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Resumo

ANALISE DE ESPECIACAO DE METAIS E METALOIDES LIGADOS A
ANIDRASE CARBONICA EMPREGANDO MOBILIDADE IONICA E
ICP-MS. No Capitulo 1, é proposta a técnica de mobilidade iOnica na
modalidade TWIMS, acoplada a um espectrOmetro de massas do tipo ESI-Q-
ToF MS/MS para anélise de especiagio da anidrase carbonica ligada a Ba®*,
Zn**, Cu*, Cu**, Pb**, Pb™, Se** e Se®. O método é aplicado com sucesso na
separagdo de espécies com diferentes estados de oxidagdo, mesmo quando as
espécies de Se™ e Sesdo adicionadas em uma mistura com a anidrase
carbOnica. O método também € aplicado para avaliacdo do estado de
enovelamento da anidrase carbOnica, em condicdes nativas e desnaturadas,
sendo considerado satisfatorio na elucidacdo das diferentes conformagdes da
proteina. No Capitulo 2, a técnica de ICP-MS € usada na andlise de especiagdo
1sotopica de Zn ligado a anidrase. A exatiddao das medidas aproximou-se das
condi¢des naturais observadas para a razdo isotdpica de Zn ao final das
otimizacdes. A precisdo obtida situa-se dentro da margem observada para
analisadores de m/z do tipo quadrupolo. Os principais desafios enfrentados
neste capitulo foram minimizar os efeitos de discriminacdo de massas e a
remog¢do de interferéncias poliatdbmicas. A enzima foi enriquecida com os
isGtopos “’Zn e ®Zn, sendo observada maior razdo isotépica para anidrase
ligada “Zn. A atividade da anidrase enriquecida com isétopos de Zn

apresentou resultados estatisticamente semelhantes.
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Abstract

SPECIATION ANALYSIS OF METALS AND METALLOIDS BOUND TO
CARBONIC ANHYDRASE USING ION MOBILITY AND ICP - MS . In
Chapter 1, ion mobility in the TWIMS mode is proposed, coupled to a ESI-Q-
ToF MS/MS mass spectrometer for speciation analysis of carbonic anhydrase
bound to Ba**, Zn**, Cu®, Cu**, Pb**, Pb*, Se** and Se®". The method is
successfully applied to separation of selenium species with different oxidation
states, even when the species Se** and Se®" are incubated in a mixture with
carbonic anhydrase. The method is also applied for evaluating the carbonic
anhydrase folding state in native and denatured conditions, and it is considered
as satisfactory in the elucidation of different conformations of the protein. In
Chapter 2, an ICP-MS is used for the isotopic speciation analysis of Zn bound
to anhydrase. The accuracy measurements are closer to natural conditions for
Zn isotope ratio, in the end of the optimization. The precision is within the
range observed for m/z analyzer such as quadrupole. The main challenges in
this chapter are to minimize the effects of mass discrimination and the
removal of polyatomic interferences. The enzyme is enriched with *Zn and
%7n isotopes, and the highest isotope ratio is observed for ®Zn bound to
anhydrase. Anhydrase activity of Zn enriched isotopes yield similar statistical

results.
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1. Introducao

A determinagdo da composi¢do total de elementos € exigida em todo
mundo no controle ambiental e em avaliacdes clinicas de rotina. Entretanto,
essa informagdo pode ndo ser suficiente para a compreensdao da acdo dos
elementos quimicos em um sistema biolégico, uma vez que a
biodisponibilidade, o metabolismo e a toxicidade dependerdo da forma como a
espécie quimica se apresenta (Wrobel, ef al., 2003; Michaelke, 2003 ).

Diante da necessidade de se conhecer a forma de uma espécie quimica,
desenvolveu-se a andlise de especiacdo, definida como atividade analitica de
identificacdo e/ou medicao da quantidade de uma ou mais espécies quimicas
individuais. O termo espécie quimica vem designar a forma especifica como
um elemento se apresenta, seja na forma de diferentes isétopos, estrutura
molecular, complexo, estados eletronicos ou de oxidacdao (Wrobel, et al.,
2003).

Diferentes campos da ciéncia (ambiental, biolégico, clinico e analitico)
tém aplicado a andlise de especiacdo. Uma tendéncia atual nesta 4rea tem sido
a orientacdo em dire¢do a aplicacdo bioinorganica, particularmente na andlise
de especiacdo de biomoléculas com metais ou metaldides, com énfase em
proteinas contendo heterodtomos.

Metais e metaldides sdo co-fatores protéicos de grande importancia para
a bioquimica celular. Eles podem aumentar a estabilidade estrutural da
proteina, por meio da ligagdo as cadeias laterais de aminodacidos, conferindo
uma conformagdo adequada para a funcdo biologica. Além disso, estes
elementos quimicos atuam em centros ativos na catdlise enzimatica,
auxiliando grupos reativos a obterem orientacdo mais favordvel para a

ocorréncia da reacdo (Liu e Xu, 2002).



A elucidacdo da espécie quimica de um elemento ligado a uma proteina
ainda € uma tarefa analitica desafiadora, mesmo que sejam empregadas
estratégias convencionais ou de alta resolugdo. Dentre as limitagdes
encontradas, podem ser mencionadas a reducdo no estado de oxidagdo de um
fon metélico durante o emprego da dissociacdo induzida por colisdo e a falta
de resolucdo na producdo de uma distribui¢do isotopica de uma holo-proteina
em estado nativo, mesmo quando € utilizada a técnica de ressondncia
ciclotonica de fons (Wright e Dyson, 1999; Kriwacki, et al., 1996 ).

Assim, existe grande interesse em identificar a forma quimica de um
metal ou metaloide ligado a uma proteina. Esta tese tem por objetivo
apresentar duas estratégias analiticas alternativas que podem ser empregadas
na andlise de especiacao.

A espectrometria de mobilidade ionica (IMS, do inglés, ion mobility
spectrometry) € proposta para andlise de especiacdo de metais e metaloides
adicionados em diferentes estados de oxidacdo a proteina anidrase carbdnica.
Esta técnica tem sido amplamente empregada na avaliacdo da conformacao de
diferentes proteinas (Faull, et al., 2009). Entretanto, a proposta apresentada
nesta tese pode ser considerada inovadora, ndo tendo sido encontrado outro
relato na literatura que utilize a mobilidade i0nica na andlise de especiacao.

A segunda estratégia foi o emprego da dilui¢do isotOpica na andlise de
especiacdo envolvendo is6topos de zinco ligados a anidrase carbOnica. Esta
estratégia, em conjunto com a técnica de ICP-MS (do inglés, Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry), € referida como o estado da arte das
aplicacOes de espectrometria atdbmica, sendo altamente competitiva em virtude
da detectabilidade, da ampla faixa dindmica, da capacidade multielementar e

da informacao isotopica (Taylor, et al., 2011).



