreochromis

noloticus).
N° de Media + Desvio Padrao Correlacdo média entre 0s
Gel .
spots (N° de spots) geéis
A 604
B 619
620+11,3 73,5%
C 628
D 628
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3.3. Spots Proteicos

Abaixo (Figura 1) apresentam-se os spots que foram mapeados durante essa
etapa do trabalho. Na tabela 4 apresentam-se a Massa Molar (kDa) e o Ponto Isoelétrico
e a identificacdo de Calcio, Cobre, Ferro, Manganés e Zinco, sendo apresentada a sua

proporcao.

pl

20,1

14,4=>

e - £ : "
Figura 1. Gel de poliacrilamida 12,5% de musculo de Tilapia do Nilo com spots

proteicos que foram identificados por ESI MS MS. (Representativo de 36 géis)
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Tabela 4. Massa molar (Mm), ponto isoelétrico (pl) e concentragdo de Calcio,

Cobre, Ferro, Manganés e Zinco nos spots proteicos obtidos por 2D-PAGE do tecido

muscular de Tilapia.

Spot Massa Molar Ca Cu Fe Mn Zn
Proteico (Mm) Pl (ppm) (ppb) (ppm) (ppb) (ppm)
(kDa)
4 17,2 3,74 2,7 - - - 4.6
5 11,8 3,98 7,4 - - - 6,7
7 14,7 460 17,1 - - - 72
8 24.1 427 10,3 - - - -
10 25,9 458 124 - - 4.4 -
12 20,3 5,22 7,4 - - 5,8 -
13 30,8 572 7,0 - ; 4.9 ]
21 25,6 5,88 5,6 - - 4,1 -
22 25,6 6,27 11,7 - - 32 -
23 25,5 6,42 153 - - 41 -
35 23,1 955 33,23 - - - -
36 24,9 945 12,1 - - - -
38 31,4 937 167 27 ; ] ]
39 31,0 912 210 - - - -
40 31,0 9,01 35,8 0,01 - - -
41 31,6 749 30,0 - - - -
42 28,8 717 196 - ; ] ]
44 25,2 7,50 2,6 - 0,06 - -

3.4. Caracterizacgéo dos spots proteicos por ESI MS MS

18 spots foram caracterizados identificando-se 11 proteinas [25-29].

Na analise de caracterizacdo de spots proteicos, encontrou-se mais de uma

proteina na busca no banco de dados [30]. No entanto, foi assumido uma condigédo de

compromisso no fechamento da classe de proteina, considerando o maior score e/ou

cobertura e, principalmente os dados de massa molar e pl obtidos por 2D-PAGE

(experimental) em relagdo a massa molar tedrica obtidas no banco de dados Uniprot

(www.uniprot.org). A Tabela 5 apresenta os dados de caracterizacdo obtidos na analise

por ESI MS MS como a provavel proteina identificada com base nas condicdes

descritas acima. E posteriormente foi descrita de acordo com os dados do Uniprot cada

proteina identificada.


http://www.uniprot.org/

51

Tabela 5. Proteinas identificadas utilizando espectrometria de massas para amostras de tecido Muscular de Tildpia do Nilo (Oreochromis

niloticus)
Spot i pl/MM(kDa) MM(kDa) MM(kDa) PI i )
Proteina Acesso Score ) o o Cobertura (%) Peptideos seqiienciados
Gel experimental massas tedrica  tedrico
. . 3.74/17.2 9.35 5.83
4 Surfeit locus protein 1 (Fragment) SURF1_TAKRU 9.2809 28.3 27.366 ' ' GQVEGEMEVVGVVR
5 Parvalbumin-2 PRV2_DANRE  454.7477 3.98/11.8 12,253  11.622 4.46 24.77 LFLQNFSASAR
. . 4.60/
7 Hemoglobin subunit alpha-B HBAB_SERQU 144.5561 147 16.549 15.948 9.58 5.56 VALALAER
YGYTHLSSGDLLR
8 Adenylate kinase isoenzyme 1 KAD1_CYPCA 168.1528 4.27/24.1 22.550 21.498 18.56 GELVPLDTVLDMIK
GYLIDGYPR
AGFEDYVEGLR
VAYNQIADIMR
Myosin light chain 1_ skeletal VEFSADQIEDYR
10 uscle isoform MLE1_LIZRA 2597.485 4.58/25.9 20.582 20.067 4.54 36.02 LLGNPSADDMTNK
EGNGTVMGAELR
EAFGLFDR
VAYNQIADIMR
Nucleoside diphosphate kinase B 5.22/ TFIAIKPDGVQR
12 NDKB_MERBI 425.2751 15.225 14.407 5.38 22.66
(Fragments) 20.3 MMLGETNPADSKPGSIR
) ) TNVSEAVANSVR
13 Triosephosphate isomerase B TPISB_DANRE 412.9113 5.72/30.8 28.391 26.828 6.45 4.84
LDEREAGITEK
21 Adenylate kinase isoenzyme 1 KAD1 CYPCA 775.5877 5.88/25.6 22.550 21.489 6.64 4.12 QLQAIMQK
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22

