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RESUMO

VIDA, A. C. F. A eletroforese capilar para a separacao das metalotioneinas da
cianobactéria (Synechococcus PCC 7942) e de mamiferos. 2011. 72 p.
Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

Metalotioneinas (MTs) sado proteinas de baixa massa molecular, que tem como
principal fungéo a regulagéo dos niveis de metais nos organismos. A caracterizacao
das MTs da cianobactéria Synechococcus PCC 7942 por eletroforese capilar foi feita
em comparagao com os padrées comerciais de MTs de rim de cavalo e de figado de
coelho. As MTs de mamiferos apresentam diferentes arranjos moleculares,
classificadas em isoformas. Na aplicacdo da eletroforese capilar como metodologia
analitica para a otimizacdo da separacao das isoformas existentes, foram
investigados a influéncia da composicao da solucdo eletrolitica, variacbes da
voltagem, comprimento do capilar e diametro interno do capilar. Os perfis
eletroforéticos das misturas das MTs purificadas a partir de rim de cavalo e figado de
coelho comparados com a de cianobactéria mostraram uma diferenciagdo no tempo
de migragao. Para a separacgao foram testados eletrélitos tais como fosfato, borato e
TRIS-HCI, sendo que os melhores resultados foram obtidos com o tampéao TRIS-HCI
(70 mM, pH 8,2) com adicdo de 5% de metanol. A separagao eletroforética foi
testada em capilares de silica fundida de 75 e 25 ym d.i., comprimento de 40, 50 e
60 cm. As solu¢des das amostras em volume de 327 nL foram introduzidas por
injecao hidrodinamica. As diferengas de potencial testadas foram de 10, 15, 20 e 25
kV. As melhores condicdes de separacao foram atingidas empregado TRIS-HCI com
5% metanol como solugéo eletrolitica, em capilar de 60 cm e diferenca de potencial
de 20 kV o que estabilizou a corrente de separacdo em 42 pA. Os resultados
mostraram que a eletroforese capilar mostrou-se eficiente para separacado das MTs
de mamifero e da Synechococcus devido as diferencas de carga e tamanho das

moléculas.

Palavras-chave: Metalotioneinas de cianobacteria. Metalotioneinas de mamiferos.
Separacao por eletroforese capilar.



ABSTRACT

VIDA, A. C. F. Capillary electrophoresis for the separation of cyanobacterial
metallothionein (Synechococcus PCC 7942) and mammals. 2011. 72 p.
Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

Metallothioneins (MTs) are low molecular weight proteins, which main functions are
the regulation of metals levels in the body and detoxification. The capillary
electrophoresis (CE) characterization of MT from Synechococcus cyanobacteria was
attained by comparison with commercial standards of horse kidney and rabbit liver
MTs. The influence of electrolyte, such as phosphate, borate and TRIS-HCI buffers
on the separation performance were tested. Also, parameters such as voltage
potential, capillary length and capillary inner diameter were investigated to attain
optimized separation of mammal and Synechococcus MTs. The electrophoretic
profiles of MTs revealed four abundant metallothionein isoforms for the horse kidney
sample, one for rabbit liver MTIl and two for cyanobacteria Synechococcus. The
separation by CE of horse and cyanobacteria MTs mixtures differentiated two sets of
signals, the first with four peaks corresponding to the horse sample and the last to
Synechococcus. The mixture of rabbit liver MT and cyanobacteria MTs presented a
first peak for rabbit MTII and a second for cyanobacteria. Tests were performed trying
phosphate, borate and TRIS-HCI buffers, however the best results were attained with
TRIS-HCI buffer (70 mM, pH 8.2) with addition of 5% methanol. Different capillary
lengths of 40, 50 and 60 cm and two internal diameters of 75 and 25um were tested.
Also, voltages of 10, 15, 20 and 25 kV were studied. The best experimental
conditions were attained using a 60 cm long capillary, TRIS-HCI plus 5% methanol
as electrolyte, the application of 20 kV which allowed maintaining a separation
current of 42 yA. Results demonstrated that capillary electrophoresis was efficient for
separation of MTs of mammals from that of Synechoccocus due their differences on

size to charge.

Keywords: Mammal metallothioneins. Cyanobacteria metallothioneins. Capillary
electrophoresis separation.
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1.  INTRODUCAO

Metalotioneinas (MTs) sdo proteinas com baixa massa molecular (5-7 kDa) e
foram descobertas em 1957, a partir de sua extragdo do cortex de rim de cavalo.
Essas proteinas tém sido estudadas em uma grande variedade de organismos, tais
como procariotos, plantas, invertebrados e vertebrados. A importante funcéo
biol6gica € a homeostase de metais no organismos devido a sua alta afinidade aos
ions metalicos.

As metalotioneinas de vertebrados séo ricas em cisteinas, caracterizadas por
vinte residuos de tidis, justapostos aos residuos de lisina e arginina, arranjados em
dois grupos, denominados de a e 3 dominios. Um mol de metalotioneina liga-se a 7
mols de ions metalicos divalentes. Naturalmente estes compostos ocorrem nos
mamiferos devido a presenca de zinco necessaria para as funcodes fisiologicas.
Entretanto, a sua formacao é induzida pela presenca de outros metais como por
exemplo, Cu, Cd e Hg. Em mamiferos, essas proteinas podem ser reservatorios de
zinco e cobre para sintese de apoenzimas e reguladores de transcricdo. A presenca
das MTs nos rins e figado dos mamiferos tem sido relacionada principalmente com
acao detoxificadora.

Diferentemente das MTs de mamiferos, as de cianobactérias do género
Synechococcus possuem essencialmente a funcao dupla, de detoxificacdo e de
garantir e regular o nivel de zinco na célula, uma vez que o zinco € essencial para a
ativagdo de enzimas fundamentais, na fotossintese, tais como as carbénico-
anidrases (BLINDAUER, 2008). Em estrutura, diferem-se das metalotioneinas de
mamiferos, uma vez que o0s metais encontram-se também em dois residuos de
histidinas. Estes residuos de histidina ou imidazoles, garantem a ligacdo do Zn
necessaria para sua fisiologia (BLINDAUER, 2001).

Para maior compreensdo das fungdes biolégicas das metalotioneinas,
diferentes metodologias analiticas de separacao, identificacdo e quantificacdo
dessas espécies tém sido empregadas. As estruturas de MTs de invertebrados e
vertebrados tém sido determinadas por técnicas de ressonancia magnética nuclear
(NMR) (WUTHRICH, 1991). As técnicas de separacao descritas para a deteccao das
metalotioneinas sao a eletroforese capilar (CE), eletroforese em gel e cromatografia
liquida (LC) (ALVAREZ-LLAMAS, 2003). A detec¢cdo molecular € comumente
realizada por espectrofotometria UV embora também descrita por espectrometria de
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massas com ionizacao por eletrospray (ESI-MS) (COLE, 1997). A deteccdo dos
metais associados nas MTs tem sido efetuada por espectrometria de emissao 6tica
com fonte de plasma (ICP-OES) e a espectrometria de massas com fonte de plasma
(ICP-MS) (PRANGE; SCHAUMLOFFEL, 2002).

A eletroforese capilar tem sido eficientemente aplicada na separacao de
moléculas de baixo peso molecular, tais como peptideos e proteinas pelas
diferencas entre carga e tamanho. No caso as MTs de mamiferos apresentam
estrutura molecular e carga diferentes das MT de Synechoccocus (WITTRISCH,
1997; BLINDAUER, 2007) o que valida o estudo da aplicacéo da eletroforese capilar
para caracterizar e separar estas MTs, bem como avaliar a possibilidade de

evidenciar isoformas da MT Synechococcus.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Cianobactérias

As cianobactérias sao procariotos fotossintetizantes e formam um grupo
amplamente diverso (STANIER, 1977). O género Synechococcus compde um grupo
de cianobactérias unicelulares e com divisdo binaria dentro da ordem Chrooccales.
As cianobactérias possuem uma histéria evolutiva de adaptagcdo as mudangas na
composicao de metais nos ambientes primitivos (ROBINSON et al., 2000).

Synechococcus € um dos géneros mais representativos dos fitoplanctons
presentes nos ecossistemas marinhos e sao responsaveis por 50 % da fixacao de
CO,, sendo mais abundante na zona eufética de ecossistemas marinhos. Andlises
de 16 rBRNA e de ITS de seu genoma vém permitindo a descricdo de varias
linhagens desse género e este nUmero parece aumentar ainda mais. Tais estudos
relatam que o género Synechococcus € dominante em regides costeiras de clima
temperado e também nos mesotropicos. Entretanto ha dados que apontam a
presenca de exemplares congelados desse género do Norte do Atlantico Sul.
Atualmente, ha varios genomas totalmente seqlienciados para varias linhagens de
Synechococcus, devido ao interesse crescente pelos mecanismos adaptativos
desses organismos frente as variagdes de temperatura, presenca de metais pesados
e salinidade em seus habitats de ocorréncia (ZWIRGLMAIER, et al., 2008).

2.2. Homeostase de Zinco em Cianobactérias

Cianobactérias foram os primeiros organismos produtores de oxigénio a 2.75-
3.2 bilhées de anos. O oxigénio na atmosfera levou ao aumento da concentracao
dos ions Zn**, em virtude da oxidagdo do sulfeto de zinco (ZnS) e isso explica a
presenca de genes para a homeostase de zinco em cianobactérias. Basicamente,
esse sistema consiste de um sensor de zinco (MORBY et al., 1993; BUSENLEHNER
et al., 2003) que regula a expressao da proteina de acordo com a sua concentracao.
Tanto as proteinas de membrana quanto as metalotioneinas estdo envolvidas no
sequestro de Zn?* (ROBINSON, 2001)(figura 1).

O zinco é um micronutriente essencial com fungdes nos processos

fisiolégicos, € um cofator enzimatico e também importante para a manutencao de
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estruturas proteicas (KLAASSEN, et al., 1999). A sua concentracdo é fortemente
controlada para manter baixos niveis de Zn?** nas células (OUTTEN et al., 2001),
pois em excesso pode ser toxico (BLINDAUER, 2001).

Em geral, os mecanismos de homeostase do zinco consistem em (fig.1): a)
proteinas que capturam metais ancoradas na membrana celular, por transporte
ativo, por difusdo, ou proteinas e b) sensores que regulam a quantidade de

proteinas que capturam metais na célula (BLINDAUER, 2008).

OQuter membrane

ZnuABC Periplasm
ZiaA
Inner membrane
. Cytosol
Sensors:
:::ts' ZiaR, BxmR, AztR .BmtA

Figura 1 -Homeostase do zinco em cianobactérias. Sensores sao reguladores
transcricionais, que podem ser repressores ou ativadores da transcricdo de
metaloproteinas. ABC séo proteinas com alta afinidade pelo zinco e a ATPase
ZiaA transporta ativamente o zinco para o citosol. BmtAs sdo metalotioneinas
complexadoras de zinco na célula (BLINDAUER, 2008)

A interacdo entre cianobactérias e 0 zinco é necesséria para a fotossintese,
pois atua como cofator enzimatico. A fixacao do carbono ocorre no ciclo de Calvin e
a principal enzima responsavel por esse processo € a RuBisCO (ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase). Entretanto, pela baixa afinidade dessa
enzima com CO,, é preciso que a célula acumule altas concentracdes desse gas
que envolve a captura de CO,, conversdao a HCO3; e subsequente regeneracao de
COs.. A conversao de HCO3; a CO. ocorre pela agao de enzimas ativadas pelo zinco,
tais como as carbdnico-anidrases (CA). Todo esse processo € realizado em
microcompartimentos especializados, os carboxissomas, encontrados somente nas
cianobactérias (BLINDAUER, 2008).
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2.3. Metalotioneinas (MTs)

Metalotioneinas foram inicialmente isoladas do rim de cavalo por Margoshes
e Vallee em 1957, caracterizada e classificada por Kagi e Vallee em 1960. Sao
proteinas com massa molecular de 6 a 7 KDa e consiste de 20 cisteinas (32%),
acetilmetionina (N-terminal), alanina (C-terminal) e sem residuos de histidinas. Sao
termicamente estaveis e formadas por dois agrupamentos: M4Cys11 (a-dominio) e
M;3Cysg (B-dominio), que se ligam a sete metais como Zn, Cd, Hg e Cu, através dos
grupos sulfidricos (-SH). Tais dominios s&o conectados por uma haste formada por
duas lisinas. O a-dominio tem um papel fundamental na integridade conformacional
da proteina (CODY; HUANG, 1994) e as serinas estabilizam as ligacées dos metais
com os grupos —SH. Os metais interligados as cisteinas tém importante papel
estrutural, e previne a sua degradacdo por enzimas proteoliticas (WINGE;
MIKLOSSY, 1982).