2. Revisao Bibliografica

2.1. Anidrase carbonica

A literatura cientifica indica a existéncia de cinco classes distintas de
anidrase carbdnica: a, B, v, 6 € {. Apenas a classe 0 ainda ndo possui estrutura
definida por meio de cristalografia de raios-x. A elucidagdo da estrutura
cristalina das demais classes (a, B, vy e {) revelou ndo haver homologia
estrutural entre elas. Além disso, também foi observada a auséncia de uma
sequéncia homodloga entre elas, indicando uma convergéncia evolutiva desta
funcgdo catalitica (Innocenti, 2008).

A proteina escolhida como modelo para este estudo € a isoforma II da
alfa-anidrase carbonica (a-AC), obtida a partir de eritrécitos bovinos. Esta
proteina apresenta caracteristicas atraentes para o estudo entre proteinas e
ligantes, tais como o baixo custo de aquisi¢do e a grande estabilidade quimica
em condi¢des laboratoriais. Além disso, ela é a segunda proteina mais
abundante dos eritrdcitos, tornando-a facil de purificar.

A estrutura da anidrase carbonica bovina (BCA) € mostrada na Figura
la. Na regido central da enzima, sdo observadas dez folhas f e o sitio ativo da
enzima. Este sitio constitui-se como uma cavidade em forma de funil, com 13
A de profundidade e um fon tetraédrico de Zn** (indicado por uma esfera
amarela). O metal estd coordenado com o grupo imidazol das cadeias laterais
de trés histidinas, situadas nas posicoes 93, 95 e 118. Além disso, observa-se a
presenca de um fon hidréxido, formando uma ligacdo de hidrogénio com a
cadeia lateral do aminodcido treonina, na posi¢do 197, o qual preenche a

esfera de coordenacgdo do ion zinco (Figura 1b). A caracterizacao estrutural da



isoforma II da BCA sugeriu a existéncia de dois mondmeros muito

semelhantes, que diferem entre si por apenas 0,11 A (Saito, ef al.,2013).
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Figura 1. Isoforma II da a-AC bovina. O Zn do sitio ativo esta representado por uma esfera
amarela. (a) Modelo mostrando o mondmero da BCA. Notam-se os elementos estruturais
secundarios em vermelho (folha B), azul (a-hélice) e coil (cinza). (b) Representagdo do sitio
ativo dos dois monomeros da BCA. As esferas vermelhas representam moléculas de dgua.
As siglas Asn, Arg, His, GIn, Glu, Thr e Tyr representam respectivamente o0s
amoninodcidos asparagina, arginina, histidina, glutamina, 4cido glutamico, treonina e
tirosina (Adaptado de Saito, et al.,2004).



2.1.1. Atividade enzimatica

A anidrase catalisa a reacdo de conversdao do CO, a HCOj e prétons.
Apesar da reacdo ocorrer espontaneamente na auséncia de catalisadores, quase
todos os organismos contém anidrases, que catalisam estas reagdes. Tais
enzimas sao necessdrias porque estas reacdes estdo ligadas a processos
rapidos, tais como processos de transporte. As enzimas mais ativas hidratam o
CO, com velocidades de até k., = 8,3 x 10° s (Pocker e Bjorkquistl, 1977). A
reacdo catalisada é aproximadamente 107 vezes mais rdpida que a reacio néo
catalisada (Radzicka e Wolfenden, 1995).

O mecanismo da reagdo catalisada pela BCA estd descrito na Figura 2.
O {on hidroxido ligado ao zinco estd estabilizado devido a ligacdo de
hidrogé€nio com um residuo de treonina vizinha (Thr 197) que, por sua vez, faz
uma ligacdo de hidrogénio com um grupo carboxilato de um residuo de
glutamina (Glu 105). Estas interacdes aumentam a nucleofilicidade da
molécula de 4gua ligada ao zinco, configurando a forma ativa da enzima
(Figura 2a). O CO, se posiciona no local de ligacdo do substrato,
compreendido por dois residuos valina e uma leucina, aproximando-se do ion
hidréxido ligado ao zinco, o que facilita a reacdo de hidratacdao (Figura 2b).
Assim, o ion hidréxido promove o ataque nucleofilico ao CO,, produzindo o
fon HCO; (Figura 2c), o qual se difunde da cavidade do sitio ativo, dando
lugar a uma molécula de 4gua (Figura 2d). Com a molécula de &4gua
coordenada ao zinco, a enzima encontra-se na forma inativa para catélise. Para
regenerar a forma ativa da enzima, ocorre uma reacdo de transferéncia do
proton da dgua coordenada ao zinco para o residuo de histidina na posi¢ao 63.
A partir deste residuo, o proton € projetado para a superficie da enzima (Saito,

et al., 2004; Supuran, 2008).



A enzima estd adaptada para a catdlise de hidratacio do CO..
Entretanto, ela demonstra uma habilidade considerdvel de abrigar outros
substratos. Assim, a BCA catalisa a hidrdlise de ésteres, sulfonatos, haletos de

sulfonilo e a hidratacio dos aldeidos e acido pirdvico (Sprigings e Hall, 2001)

O,
HO HO'\)C\\(/)‘
2+ +C02 % 2+
]
i 93/Z\H\His118 -— 93/ \n\His118
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Figura 2. Mecanismo enzimdtico da anidrase carbonica. Os residuos de histidina sdo
representados por His, seguidos do nimero do aminoécido na sequéncia da proteina.

2.1.2. Aspectos Quimicos

A anidrase carbOnica bovina é uma proteina monomérica, de cadeia
Unica, com peso molecular intermediario (29089 Da), apresentando um pl de
5,85. Além disso, grupos fosfato ou fragdes glicidicas ndo estdo presentes em
sua estrutura. A sequéncia de aminodacidos estd disponivel em banco de dados

para a maioria das isoformas conhecidas. O preparo da enzima sem o ion
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metdlico (apo-enzima) requer procedimentos simples, o que permite o estudo
da substitui¢cdo do zinco por outros ions (Krishnamurthy, ez al., 2008).

A afinidade ao metal € determinada pelas interacdes entre os
aminodcidos que se ligam ao metal e o fon metdlico. A avaliagdo destas
interacoes pode ser realizada por meio de mutagénese sitio direcionada. Nesta
técnica, um oligonucleotideo sintetizado quimicamente, contendo as
alteracOes de bases nitrogenadas desejadas, hibridiza-se com o DNA da célula
hospedeira. Esta célula hospedeira deve ser de facil manipulacdo, crescimento
rdpido e constituicdo genética bem conhecida, podendo ser utilizadas
bactérias, leveduras ou células de culturas de tecidos de mamiferos e insetos.
Assim, o gene alterado serd codificado junto com o genoma da célula
hospedeira e cdpias serdo produzidas por acdo da enzima DNA polimerase,
oriunda da célula hospedeira. Apds a expressao do segmento génico alterado,
a proteina contendo as modificacdes de aminodcidos desejadas pode ser
purificada e posteriormente caracterizada empregando-se usualmente
cromatografia liquida e cristalografia de raios-X (Voet, et al., 2014).