Adenylate kinase isoenzyme 1

KAD1_CYPCA

108.0555

6.27/25.6

22.550

21.489

6.64

7.22 GELVPLDTVLDMIK

23

Adenylate kinase isoenzyme 1

KAD1_CYPCA

605.4806

6.42/25.5

22.550

21.489

6.64

QLQAIMQK
13.4 GIVR
AEVASGSER
ADVSK

35

L-lactate dehydrogenase A

LDHA...

154.2966

9.55/23.1

37.761

36.183

6.67

VIGSGTNLDSAR
6.34 VVVVTAGAR
LSGFPR
VVTAGAR

36

Homeobox protein HMX3-B

HMX3B_ORYLA

95.4789

9.45/24.9

33.624

32.606

6.42

LGDLSLPR
8.97 SLPR
NLLNIEDKPTKPK
QLAAELEAANMSHAAAQR

38

Whnt inhibitory factor 1

WIF1_DANRE

216.1721

9.46/31.4

45.925

41.312

8.45

SPSVAAAK
AQQR
AVCEPSCGAHGTCVEPNR
ANCSTTCLNGGTCFHPGK
EAPETSQPSETNYVV

10.85

39

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase

G3P_DANRE

144.2367

9.12/31.0

37.362

35.784

8.19

10.21 VPTPNVSVVDLTVR
LVIDGHAITVYSERDPANIK

40

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase

G3P_DANRE

696.6146

9.01/31.0

37.362

35.784

8.19

8.41 VPTPNVSVVDLTVR
LVTWYDNEFGYSNR

41

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase

G3P_DANRE

877.7529

7.49/31.6

37.362

35.784

8.19

VPTPNVSVVDLTVR
TVDGPSGK
LTGMAFR

8.71
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42

Triosephosphate isomerase B

TPISB_DANRE

3548.266

7.17/28.8

28.391

26.828

TNVSEAVANSVR
6.45 20.56 GAFTGEISPAMIK
FIADNVKDWSK

VVLAYEPVWAIGTGK

44

Adenylate kinase isoenzyme 1

KAD1_CYPCA

7975.43

7.50/25.2

22.550

21.489

YGYTHLSSGDLLR
GYLIDGYPR
QLQAIMQK
AEVASGSER
GIVR
GQTSGRSDDNEETIK
MQK

6.64 29.9
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Spot 4 Surfeit locus protein 1 (Fragment) é uma proteina de baixa massa molar,
que tem localizacdo subcelular (Membrana Interna da Mitocdndria) e esta relacionada a
biogénese do complexo COX. A Parvalbumin, encontrada no spot 5, uma proteina de
baixa massa molar (11-12 kDa), apresenta as isoformas parvalbumin-2, parvalbumin
alfa e parvalbumin beta, todas as trés isoformas normalmente se ligam a ions calcio.
Essa proteina esta diretamente envolvida em processos de relaxamento muscular apés
ocorréncia de contracdo. Essa proteina é basicamente formada por sequéncias peptidicas
que contém serina e alanina — aminoacidos que apresentam estruturas com grupos
carboxilicos, amino e hidroxila, suscetiveis a complexacdo de ions metélicos divalentes,
principalmente célcio e magnésio [31].