Nos organismos, as MTs contém zinco predominantemente, constituindo-se
no segundo ion mais abundante presente nas células. Os grupos —SH das apo-MT
(metalotioneina sem metais ancorados) tém alta afinidade pelo zinco, entretanto
esse grupo € altamente reativo, sendo capaz de transferi-lo a outras proteinas
(JACOB et al., 1998). MTs sao essenciais para a homeostase de Zn, no controle da
concentragdo de fons Zn®* livres nas células e na sua transferéncia para varias
enzimas e fatores transcricionais durante o desenvolvimento e sintese de outras
proteinas (NORDBERG, 2009).

No processo de contaminacdo por metais nas células, h4 o aumento da
sintese de MT, sendo o cadmio um potente indutor (PISCATOR, 1964), e acumulo
do complexo Cd-MT para a detoxificagcdo. Em mamiferos contaminados por cadmio,
ha um significantivo aumento das MTs nos tecidos dos rins, figado e intestino.
Estudos com ratos transgénicos que superexpressam MTs demonstraram maior
tolerancia a hepatoxicidade e letalidade causada pela contaminacao por cadmio do
gue os ratos nao transgénicos (DALTON et al., 1996).

A composi¢cdo das MTs varia quanto ao numero e tipos de aminodcidos
ligados as cisteinas nas cadeias polipepididicas dos organismos, e dessa forma sao
classificadas em trés classes: MTI, MTIl e MTIIl. MTI contém cisteinas altamente
conservadas e é encontrada na maior parte dos vertebrados; MTIl contém cisteinas

menos conservadas, com a presenca de histidinas e foram identificadas nas
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cianobactérias, algas e plantas e MTIIl sdo os fitoquelantes, presentes em plantas,
algas e alguns fungos (PERALES-VELA, et al., 2006).

As MTs dos mamiferos sdo longas cadeias polipepitidicas com 61 a 68
aminoacidos com acetilmetionina N-terminal e alanina C-terminal. Os mamiferos
contém varios genes que codificam varias isoformas de MTs, as quais sao
constituidas em quatro isoformas: MT1, MT2, MT3 e MT4. MT1 e MT2 sdo as mais
estudadas, sendo que MT1 possui carga -2 e pl 3,9 e MT2 carga -3 e pl 4,6 em pH
neutro (RICHARDS, 1996; WITTRISCH, 1997). Nesses dois grupos, as sub-
isoformas possuem cargas similares mas possuem estruturas distintas (KAGI, 1991).

As MTs de mamiferos mais estudadas sdo as MTs de figado de coelho.
Técnicas analiticas como filtracdo em gel, cromatografia de troca ibnica e
eletroforese em gel de poliacrilamida demonstraram a sua inducdo por zinco ou
cadmio e a presenca de duas isoformas (PISCATOR, 1966). Este autor denominou
as isoformas MT1 e MT2 de acordo com a ordem de eluicdo em coluna de troca
anibnica e pelas suas diferencas de carga em pH neutro ou alcalino, conferida pela
presenca ou auséncia de um aminoacido no residuo 10 ou 11 da cadeia N-terminal.
A localizagédo dos residuos de cisteinas nas moléculas sdo altamente conservadas e
as estruturas dos segundos dominios sao idénticas, o que conferem-lhes fungdes

similares.

2.4. Metalotioneinas de Synechococcus

MTs de Synechococcus foram inicialmente isoladas por Olafson em 1979
(OLAFSON et al., 1979) e seqlienciadas pelo mesmo autor em 1988 (OLAFSON et
al., 1988). A afinidade das MTs aos metais e a tolerancia que elas conferiam a
cianobactéria foi inicialmente caracterizada por Robinson (ROBINSON et al., 1990).

O zinco é um forte indutor da sintese de MTs e sua funcédo é sequestrar o
excesso de zinco na célula e também transferi-lo a outras proteinas, como a DNA-
primase (BIRD et al., 1998). Estudos demonstraram que as MTs tém alta afinidade
por zinco e menor afinidade pelo cadmio e cobre, se comparado as MTs dos
mamiferos (SHI et al., 1992; TURNER; ROBINSON, 1995). Mutantes faltando genes
para MTs de Synechococcus sao hipersensiveis ao zinco (TURNER et al., 1993).

A estrutura de MT, utilizando NMR demonstrou conter residuos aromaticos,
como as histidinas (denominadas H40 e H49) e grupos de cisteinas (16% em SmtA,
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sendo que MTs de mamiferos sdo 33%) (BLINDAUER, et al., 2001) (figura 2). A MT
de cianobactéria foi caracterizada por um Unico dominio com onze sitios que se
ligam a quatro ions metalicos, sendo nove cisteinas e duas histidinas (M4CysgHisy),
o qual é similar ao a-dominio das MTs dos mamiferos (figura 2), embora nao haja
similaridades entre as estruturas primaria, secundaria e terciaria (K
I, 1991). Os sitios A e B contém quatro cisteinas que se ligam a metais, enquanto os
sitios C e D contém trés cisteinas e uma histidina. As cisteinas do sitio B, C e D séo
acessiveis aos ions metalicos. Ja o sitio A é protegido por estruturas secundarias
folhas B e a-hélice, conjunto denominado “dedo de zinco”, inerte a trocas metalicas
(BLINDAUER et al., 2003). Em contraste, nas MTs dos mamiferos todos os grupos
tidis sdo reativos aos metais (ROMERO-ISART, 2002b).

Figura 2 -Estruturas das metalotioneinas de cianobactéria e de mamiferos, mostrando as
similaridades entre os agrupamentos. (a) Zn,CysgHis, de Synechococcus: A, B, C
e D representam os metais das cisteinas (amarelo) e das histidinas (azul escuro).
As setas antiparalelas em azul claro representam estruturas antiparalelas folhas-f3
e a-hélice em vermelho. (b) Cd,Cysi;-a-dominio de MT de rato: I, V, VI e VIl sdo
os sitios de ligagcdo dos metais pelas cisteinas (amarelo) (BLINDAUER et al.,
2001)

Proteinas mutantes tém sido utilizadas para elucidar a importancia das
histidinas na estabilidade da molécula e na sua reatividade aos metais.
Experimentos com MCysgHis, (selvagem), e os mutantes M4CysoHis1 € M4Cys14
permitiram concluir que os mutantes Cysi; ainda sdo capazes de se ligar aos metais,
tal como a molécula original. Mas a presenca de histidinas prové maior vantagem a

molécula, pelo seu carater aromatico, inatividade a oxidagdo e carater basico,
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desempenhando papel fundamental na estabilidade. As histidinas possuem rapida
capacidade de capturar o zinco, frente a outros agentes competitivos, como em
outras proteinas (BLINDAUER, 2007).

A histidina H40 liga-se a porgcao N-terminal do “zinc-finger”. Com a mutacao
His40-Cys40 formam-se espécies com trés ions metalicos, sugerindo que a
substituicdo da histidina enfraquece as ligacoes MT-metal e liberam metais mais
rapidamente que a molécula original ao reagir com EDTA. A molécula Zn;CysioHis1
foi a principal espécie formada, sugerindo que H40 tem importancia na reatividade
nos sitios B, C e D e menos influéncia no sitio A. A mutacao His49-Cys49, ao reagir
com EDTA produziu predominantemente espécies Zns estaveis ao longo da reacao,
com perda de Zn pelo sitio C, o0 mais exposto (LESZCZYSZYN et al., 2007).

2.5. O zinco nas MTs de Synechococcus

Proteinas freqientemente contém cofatores que geralmente sao ions
metalicos. O zinco é de fundamental importancia estrutural (COLEMAN, 1992;
BERG, SHI, 1996) e catalitica, facilita 0 enovelamento proteico, confere estabilidade
a molécula, principalmente nas cadeias polipepitidicas curtas (VALLEE; AULD,
1990); (HARRISON, 1991); (BERG; GODWIN, 1997); (ALBERTS; NADASSY et al.,
1998); (GRISHIN, 2001)).

As MTs dos mamiferos sdo cadeias polipepitidicas suficientemente longas
para conter dois dominios (ZnsS¢1 e ZnsSy), quase sem nenhuma estrutura
secundaria. Em contraste, SmtA contém estruturas secunddrias como curtas cadeias
antiparalelas denominadas folhas-8 e uma a-hélice. Tais estruturas, juntamente com
o sitio A, constituem o “zinc-finger” da proteina (BLINDAUER; SADLER, 2005).

O “zinc finger” das MTs de Synechococcus possui um sitio A inerte a trocas
metdlicas e com fundamental importancia estrutural. Em um estudo de
descomplexagdo do zinco com EDTA, as apotioneinas (estruturas proteicas nao
ligadas a metais) apresentaram-se desnoveladas (LESZCZYSZYN et al., 2007).

Atualmente ha pelo menos 400 estruturas de “zinc-fingers” (LANDER et al.,
2001). O zinco e os residuos de histidina e cisteina formam estruturas geométricas
tetraédricas (GRISHIN, 2001) que podem ser ZnCys;His,, ZnCyssHis ou ZnCys,
(KLUG, RHODES, 1987; KRISHNA et al., 2003). A estrutura ZnCys.His,, presente
em SmtA, é a mais especifica para o zinco (KRIZEK et al, 1993).
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“Zinc-fingers” tipicamente se ligam a uma variedade de biomoléculas, como

os polinucleotideos, proteinas e lipideos (GRISHIN, 2001). As sequéncias de
aminoacidos (25-45 residuos) diferem consideravelmente de MT de Synechococcus,
mas as estruturas folhas-f e a-hélice sdo semelhantes (OMICHINSKI et al., 1993;
KONTAXIS et al., 1998; RAAIUMAKERS et al., 1999; BLINDAUER, 2005).
Em “zinc-fingers”, mutagdes nas histidinas ou cisteinas podem levar a alteragbes na
estrutura terciaria da proteina, destiuindo-a de sua funcdo. Em proteinas de capsidio
retroviral, em que mutantes de CyssHis; (Cyss e CysgHis,) obtiveram diferentes
conformacdes tornando-os nao infecciosos, mas permaneceram ligadas ao zinco
(STOTE, 2004).

2.6. Reatividade de Zn e Cd nas MTs

Os fons de Zn*? e Cd*™ possuem alta afinidade aos grupos sulfidrilas das
proteinas, entretanto a afinidade entre Cd-SH é maior do que Zn-SH (JACOBSON;
TURNER, 1980; JONES; CHERIAN, 1990; KRIZEK et al, 1993). Assim Cd** e Zn**
competem pelos grupos sulfidrilas e o Cd?* pode deslocar Zn em uma variedade de
processos biolégicos (GACHOT; POUJEOL, 1992; ENDO et al., 1996, 1997). Um
dos metais pode influenciar a captura e atividade do outro, dependendo da
concentracdo. Os mecanismos dessas interagdes tém sido amplamente debatidos,
sendo competitivos (GACHOT; POUJEOL, 1992; ENDO et al., 1996, 1997) ou nao
(GACHOT, POUJEOL, 1992), dependendo das condi¢cdes experimentais.