Trés fatores contribuem para a afinidade da anidrase carbonica ao metal:
(I) a natureza dos ligantes do metal na enzima; (II) a rede de ligacGes de
hidrogénio e (III) os residuos hidrofébicos ligados as histinas do sitio ativo
(Hurst, et al., 2010).

Grandes alteracdoes na afinidade de metal ocorrem na mudancga dos
residuos que constituem o sitio metdlico. A substituicdo de histidina do sitio
ativo por alanina diminui a afinidade da enzima pelo metal por,
aproximadamente, 10° vezes (Hurst, et al., 2010). Por outro lado, a criacio de
um quarto ligante na esfera de coordenacdo do metal na anidrase carbOnica,
substituindo a treonina (Thr 197) por glutamato, aumenta a afinidade ao metal
em aproximadamente 200 vezes (Ippolito, et al., 1995).
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A mudanca de um aminodcido pode alterar as ligacdes de hidrogénio
entre os residuos da proteina. Foi observado que a afinidade a zinco foi
reduzida em 40 vezes, ao substituir a glutamina (Gln 91) e o 4cido glutamico
(Glu 116) por alanina que fazem ligagc@o de hidrogénio com duas histidinas do
sitio ativo (His93 e His 95). Com esta modificagao, a atividade enzimética é
2,5 vezes menor em comparagdo com a anidrase ndo mutada (Kiefer, et al.,
1995).

Alteracoes nos residuos hidrofobicos que se ligam as histidinas que
coordenam o zinco diminuem a afinidade da anidrase pelo metal por
aproximadamente 100 vezes. As alteragcdes na estrutura da enzima sao
significativas de tal maneira que as cadeias laterais de histidina ndo sao
orientadas corretamente para se ligar de zinco (Cox, et al., 2000).

Com a evolugao, a estrutura da anidrase carbOnica foi selecionada para
ligar Zn** na presenca de uma variedade de potenciais interferentes celulares,
incluindo: Mg**, Ca*, Fe** e Cu**. A afinidade entre metal e proteina segue a
série de Irving-Williams, embora a afinidade do zinco aumente
significativamente em comparacdo com os demais metais de transi¢ao (Hurst,
et al., 2010). O cobre poderia competir com o zinco pela ligacdo a anidrase
carbonica, ja que afinidade deste metal pela enzima € 10 vezes maior do que o
zinco. Porém, estima-se que a concentracdo de cobre no meio celular seja
1000 vezes menor do que a concentracdo de zinco (Finney e O'Halloran,

2003).
2.1.3. A importancia bioldgica da anidrase
Nos mamiferos, foram identificadas 16 isoformas de o-AC, com

diferentes fungdes, localizacdo celular e distribuicdo tecidual (Tabela 1).
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Existem 7 isoformas citosélicas (a-AC I, a-AC 11, o-AC III, a-AC VII, a-AC
VIII, a-AC X e a-AC XIII), 5 isoformas ligadas a membrana (a-AC IV, a-AC
IX, a-AC XII, a-AC XIV, e a-AC XV), duas mitocondriais (a-AC VA e a-AC
VB) e duas secretadas (a-AC VI e a-AC XI). As isoformas o-AC VIII, a-AC
X e a-AC XI ndo realizam a catdlise enzimdtica e suas funcdes fisioldgicas

permanecem desconhecidas (McDevitt e Lambert, 2011).



Tabela 1. Isoformas de anidrase carbdnica associadas as fungdes e localizacio celular.

Localizacao
Isoforma Funcao Referéncia
celular
CA1 Envolvida na respiracdo e na regulagdo da homeostase 4cido- Citosal Supuran et al., 2003 e
itoso
base nos rins. Envolvida na precipitagdao do cdlcio nos 0ssos. Chang, et al., 2012
CAIl Envolvida na respiracdo, na regulacio da homeostase acido- Supuran et al., 2003;
base nos rins (troca de Cl" por HCO;5') € no duodeno. Envolvida Citosol Alvarez et al., 2005 e
na reabsorcao Ossea e na producao de HCO3; no humor aquoso. Sterling et al., 2001
CA III Abundante nos tecidos musculares esqueléticos. Citosol Staunton et al., 2005
CA IV Envolvida na respiracdo e na regulacdo da homeostase acido- Licada Supuran et al., 2003;
igada a
base nos rins (troca de CI" por HCOys). Envolvida na regulacao Sterling et al., 2002 e
. . . membrana
entre Na” e HCO; na regido da retina. Yang, et al., 2002
CA VA Abundante no figado. Envolvida na neoglicogénese, fornecendo
. . Mitocondria Nagao, et al., 1993
HCOj; no para a piruvato descarboxilase.
CA VB Abundante no pancreas, rins, medula espinhal e glandulas
. MitocOndria Adachi, et al., 1999
salivares.
CA VI  Presente nas lagrimas, saliva e leite materno. Secretada Pilka, et al., 2012
CA VII Abundante no cérebro. Envolvida nos estimulos neuronais de Citosol Ruusuvuori, et al.,

alta frequéncia.

2004
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Tabela 1. Continuacdo.

CA VIII

CA IX

CAX

CA XI

CA XII

CA XIII

CA X1V

CA XV

Presente em doencas como ataxia cerebelar e sindrome de
desequilibrio, causadas por mutagcdes génica.

Abundante em tumores renais, pulmonares e cervicais.

Abundante no sistema nervoso central e medula espinhal.
Abundante no cérebro, na medula espinhal e na tiredide.
Abundante no endométrio, célon e pancreas. Abundante em
tumores renais € pulmonares.

Abundante no cérebro, rins, pulmdes, intestinos, colo uterino e
testiculos.

Envolvida na regulacdo da acidificagdo renal e na transmissao
sinaptica.

Identificada em rins de ratos. Unica isoforma que ndo &

encontrada em humanos ou bovinos.

Citosol

Ligada a
membrana
Citosol
Secretada
Ligada a
membrana

Citosol

Ligada a
membrana
Ligada a

membrana

Tiirkmen, et al., 2009

Pastorekova e Zavada,
2004
Taniuchi, et al., 2002
Taniuchi, et al., 2002
Vullo, et al., 2005 e
Kobayashi, et al., 2012
Lehtonen, et al., 2004

Kaunisto, et al., 2002 e
Parkkila, et al., 2001
Hilvo, et al., 2005
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Como se pode perceber por meio da Tabela 1, a anidrase carbonica é
uma enzima onipresente nos tecidos dos mamiferos (Chegwidden, et al.,
2000). Tendo em vista as vdérias fungdes fisioldgicas das 16 isoformas de
anidrase, serdo detalhadas, a seguir, as func¢des fisiologicas da isoforma I dos
eritrocitos, a qual foi empregada neste trabalho.

