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1. Introducao

Peixes sdo reconhecidos como animais bioindicadores, ou seja, € possivel identificar as
interagOes entre eles e possiveis agentes contaminantes e também mensurar efeitos sub-letais
que podem ser causados por tais agentes. Por esse motivo peixes sdo muito uteis na avaliagcdo
da contaminacido dos locais em que estdo presentes e como bioindicadores sdo 6timos
modelos para andlises que envolvem bioquimica e fisiologia. Além disso, sua excre¢do biliar
pode ser utilizada como matriz de estudo por também ser um biomarcador de contaminac¢io
ambiental [1]. As técnicas protedmicas podem identificar proteinas alteradas apds exposicdo
ambiental a poluentes que podem vir a ser utilizadas como biomarcadores novos. Estas
proteinas sdo biomarcadores mais abrangentes, pois ndo ¢ necessdrio nenhum conhecimento
prévio a respeito de sua relacio com o mecanismo téxico dos poluentes, e, ao serem
validadas, elas podem até ser de importancia em estabelecer tais mecanismos [2]. Por diversas
razdes, peixes sdo Uteis na avaliacdo de contaminacio presente no ambiente e sua excregio
biliar oferece uma maneira de analisar diversos contaminantes em organismos aquaticos [3,4].
Portanto, é de interesse estudar esta matriz para verificacio da possibilidade de uso da mesma
como bioindicadora de contaminacio ambiental em certos casos. Com relacdo a proteinas e
metaloproteinas, ainda existem poucos estudos sobre peixes em geral. Alguns estudos
indicam a presenca de metaloproteinas de matriz (MMPs) em diversos tecidos de peixes. Esta
metaloproteinas sdo um grupo de endopeptidases ligadas a fons Ca(Il) ou Zn(Il) [5] capazes
de degradar vérios componentes da matriz extracelular e ji foram descobertas em uma
variedade de espécies incluindo plantas, diversos invertebrados e muitos vertebrados
superiores [6] e apesar de estarem localizadas em muitos tecidos a fun¢do que exercem no
organismo, em muitos casos, ainda nao foi elucidada [7].

2. Objetivos

O objetivo deste projeto é obter o perfil protéico e, mais especificamente, de
metaloproteinas na bilis de duas espécies de peixes comercialmente importantes do estado do
Rio de Janeiro, de locais ndo contaminados (Itaipu, Niter6i e Silva Jardim, respectivamente) e
compara-los com o perfil de metaloproteinas e proteinas de individuos das mesmas espécies
proveniente de locais contaminados (Praia de Ipiranga e Lagoa Rodrigo de Freitas,
respectivamente). Assim, iremos caracterizar através de estudos protedmicos a matriz bilis de
peixe com intuito de identificar possiveis biomarcadores de contaminagdo ambiental.

3. Metodologia

A obtencdo da matriz foi realizada abrindo-se o peixe pelo poro urogenital e retirando a
vesicula biliar por completo, e, em seguida, por intermédio de uma seringa descartdvel de 3
mL, removendo a bilis. Esta matriz foi armazenada em eppendorfs estéreis a -80° C até
andlise. A localizagdo da vesicula biliar estd ilustrada na figura 1.
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Figura 1 — Localiza¢@o da vesicula biliar

3.1. Limpeza da amostra

Ap6s os testes iniciais realizados no inicio do projeto, com relacdo a purificacdo e
limpeza das amostras biliares, verificou-se que o melhor protocolo de limpeza foi sonicacdo
por 5 minutos, seguido de centrifugacdo a 16.000 x g por 15 min. Apés transferéncia do
sobrenadante para outros tubos, foi realizada a deslipidificagdo das amostras, seguida de
dessalinizacdo por gel-filtracdo usando colunas Sephadex G-25 (GE Healthcare) com corte de
massa molecular em 5 kDa. Os resultados foram adequados para anélises por eletroforese uni-
e bi-dimensional, e portanto, todas as amostras foram tratadas desta forma.

3.2. Dosagem protéica

Apés os testes iniciais realizados no inicio do projeto, comparando quatro métodos
diferentes de dosagem protéica (o método do Biureto, do Lowry modificado por Peterson e o
kit comercial da GE Healthcare modificado para microplaca), verificou-se que o método mais
adequado é a dosagem através do Kit da GE Healthcare ® adaptado para leitor de microplaca,
com leitura em comprimento de onda de 480 nm.

3.3. Eletroforese e Zimografias

A eletroforese em gel de poliacrilamida, em uma dimensao, foi utilizada inicialmente
para a separagdo de proteinas apenas de acordo com seu peso molecular.