Ao deslocar Zn, Cd interfere na absorcdao de Zn, distribuicdo nos tecidos e
transporte nas células ou em outras estruturas celulares e pode inibir a sua atividade
em varios estagios. Dentre os efeitos toxicos do Cd sao interferéncias em processos
metabodlicos mediados ou dependentes de zinco, incluindo produgéo celular de DNA,
RNA e proteinas (SUNDERMAN; BARBER, 1988).

A reatividade das MTs aos metais tem sido extensamente estudada a fim de
elucidar os mecanismos de detoxificacdo.Varios parametros tém sido utilizados para
medir a afinidade dos grupos sulfidrilas das MTs por Cd?* e Zn?* e eles indicam que
as MTs tem maior afinidade por Cd?* no processo de contaminagdo. Apo-MTs em
solugdo contendo Zn?* ou Cd** complexam Cd?** mais rapidamente, formando Cd-
MT, pois a constante de reatividade é maior (EJNIK et al.,2002). Para MTIl de
coelho, a constante de estabilidade para Zn-MT em pH neutro é (3,1-12) x 10"'molL’



22

' e para Cd-MT (6 -12,5) x 10" molL" (ROMERO-ISART, 2002a). A constante de
equilibrio entre Cd e Zn com -SH favorece termodinamicamente a incorporacdo de
Cd e deslocamento de Zn?* (LI et al., 2008b).

Nas MTs de mamiferos é possivel substituir Zn;Cysyy por Cd;Cysgo
incubando-as com Cd em solugédo e a seguir determinar a relacao estequiométrica
entre o enxofre-metal por espectrometria de emissdo 6tica com fonte de plasma
(ICP-OES). No caso da MT da cianobactéria ocorre a substituicido de apenas trés
sitios, formando predominantemente moléculas CdsZn;CysgHis,, devido ao sitio A
apresentar-se envolto por estruturas secundarias, impedindo a liberacdo de Zn. A
substituicdo dos quatro sitios pelo Cd s é possivel revertendo a MT a apo-proteina
em solucdo com baixo pH para a liberagao total de Zn, e posteriormente incuba-la
com Cd em solugéo com pH 7 (BLINDAUER et al., 2001).

Proteinas mutantes também tém sido utilizadas para elucidar o papel das
histidinas na afinidade entre Cd e Zn pelos sitios —-SH e —NH das MTs de
Synechococcus. As proteinas selvagens formam predominantemente estruturas
CdsZn;CysgHis,. J& os mutantes M4Cysi; complexam o Cd nos quatro sitios,
formando predominantemente moléculas Cd4Cysyy, sugerindo que a mutacao das
histidinas pelas cisteinas diminuem a afinidade pelo Zn (BLINDAUER et al., 2007).
Em outro estudo com mutacdo da cisteina para histidina em MTs de humanos,

verificou-se um aumento de afinidade da molécula pelo Zn (ZHOU et al., 2000).
2.7. Fundamentos da eletroforese capilar

A eletroforese capilar oferece vantagens para a separacao das MTs sobre os
métodos cromatograficos devido a injecdo de volume reduzido de amostra, baixo
consumo de reagentes e diminuicdo de residuos. Ambas as técnicas permitem a
completa automacéao da analise, com possibilidade de injecao e deteccao em fluxo.
Entretanto, as isoformas das MTs podem ser separadas de forma eficiente apo6s
serem purificadas em colunas cromatograficas tais como Sephadex G-75 sem a
necessidade de analisa-las em outras colunas cromatogréficas (BEATTIE et al.,
1993). Comparando-se amostras purificadas de MTs separadas por eletroforece
capilar e HPLC, verificou-se um maior nimero de picos na primeira técnica

(RICHARDS et al.,, 1993). Enquanto que a cromatografia separa as proteinas
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baseadas na hidrofobicidade, a eletroforese capilar utiliza a combinagdo de
diferengas entre carga e tamanho (MINAMI et al., 2002).

2.7.1. Separacao

A eletroforese capilar consiste de dois reservatérios que contém uma solucao
tampao idéntica e que sao conectados entre si por meio de um tubo capilar de silica
fundida, preenchido com a mesma solucao tampéao, a qual € denominada eletrélito.
Em cada reservatério € mantido um eletrodo de platina que o conecta a uma fonte
de alta tensdo que fornece a diferenca de potencial requerida para a separacédo dos
analitos. A mobilidade eletroforética dos ions é determinada por carga/tamanho. A
configuracao instrumental basica de um equipamento de eletroforese capilar esta
esquematizada na figura 3.

Figura 3- Diagrama esquematico do sistema CE. R1 e R2 s&@o os recipientes contendo
solucao eletrolitica onde se encontram os eletrodos (e1 e e2) conectados a fonte
de poténcia (F). Os circulos brancos representam os ions, as areas representam
as massas e os sinais negativos e positivos indicam as cargas. A deteccao radial
da absorgdo molecular é representada por uma fonte de radiagdo (v) e um
detector (D) acoplado a um computador (C). No retangulo é mostrado o registro
temporal dos sinais (GERVASIO et al., 2003)

Na eletroforese capilar, as amostras podem ser introduzidas através de um
desses reservatérios pelos modos eletrocinético ou hidrodinamico. Na injecéao

eletrocinética, um gradiente de alta tensédo é aplicado na amostra durante um curto
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periodo de injecdo, enquanto que na injecao hidrodindamica utiliza-se um gradiente
de pressdo. Apos a injecao das amostras, o reservatério do tampao é reposto.

A eletroforese capilar é realizada em tubos com dimensdes capilares,
tipicamente 25-75 uym de didmetro interno e 375 um de didmetro externo. O uso do
capilar apresenta numerosas vantagens, particularmente por favorecer a dissipacao
de calor, que é causado pela passagem de corrente através do meio condutor (efeito
Joule). Um dos fatores desfavoraveis decorrentes do efeito Joule é que moléculas
localizadas na regido central do meio de separacdo migrardo mais rapidamente do
que as moléculas localizadas nas bordas, causando o efeito de dispersdo de zona.
Altas temperaturas também podem causar degradacdo térmica de algumas
moléculas, principalmente proteinas. A alta resisténcia elétrica do capilar permite o
estabelecimento de campos elétricos elevados (10-30kV), resultando em separacdes
de alta eficiéncia e baixo risco para o operador, uma vez que as correntes sao de no

maximo de 100 pA.

2.7.2. Mobilidade eletroforética

Sob a influéncia do campo elétrico, a espécie é acelerada até que as forcas
de atrito fazem com que essa espécie atinja o estado estacionario, com movimento
constante. A forca elétrica atuante € o produto do moédulo da carga e do campo
elétrico. Ja a forga de atrito depende da viscosidade do eletrdlito e do raio hidratado
da espécie. Quando o ion atinge a velocidade constante, a resultante das forgcas é
nula e a mobilidade eletroforética da espécie é determinada pela equacéo (1):

H=lzle (1)
emnr

sendo, Y € a mobilidade da espécie, z é a carga iGnica, e é a carga elementar, n é a

viscosidade do meio e r é o raio ibnico da espécie.
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2.7.3. Fluxo eletrosmoético

Quando um eletrélito é introduzido dentro do capilar, a superficie interna do
capilar adquire carga. Quimicamente, a silica fundida € caracterizada pela presenca
de grupos silandis que sao carregados negativamente em pH superior a 3. Os
grupos silanoato atraem cations do eletrélito, formando uma camada interna na
parede do capilar (camada fixa). Como estes cations ndao neutralizam todas as
cargas negativas, uma segunda camada de cations € formada (camada difusa). Este
modelo é conhecido como dupla camada elétrica. Quando um campo elétrico é
aplicado, parte dos cations da camada difusa é atraida em dire¢cdo ao eletrodo de
carga oposta. Durante a migracdo, os ions transportam moléculas de agua,
induzindo um fluxo de solugdo como um todo, conhecido como fluxo eletrosmético
(EOF). A mobilidade do fluxo eletrosmotico (uosm) € dependente das caracteristicas
do tampao, como a constante dielétrica, a viscosidade, o pH e a concentracao.

Os dois maiores parametros que influenciam o fluxo eletrosmético sdo o
potencial zeta e a viscosidade. O potencial zeta € influenciado pela concentracao do
tampao e carga da superficie. A concentracdo do tampao pode ser facilmente
mantida constante. Ha formas para mudar a carga da superficie, a qual
subsequentemente influencia o EOF, mas muitas delas podem ser faciimente
controladas, tais como o pH do tampao. O EOF pode ser pouco reprodutivel em pH
menor que 2,5 e pH na faixa de 8 a 10, onde um maior tempo de pré-
condicionamento do capilar é recomendado. A viscosidade depende da temperatura
e do conteudo de polimeros ou de solvente organico.

A mobilidade aparente (pap) de um analito pode ser expressa como a soma
da mobilidade eletroforética (pef) e a mobilidade do fluxo eletrosmético do sistema

(nosm).

2.8. Efeito Joule

Com a aplicacdo de uma diferenga de potencial no sistema de eletroforese
capilar ocorre o aquecimento devido a passagem da corrente elétrica no interior do
capilar devido ao efeito Joule. Com esse efeito, formam-se gradientes de
temperatura que geram correntes de conveccdo no capilar, comprometendo a

eficiéncia de separacao das espécies.
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Como consequéncia do efeito Joule ocorrem o0s seguintes efeitos:
desenvolvimento de um gradiente térmico no capilar, causando o alargamento dos
picos (XUAN et al.,, 2004; HJERTEN, 1990); mudangas no tempo de migracao
(KNOX; MCCORMACK, 1994; IKUTA et al., 2000), mudancas na especiacao em
funcdo da temperatura e um aquecimento excessivo da solugdo eletrolitica,
resultando em formacgao de bolhas que interrompe a continuidade elétrica (GOBIE;
IVORY, 1990); (EVENHUIS; HADDAD, 2009).

A dissipacao do calor ocorre ao longo do comprimento do capilar, redugao do
seu didmetro e diminuicdo da voltagem utilizada (BEATTIE, 1998; EVENHUIS,
2009).

2.9. Solucoes Tampao

A mobilidade eletroforética das MTs depende do pH do eletrdlito e a escolha
de uma solucdo tampao adequada tem implicacdes diretas na otimizacao da
separacado. As propriedades necessarias do eletrolito sdo: manutengédo do pH, baixa
absorbancia no comprimento de onda selecionado para a andlise, e pouca
contribuicao na geracao de calor por efeito Joule.

De forma geral, os sistemas tampao sao eficientes em um intervalo de pH
correspondente ao pK, préximo de 1. Os tampdes mais comumente usados em
eletroforese capilar e seus respectivos pK,; sdo mostrados na tabela 1 (TAVARES,
1997).

Tabela 1 - Solugbes-tampao utilizadas em eletroforese capilar

Solucoes-tampao pKa
Fosfato 7,21
Borato 9,24

TRIS-HCI 8,3

O intervalo de pH adequado para as separagcées em eletroforese capilar varia
entre 2 e 11 e as concentragdes variam entre 5 e 200 mmol/L, dependendo do
tampéao utilizado. Altas concentracbes podem comprometer a separagao devido ao
excesso de calor gerado. Baixas concentracdes podem aumentar a adsorcao de
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certos solutos na parede do capilar e ocasionar alargamento e distor¢do das bandas,
bem como dificultar a reprodutibilidade dos tempos de migracéo.