A anidrase presente nos eritrocitos atua em duas funcdes respiratdrias: o
transporte de O, e o transporte de CO, durante a respiracdo. Os eventos de
reacdo quimica e difusdo no tecido sdo apresentados na Figura 3.

Na inspiracdo, a hemoglobina se liga ao oxigénio, sendo este
transportado para os tecidos, os quais apresentam uma elevada necessidade de
O, para realizagdo de diversos processos metabolicos celulares. Durante esses
processos, grandes teores de ions hidrogénio e CO, sdo gerados. Estas duas
formas quimicas potencializam a liberacao de O,, uma vez que a afinidade de
ligacdo entre hemoglobina e oxigénio € inversamente relacionada a acidez e a
concentragdo de CO, (Efeito Bohr). Neste aspecto, a anidrase carbOnica
acelera a mudanca de pH no citoplasma dos eritrcitos, aumentando a
liberacdo de O, nos tecidos (Chegwidden, et al., 2000).

O processo de transporte de CO, inicia-se com a difusdo molecular do
CO,, no sentido dos tecidos para os capilares sanguineos e, subsequentemente,
para os eritrécitos por meio do gradiente de pressdo parcial do CO, Nos
eritrocitos, o CO, € hidratado em HCOj3', no processo catalisado pela AC. Os
fons bicarbonatos produzidos sio liberados para fora da célula, por meio da
proteina transmembrana banda 3, enquanto o hidrogénio produzido pela
reacdo se liga ao sitio ativo da hemoglobina. Estes processos de remocado dos
produtos finais da hidratacdo do CO, permitem uma quantidade maxima de

CO, a ser transportado pelo sangue (Esbaugh e Tufts, 2006).
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A maior fracdo de CO, transferido ao sangue pelos tecidos e liberada
nos alvéolos € transportada nos vasos sanguineos na forma de bicarbonato,
(aproximadamente 85%). O restante € transportado como CO, dissolvido (5%)
ou ligado quimicamente a hemoglobina (10%) (Chegwidden, et al., 2000).

Nos pulmdes, a grande quantidade de O, no eritrécito reduz a
capacidade da hemoglobina em se ligar a prétons, resultando no Efeito de
Haldane, ou seja, o aumento da tendéncia do CO, deixar o sangue, conforme
aumenta a saturacdo da hemoglobina pelo oxigénio. Os protons liberados pela
hemoglobina sdo consumidos na reacdo de desidratacdo da AC para liberacdo

do CO, molecular (Esbaugh e Tufts, 2006).

Pulmao Inspiracio Expiracio rO,
02 HZO + (j()2 100 Torr
(]

H,0 + CO,
r

£
Tecidos Respiracio celula

Figura 3. O papel da anidrase (BCA) e da hemoglobina (Hb) no transporte de O, e COs.
Em azul, estd representada a proteina transmembrana banda 3, e, em amarelo, a anidrase
carbonica (Adaptado de Esbaugh e Tufts, 2006).
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2.2. Analise de especiacao

O desenvolvimento da especiacdo na comunidade cientifica deu origem
as seguintes definicdes, aprovadas pela Unido Internacional da Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC, do Inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry). A andlise de especiacdo “representa a atividade analitica de
identificacdo e / ou medicdo da quantidade de uma ou mais espécies quimicas
individuais numa amostra”. A espécie quimica faz inferéncia a ‘“forma
especifica de um elemento quimico, definido como a composicdo isotopica,
estado de oxidacdo ou eletrénico, e/ou estrutura molecular ou complexa”
(Templeton, et al., 2000).

As aplicagdes bioinorginicas sdo uma tendéncia atual em andlise de
especiagdo, particularmente na andlise de especiacdo elementar de
biomoléculas (Jitaru e Barnante, 2006). O principal foco destas aplicagdes sdo
os estudos sobre proteinas que possuem como co-fatores metais ou
metaloides, o que caracteriza estas biomoléculas como metaloproteinas. Estes
co-fatores, em cardter especial, sdo fundamentais para metaloproteinas, porque
podem determinar a estrutura ou influenciar a reatividade de uma biomolécula
(Meermann e Sperling, 2012).

A importancia bioldgica dos estudos de metais e metaloides ligados as
biomoléculas € amplamente destacada na literatura cientifica. Para citar
apenas um exemplo, cabe mencionar que metais desempenham uma fungio
crucial no sistema nervoso central, estando envolvidos na manutengdo e
desenvolvimento da neurotransmissdo, na atividade enzimdtica, na fungdo
mitocondrial, além da aprendizagem e memoria (Duce e Bush, 2010). O
desequilibrio dos mecanismos homeostiticos que regulam os metais

essenciais, e/ou a absor¢cdo de metais toxicos sem funcao bioldgica conhecida
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alteram o equilibrio i6nico e podem resultar em doencgas neurodegenerativas,
tais como a doenca de Alzheimer e Parkinson. Atualmente, sugere-se que os
fons metdlicos possam afetar a agregacdo de proteinas e a formacao de fibrilas
protéicas. Estes eventos sdo observados no enovelamento incorreto das
proteinas em doencas neurogenerativas (Breydo e Uversky, 2011). Assim,
compreender as interacdes estruturais e funcionais dos fons metdlicos ligados
as biomoléculas demonstra ser um aspecto essencial na compreensdao de
determinadas patologias. Neste contexto, € fundamental ter uma visao clara da
acdo que os elementos quimicos apresentam nos processos fisiologicos
(Malgieri e Grasso, 2014).

Outro exemplo da aplicagdo da andlise de especiacdo em processos
fisiologicos € demonstrado na avalia¢do de espécies de selénio em amostras de
urina, empregando-se a técnica de ICP-MS e hifenada com a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High Performance Liquid
Chromatography). Com um preparo de amostra extremamente simples e
eficiente, empregando-se apenas centrifugacao, diluicio em solug¢do tampao e
filtracao, foi possivel identificar e quantificar a espécie de selenocistina, apds
um periodo de ingestdo de castanhas-do-pard de 15 dias. Este metabdlito foi
excretado de forma mais abundante na urina feminina, sendo 1,7 vezes
superior ao observado na urina masculina. Os autores abrem perspectivas de
trabalhos futuros que serdo desenvolvidos para elucidar os mecanismos
envolvidos na excregdo de selénio (Silva, et al., 2013).

