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Introducé&o |

Devido a importancia que as metaloproteinas
exercem sobre as atividades biolégicas dos seres
vivos, a area cientifica denominada metalémica foi
proposta recentemente e permitiu a integracdo de
estudos tradicionalmente analiticos com estudos

inorganicos e bioquimicos." O estudo das
metaloproteinas presentes no sangue e em
diferentes tecidos de peixes poderd trazer

informacdes importantes para as areas de fisiologia,
genética e nutricdo desses animais.™ Com base no
exposto, no presente trabalho sdo apresentados
resultados  preliminares obtidos no estudo
metaloprotedmico de amostras de tecido muscular
de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) utilizando
eletroforese bidimensional (2D-PAGE),
espectrometria de fluorescéncia de raios-X com
radiacdo sincrotron (SR XRF) e espectrometria de
absorcéo atébmica (FAAS).

Resultados e Discusséo |

Amostras de musculo em um pool de
aproximadamente 1 g foram maceradas em 1 mL de
agua ultra-pura, com auxilio de almofariz e pistilo.
Posteriormente, as proteinas presentes no extrato
foram precipitadas com acetona na propor¢éo 1:4
(m/v). O precipitado foi solubilizado em tampéo
especifico e aplicado em fitas de IEF com gel pré-
fabricado com anfélitos imobilizados (pH 3 a 10).
Depois de hidratadas por 12 h, as fitas foram
levadas ao sistema de IEF para corrida em primeira
dimensdo. ApOs essa etapa, as fitas foram
equilibradas em tampéo especifico por 15 minutos e
aplicadas em géis de poliacrilamida a 12,5% (m/v)
juntamente com padres de massa molar, para
corrida em segunda dimensdo. Ao término das
etapas de separacdes, os spots protéicos foram
fixados no gel e corados com Coomassie Blue. Em
seguida, os spots foram recortados do gel, secos
com lampada infravermelha e analisados por SR
XRF para determinacdo qualitativa de calcio.
Finalmente, os spots protéicos que apresentaram
célcio foram mineralizados para determinacao
quantitativa por FAAS.*?

A andlise por SR XRF detectou calcio em oito
spots protéicos, com massas molares de 11 a 60
kDa e com pl entre 4,7 e 9,6. As concentracdes de
célcio determinadas nos  spots  protéicos
apresentaram valores de 1,1 a 5,5 mg g~ . Essas
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concentragdes de célcio nos spots proteicos foram
convertidas para numero de atomos por molécula de
proteina, considerando a massa de proteina em
cada spot e as respectivas massas molares. Os
resultados obtidos nesses calculos estdo
sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Estimativa do numero de &tomos de calcio
ligados as proteinas dos spots protéicos do pool de
amostras de musculo de tilapia do Nilo.

Moléculas Atomos de

Mm Spot p e
(kDa) Protellgas CaI%o
(10™) (10™)

23,8 3,54 3,40
35,1 5,32 5,17
40,6 3,26 6,41
56,6 1,38 2,75
14,6 7,92 15,60
14,3 8,90 17,40
58,3 1,65 3,24
11,2 9,14 9,32

Conclusodes

A utlizacdo da 2D-PAGE na investigacdo de
proteinas de tilapia do Nilo possibiltou o
fracionamento dessas macromoléculas para
posterior determinagdo de célcio por SR XRF e
FAAS. Os resultados obtidos nessas determinacdes
permitiram estimar que as proteinas dos spots
protéicos apresentam propor¢cdes de um a dois
atomos de calcio por molécula de proteina,
indicando assim, que podem ser metaloproteinas ou
proteinas de metal ligante.
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