A metaloproteina Hemoglobin subunit beta (spot 7) esta envolvida no transporte
de oxigénio a partir das branquias para os varios tecidos periféricos no caso de peixes.
Essa proteina apresenta o grupo ‘heme’ que ¢ responsavel pelo complexagdo especifica
do fon Fe®* configurando como um cofator metalico [32]. Nos spots 8, 21, 22, 23 e 44
foi identificada a Adenylate kinase isoenzyme 1 proteina de baixa massa molar (22kDa)
que se localiza no citoplasma celular e tem a funcdo de catalisar a transferéncia
reversivel do grupo fosfato terminal do ATP e entre AMP. Também exibe ampla
atividade como nucleosideo difosfato quinase. Desempenha papel importante na
homeostase de energia celular e no metabolismo de nucleotideos de adenina.

Myosin light chain 1_ skeletal muscle isoform encontrada no spot 10 é proteina
com massa molar de 20kDa e pl de 4.5, a miosina é um hexamero de duas cadeias
pesadas e de quatro cadeias leves. A Nucleoside diphosphate kinase B (Fragments) é
metaloproteina cujo co-fator € o0 Magnésio. Tem grande papel na sintese de ATP e de
outros trifosfatos de nucleosideos. E encontrada no citoplasma celular e membranas
celulares.

A proteina Triosephosphate isomerase B identificada nos spots 12 e 42 possui
massa molar de 28kDa e pl de aproximadamente 6.0, realiza atividade catalitica (D-
gliceraldeido-3-fosfato = fosfato glycerone); gliconeogénese; degrada carboidratos;
glicolise; D-gliceraldeido 3-fosfato a partir de fosfato glycerone. No spot 35
indentificou-se a L-lactate dehydrogenase A possui atividade catalitica: (S)-lactato +

NAD (+) = piruvato + NADH. Realizando a Fermentacdo; fermentacdo piruvato a
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lactato, (S)-lactato de piruvato. Se localiza no citoplasma celular. JA no spot 36
encontramos a Homeobox protein HMX3-B proteina com fator de transcri¢do
envolvidos na especificacdo de tipos de células neuronais e necesséarias para a orelha
interna, e o desenvolvimento hipotalamo, provavelmente esta relacionada a linha lateral
do peixe.

O spot 38 encontrou-se Wnt inhibitory factor 1 que se liga a proteinas WNT e
inibe suas atividades. Podem estar envolvidos na segmentacdo mesoderme. E por fim
nos spots 39, 40 e 41 a Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase de massa molar
aproximadamente de 31kDa, todos esses spots estdo ligados ao Célcio e um deles ao
Cobre. Essa proteina possui a fungdo tanto de desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato
e de atividades nitrosilase, desempenhando assim um papel na glicolise e em fungdes

nucleares, respectivamente.

4. Conclusdes

A eletroforese 2D-PAGE possibilita a obtencdo do proteoma de amostras de
musculo de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). A correlacdo média obtida nas
repeticdes dos géis mostra que os procedimentos de extracdo das proteinas foram
eficientes, preservando a estrutura metal-proteina, permitindo o mapeamento e a
quantificacdo de célcio, cobre, ferro, manganés e zinco nos spots proteicos desses
elementos por FAAS e/ou GFAAS. A anélise dos spots proteicos, nos quais foram
identificados a presenca dos ions metalicos estudados por ESI MS MS, permitiu a
caracterizacdo de 11 proteinas que podem ser candidatas a biomarcadores célcio, cobre,
ferro, manganés e zinco. O estudo metaloproteémico desenvolvido traz contribuicfes
significativas para elucidagdo do proteoma e metaloma da tilapia do Nilo, o que é de
fundamental para estudos da &rea de fisiologia, genética e nutricdo dessa espécie de

peixe.
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IMPLICACOES

A metaldmica cresce como um novo campo de investigacdo que integra estudos
de espécies metalicas com estudos de macromoléculas, mais especificamente as
proteinas. O aprimoramento de métodos analiticos que permitem a investigacao segura
das metaloproteinas, principalmente em relacdo aos macros e microminerais que Sao
fundamental importancia para que essas biomoléculas realizem as suas atividades
bioldgicas. O presente trabalho contribui ndo apenas aprimorando as técnicas ja
conhecidas pelo grupo, mas também iniciou uma nova fase de estudos que € a
caracterizacdo de cada spot proteico dessa espécie de peixe. Permitindo assim conhecer
inicialmente algumas proteinas presentes no musculo de tilapia do Nilo e também

descrever suas funcoes fisiologicas.



	OLE_LINK7
	OLE_LINK8