Os principios basicos da eletroforese sao: todas as proteinas possuem carga negativa e
positiva, e para todas correrem em um gel, de forma uniforme, sem que haja choques entre
moléculas de cargas opostas, adiciona-se Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), que desnatura-as e
se liga a elas atribuindo-lhes carga negativa. O gel pode ser composto ou por um gel de
empilhamento em conjunto com um gel de corrida, ou apenas por um gel de corrida,
dependendo se a corrida eletroforética for uni- ou bi-dimensional, respectivamente. A
primeira separa as proteinas apenas por peso molecular, e a segunda por pH e peso molecular.
O gel é formado por um polimero (poliacrilamida) e atua como uma rede capaz de prender as
proteinas. As mais pesadas ficam presas em cima enquanto as menores € menos pesadas
encontraram facilidade para passar por entre os poros e ficando presas embaixo.
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Os passos iniciais do projeto tiveram testes preliminares com géis apenas uni-
dimensionais, para separar as proteinas de acordo com o seu peso molecular e obter um perfil
protéico vertical. Na segunda etapa a eletroforese bidimensional foi a mais utilizada.

Para a eletroforese bidimensional, amostras individuais de bilis de T. rendalli e M. liza
foram, apds clean-up, solubilizadas em tampéo de reidratacio contendo uréia 8M, CHAPS 2%
(p/v), DTT 1%, azul de bromofenol 0, 002%, e tampao IPG 1,0% (na faixa de pH usada) e
azul de bromofenol 0,002% (p/v). As amostras foram levadas para reidratacdo passiva, em
bandeja especifica, em fitas de focalizagdo isoelétrica Immobiline Dry Strips (GE
Healthcare®) por 10-20 hs.. Para as primeiras visualiza¢des das amostras foram usadas fitas
de faixa de pH 3-10. A focalizacdo isoelétrica foi realizada em equipamento Ettan IPGPhor 3
(GE Healthcare®). Apds a focalizagdo isoelétrica, as fitas eram incubadas sob agitacdo
branda em tampao de equilibrio (Uréia 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v) e Tris-HCI
0,05 M, pH 8,8) por 2 x 15 min, a primeira com DTT (1% p/v) por 20 minutos para reducio
das proteinas, e a segunda com iodoacetamida (3% p/v) para alquilagdo. Apds este
procedimento, as fitas eram transferidas para um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%,
seladas com agarose 0,5% (p/v) e submetidas a separacdo na segunda dimensdo no sistema
vertical Ruby SE600 da GE Healthcare®. O programa de corrida consistiu em uma primeira
etapa de 10mA/gel por 15 minutos, para migracdo lenta e, portanto, mais eficiente, das
proteinas da fita para o gel, e entdo uma segunda etapa de 40mA/gel por aproximadamente 2
hs ou até o marcador azul chegar a 1 mm do final do gel.

Como os primeiros resultados demonstraram que o método de coloragdo por Coomassie
Brilliant Blue G-250 ndo € o ideal para as amostras de bilis, por serem amostras muito
diluidas, passou-se a utilizar a coloracdo por prata, mais sensivel, como descrito por
Heukeshoven e Dernick [8], com pequenas modificagdes.

O protocolo consiste na fixagdo do gel de poliacrilamida em uma solug¢do de etanol,
acido acético e 4dgua, por 1 hora ou até 24 horas. Apds esta etapa, sensibiliza-se o gel em uma
solugdo de Etanol, Tiosulfato Sédio 5%, Acetato de Sédio e dgua por 1 hora ou até 24 horas.
Em seguida, lava-se o gel 2 vezes por 1 minuto, e se impregna o gel em uma solugdo de
nitrato de prata 2,5% por 1 hora. A revelacdo do gel é feita com uma solug@o de Carbonato de
sodio, que dura de 4 a 6 minutos, e entdo se para a reacdo das proteinas com o nitrato de prata
utilizando uma solu¢do de EDTA por mais 1 hora. Em seguida preserva-se o gel em uma
solugdo de etanol e glicerol.

Em seguida foram realizadas zimografias, uma técnica que consiste, resumidamente,
em acrescentar ao gel de corrida um substrato que certas proteases sdo capazes de digerir
estando em condicdes 6timas de temperatura, quantidade e pH. Continuou-se com testes de
zimografia com substrato de gelatina, e iniciou-se testes com géis com substrato de caseina.
Géis de poliacrilamida de 12,5% contendo 0,5 % de caseina como substrato foram preparados
de acordo com o protocolo de Troeberg e Nagase (Troeberg e Nagase, 2003). As amostras
foram separadas em condi¢des ndo-redutoras em um tampdo de solubilizagdo de amostra
composto de Tris-HCI, pH 6,8 0,5 M, SDS 10% and Bromophenol Blue 0,1%. Apds a corrida
eletroforética os géis foram lavados 4 vezes por 15 minutos cada vez em Triton X-100 2,5%,
para remover o SDS e renaturar as proteinas. Foram entdo rapidamente rinsados e dgua ultra-
pura e incubados overnight a 37° C em um tampao contendo Tris pH 7,4 50 mM, CaCl,.2H20
S mM e ZnCl, 1 pM. Apds a incubagio os géis foram corados com Coomassie Blue G-250 e
descorados em solucdo 30% methanol, 10% acido acético. As dreas de atividade enzimaética
foram visualizadas como areas claras sobre um fundo escuro. Diferentes tempos de incubagio
foram testados em triplicata para cada espécie.

