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Resumo

Davis, Rachel Ann Hauser; de Campos, Reinaldo Calixto. Aspectos protedmicos e de
acumulo de elementos-traco em bilis de peixe: potencial marcador bioldgico de
exposicdo ambiental? Rio de Janeiro, 2012. 139p. Tese de Doutorado - Departamento
de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

A bilis de peixe ¢ um fluido bioldgico com grande potencial como biomarcador de
exposicdo ambiental a metais e misturas complexas. Este trabalho verificou o potencial
desta matriz em situagdes de contaminacdo ambiental por metais e analisou aspectos
protedmicos. Duas espécies de peixe (Mugil liza — Tainhas, e Tilapia rendalli — Tilapias)
foram coletadas de diferentes locais. Individuos de tilapia foram expostos a concentrages
sub-letais de Cu em laboratério. A bilis foi analisada com relagdo ao seu conteudo de
elementos-traco (Cd, Cu, Pb, Zn, Ni, Mn), e testes estatisticos demonstram que esta
matriz pode ser utilizada para biomonitoramento de exposi¢cdo de metais ao invés do
figado, sendo mais vantajosa que esta Gltima por ser uma matriz menos complexa, o que
facilita o seu pré-tratamento, além de ndo haver necessidade de sacrificar o animal.
Diferentes protocolos de clean-up foram testados com objetivo de analisar a bilis por
eletroforese 1D e 2D e zimografias para a deteccdo de enzimas. O protocolo final de
clean-up inclui sonicacgdo, centrifugacédo, deslipidificacdo e dessalinizacdo. A presenca de
metalotioneinas foi analisada nesta matriz, através de eletroforeses 1D, 2D,
espectrofotometria e SEC-HPLC-ICP-MS, e foi verificada que existe realmente expressao
destas proteinas na bilis, inclusive com 0 mesmo comportamento reportado no figado, de
expressao aumentada em situacdes de contaminacdo ambiental. Também foi verificada a
existéncia de metaloproteases de matriz na bilis através de zimografias gelatinoliticas,
que também apresentaram potencial biomarcador de contaminacdo ambiental, pois
algumas bandas gelatinoliticas estiveram presentes apenas em um local contaminado
quando comparado a um lugar controle. Este trabalho verificou a existéncia de dois
biomarcadores protéicos em bilis de peixe, um especifico a contaminagdo por metais
(metalotioneinas) e um ndo-especifico (metaloproteases de matriz), além da possibilidade
de uso da bilis de peixe como biomarcador a exposi¢do a metais pela determinacdo das

concentracgdes de elementos-trago nesta matriz.

Palavras-chave

Bilis; proteinas; técnicas protedmicas; peixes; contaminacdo ambiental.
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Abstract

Davis, Rachel Ann Hauser; de Campos, Reinaldo Calixto, (Advisor). Proteomic
aspects and trace-element accumulation in fish bile: potential biological marker
for environmental exposure? Rio de Janeiro, 2012. 139p. DSc. Thesis -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Fish bile is a biological fluid with great potential as a biomarker of environmental
exposure to metals and complex mixtures. This study verified the potential of this matrix
in environmental contamination situations by metals and analysed proteomic aspects.
Two fish species (Mugil liza — mullets, and Tilapia rendalli — tilapias) were sampled from
different locations. Tilapia individuals were exposed to sub-lethal Cu concentrations in
the laboratory. Bile was analyzed regarding trace-element concentrations (Cd, Cu, Pb, Zn,
Ni, Mn), and statistical techniques indicate that this matrix can be used in biomonitoring
for metal exposure instead of liver, being more advantageous than the latter, since this is a
less complex matrix, leading to easier pre-treatment, besides the possibility of not having
to sacrifice the animal. Different clean-up protocols were tested with the aim of analysing
bile by 1D and 2D electrophoresis and zymographies for protein and enzyme detection.
The final clean-up protocol consists of sonication, centrifugation, delipidation and
desalting. The presence of metallothioneins was analyzed in this matrix by 1D and 2D
electrophoresis, spectrophotometry and SEC-HPLC-ICP-MS, and it was verified that
there really is metallothionenin expression in bile, showing similar behaviour to that
reported in liver, of increased expression in environmental contamination situations. We
also verified the existence of matrix metalloproteases in bile by gelatinolinic
zymographies, and these also showed potential as biomarkers for environmental
contamination, since some gelatinolinic bands were present only in a contaminated site in
comparison to a reference location. This study verified the existence of two protein
biomarkers in fish bile, one specific to metal contamination (metallothioneins) and one
non-specific (matrix metalloproteinases), besides the possibility of utilizing fish bile as a
biomarker to metal exposure by the determination of trace-elements in this matrix.

Keywords

Bile; proteins; proteomic techniques; fish; environmental contamination.
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Lista de tabelas

Tabela 1.Concentracées dos elementos (mg.kg™” peso seco)
no material de referéncia certificado (DORM-2 e DOLT-3).
Valores sdo mostrados como média = DP (n=6).

Tabela 2. Correlacdes significativas entre as concentracoes
de elementos-tragco em bilis e figado na praia de Ipiranga.
Tabela 3. Resultados da rede neural para a importancia de
cada elemento nas duas matrizes.

Tabela 4. Condi¢Bes dos ensaios enzimaticos e resultados
Tabela 5. Classificacdo das MMPs adaptado de Snoek-van
Beurden e Hoff (2005).
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