Apo6s destacar a importancia bioldgica da andlise de especiacdo, serao
consideradas as questOes analiticas sobre este assunto. Em primeiro lugar,
cabe mencionar que o preparo de amostra € a etapa chave da andlise de
especiacdo, uma vez que as maiores perdas de analitos e/ou a modificagdes da
forma como a espécie quimica se apresenta sdo verificadas nesta etapa,
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levando a erros sistemdticos na determinagdo da concentragdo do analito
(Zenkevich e Makarov, 2006).

Os métodos tradicionais de preparo de amostra podem utilizar a
hidrodestilacao, extracdo Soxhlet, extracdo liquido-liquido e extracdo em fase
s6lida. Além de consumir tempo, estes métodos possuem vdrias etapas que
podem trazer prejuizos a recuperacdo de analitos € o uso de uma grande
quantidade de solventes. Diante destes motivos, métodos com menor tempo na
etapa de preparo de amostra e menor geracdo de residuos vém sendo
investigados e introduzidos na literatura (Mester, ef al., 2001). Uma estratégia
inovadora que emprega estes novos requisitos foi proposta no trabalho de
Silva, et al.(2012), o qual emprega uma fibra de microextracdo em fase sélida
acoplada ao forno de grafite de um espectrdmetro de absor¢ao atdomica, sendo
possivel quantificar Se** em um espectrdmetro de massas hifenado a um
cromatdgrafo a gas em amostras de dgua, plancton e medicamentos.

Além do preparo de amostras, as abordagens mais aplicadas na anélise
de especiagcdo envolvem trés etapas: (I) a separagdo, por meio da
cromatografia liquida e da eletroforese em gel ou capilar; (II) a identificacao
da biomolécula, por meio da ressonincia magnética nuclear ou da
espectrometria de massas com fontes de ionizagdo dos tipos ESI (do inglés,
electrospray ionization) ou MALDI (do inglés, matrix ablation laser
desorption ionization); e (III) a detec¢cdo do metal, por meio das técnicas de
ICP OES (do inglés,inductively coupled plasma optical emission
spectrometry) e ICP-MS (do inglés, inductively coupled plasma mass
spectrometry) (Lobinski e Szpunar, 1999).

Destas trés etapas, a separacdo pode ser considerada a condig¢ao
limitante a compreensdo da interagdo entre metais e biomoléculas (Barnett, et
al., 2012). A maioria dos metais estd coordenada as proteinas, por meio de
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aminodcidos que constituem os sitios de ligacdo, localizados em diferentes
regides da proteina. Assim, estes complexos protéicos de coordenagdo tornam-
se muito ldbeis e susceptiveis as mudancas nas conformac¢des das proteinas
(Deitrich, et al., 2010).

Mesmo os métodos mais empregados atualmente para a andlise de
especiacdo, apresentam certas limitagdes, no tocante a avaliagdo de metais
ligados a proteinas. Nas separacdes eletroforéticas, a principal limitagao estda
nas condi¢Oes fisico-quimicas de separacdo, as quais podem modificar a
estrutura da proteina, levando a liberacao do metal (Deitrich, et al., 2010). Em
separagOes cromatograficas, os problemas mais comumente enfrentados sao a
interconversdo de espécies com diferentes estados de oxidacao e a alteracdo da
distribuicdo de fons metélicos, fracamente ligados as moléculas bioldgicas
(Wolf, et al., 2011; Lund, 1990). Assim, nota-se que existe uma demanda
importante por técnicas analiticas capazes de enfrentar os problemas inerentes
a andlise de especiacgao.

Na presente tese, as potencialidades das técnicas de mobilidade i6nica e
ICP-MS foram exploradas para a andlise de especiacdo de elementos com
diferentes estados de oxidagdo e a avaliacdo de diferentes is6topos ligados a

anidrase carbonica. As duas técnicas supracitadas serdo discutidas a seguir.
2.3. Espectrometria de mobilidade ionica

A mobilidade de um ion em fase gasosa € medida por meio da
velocidade com a qual este fon se move através de um gas inerte, sobre a
influéncia de um campo elétrico. Esta separacdo é dependente da massa, da

carga e secao de choque do ion (Cohen e Karasek, 1970).
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2.3.1. Um breve historico

Os primeiros relatos sobre a mobilidade i6nica datam do inicio do
século XX. Langevin (1903) foi um dos primeiros autores a descrever as
interacoes entre fons e moléculas gasosas, e a influéncia do gis sobre a
mobilidade do fon. Com base em sua teoria, descobria-se que fons poderiam
ser separados por suas velocidades caracteristicas, por meio de um campo
elétrico em um meio preenchido por um gés. Cada fon se desloca a uma
velocidade especifica, de maneira que os ions possam ser separados em fungio
das suas propriedades individuais e das propriedades do gas presente no meio.

A evoluc¢do da mobilidade i6nica cresceu significativamente devido ao
interesse no comportamento dos fons no ar, as pesquisas sobre poluicdo, as
guerras e a exploragdo do espago (Uetrecht, et al., 2010). Dentre os principais
avancos da mobilidade i6nica na primeira metade do século, destaca-se a
introducdo pulsada dos ions, na forma de pacotes discretos (Cravath, 1929).

Na década de 1950, McDaniel e Kebarle se notabilizaram por
desenvolver as celas de difusdo (drift tube) em baixo campo elétrico para
estudar a separacao de fons e pequenas moléculas na fase gasosa. Estes autores
foram os primeiros a realizarem o acoplamento da mobilidade i6nica com a
espectrometria de massas em 1962 (McDaniel, et al., 1962) e a difundirem a
técnica de Drift Time lon Mobility Spectrometry (DTIMS).

Além de possuir uma grande versatilidade analitica, excelentes limites
de deteccao, andlises em tempo real e baixo custo, o desenvolvimento da
espectrometria de mobilidade idnica (IMS, do inglés, lon Mobility

Spectrometry) atraiu grande interesse da comunidade cientifica até o inicio da

década de 1970 (Karasek, et al., 1976, Karasek, 1974).
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Os espectrometros de mobilidade sofreram grandes transformacdes,
deixando de ser apenas grandes instrumentos de laboratério, passando a ser
equipamentos portateis de aplicacdes militares portateis, na década de 1980.
Além disso, espectrometros de mobilidade para deteccdao de explosivos foram
lancados a partir de 1990, sendo fundamentais para a seguranca da aviacdo
comercial (Eiceman, et al., 2014).

A partir da década de 1990, a IMS tornou-se um método empregado em
andlises de rotina para deteccdo de drogas ilicitas na area forense (Dussy, et
al., 2008). Nesta década, observam-se avancos nas novas modalidades de
mobilidade i0nica, tais como a Aspiration lon Mobility Spectrometry (AIMS)
e Field Assymetric lon Mobility Spectrometry (FAIMS).