Para melhorar a eficiéncia da separacao e resolugdo das isoformas, uma
pratica bem utilizada é a adicdo de metanol no preparo dos tampdes. A adicdo de
5% de metanol no TRIS-HCI de acordo com o estudo realizado por Alvarez-Llamas,
(2001), aumentou a eficiéncia da separacao das isoformas de MTI de coelho. Em um
outro estudo para a separagao de MTIl e MTII de coelho utilizando o TRIS, observou-
se da mesma forma um ganho na eficiéncia na separacao dessas isoformas com a
adicdo de metanol no preparo desse tampao (VIRTANEN; BORDIN, 1998).

2.10. Estudo das MTs utilizando CE

As MTs apresentam-se em diferentes organismos e a variedade das
isoformas atribuem-se ao papel fisiolégico nos tecidos. A eletroforese capilar tem
sido utilizada como uma estratégia analitica eficiente para o estudo das
propriedades de separacao de isoformas de fracoes citosolicas contaminadas com
metais.

Desde os primeiros trabalhos de caracterizacao das MTs de figado de coelho
por eletroforese capilar com deteccao UV e/ou espectrometria de massas (BEATTIE
et al., 1993; WILHELMSEN, OLSVIK et al., 1998), as MTs de ratos (RICHARDS et
al., 1996; WILHELMSEN, 1998; MINAMI, 1998), algas (KUBOTA, 1998; PEREZ-
RAMA, 2001), cavalo (WILHELMSEN, 1998; WILHELMSEN et al., 2002), humanos
(ALVAREZ-LLAMAS et al.,, 2001; (PRANGE e PROFROCK, 2005), enguias
(ALVAREZ-LLAMAS, 2003), ovinos (KNUDSEN; BEATTIE, 1997) e cianobactérias
(LAVORANTE et al., 2003) tém sido estudadas.

A eletroforese capilar oferece a vantagem da separacdo das isoformas das
MTs devido a sua alta resolucdo preservada na analise por CE-ICP-MS (PRANGE;
PROFROCK, 2005). A deteccao das MTs se da por absorcao em UV, a qual sofre de
baixa seletividade, e dessa forma a purificagdo das MTs é recomendada (MINAMI et
al., 1998). As determinacdes do enxofre e metais simultaneamente por CE-ICP-MS
nas metalotioneinas de mamiferos permitiu, utilizando calculos estequiométricos
conhecer a proporcao de metais associados (PRANGE e PROFROCK, 2005).

Para a separacao das isoformas das MTs foram testados os eletrélitos fosfato
de sédio, borato de sddio, TRIS-HCI e tricina (ALVAREZ-LLAMAS et al., 2001). Para
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a determinacado das mobilidades eletroforéticas das isoformas, os parametros mais
estudados tém sido o tempo de migracdo, temperatura, voltagem, comprimento do
capilar, pH e concentracao do eletrdlito. Tais pardmetros contribuem também para
melhorar a eficiéncia da separacao e resolucao dos picos.

Um dos procedimentos inicialmente utilizados para identificacdo das MTs em
amostras contaminadas com metais € expor as amostras com anticorpos para MTl e
MTII. Quando ocorre a ligacao entre as MTs e 0s respectivos anticorpos na analise
por eletroforese capilar, os picos das MTs diminuem em tamanho quando
comparados com os outros picos de outras moléculas presentes nessa amostra,
permitindo identifica-las (KUBO et al., 1999).

2.11. Capilares eletroforéticos para a separacao das MTs

2.11.1. Capilares nao recobertos

Comumente, capilares nao recobertos tém sido descritos para a separacao
das MTs por CE. Separacdes de MTs com cargas diferentes foram descritas para as
isoformas negativamente carregadas em eletrélitos com pH alcalino, devido a
formacao de forte EOF em direcdo ao catodo (RICHARDS, 1994). Os eletrdlitos
com alta forgca ibnica provém maior resolucao dos picos e inibem a adsorcao das
proteinas nas paredes do capilar. Todavia, altas correntes geradas pelos eletrolitos
podem gerar efeito Joule e consequentemente perda de resolucdo e o0s
equipamentos com refrigeracdo contornam esse efeito. Os eletrdlitos mais utilizados
sao fosfato de sodio, borato de sddio e TRIS-HCI. Dependendo da concentracao,
tanto o borato quanto o fosfato podem prover uma boa resolucdo. No entanto, o
fosfato possui alta condutividade, podendo degradar as proteinas dependendo da
voltagem utilizada.

A eficiéncia na separacao tém sido obtida com eletrélitos organicos como o
TRIS-HCI (BEATTIE et al., 1993). A mistura de eletrélitos como TRIS-borato também
tem sido utilizada para a separacao de MTs de cavalo e coelho (VIRTANEN et al.,
1996). A vantagem de se utilizar eletrdlitos organicos é a sua baixa condutividade e
baixo efeito Joule. No entanto, se a deteccdo é feita abaixo de 220 nm, a

absorbancia desses eletrélitos é limitada a altas concentragdes (BEATTIE, 1998).
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Alguns trabalhos evidenciam separacdes eficientes com 300 mmol L™ para o
fosfato de sddio em pH 2,0. Nessa faixa de pH, o zinco e o cadmio sdo dissociados
e apotioneinas sdo separadas (RICHARDS, 1994). A dissociacao desses metais
resulta na diminuicao da absorbancia em UV e dessa forma a concentragdo de MT
na amostra deve ser mais alta o suficiente para uma deteccdo adequada.
Separacdes das isoformas no pH entre 3-5 ndo sado reprodutiveis devido a
dissociacdo parcial dos metais (BEATTIE, 1998).

Um dos primeiros trabalhos de separacao das isoformas de MT figado de
coelho e MT rim de cavalo em capilar n&o recoberto foi utilizado o tampao 10 mM
sodio fosfato pH 2,5 com o numero maximo de trés picos para o coelho. MT cavalo
foram separados 3 principais picos em pH 11. O pH influencia a resolucao das
isoformas, sendo possivel otimizar a separacdao de MTs com as mudancas de pH do
tampao (RICHARDS et al., 1993).

Surfactantes i6nicos tém sido utilizados para diminuir a condutividade dos
eletrolitos para as separacoes das MTs. O surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS)
forma micelas negativamente carregadas quando adicionado ao eletrélito. Como o
interior dessas micelas é hidrofébico e o eletrélito é hidrofilico, a separacdo das
isoformas ocorre pelas diferencas de hidrofobicidade e carga. O principio dessa
separacao se da pela associacdao dessas micelas com as MTs. A resolucéo obtida é
baixa se comparada a outras metodologias, mas a separacado é eficiente e a
reprodutibilidade do tempo de migracdo e areas dos picos é vantajosa (BEATTIE,
1998).

Para os capilares nao recobertos, o uso de SDS e o metanol reduzem a
adsorcao das proteinas nas paredes do capilar e o EOF, permitindo uma separacao
de um maior niumero de isoformas. Melhor separacao e resolucao das MTs de
figado de galinha foram obtidos com adigdo de SDS em 10 mM de borato de sodio
pH 8,4 (BEATTIE, 1998).

Separacoes de MTs de figado de Coelho com 110mm de TRIS-borato pH 6,9
exibiram trés picos principais e cinco picos para MT rim de cavalo (VIRTANEN;
BORDIN, 1998).

Separacdes das isoformas de MT coelho detectaram 10 picos para MTl e uma
isoforma para MTIlI com separacao com o tampao 150 mM TRIS-tricina pH 7,75 com
30-40% de metanol (VIRTANEN; BORDIN, 1998).
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2.11.2. Capilares recobertos

Uma outra estratégia bastante utilizada para reduzir a adsorgcéao das proteinas
€ recobrir as paredes do capilar com nanoparticulas de poliestirenos, poliamidas,
poliacrilamidas ou outros polimeros que permitem reverter o fluxo eletrosmético ou
suprimir a EOF. As nanoparticulas blogueiam os grupos silandis, reduzindo a
interacao das proteinas com as paredes do capilar (HASELBERG et al., 2007).

Os capilares recobertos neutros que eliminam a EOF, como as acrilaminas,
séo utilizados com eletrdlitos de baixo pH ou neutro e sdo compativeis com uma
série de eletrolitos, sendo o fosfato de s6dio comumente utilizado (BEATTIE, 1998).
Uma vantagem importante comparado com os capilares nao recobertos ou capilares
recobertos com as paredes positivamente carregadas € que as separagdes podem
ser feitas em dire¢do ao catodo ou ao &nodo (WILHELMSEN et al., 1998).

Os capilares recobertos com os polimeros poliaminados deixam as paredes
do capilar positivamente carregadas, direcionando a EOF para o anodo (BEATTIE,
1998). Tal modificacao é vantajosa no sentido de que é possivel alterar o pH entre 2-
12 do eletrdlito para maximizar a separacao entre as isoformas. Com essa técnica é
possivel obter maior eficiéncia na separagcdo de MTs com a mesma carga
(RICHARDS, 1994).

Os capilares recobertos com poliamina tém sido reportados como o0s
melhores para a resolugdo dos picos utilizando o sédio fosfato. No entanto, esses
capilares possuem menor durabilidade em comparacdo aos capilares nao
recobertos.

O primeiro trabalho de separacdao de misturas de MTI e MTII de figado de
coelho foi desenvolvido com o uso de um capilar recoberto com poliamina com o
tampao fosfato em concentracdo de 0,1 mol/l com pH 7,0. Seis picos foram
separados, sendo quatro para MTI e dois para MTIl. Nas mesmas condi¢cdes foram
feitas corridas com capilar ndo recoberto, sendo separados apenas dois picos
(RICHARDS, 1994).

Quando o padrao comercial MTI de figado de coelho separado em capilar nao
recoberto e recoberto por poliacrilamida a 25 kV com 50 mM TRIS-HEPES pH 7,4, o
espécime mostrou dez ou mais picos no capilar recoberto e trés picos no capilar nao

recoberto. Na mistura de MTI com MTII, sendo o catodo na inje¢cdo da amostra, MTII
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que possui carga -3 migrou mais rapido do que MTI com carga -2 nessas condi¢cdes
(MINAMI et al., 2002).

Os capilares recobertos por poliacrilamida permitiram a separacao de varias
sub-isoformas para as duas principais classes de MTs, MTIl e MTIIl, o que n&o foi
possivel nos capilares ndo recobertos. Com isso foi possivel a identificacdo das
isoformas da MTI de cavalo em MT-IA e MT-IB. A sub-isoforma MT-IB é semelhante
a MTII de figado de coelho, pois possui um residuo de aminoacido acido na posicao
10 ou 11 ao invés de um residuo neutro, tal como encontrado nas MTs-I. MT-IA
assemelha-se a MTI de coelho, pois apresentam mesmo tempo de migracao
(WILHELMSEN, 1998).

Os mesmos autores conseguiram ainda separar MTI de cavalo em um maior
namero de sub-isoformas, sendo 4 para MT-IA e 2 para MT-IB, com adicdo de
complexantes como as ciclodextrinas em 100mM de sédio fosfato pH 7.4
(WILHELMSEN et al., 2002).

2.11.3. Adsorcao das proteinas nas paredes do capilar

A adesdo das proteinas na superficie do capilar esta relacionada com a
composicao e pH do eletrélito (RABILLER-BAUDRY; CHAUFER, 2001), temperatura
de separacao (KURRAT et al., 1997; JACKLER et al., 2002) e da composi¢cao das
paredes do capilar (NAKANISHI et al., 2001). A estrutura primaria, conformacao,
estabilidade, carga e tamanho das proteinas determinam a sua adsorcéo
(NAKANISHI et al., 2001). Em corridas eletroforéticas deve ser evitada, pois
promove ao alargamento dos picos, levando a erros nas determinacdes das
mobilidades eletroforéticas e quantificacdo dessas espécies (SONKE; SALTERS,
2007).

