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Introducao |

Estima-se que aproximadamente 40% de todas as
proteinas dos organismos vivos necessitam de um
metal/metaldide para apresentar atividade biolégica
[1]. Dentre os elementos que apresentam forte
ligacdo as proteinas, mais freqlentemente, estao os
metais de transicdo, como ferro, cobre, zinco,
cobalto e como metaldide destaca-se o selénio. [1].
O selénio é um micronutriente presente nos tecidos
do corpo. Estudos quali-quantitativos do selénio em
proteinas do sangue e dos tecidos dos organismos
vivos sdo importantes em relagdo a concentragcédo
relativa desse elemento para manter a atividade da
glutationa peroxidase em vérios tecidos [1,2]. Com
base no exposto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar selénio em spots protéicos de
amostras de plasma de tildpia do Nilo, separadas
por 2D PAGE, utilizando SRXRF e GFAAS.

As amostras de plasma foram separadas do
sangue por centrifugacdo em centrifuga refrigerada
e tratadas com kits para remoc¢do de albumina.
Posteriormente as proteinas presentes na amostra
foram precipitadas com acetona na proporcédo 1:4.
Os precipitados foram solubilizados em tampao
especifico, aplicados em fitas de IOF com gel pré-
fabricado com anfdlitos imobilizados (pH 4 a 7).
Depois de hidratadas por 12 h as fitas foram
levadas ao sistema de IOF para corrida em primeira
dimensdo. Apé6s essa etapa, as fitas foram
equilibradas em tampé&o especifico por 15 minutos e
aplicadas em géis de poliacrilamida a 10% m/v
juntamente com padres de massa molar, para
corrida em segunda dimensdo. Ao término das
etapas de separacdes (feitas em triplicata), os spots
protéicos foram fixados no gel e corados com
Coomassie Blue. Em seguida, os spots foram
recortados do gel e secos com lampada
infravermelha para analise do selénio por SRXRF.
Finalmente, os spots que apresentaram selénio
foram mineralizados em forno de microondas para
quantificacdo do analito por GFAAS.

Resultados e Discussao \

A anadlise dos espectros de fluorescéncia obtidos
por SRXRF indicaram selénio em trés spots
protéicos com massas molares de 30,14; 49,18
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e 65,82 kDa e pontos isoelétricos igual a 6,82; 6,56
e 5,96 respectivamente. Nesse spots também foram
detectados a presenca de enxofre, 0 que sugere
gue essas proteinas apresentam cadeias laterais
com grupos tidis (base mole), que apresentam
grande afinidade por acidos moles, como no caso, o
selénio na forma R-Se’ [3]. Os valores das
concentragbes de selénio estdo sumarizados na
Tabela 1. Esses dados permitiram estimar a
porcentagem de moléculas de proteinas contento
selénio e o nimero de atomos desse elemento por
spot protéico, resultados também apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo de selénio nos spots
protéicos, estimativa da porcentagem de proteina
contendo selénio e nimero de atomos de selénio
por spot protéico.

Spot Se Moléculas de Atomos de Se
(kDa)  mgg!  Proteinas (%) (10")
30,14 4,15 190 1,80
49,18 3,74 370 3,50
65,82 0,72 315 2,90

Conclusodes

Os resultados obtidos nas determinaces de
selénio por SRXRF e GFAAS permitem inferir que
0s spots protéicos de massa molar 30,14, 49,18 e
65,82 apresentam de 1 a 2 e de 3 a 4 4&tomos de
selénio por molécula de proteina, respectivamente.
Dessa forma, pode-se sugerir que esses spots
protéicos sdo metaloproteinas ou proteinas de
metal ligante.
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