No inicio dos anos 2000, métodos empregando mobilidade i6nica foram
desenvolvidos para o uso em ambientes clinicos e laboratoriais. Estes
analisadores forneceram informagdes oportunas e valiosas sobre as condicoes
médicas e/ou progresso terapéutico. Esta inovacdo das aplicacdes da
mobilidade i6nica foi associada, acompanhada e estimulada pelo aumento da
disponibilidade de instrumentacao, incluindo alguns instrumentos projetados
especificamente para atender a uma demanda crescente na pesquisa
farmacéutica e biomolecular (Eiceman, et al., 2014).

Outra caracteristica marcante desta ultima década foi o aumento na
comercializagdo de espectrOmetros de mobilidade i6nica, bem como na
variedade de modelos instrumentais. Dezoito empresas ja oferecem
instrumentos baseados em mobilidade, eliminando uma das barreiras criticas
para uma presenca macica de avaliacdes empregando mobilidade na quimica
analitica moderna: um acesso adequado a esta tecnologia (Eiceman, et al.,

2014).
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Durante os dultimos anos, grande parte dos espectrOmetros de
mobilidade i6nica foi comercializada para usos militares e de seguranca,
atraindo novas empresas interessadas em disponibilizar esta tecnologia.
Algumas grandes empresas de instrumentos, com amplo reconhecimento na
area de quimica analitica, comecaram a oferecer instrumentos, incluindo um
componente de mobilidade para complementar as avaliacdes empregando a
espectrometria de massas. Este desenvolvimento alterou significativamente a
visibilidade da mobilidade i6nica dentro da quimica e de outras comunidades
cientificas (Eiceman, et al., 2014).

O inicio desta nova tendéncia na comercializacdo pode ser atribuido ao
acoplamento entre uma fonte de electrospray, com um espectrometro do tipo
FAIMS e um espectrometro de massas (Guevremont e Purves, 1999). Este
instrumento foi originalmente desenvolvido pela Ion Analytics, empresa
posteriormente adquirida pela ThermoScientific. O FAIMS foi utilizado como
um filtro de fons na identificacdo de produtos farmacéuticos e de metabdlitos
de drogas e comercializado em conjunto com um cromatdgrafo liquido
hifenado ao espectrometro de massas (Kapron, et al., 2005).

Outra grande empresa, a Waters Corporation, foi pioneira no
desenvolvimento de um novo método de mobilidade i0nica, denominado
travelling wave, comercializado com um espectrometro de massas por tempo
de voo (ToF, do inglés, Time of Flight), modelo denominado como Synapt
(Schenauer e Leary, 2009). Este instrumento teve um efeito surpreendente e
benéfico sobre a espectrometria de mobilidade i16nica, fornecendo novos
recursos aos pesquisadores interessados em estudos envolvendo biomoléculas.
A comercializacdo deste instrumento foi destinada ao mercado das empresas
do ramo biomolecular e farmacéutica, bem como para a deteccao de agentes
de guerra quimica e explosivos. As versdes seguintes dos espectrometros de
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mobilidade i0nica foram miniaturizadas, apresentando andlises mais répidas e
seletivas do que os primeiros modelos comercializados (Eiceman, et al.,
2014).

Desenvolvida a partir de 2004, a modalidade de mobilidade i6nica
Travelling Wave lon Mobility Spectrometry (TWIMS) foi utilizada neste

trabalho e serd discutida a seguir.

2.3.2. Principios da TWIMS

Na IMS, um fluxo constante de ions dentro da série de pacotes de fons
que foram trapeados percorre a cela de mobilidade i0nica, a qual € preenchida
com um gdas inerte. Nesta cela, um campo elétrico uniforme e baixo é
aplicado, de maneira que o processo de migracao dos ions seja dominante. A
velocidade dos fons (v4 cm s™') é diretamente proporcional 2 intensidade do

campo elétrico (E, V cm’l), conforme a equacao 1:

vq=KE eq. 1

onde K é a constante de mobilidade idnica (K, cm”> s' V). Como as
medidas de mobilidade ocorrem em func¢do do tempo (#;, s) que um fon leva

para percorrer a cela de mobilidade (d, cm), a equacdo 1 pode ser rearranjada:

d
K_td_E eq. 2

A mobilidade € caracteristica para cada ion e depende de vérios fatores.
A temperatura e pressio do gas devem ser uniformes e a densidade de espécies

10nicas deve ser suficientemente baixa para que as repulsdes culdmbicas sejam
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ignoradas. Além disso, fatores como a densidade (N) e a massa do gas (m)
influenciam na mobilidade i6nica, bem como a massa (M), a carga (g) e a

secdo de choque do fon (£2). Assim, a mobilidade i6nica pode ser definida:

1 1
3q [ 2n\2 (m+M)2 1
=— — eq. 3
6N \k, T mM/ Q

onde k, é a constante de Boltzmann e 7 é temperatura na cela de

difusao.

2.3.3. Instrumentagcao da TWIMS

Instrumentos de mobilidade do tipo TWIMS estdo comercialmente
disponiveis nos modelos Synapt HDMS (Waters Co.). Nos primeiros
trabalhos, a secdo de TWIMS localizava-se entre a fonte de ionizagdo e o
quadrupolo de um espectrometro de massas hibrido, do tipo Q-ToF
(Thalassinos, et al., 2004). Este desenho foi alterado pela Waters, de maneira
que a secdo de TWIMS ficasse posicionada entre o quadrupolo e o ToF. Esta
configuracdo mostrou uma alta eficiéncia de transmiss@o de fons € um poder
de separacdo compardvel as celas de difusdo convencionais (Pringle, et al.,
2007).

A cela de mobilidade i6nica engloba trés setores distintos (Figura 4). O
primeiro setor atua como um trap, usado para acumular fons, e, em seguida,
propelir a entrada pulsada de fons no proximo setor. O segundo setor constitui
o espectrometro de mobilidade i6nica (IMS), preenchido com gés (geralmente
N,), no qual serd realizada a separacdo das espécies. O terceiro setor,

denominado transfer, é utilizado para transmitir os fons ao analisador por
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tempo de voo, por meio de aceleracdo ortogonal. Trap e transfer sdo
preenchidos com argdnio, podendo ser usados na realizagdo de experimentos
nos quais os fragmentos de um fon (produzidos no trap) sdo separados por
mobilidade ou, alternativamente, onde os ions separados por mobilidade

i0nica sdo posteriormente fragmentados no transfer (Pringle, et al., 2007).

<7z

Trap IMS Transfer
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L ]

\

A Bomba
Ar Turbomolecular

Figura 4. Esquema da cela de TWIMS do Synapt HDMS, preenchida com gas N, no IMS e
argonio no trap e transfer (Adaptado de Pringle, et al., 2007).