Eletrélitos com alta forca i6bnica reduzem a adsorcao tanto em pH acima como
abaixo do ponto isoelétrico devido a competicdo dos ions do eletrélito com as
proteinas pelos sitios de adsorcao, permitindo que a proteina se mantenha estavel
sem se desnovelar (VAN DER VEEN et al., 2004).

O fosfato de sddio € aplicado freqlientemente na separacao de proteinas, pois
forma um complexo com os grupos silanois da parede do capilar a baixo pH, levando
a repulsdo das proteinas das paredes do capilar (MITSYUK, 1972; MCCORMICK,
1988).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa foi o de caracterizar as metalotioneinas da
cianobactéria Synechococcus em comparacdo com as metalotioneinas de rim de
cavalo e de figado de coelho utilizando a eletroforese capilar. A caracterizacao
completa das metalotioneinas requer a separacao das isoformas presentes. Para a
aplicacao da eletroforese capilar, os parametros pesquisados objetivaram:

a. conseguir a otimizagao da separacao das MTs;

b. estudar a possibilidade de separacdo de isoformas com a variagdo do

comprimento e didmetro interno do capilar;
identificar efeitos provocados pela composicao e pH dos eletrélitos;

d. investigar os efeitos da voltagem aplicada na preservacao das isoformas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Solucoes

Todas as solugbes foram preparadas utilizando agua com 18,2 MQ cm purificada
em sistema Milli-Q (Millipore).

4.1.1. Preparacao das solucoes eletroliticas para CE

Solugdes 70 mmol L™ de TRIS (N-tris (hidroximetil) aminometano) (C4H11NO3)
(Sigma Aldrich) com 5% de metanol preparadas por diluicdo de 0,848 g do tampao
em agua destilada em tubo falcon de 50 mL. Adicionou-se 5 mL de metanol como
um modificador organico. O ajuste do pH para 8,2 foi feito com adicdo de 1 mol L™
de HCI. Os volumes das solucbes foram completados para 100 mL em balédo
volumétrico.

Solugdes de 20 mmol L de tetraborato di-sédio decahidratado (NazBs.10H,0)
(Merck) preparadas por diluicao de 0,763 g do tampao com agua destilada em tubo
falcon de 50 mL. O ajuste do pH para 8,2 foi feito com adicdo de 1 mol L™ de HCI.
Os volumes das solucdes foram completados para 100 mL em balao volumétrico.

Solugdes de 30 mmol L' de hidrogénio disédio fosfato de septahidratado
(NazHPO4.7H20) (Merck) preparadas por diluicdo de 0,426 g do tampédo com agua
destilada em tubo falcon de 50 mL. O ajuste do pH para 7,4 foi feito com adicao de 1
mol L de HCI. Os volumes das solucdes foram completados para 100 mL em baldo
volumétrico. As caracteristicas das solugdes-tampéao preparadas apresentam-se na
tabela 2.

Solugdo 1 mol L™ de hidréxido de sédio (NaOH) preparada por diluigdo de 10g de
NaOH (Merck) em 250 mL de 4gua em baldo volumétrico.

Solugdo de 1 mol L de &acido cloridrico (HCI), preparado por diluicdo de HCI
concentrado (Merck) (37% m/v 8=1,19 g/cm?®).
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Tabela 2 - Valores das concentragdes e pH das solugbes-tampéao

Concentracao

Solucao-tampao (mM) pH pKa
Fosfato 30 7,4 8,3

Borato 20 8,2 9,24
TRIS-HCI 5% metanol 70 8,2 7,21

4.2. Amostras

As MTs foram obtidas de Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA.

MTIl de figado de coelho contendo 7,8 % de Cd e 1,5 % de Zn (lote
99H7011).

MTIA e MTIB de rim de cavalo contendo 3,0% de Cd e 1,5% de Zn (lote
98H7348).

MT purificada da cianobactéria Synechococcus PCC 7942 contendo Cd 0%,

Zn 7,2%. Todas as amostras foram estocadas a -4°C.

4.2.1. Amostra da metalotioneina de Synechococcus purificada

A amostra purificada da MT da cianobactéria Synechococcus PCC 7942 foi
concedida pela prof. Claudia Blindauer do Departamento de Quimica, Universidade
de Edimburgo, Reino Unido, através da prof. Marli Fiore do Laboratério de Biologia
Celular e Molecular (CENA/USP).

4.2.2. Preparo das solucoes das amostras

A amostra de MT da cianobactéria purificada, com massa desconhecida, foi
inicialmente diluida em 200 uL de agua miliQ e novamente diluida 10 vezes com
agua mili-Q produzindo a solugéo diluida da cianobactéria preparada imediatamente

Os padrbées comerciais de MTII de coelho e de MTIA e MTIB de cavalo foram
dissolvidas em agua mili-Q com concentracao final de 0,5 mg/mL. Essas amostras
foram novamente diluidas em fator de dez com agua mili-Q para as corridas
eletroforéticas.
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Para a identificacdo das MTs pelos tempos de migracao, foi adicionado 20 pL
da solucao diluida de MT da cianobactéria na solucéo diluida de MTII de coelho a
cada corrida eletroforética, obtendo-se a diluigao final de (1:2) MTII de coelho e MT
da cianobactéria. O procedimento para preparar a mistura de MTI A e B de cavalo
com MT da cianobactéria, foi efetuado com solugéo diluida (4+1).

Em todos os experimentos com eletroforese capilar foram utilizadas as
seguintes amostras com os percentuais de diluicdo das solu¢des indicada:
- MT da cianobactéria (10%)
- MT-IA e -IB de cavalo (10%)
- MT-IA e -IB de cavalo (80%)+ MT da cianobactéria (20%)
- MTII de coelho (10%)
- MTIl de coelho + MT da cianobactéria (50% de cada)

4.3. Equipamentos e acessorios

- Eletroforese capilar construido no Laboratério de Quimica Analitica com
fonte de alta voltagem modelo CZE 1000R (Spellmam, EUA), detector UV/Visivel
LabAlliance com interface cromatografica CSW 1.7 (Data Apex Ltda) e programa
para aquisicdo de dados conectada a um computador 486.;

- Unidade controladora de gas (Shimadzu Corporation, Kyoto-Japdo) e um
cilindro de gas argbnio de qualidade analitica (Oxipira, Piracicaba-SP, Brasil) para o
controle da inje¢do hidrodindmica da amostra;

- Capilares n&o recobertos de silica fundida com diametro interno de 75 pm e
25 um (Polymicro Technologies, EUA);

- Tubos Eppendorf de 200 pyL e 1,5 mL(MPL materiais para laboratério,
Piracicaba-SP, Brasil);

- Eletrodos de platina de 300 um de diametro (Loccus Brasil, Sdo Paulo);

- Véalvulas solendide de trés vias NR161T031, (NResearch and Development
Incorporated);

- Balanga analitica.



36

4.3.1. Sistema de eletroforese capilar

O sistema de eletroforese capilar (figura 4) foi projetado e construido no
Laboratério de Quimica Analitica (CENA/USP). O sistema consiste em uma estrutura
de acrilico com uma base plana, com duas colunas inseridas perpendicularmente.
Nestas, sustenta-se uma haste na horizontal, onde, em cada extremo se localizam
os dois microtubos da solugao eletrolitica na qual insere-se o capilar e os eletrodos
de platina. Na extremidade direita coloca-se o recipiente de 200 uL para injecéo da
amostra, e a esquerda o recipiente coletor de 1,5 mL. Ambos os extremos do capilar
devem permanecer na mesma altura.

O sistema de injecao hidrodinamico utilizado foi descrito por Suarez et
al.(2009) e consiste em sistema temporizado, com duas valvulas solendide entre a
unidade controladora de gas e o dispositivo de injecdo. As valvulas solendides
suportam pressdes de até 200 kPa e foram conectadas em série com a finalidade de
evitar vazamentos do gas para o recipiente de injecdo da amostra durante a
separacao eletroforética.

-

J—

Figura 4-Sistema de eletroforese capilar do Laboratério de Quimica Analitica (CENA/USP).
1. Base, 2. Hastes, 3. Vareta, 4. Injetor, 5. Recipiente coletor, 6. Unidade
controladora de gas, 7. Circuito eletrdnico, 8. Detector UV/Visivel, 9. Valvulas
solendide, 10. Fonte de alta voltagem
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Esse dispositivo injetor contém o acionador S, que permite a abertura das
valvulas solendide sem controle de tempo, e o acionador PBS que permite o controle
temporizado de abertura das valvulas. O tempo de injecao ajusta-se no PBS através
do resistor variavel até 20 kQ (SUAREZ, 2010).

As amostras foram injetadas por injecéo hidrodinamica, a 20 kPa por 5s, com
injecdo 327 nL (SUAREZ et al., 2009) com detecgdo a 200 nm. Todas as corridas

eletroforéticas foram feitas com a polaridade positiva na injecao da amostra.

4.3.2. Pré-condicionamento e condicionamento do capilar eletroforético

O pré-condicionamento do capilar foi feito pelas adicdbes em sequéncia das
solucdes: 1 mol L' de HCI (10 min), 1 mol L' de NaOH (10 min), 4gua deionisada
(10 min) e tampao (5 min). Apdés a analise de cada amostra o capilar foi
recondicionado com 1 mol L™ HCI (1 min), NaOH (1min), 4gua deionisada (1min) e
tampé&o (1min).

4.4. Efeito da composicao dos tampoes na separacao das isoformas das MTs

As corridas eletroforéticas foram feitas em capilar de 60 cm de comprimento a partir
da injecao da amostra ao detector, e corrente de 42 pA, de forma a avaliar o nimero
de isoformas possiveis para cada tampao (tabela 2).

4.5. Efeito do pH do eletrdlito

O efeito do pH na eficiéncia na separacdo das MTs foi estudado para o
tampao TRIS-HCI (70 mM, 5% metanol) de pH 7,5 e 8,2, utilizando-se capilar com
comprimento de 50 cm medidos a partir da injecdo da amostra ao detector e
voltagem fixa de 10 kV.

4.6. Influéncia do comprimento do capilar eletroforético

O efeito do comprimento do capilar na separacao das isoformas das MTs foi

realizado em capilares de 40, 50 e 60 cm medidos a partir da inje¢do da amostra ao
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detector. As corridas eletroforéticas foram feitas com TRIS-HCI 5% metanol com
corrente de 42 pA.

4.7. Influéncia da diferenca de potencial (ddp) aplicada

Utilizou-se voltagens correspondentes a 10 kV, 15 kV, 20 kV e 25 kV em
capilar de 60 cm, com o tampao TRIS-HCI 5% de metanol para avaliar os efeitos

desses valores na separagao.

4.8. Efeito do diametro interno do capilar

Os diametros dos capilares estudados foram de 25 e 75 um, utilizando-se
capilares com comprimento de 40 cm medidos da injecao da amostra ao detector. O
tampao utilizado foi o TRIS-HCI (70 mM, pH 8,2) com 5% de metanol e voltagem fixa
de 10 kV.

4.9.Calculo do numero de pratos teoricos (N)

Para os estudos de efeitos dos tampbes, comprimento dos capilares,
voltagens e diametro interno foram calculados o niumero de pratos teéricos (N), dada

a seguinte equacao:
N = 5,54 (tn/Wh)?,

sendo t, o tempo de migracdo e Wy a largura do pico medida a partir da metade da
altura.

Para as isoformas de MT de cavalo, esse numero foi calculado considerando
sempre 0 primeiro pico da esquerda para a direita. Para as demais MTs, esse
numero foi calculado considerando o Unico pico presente em cada uma delas.