Ap6s as corridas eletroforéticas os géis foram scaneados em um scanner especifico, o
ImageScanner II (GE Healtchare, Upspsalla, Sweden), com o densitdmetro operando em
resolucdo de 300 dpi. O software de andlise de imagem Image-Master 2D Platinum 6.0
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Sowftare (Genebio, Geneva, Switzerland) foi utilizado para as andlises dos géis sua apOs
coloracdo.

3.4. Testes com inibidores de proteases nas zimografias

Utilizou-se o método comparativo para avaliar se as proteases presentes na bilis de
determinada espécie e de determinado local eram as mesmas presentes na outra espécie.
Testes com diferentes inibidores de classes especificas de proteases foram realizados,
incubando os géis em Transepoxisuccinil-L-leucilamido-L-guanidinobutano (E-64) (20 uM),
1,10 fenantrolina (10 uM), Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (20 uM) e Fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) (1 uM). Ao término da zimografia e sua incubacdo com os
diferentes inibidores, os géis sdo corados como descrito acima.

4. Resultados e discussao

A eletroforese bidimensional foi adequada para separacdo das proteinas presentes em
amostras de bilis de M. liza. As amostras de T. rendalli degradaram por serem expostas a
repetidos ciclos de congelamento e descongelamento, portanto ainda ndo puderam ser
analisadas. O perfil protéico mostra grande quantidade de proteinas (aproximadamente 500
proteinas por amostra), espalhadas por pH 3-10, porém com maior abundéncia de proteinas
em pH 4-7, e em peso molecular entre 50 e 100 kDa, aproximadamente (fig. 2). Andlises por
software de imagem sugerem que peixes de local contaminado apresentam diferengas com
relacdo a diversas proteinas.

Os testes com os inibidores de proteases na zimografia de gelatina confirmaram que as
bandas protéicas eram realmente correspondentes a metaloproteinas, pois quando os
inibidores especificos para metaloproteinas (EDTA e 1,10-fenantrolina) foram utilizados a
maior parte das bandas desapareceram e o gel ficou com uma coloragdo completamente azul.
Por outro lado, quando foram utilizados os inibidores de cisteino e serino proteases (E-64 e
PMSF, respectivamente) ndo houve supressio de bandas e o gel continuou exibindo o mesmo
perfil de digestdo enzimatica sobre um fundo azul. Ao final, a anélise das zimografias revelou
diferencas com relacdo as metaloproteinas existentes nas diferentes espécies e também entre
peixes de mesma espécie porém vindos de locais diferentes.

Com relagdo a zimografia de gelatina, foi verificada a existéncia de diversas bandas de
digestdo do substrato de caseina, e consegiu-se determinar, através de testes com inibidores
especificos, que familia de proteases existem nas bilis de tainhas e tildpias. Os ensaios
confirmaram a natureza litica das bandas protéicas e a atividade gelatinolitica, pois inibidores
especificos de MMPs excluiram a presenca de atividades devido a serino- ou cisteino-
proteases. Algumas bandas de baixo peso-molecular ndo foram afetadas por estes inibidores,
e, portanto, ndo foram consideradas metaloproteases (fig. 3). Na zimografia por caseina os
resultados foram semelhantes, porém foi verificada apresenca também de serino-proteases. As
bandas protéicas principais da bilis de tainhas corresponderam aos pesos moleculares
aproximados de 200, 136, 43, 36, 34, 29, 23 e 14 kDa, e na bilis de tildpia nos pesos
moleculares aproximados de 179, 97, 79, 61, 54, 45, 36, 33 e 21 kDa (fig. 4). Foi observada a
prevaléncia de bandas liticas de alto peso molecular na bilis de tainhas, em comparag¢do com a
bilis de tilapias.
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Figura 2. Perfil protéico de amostra de bilis de M. liza.
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Figura 3. Perfil das metaloproteinas. Tainhas: 1A, 2A, 3A/; Tildpias: 1B, 2B, 3B.
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Figura 4. Resultados dos testes de inibicdo



Departamento de Quimica

5. Conclusoes

O sucesso das separacdes eletroforéticas das proteinas presentes em bilis de peixe
permitiu uma andlise mais detalhada desta matriz, com relagdo a quantidade de proteinas e
seus perfil eletroforético. As zimografias conduzidas também tiveram sucesso, indicando que
existem proteases com preferéncia por substratos diferentes, pertencendo a familia das MMP
e de outras metaloproteases. Resultados preliminares sugerem que as proteinas presentes na
bilis de peixes tém grande potencial para se tornarem novos bioindicadores de contaminagdo
ambiental, pois as andlises conduzidas demonstraram diferencas entre proteinas da bilis de
peixes de locais contaminado e controle, porém mais estudos devem ser conduzidos. Andlises
de expressdo comparativa serdo o proximo passo para identificar possiveis biomarcadores de
contamina¢@o ambiental.
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