O TWIMS do Synapt € constituido por uma série de eletrodos planares
em forma de anel (SRIG, do inglés, stacked ring ion guides), dispostos em um
plano ortogonal ao eixo de transporte de ions. Assim, os ions passam pelo
interior dos eletrodos (Figura 5), em movimento axial. Fases opostas de uma
tensdo de RF sdo aplicadas a eletrodos adjacentes e fornecem uma barreira de
potencial efetiva de confinamento dos ions. Para propelir os ions, uma
voltagem transiente DC € sobreposta a RF, aplicada a um par de eletrodos

adjacentes numa sequéncia repetitiva ao longo da cela de mobilidade. A série

23



de potenciais gerados € posteriormente aplicada para o préximo par de
eletrodos, em intervalos regulares de tempo fornecendo uma sequéncia
continua de travelling waves. Os SRIGs usados na cela de mobilidade tem
aberturas de transmissao de fons de Smm de diametro, 0,5 mm de espessura do
eletrodo e um espacamento de 1,5 mm. A tensdo de RF € usada em uma

frequéncia de 2,7 MHz e amplitude varidvel de até 400V (Giles, et al., 2004).

RF(+) Eletrodo

Entr’ada -~ . Sai,da
dos ions dos ions

RF(-)

Figura 5. Guia de ions responsavel pelo funcionamento da técnica de TWIMS (Adaptado
de Pringle, et al., 2007).

Uma vantagem do TWIMS ¢é a possibilidade de promover a dissociagdo
induzida por colisdo (CID, do inglés collision induced dissociation),
empregando-se argdnio como gas de colisdo. Uma grande possibilidade de

experimentos pode ser realizada neste equipamento, tais como:
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1.  Separagdo por mobilidade i6nica no TWIMS e fragmentagdo

subseqiiente de esses ions no transfer;

2. Fragmentacao de fons no frap e separacio subsequente por mobilidade

i6nica de fons produtos nos TWIMS;

3. Fragmentacdo de {fons no trap, separacdo por mobilidade dos

fragmentos na cela de TWIMS, e uma segunda fragmentacdo no

transfer.

Este ultimo procedimento é semelhante ao de um experimento MS?,

com a diferenca de que todos os fons produtos (MS* e MS?) sdo registrados ao

mesmo tempo (March e Todd, 2010). Os diferentes modos de operacao do

instrumento Synapt sdo resumidamente apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Operagdo dos setores de TWIMS e modelos de experimentos.

Trap IMS Transfer Experimento
Fragmentacao MS/MS
Fragmentacao MS/MS
Mobilidade Mobilidade

Fragmentacdo = Mobilidade
Mobilidade

Fragmentacdo = Mobilidade

MS/MS - Mobilidade
Fragmentacao Mobilidade - MS/MS
MS/MS - Mobilidade -

Fragmentacao
MS/MS

Ao contrdrio dos equipamentos de mobilidade i6nica convencionais, nos

quais um campo elétrico continuo € aplicado em toda cela de difusdo, no

25



TWIMS, um campo elétrico RF € aplicado em par de eletrodos planares, como
um segmento, e sequencialmente arrastado pela cela de mobilidade por meio
da sobreposi¢cdo de um potencial de corrente direta (DC). Assim um campo
elétrico em forma de travelling wave € gerado, no qual os fons podem
acompanhar este potencial, reduzindo o seu tempo de residéncia na célula.
Assim, a separacdo dos mesmos ocorrerd por mobilidade i6nica devido ao
choque com o gés (Pringle, et al., 2007). Na Figura 6, os {ons com maior carga
(representado com carga 2+) migram mais rapido do que fons com menor
carga (14). Além disso, é possivel observar a influéncia do volume do ion
sobre a mobilidade das espécies, uma vez que ions menos volumosos
(identificados por esferas pretas e vermelhas) apresentam migram mais rapido

pela cela de mobilidade que fons mais volumosos (esferas azuis).

Tempo
L]
o

4
fons
. Pulso DC . Carga 1+
e C(Cargal+

e Carga2+

Figura 6. Movimento dos fons apds o pulso elétrico (Adaptado de Pringle, et al., 2007).
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2.3.4. Algumas aplica¢gdes da TWIMS

O acoplamento entre a mobilidade i0nica e a espectrometria de massas,
muitas vezes denominado como IMMS (do inglés, lon Mobility Mass
spectrometry), apresenta-se como uma ferramenta analitica muito util na
identificacdo, elucidacao estrutural e separacdo de compostos isoméricos. Sua
principal caracteristica € acrescentar uma dimensdo adicional para separar
misturas de compostos quimicos, isdmeros, e, mais recentemente, proteinas ou
peptideos (Uetrecht, et al., 2010).

Uma recente aplicacio da TWIMS ocorre na drea da Biologia
Estrutural, especialmente na investigacdo das propriedades estruturais das
proteinas e/ou conjuntos de proteinas. Nesta drea, o principal objetivo das
pesquisas € a manutengao da proteina na sua forma intacta e sua interagdo com
outras proteinas (Heck, e Van Den Heuvel, 2004; 26, Ruotolo, et al., 2005).

Um exemplo € observado no trabalho de Smith, et al. (2007), no qual a
TWIMS foi empregada com €xito na andlise de isdmeros conformacionais de
proteinas que diferem em secgdo transversal. A proteina [,-microglobulina
(B,m) atrai grande interesse por ser a responsavel pela amiloidose. Esta doenca
€ caracterizada pelo acimulo de fibrilas em vdrios tecidos, originadas pelo
desenovelamento da proteina, seguido de auto-agregacdo. Uma titulacdo da
Bom na faixa de pH entre 2 e 7 permitiu a identificacdo e separagdo dos
isdmeros durante todo o processo de desnaturacdo. Em pH 6,23, apenas a
forma enovelada da proteina, a qual ndo estd relacionada a doencga, foi
identificada. Em pH 4,28, observou-se a forma parcialmente enovelada da
Bom, enquanto que a forma desenovelada foi verificada em pH 2,6. Ambos
1sdmeros, parcialmente enovelado e desenovelado, podem estar envolvidos na
formacdo de fibrilas e na agregacao das proteinas. Os resultados deste trabalho
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mostram que a técnica de TWIMS pode auxiliar a descoberta dos mecanismos
de enovelamento de proteinas envolvidas em doencas.

Para destacar as potencialidades da técnica, a Tabela 3 apresenta
trabalhos que utilizam a TWIMS para diversas finalidades e para uma grande
variedade de analitos. Ainda que a grande maioria dos trabalhos publicados
envolva proteinas e peptideos, sdo observadas aplicacbes na separacdo de
lipideos, carboidratos e 4acidos nucléicos. O interesse econdmico sobre esta
técnica também € ressaltada, por meio da sua aplicacdo em diferentes setores

industriais como o farmacéutico, o bélico e o quimico.
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Tabela 3. Aplicacdes da Travelling Wave lon Mobility Spectrometry.