Os valores de tn, e W}, foram obtidos através do programa de caculo de area
por diagramacéao no pico do software OriginPro 8.



39

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da composicao do tampao na separacao das isoformas das

metalotioneinas

A velocidade de migracdao do soluto, separacdo e resolugcdo dos picos séo
influenciados pelas caracteristicas eletroforéticas dos tampdes. Em termos gerais, o
pH, a composicdo e a forgca ibnica podem afetar consideravelmente a seletividade
das separacOes por eletroforese capilar. Para esse estudo, valores 6timos de
concentracdo e de pH dos tampdes (tabela 2) foram aplicados de acordo com a
literatura (ALVAREZ-LLAMAS et al., 2001).

A intensidade da corrente gerada pela voltagem aplicada depende da
composicao do tampao, como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5- Corrente observada no sistema CE para os tampdes 70 mM TRIS-HCI pH 8,2, 20
mM borato pH 8,2 e 30 mM fosfato pH 7,4 para o capilar de 60 cm

Os tampdes fosfato e borato possuem alta condutividade, e devem ser
usados em baixas concentracdes, principalmente devido a resisténcia no capilar
eletroforético. Com a aplicacdo de uma diferengca de potencial da ordem de kV no
sistema de eletroforese capilar, pode ocorrer aquecimento devido ao efeito Joule no
interior do capilar, o que resulta na degradacdao das MTs em varios compostos,

como mostra a figura 6.
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Figura 6- Degradagdo da MT de cavalo provocado pelo aquecimento em CE quando
empregou-se tampao borato (20 mM, pH 8,2), voltagem 20 kV, 60 pA e capilar
de 50 cm

O efeito da composicao dos tampdes nas misturas de MT de cianobactéria e
MTIl de coelho foi avaliado fixando-se o comprimento do capilar para 60 cm e a
corrente de 42 pA, pois as MTs foram degradadas em correntes acima de 42 pA.

A separacao das MTs de cavalo e da cianobactéria apresentaram sinais com
maiores tempos de migragao, requerendo 25 minutos para cada analise (figura 7).
Isso indica que o fosfato proporcionou menor mobilidade para as moléculas.do que
relatado por ALVARES-LLAMAS, 2001 em um estudo de separacdao de MTs de
coelho no qual obteviram tempo de migracao de 12 minutos. Para nossas condi¢des
0 numero de pratos tedricos atingiu 460 000 para MTII (figura 12), cerca de 10 vezes
mais do que o numero reportado por ALVARES-LLAMAS, 2001 .Entretanto, mesmo
o tempo de migracao sendo o maior comparado aos outros tampodes, foi possivel
separar as MTs de coelho e da cianobactéria como mostrado na figura 7.
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Figura 7- Separagdo das MTs de coelho e da cianobactéria empregando-se o tampao
fosfato (30 mM, pH 7,4) 42 pA e capilar de 60 cm. Temporalmente observa-se o
sinal da MT de coelho seguida do sinal da MT de cianobactéria.

Nas corridas com o tampao borato, as MTs apresentaram menores tempos de
migracdo, entre 11 e 12 minutos, evidenciando da mesma forma os dois picos das
MTs na mesma sequéncia do que no tampao fosfato entretanto com maior resolugéao
(figura 8).Este resultado concorda com o obtido em um estudo realizado por Alvarez-
llamas et al. (2001), no qual o tampao borato foi considerado adequado para a
separagao das isoformas MTIl e MTII de figado de coelho, com 0 niumero de pratos

tedricos de 40 000 para ambas.
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Figura 8- Separacéo das MTs de coelho e da cianobactéria com tampao borato (20 mM, pH
8,2), 42 PA, capilar de 60 cm. A sequéncia dos picos €é igual aos da Figura 7.
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O numero de pratos tedricos calculado para os resultados obtidos nesta
pesquisa foi maior, sendo 200 000 para MTIl e 400 000 para MT da cianobactéria
(figura 13). O borato, portanto, foi considerado adequado para a separacao das MTs.

O tampao TRIS-HCI apresentou o perfil eletroforético do branco com linha de
base estavel e proxima do valor zero, demonstrando que esse tampao é adequado
para a separacgao das MTs (figura 9A). Os tempos de migracao para o tampao TRIS-
HCI foram de 12 minutos para cada analise (figura 9B). O numero de pratos tedricos
calculados foi de 470 000 para MTII e 720 000 para a MT da cianobactéria (figura
13). Estes tempos de migracdo foram os mesmos do que para o borato, mas o
namero de pratos teoricos foi maior, o que indica que o TRIS-HCI possui uma maior
capacidade de separacdo. Em um estudo realizado por Alvarez-Llamas et al., (2001)
verificou-se que dentre os os trés tampodes testados, o fosfato, borato e TRIS-HCI,
este ultimo também apresentou 0 maior niumero de pratos teéricos, que foi de 80
000, demonstrando a maior eficiéncia deste tampéao na separacao. Portanto, o TRIS-

HCI apresentou maior eficiéncia na separacdo € o numero de pratos tedricos foi

maior.
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Figura 9- Eletroferogramas do tampao TRIS-HCI 5% de metanol (70 mM, pH 8,2), 42 pA,
capilar de 60 cm (A) e MTs de coelho e da cianobactéria (B).A sequéncia de
picos é a mesma da Figura 7

Em continuacédo, apresentam-se os resultados da separagdo das MTs de
cavalo com varias isoformas e a de cianobactéria. Dentre os trés tampodes

estudados, o fosfato apresentou o maior tempo de migracdo, com 25 minutos para
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cada analise (figura 10B). Trés primeiros picos foram detectados para a MT de
cavalo e um unico pico para MT de cianobactéria. Neste caso, os numeros de pratos
tedricos atingidos de 150 000 e 270 000 para as MTs de cavalo e da cianobactéria,
Estes, foram menores do que os obtidos com os outros tampdes estudados., (figura
13). Diante do que foi exposto, o tampao fosfato foi 0 menos adequado para a
separacdo das MTs de cavalo e da cianobactéria. Comparando-se os perfis
eletroforéticos da MT de cavalo apresentados nas figuras 10A e 10B, observou-se o
mesmo numero de isoformas, sugerindo que a mistura de MT de cavalo com MT da
cianobactéria nao afetou a capacidade de separacaodas isoformas de MT de cavalo,
totalizando trés picos.
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Figura 10- Eletroferograma mostrando o primeiro pico correspondente a MT-IB e os dois
picos seguintes correspondente a MT-IA de cavalo (A). Separacdo das
isoformas da MT de cavalo e da MT da cianobactéria. A sequéncia temporal
apresenta trés sinais atribuidos a MT cavalo separado do unico sinal da MT de
cianobacteria.Condicoes da separacao: tampao fosfato (30 mM, pH 7,4), 20 kV,
42 pA, capilar de 60 cm

No meio de tampéao borato o tempo de migracéo total para MT de cavalo foi
de 12 minutos para cada analise, apresentando em sequéncia, um primeiro pico e
um conjunto de trés picos que nao foram completamente separados (figura 11A).Na
mistura das MTs de cavalo e da cianobactéria (figura 11B), o tempo de migracédo da
MT de cavalo é reduzido e o segundo perfil & constituido por apenas dois picos que

nao foram completamente separados.
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Figura 11- Eletroferograma mostrando o primeiro pico correspondente a MT-IB e os trés
picos seguintes nado separados correspondente a MT-IA de cavalo (A).
Separagao das MTs de cavalo e da cianobactéria (B): a esquerda tém-se os
sinais da MT de cavalo e a direita um unico sinal para a MT da cianobacteria.
Condigcdes de separacao: tampao borato (20 mM, pH 8,2), 20 kV, 42 pA, capilar
de 60 cm

Os resultados acima sugerem que a mistura MTs afetou a capacidade de
separacado das isoformas de MT de cavalo, reduzindo o numero de isoformas.
Embora o segundo conjunto de picos de MT de cavalo n&o foi separado de forma
eficiente, foi possivel separar as MTs de cavalo e da cianobactéria na mesma
corrida eletroforética. O niumero de pratos teéricos para MT de cavalo foi de 280 000
para o cavalo e 400 000 para a cianobactéria, valores maiores do que os calculados
para o tampao fosfato (figura 13).

A separacao das isoformas de MT de cavalo com o tampao TRIS-HCI (figura
12A), apresentou maior eficiéncia na separagéo, com linha de base mais estavel, em
comparacao com o perfil apresentado na figura 12B. Isso sugere que a mistura das
MTs diminuiu a eficiéncia de separacao das isoformas de MT de cavalo.
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Figura 12- Eletroferograma mostrando o primeiro pico correspondente a MT-IB, trés picos
néo identificados (*) e os trés picos seguintes correspondentes a MT-IA de
cavalo (A). Separacao das MTs de cavalo e da cianobactéria (B). A esquerda
tém-se os quatro primeiros sinais das isoformas da MT de cavalo e a direita a
MT da cianobacteria. Condigbes de separagao: tampaoTRIS-HCI com 5% de
metanol (70 mM, pH 8,2), 20 kV, 42 pA, capilar de 60 cm

As corridas eletroforéticas com o TRIS-HCI das misturas das MTs de cavalo e
da cianobactéria apresentaram o tempo total de migracdo de 12 minutos e o maior
namero de picos separados, com o total de cinco picos, sendo os quatro primeiros
correspondentes a MT de cavalo e o ultimo, a MT da cianobactéria (figura 12B).

Os numeros dos pratos teoricos calculados para esse tampao foram os
maiores para os trés tampdes considerados, sendo 390 000 para MT de cavalo e
720 000 para MT da cianobactéria (figura 13). O melhor desempenho do TRIS-HCI
se justifica pela adicdo de 5% de metanol no seu preparo, pois o metanol € um
modificador orgénico capaz de modificar a viscosidade e o fluxo eletrosmético, e
conseqlentemente, a mobilidade eletroforética dos analitos presentes na amostra
(ALVAREZ-LLAMAS et al., 2001).

Na literatura, foram identificadas duas sub-isoformas para MT de cavalo,
sendo classificadas em MTIA e MTIB. Cada um desses grupos foram ainda
separados por eletroforese capilar em dois conjuntos, sendo o primeiro constituido
pela MTIB composta por dois picos, e o segundo conjunto correspondente a MTIA
com quatro picos (WILHELMSEN et al.,, 2002). Essa mesma sequéncia foi
observada na presente pesquisa (figura 12). No entanto, a separacdo de MT de

cavalo por Wilhelmsen et al., (2002) foi feita em capilar recoberto por poliacrilamida
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de diametro interno de 25 um, permitindo portanto, uma maior separacao e picos
mais finos. Para a obtencéo dos resultados apresentados na figura 12, utilizou-se o
capilar sem recobrimento interno, com o diametro de 75 um, o que resultou em um

Unico pico para MT-IB e trés picos para MT-1A e bandas mais largas.
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Figura 13- Comparacgao de diferentes solu¢des-tampao na separagdo das MTs em pratos
tedricos

As corridas eletroforéticas com os tampdes borato, fosfato e TRIS-HCI
permitiram separar as MTs de mamiferos e da cianobactéria. Como o TRIS-HCI
apresentou menor tempo de migracdo e maiores pratos tedricos, este tampao foi
escolhido para o estudo do efeito do pH, das voltagens aplicadas, do comprimento
do capilar e do diametro interno do capilar para a separagao das MTs.

5.2. Efeito do pH do eletrdlito

O pH do eletrdlito desempenha um papel importante na separacado por
eletroforese capilar. O grau de espécies ionizadas depende do pH da solucdo
tampé&o. Diferencas no numero de espécies ionizadas modificam as mobilidades
eletroforéticas e eletrosmoticas, afetando a eficiéncia na separacédo e o tempo de
migragao (LI, 1992).

A separacao das isoformas das MTs em meio neutro e ligeiramente alcalino
permite estudar as suas fungdes em condicdes fisioldgicas, uma vez que nessas

condicbes, os metais permanecem associados as MTs. Os pHs das solugcdes
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empregadas para as corridas eletroforéticas estdo na faixa de 6,75 a 8,5
(VIRTANEN; BORDIN, 1998).

Para avaliar o efeito do pH do eletrdlito na separacao das MTs, utilizou-se o
capilar de 50 cm, voltagem de 10 kV e 70 mM TRIS-HCI com adicao de 5% de
metanol. A faixa de pH empregada para a separacao das MTs com o TRIS-HCI é de
6,9-8,5 (ALVAREZ-LLAMAS, 2001). Dessa forma, para esse estudo, os pHs 7,5 e
8,2 para esse tampao foram utilizados.

As corridas foram feitas com as solugdes de MTs da cianobactéria, MT cavalo
e MTII de coelho separadamente, bem como as misturas de MTs de cavalo e
cianobactéria e MTs de coelho e da cianobactéria. O tempo de migrag&o foi maior
para todas as amostras para o pH 7,5. Na mistura das MTs de cavalo e da
cianobactéria para ambos os pHs, os perfis foram semelhantes ao da figura 22.
Entretanto, na mistura das MTs de coelho e da cianobactéria, houve co-migracéao
das MTs, impossibilitando a separacéo para o pH 7,5 (figura 14-A). Esse efeito pode
ser explicado por mudancas na distribuicdo das cargas nas MTs (VIRTANEN;
BORDIN, 1998). O TRIS-HCI com pH 8,2 possibilitou a separacdo das MTs de
coelho e da cianobactéria (figura 14-B).

Em um estudo feito por Vindevogel (1991), observou-se uma diminui¢do no
tempo de migracéo das isoformas de MTI e MTIl de coelho com o0 aumento do pH de
7 para 9, com o uso de TRIS-Borato. Isso se deve ao aumento da forga ibnica do
tampao em funcao do aumento do pH, o que aumenta a mobilidade das moléculas.
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Figura 14- Misturas de MTs de coelho e da cianobactéria em pH 7,5 (A) e pH 8,2 (B).
Condicdes da separacao: tampao 70 mM TRIS-HCI 5% de metanol,10 kV,
capilar de 50 cm
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Visto que as condi¢des 6timas de separagédo foram obtidas para o TRIS-HCI
pH 8,2, os experimentos de efeito das variacbes de voltagem, comprimento do

capilar e diametro interno do capilar foram feitos com esse tampéo com pH 8,2.

5.3. Influéncia da variacao das voltagens na separacao

As corridas eletroforéticas das misturas de MTIl de coelho e MT da
cianobactéria foram feitas com o TRIS-HCI (70 mM, pH 8,2) com 5% de metanol em
voltagens de 10 kV a 25 kV para estudar o efeito desse parametro na separacao.

Aplicacdes de altas voltagens no sistema de eletroforese capilar provoca um
aumento acentuado na corrente observada, o que leva ao aquecimento interno do
capilar, levando a irreprodutibilidade dos resultados e a degradacao das MTs. Na
variagao das voltagens aplicadas entre 10 a 25 kV, observou-se o valor maximo de
78 PA.

Para cada voltagem, observou-se efeitos diferenciados na separagdo das
MTs. Na voltagem de 10 kV com corrente observada de 18 pA, as corridas
apresentaram tempos muito longos, com resultados irreprodutiveis e perfis
desconhecidos. Sendo assim, a menor voltagem considerada para a detecgdo da

separacao das MTs foi 15 kV.
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Figura 15- Eletroferograma da Separacédo das MTs, sendo o primeiro sinal correspondente
a MTII de coelho e o segundo, MT da cianobactéria. Condi¢cbes de separacao:
tampao TRIS-HCI (70 mM, pH 8,2),15 kV, 24 pA, capilar de 60 cm
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Na voltagem aplicada de 15 kV observou-se um maior tempo de migracao e
menor corrente observada de 24 pA, observando-se dois picos, sendo o0 primeiro
correspondente a MTIl de coelho e o ultimo, a MT da cianobactéria (figura 15). O
namero de pratos teoricos foi de 200 000 para MTIl e 400 000 para MT da
cianobactéria (figura 19). Em um estudo da variacdo das voltagens aplicadas na
separacao de MTI e MTIl com o TRIS-HCI, obteve-se um valor de 50 000 para MTII
(ALVAREZ-LLAMAS et al., 2002), demonstrando portanto que boas condi¢des de
separacao foram obtidas com a aplicacao dessa voltagem.

Na voltagem aplicada de 20 kV, observou-se que o tempo de migracao
diminuiu para 12 minutos, ja que o aumento da voltagem aumentou a corrente para
42 pA (figura 9). O aumento da voltagem permitiu a separagdo das MTs com o
tempo de migracao menor. A eficiéncia foi maior nessas condigbes, pois houve o
aumento no numero de pratos tedricos de MTII de coelho para 470 000 e de 720 000
para MT da cianobactéria (figura 19). O aumento do numero de pratos teéricos
também foi visto por Alvares-Llamas et al., (2001) na separacao das MTs de coelho,
atingindo um valor de 90 000. Diante do que foi exposto, a separacdo das MTs com
voltagem de 20 kV foi adequada.

Na voltagem aplicada de 25 kV, observou-se 0 menor tempo de migracao,
que foi de 8 minutos, ja que a corrente aumentou para 78 pA. Nessas condicoes foi
possivel separar as MTs (figura 16). Entretanto, uma menor eficiéncia da separacao
foi verificada pela diminuicdo do nimero de pratos tedéricos para 200 000 para MTIl e
MT da cianobactéria (figura 19). A diminuicdo do numero de pratos teoricos foi
observada para essa voltagem com o mesmo tampao para 30 000 para MTII
(ALVAREZ-LLAMAS et al., 2001).
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Figura 16- Eletroforograma correspondente a separacdo das MTs de coelho e da
cianobactéria. A sequéncia dos sinais € a mesma da Figura 15. Condi¢des da
separacgdo: tampao TRIS-HCI (70 mM, pH 8,2), 25 kV, 78 pA, capilar de 60 cm

O estudo da variagdo das voltagens aplicadas demonstrou que a melhor
eficiéncia na separacao das MTs de coelho e da cianobactéria foi obtida para 20 kV,
que apresentou maiores numeros de pratos tedricos para ambas as MTs.

Nao foram observados picos registrados para a voltagem aplicada de 10 kV,
com corrente observada de 18 pA, indicando que essa corrente nao foi adequada
para a separagao das MTs em capilar de 60 cm de comprimento. Dessa forma a
corrente minima adotada para esse estudo foi de 24 pA, correspondendo a voltagem

aplicada de 15 kV (figura 17).



51

60+

105+ (A) (B)
. 454
€ 70 z
: 5 2]
2 2
= 35 =
2 2 15
O T T T T T 1 Ol T T T T T 1
14,0 14,5 15,0 15,5 14 15 16 17
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 17- Eletroferograma mostrando o primeiro pico correspondente a MT-IB e os trés
picos seguintes correspondentes a MT-IA de cavalo (A). Separagédo das MTs de
cavalo e da cianobactéria (B). A esquerda tém-se 0s quatro primeiros sinais das
isoformas da MT de cavalo e a direita a MT da cianobacteria. Condicdes de
separagao: tampaoTRIS-HCI com 5% de metanol (70 mM, pH 8,2), 15 kV, 24 pA,
capilar de 60 cm

A figura 17A apresenta o perfil eletroforético de MT-IB, correspondente ao
primeiro pico e o conjunto de trés picos seguidos, correspondentes a MT-IA de
cavalo. A separacao foi eficiente, com picos bem definidos e linha de base sem
ruidos. A figura 17B apresenta o0 mesmo perfil também com boa resolucéo, porém
com ruidos na linha de base. Nessa condicao, a separag¢ao das MTs de cavalo e da
cianobactéria foi eficiente, obtendo-se maior nimero de pratos teéricos para MT de
cavalo que foi de 600 000. Para a MT da cianobactéria, o numero de pratos tedricos
atingidos foi intermediario, correspondendo a 400 000 (figura 19).

Na voltagem aplicada de 20 kV, observou-se a corrente de 42 pA, com tempo
de migracdo de 12 minutos (figura 12). Boas condigcdes de separacdo foram
alcancadas, obtendo-se o maior numero de pratos teéricos para MT da
cianobactéria, correspondendo a 720 000. Para MT cavalo, observou-se um valor
intermediario de 400 000 (figura 19). Esses dados indicam que a melhor condicao
para a separacao das isoformas da MT de cavalo é a corrente de 24 YA, o que
corresponde a voltagem aplicada de 15 kV. Essa diferenca se deve a presenca de
varios picos para MT de cavalo, sendo necessaria a aplicagdo de correntes mais

baixas para possibilitar a separacao.
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Na voltagem de 25 kV, obteve-se a corrente de 78 HA e 0 menor tempo de
migracao de 8 minutos. Nessa condicao, foi possivel separar as MTs de cavalo e da
cianobactéria (figura 18). Entretanto, obteve-se uma menor eficiéncia na separacao,
considerando que o numero de pratos teéricos da MT de cavalo foi o menor, 320
000, bem como para a MT de cianobactéria, 200 000 (figura 18).
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Figura 18- Eletroferogramas das isoformas MT-IB e MT-IA de cavalo (A) e da separacao
das MTs de cavalo e da cianobactéria (B). A sequéncia de sinais
correspondentes as MTs € a mesma da Figura 17. Condigbes da separagao:
tampao TRIS-HCI 5% de metanol (70 mM, pH 8,2), 25 kV, 78 pA, capilar de 60
cm
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Figura 19- Pratos tedricos da variagao das voltagens aplicadas

O estudo da variacao da voltagem na separagao das MTs demonstrou que a
maior eficiéncia para MT de cavalo foi com a voltagem de 15 kV, com a corrente
observada de 24 yA, enquanto que para MTIl de coelho e MT da cianobactéria foi de
20 kV, com corrente observada de 42 pA.

5.4. Influéncia da variacao dos comprimentos do capilar na separacao

O efeito do comprimento do capilar de 40, 50 e 60 cm na separagéao das MTs
foi avaliado com o TRIS-HCI (70 mM, pH 8,2) 5% de metanol, com voltagem
aplicada de 15 kV para todos os comprimentos considerados. A voltagem de 10 kV,
com corrente observada de 18 pA, ndo foi escolhida para esse estudo, pois ndo
foram detectados picos correspondentes as MTs no capilar de 60 cm.

Na separagdo das MTs de coelho e da cianobactéria no capilar de
comprimento de 40 cm (figura 20), obteve-se a corrente de 42 pA, com numero de
pratos tedricos de 100 000 para as MTs de coelho e da cianobactéria (figura 22).
Nesse comprimento, a corrente maxima observada levou a diminuicao no tempo de

migragao, que foi de 8 minutos.
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Figura 20- Eletroferograma da mistura das MTs de coelho e da cianobactéria com a mesma
sequéncia de sinais da Figura 15. Condi¢des da separacao: tampao TRIS-HCI
5% de metanol (70 mM, pH 8,2), 42 pA, capilar de 40 cm

Na separacdo das MTs de coelho e da cianobactéria no capilar de 50 cm de
comprimento, obteve-se o valor da corrente de 30 pA, o que levou ao aumento do
tempo de migracdo para 12 minutos, com perfil semelhante ao da figura 20. A
eficiéncia da separacdo foi demonstrada pelo aumento do numero de pratos
tedricos, que foi de 150 000 para MT de coelho e 200 000 para MT da cianobactéria
(figura 22).

Na separagcdo das mesmas MTs com o capilar de 60 cm de comprimento,
obteve-se o maior tempo de migracao, devido a diminuicdo da corrente para 24 yA
(figura 15). Nessa condicdo, obteve-se maior eficiéncia na separagdao, comprovada
pelo aumento no numero de pratos teéricos, que foi de 200 000 para MT de coelho e
400 000 para MT da cianobactéria (figura 22).

A variagdo do comprimento do capilar com a aplicacdo da mesma voltagem
levou a diminuicdo da corrente observada. Consequentemente, um maior tempo de
migracao foi observado para as MTs, aumentando a eficiéncia de separacao. Em
todos os comprimentos estudados, foi possivel separar as MTs de coelho e da
cianobactéria.

Na separacdao das MTs de cavalo e da cianobactéria com o capilar de
comprimento de 40 cm, observou-se a corrente de 42 pA (figura 21A). Para a MT de
cavalo, essas condi¢cdes nao foram satisfatérias para a separacdo das isoformas,
como demonstrado por um menor niamero de pratos teéricos, que foi de 100 000

para ambas as MTs (figura 22).
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Figura 21- Eletroferogramas das misturas de MTs de cavalo e da cianobactéria. Em
sequéncia, o primeiro sinal corresponde a MT-IB de cavalo, o segundo conjunto
de picos nado separados de MT-IA e o ultimo sinal correspondente a MT da
cianobactéria obtidos em capilares de 40 cm (A) e 50 cm (B) de comprimento.
Condi¢cdes de separacao: tampao TRIS-HCI com 5% de metanol (70 mM, pH
8,2)

Para o comprimento de 50 cm, observou-se que a corrente diminuiu para 30
MA, aumentando o tempo de migracdo para 10 minutos (figura 21B). Essa condigcao
foi satisfatéria para a separacao das MTs. Para MT de cavalo, o niumero de pratos
teoricos foi de 120 000 e para MT da cianobactéria, o numero foi de 200 000 (figura
22).

Para o comprimento de 60 cm, observou-se uma corrente de 24 yA, levando
ao aumento do tempo de migracao para 17 minutos (figura 17). O aumento do
comprimento do capilar levou ao aumento na eficiéncia de separacédo das MTs e foi
satisfatorio na separacao das isoformas das MTs de cavalo. Nessas condicbes, o
namero de pratos tedricos aumentou para 600 000 para MT de cavalo e 400 000
para MT da cianobactéria (figura 22).
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Figura 22- Pratos tedricos da variagdo do comprimento do capilar.

Em todos os comprimentos considerados, foi possivel separar as MTs de
cavalo e da cianobactéria. No entanto, a eficiéncia na separacédo das isoformas de
MT de cavalo foi obtida em capilar de 60 cm de comprimento, com corrente de 24
MA.

Um estudo de separacdo de proteinas contendo residuos de histidinas em
eletroforese capilar em pH 7, com 15 kV, a variagdo do comprimento do capilar de
40 cm para 70 cm também resultou no aumento no nimero de pratos tedricos, com
maiores tempos de migracado para as moléculas (STOVER et al.; 1989). O mesmo
efeito foi observado na separacao de proteinas em capilares de 20 a 80 cm (TSUJI,
1994). O aumento do comprimento do capilar € uma estratégia utilizada para
minimizar o efeito Joule em sistemas sem refrigeracao, pois dissipa o calor gerado,
evitando a degradacao das MTs.

5.5. Efeito do diametro interno do capilar

O aumento do comprimento ou a diminuicdo do diametro interno do capilar
sao estratégias utilizadas para dissipar o superaqguecimento gerado pelas voltagens
aplicadas e aumentar a eficiéncia na separagcéo (BEATTIE, 1998). A mistura de MTs
de figado de cavalo e de cianobactéria foram injetadas em capilares de 40 cm

medidos a partir da injegdo da amostra ao detector, com didmetros de 25 e 75 pm,
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para avaliar o efeito desse parametro na separacédo (figura 23). A eficiéncia foi
demonstrada pelo numero de pratos tedricos a partir dos dados gerados pelas
medidas das larguras e dos tempos de migracao dos picos numerados de 1 a 3
(figura 24).
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Figura 23- Eletroferogamas da separacao das MTs de cavalo e da cianobactéria: (A) 75 um,
injecdo 20 kPa por 5s e (B) 25 um, injecdo 20 kPa por 10 s. Condi¢des de
separacgao: tampao TRIS-HCI com 5% de metanol (70 mM, pH 8,2), 10 kV,
capilar de 40 cm de comprimento.
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Figura 24- Pratos teoricos da variagao do didmetro interno do capilar
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A eficiéncia na separacdo diminui com o aumento do didmetro interno do
capilar. Liu et al. (1992) estudaram os efeitos do diametro do capilar (10-100 um) e
voltagem aplicada na separacao de aminoacidos. Os efeitos térmicos foram pouco
pronunciados na dispersao da zona de amostra em capilares com diametro interno
<50 um e significativos para capilares com diametro > 75 um.

No entanto, quando esse efeito € estudado em funcédo da forca i6nica do
tampao, é preciso salientar que a adesao das proteinas com a superficie de silica do
capilar promove o alargamento dos picos. Para aumentar a sensibilidade do sinal
analitico, o recobrimento da parede interna do capilar é frequentemente utilizado,
aumentando a capacidade de separacéo.

O estudo realizado por (MOHABBATI; WESTERLUND, 2006) comparou o
desempenho de separacdo entre os capilares de 25 pm e 50 um em funcao do
namero de pratos tedricos para as proteinas quimotripsinogénio, citocromo C,
lisosima e ribonuclease. O numero de pratos teéricos foi maior para o capilar de 25
um, pois o recobrimento interno do capilar foi mais estadvel nesse didmetro,
reduzindo a interacdo das proteinas com a parede interna do capilar,
proporcionando maior sensibilidade nos eletroferogramas.

Nesse estudo, os capilares ndo foram recobertos. No entanto, a adicdo de 5%
de metanol no tampao TRIS-HCI proporcionou um efeito semelhante, impedindo a
adesao das MTs nas paredes internas dos capilares. O nimero de pratos teoricos e
melhor definicdo dos picos indicam que a capacidade de separagcdo € mais
pronunciada no capilar com o didametro menor, tal como reportado por Mohabbati e
Westerlund (2006).

5.6. Separacao das isoformas das MTs

O comprimento do capilar, a corrente, o didmetro interno do capilar e a
composicdo do tampéao foram definidos de acordo com os estudos realizados. Para
a separacao das isoformas da MT de cavalo, obteve-se a melhor eficiéncia na
separacao utilizando-se o capilar de 60 cm de comprimento, com didmetro interno
de 75 um, com corrente aplicada de 24 pA e 70 mM de TRIS-HCI com adicao de 5%
de metanol, pH 8,2 (figura 25)
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Figura 25- Eletroferograma de MT de rim de cavalo, mostrando o primeiro pico
correspondente a MT-IB e os trés picos seguintes correspondentes a MT-IA de
cavalo. Condigbes de separacao: tampao TRIS-HCI com 5% de metanol (70
mM, pH 8,2), 15 kV, 24 pA, capilar de 60 cm

Os resultados obtidos foram congruentes com a literatura, sendo cinco picos
detectados com TRIS-borato pH 6,9 em capilar sem recobrimento interno
(VIRTANEN; BORDIN, 1996). Seis metaloformas para MT de cavalo foram
separadas com o tampao fosfato de sédio pH 7,5 em capilar recoberto por
poliacrilamida (WILHELMSEN, 2002).

Os maiores valores de pratos tedricos na separacdo da MT de
Synechococcus e MTIl de coelho foram encontrados nas mesmas condigdes,
entretanto, a melhor corrente encontrada foi de 42 pyA. Os eletroferogramas de MTII
de coelho (figura 26) mostraram uma unica isoforma o que é congruente com 0s
resultados obtidos na literatura (VIRTANEN; BORDIN, 1998).
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Figura 26- Eletroferograma da uUnica isoforma de MTII de figado de coelho com o tampéo
TRIS-HCI 5% de metanol (70 mM, pH 8,2), 20 kV, 42 yA, capilar de 60 cm

A MT de Synechococcus é composta por um pico dominante e um pico com
menor intensidade (figura 27). Em um estudo de caracterizacdo da complexacao de
Zn-MTs por eletroforese capilar obteve-se perfil semelhante em MT de rato com alto
teor de zinco em tampao TRIS-Tricina pH 8. Este perfil ndo foi observado em MT
contendo cadmio, sugerindo que o zinco induz a sintese da forma menos abundante
nos organismos (DABRIO et al., 2000).
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Figura 27- Eletroferograma da MT da cianobactéria Synechococcus com o tampédo 70 mM

de TRIS-HCI 5% de metanol, 20 kV,42 uA, capilar de 60 cm. A seta mostra o
pico de menor intensidade
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Embora em condicdes fisiologicas em que o pH do organismo é neutro, a MT
de cavalo possui carga -2 e duas isoformas MT-IA e MT-IB, MTII de coelho possui
carga -3 e uma isoforma e a MT de cianobactéria possui carga de -1 e estrutura
diferenciada. Considerando a polaridade utilizada nos experimentos de CE, que foi
positiva na injecdo das amostras, se a migracao dependesse somente da carga, a
ordem sequencial da deteccdo das espécies seria MT de cianobacteria, MT de
cavalo e MT de coelho. Entretanto, os resultados mostram ordem reversa devido ao
tamanho e formato das moléculas envolvidas. De acordo com a literatura, as MTs
dos mamiferos possuem a estrutura molecular em forma de haltere (NIELSON,
1984; MASON et al., 2007), em que cada anilha € composta pelos dominios a
(M4Cys11) e B (M3Cysg). A MT de cianobactéria assemelha-se ao a-dominio de MTs
dos mamiferos, apresentando portanto um tamanho menor. Essas diferengas
permitem que as MTs de mamiferos e da cianobactéria sejam eficientemente

separadas pelas diferencas carga/tamanho por eletroforese capilar.
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6. CONCLUSOES

As diferencas estruturais entre as MTs de mamiferos e da cianobactéria
Synechococcus foram comprovadas eficientemente com o uso da eletroforese
capilar. A comparagcdo da separacdo de MTs individuais ou em misturas por CE,
permite concluir que tanto as cargas quanto os formatos das moléculas participam
da discriminagao eficiente em meio de eletrélitos com pHs alcalinos.

A sequéncia experimental para evidenciar a separag¢ao das MTs de diferentes
organismos e analisar o comportamento das misturas de MTs de mamiferos e de
cianobactéria, o sistema de eletroforese capilar mostrou-se eficiente. A separacao
relativa das misturas de MTs permitiram analisar. As variagbes na voltagem,
composicao dos tampdes, pH, comprimento e didmetro do capilar aumentaram a
eficiéncia na separacado das misturas das MTs . As condi¢cdes 6timas de separacao
das MT de mamiferos ou da cianobacteria foram conseguidas para o capilar com
comprimento de 60 cm, corrente de 42 pA e eletrélito TRIS-HCI (70 mM, pH 8,2)
com adicdo de 5% de metanol. O sistema possibilitou a comparacdo dos
polimorfismos existentes entre MT de cavalo, MT de cianobactéria e MTIl de coelho.

Em todos os parametros estudados, a separagdo da mistura das MTs de
coelho e da cianobactéria resultou em dois Unicos picos, sendo o primeiro pico
observado correspondente a MTII de coelho e o segundo, a MT da cianobactéria. Na
mistura das MTs de cavalo e da cianobactéria, foram observados um primeiro
conjunto correspondente a quatro picos para MT de cavalo, e 0 segundo conjunto,

um unico pico para MT da cianobactéria.
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