Aplicacoes Analitos Objetivos Referéncia
Proteémica
- Separar peptideos por meio da sec¢do de Young, et al.,
Amilina
choque 2013
Proteina do ciclo de Calvin Separar dois isdmeros conformacionais Kaaki,
(CP12) com diferentes propriedades redox et al.,2013

Capsideos virais

Transtirretina € componente

amiloide P
Receptor Toll

Outras biomacromoléculas

Produtos da fragmentacao de
Lipideos o
triglicerideos

Reunir informagao estrutural sobre os
oligdmeros que compdem o capsideo do
virus
Avaliar a compactacao e dissociagao de
complexos protéicos
Avaliar as mudangas conformacionais do

receptor como resposta ao ligante Spitzle

Quantificagdo e elucidacgdo estrutural de

lipideos

Uetrech, et al.,
2011

Hall, et al., 2012

Gangloft, et al.,
2008

Shah, et al., 2013
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Tabela 3. Continuacao.

Carboidratos Acido oligogalacturdnico Identificar estruturas isoméricas Huang, et al.,
2013
Avaliar a distribuicio espacial dos Blatherwick,
Nucleosideos ATP, ADP e AMP .
oligonucleotideos etal., 2013

Demais aplicacoes

2-OH-carbamazepina,

Formulagoes . Identificagdo estrutural de metabdlitos Cuyckens,
3-OH-carbamazepina e
Farmacéuticas . de drogas etal., 2011
carbamazepina
Irganox 1010 (C73H;05012), Separar a sobreposi¢ao dos fons dos
N Barrere, et al.,
Polimeros sintéticos Irganox 1076 (C;35sHg03) € agentes estabilizadores do 012
Irganox PS 802 (C4,Hg,04S) polipropileno
Acido linoléico, 4cido oléico e Separar compostos polares de Fasciotti et al.,
Petroleomica . . . .
éster metilico de acido graxo combustiveis e aditivos 2013
_ D’Agostino e
Sarin, soman, tabun e .
Armas quimicas Separar a mistura dos compostos Chenier,

ciclohexilsarin
et al.,2010
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24. ICP-MS

Apesar da sua ampla faixa analitica, a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado tem sido usada para determinacdo de
elementos em baixas concentracdes, mesmo quando outras técnicas
espectroscopicas podem ser utilizadas, tais como a absor¢do atdmica com
chama e/ou eletrotérmica e ICP OES (Thomas, 2008; Montaser, 1982).

O crescente interesse por esta técnica pode ser atribuido ao alto poder
de resolucdo, a seletividade, a rapidez nas andlises e a boa precisdo. Além
disso, cabe ressaltar a robustez da andlise multi-elementar, a qual permite
avaliar a maioria dos elementos quimicos da tabela periddica em uma unica
varredura com precisdes compardveis a determinacdo mono-elementar. Os
baixos limites de deteccdo obtidos e a capacidade de fornecer resultados a
cerca da composi¢ao isotOpica tornam esta técnica ainda mais atraente para
identificacdo e quantificacdo de espécies (Oliveira, 2000).

A técnica se baseia na medida da razdo massa/carga (m/z) dos ions
produzidos em um plasma. A elevada temperatura deste plasma
(aproximadamente 10000 K) € responsdvel pela dessolvatagcdo, vaporizagao,
atomizacdo e ionizac¢do dos constituintes de uma amostra, que pode ser sélida,
liquida ou gasosa. Os fons formados sdo transferidos para uma regido de alto
vacuo e focalizados em um feixe por meio de lente iOnica. Assim, os ions
atingem o analisador de razdo massa/carga (m/z), onde sdo separados, e,
posteriormente, seguem em dire¢ao ao detector (Broekaert, 2002).

Os elementos detectados por ICP-MS podem estar sob qualquer forma,
desde ions livres em solucdo até complexos de coordenagdo com proteinas,
acidos humicos e carboidratos (Sanz Medel, er al., 2003). Sao encontrados
varios exemplos na literatura em que o ICP-MS é empregado na detecgdo e
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quantificacdo de fons metdlicos ligados a biomoléculas. Neste aspecto, um
grande desafio é a producdo de biomoléculas marcadas com diferentes
is6topos, como opg¢do para a quantificagdo absoluta das proteinas (Vanhaecke
e Degryse, 2012).

Como exemplo desta abordagem, pode-se citar a medi¢do exata da
transferrina deficiente em carboidratos (TDC), a qual é necessdria na
calibracdo de analisadores clinicos. Esta proteina estd diretamente relacionada
ao consumo cronico de alcool. Frequentemente, os resultados dos ensaios
enzimaticos atuais de quantificacdo das TDCs sdo descartados, porque as
TDCs podem ndo sdo obtidas quando amostras de soro sofrem enzimdlise.
Uma alternativa mais util para a anélise quantitativa exata e precisa € a analise
de diluicdo isotdpica. Com este propdsito, o padrio sintetizado de transferrina,
marcado com *'Fe, foi desenvolvido e o método de diluicdo isotGpica forneceu
uma rapida quantificacdo de cinco isoformas de transferrina, em soro humano,
com excelente precisdo, exatiddo, sensibilidade e seletividade (Busto, et al.,

20006).

2.4.1 Diluicao isotopica

A diluigdo isotépica (ID, do inglés, isotope dilution) é empregada em
andlises que demandam elevado grau de precisdo e exatiddo, como, por
exemplo, a certificacio dos materiais de referéncia, e no contexto da
tecnologia nuclear. A ID € aceita internacionalmente como um "método
primdrio de medi¢do"”, sendo que as possiveis fontes de erro sdo bem
conhecidas e geralmente estdo sob controle (De Bievre, 1994).

Na andlise por ID, uma amostra com concentracdo desconhecida do
analito e composi¢do isotOpica natural conhecida é misturada com uma
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quantidade conhecida de um dos is6topos do analito. Quando a mistura atinge
o equilibrio, a mesma apresenta uma nova razao isotopica. Esta abordagem
requer que o elemento a ser determinado tenha, ao menos, dois is6topos
mensurdveis por [CP-MS. Para elementos como o zinco, que apresentam cinco
is6topos estdveis, apenas dois is6topos podem ser selecionados para andlise
por ID, sendo um is6topo de referéncia e um enriquecido. Um exemplo desta
abordagem é mostrado esquematicamente na Figura 7, na qual o isétopo *’Zn
€ enriquecido e o 1sOtopo %7n ¢ utilizado como referéncia (Vanhaecke e
Degryse, 2012). No exemplo hipotético desta figura, a amostra original
apresentou uma razio ®'Zn/*®Zn igual a 0,3332, e, apés o enriquecimento, a

razdo “'Zn/**Zn foi igual a 1.

67Zn 68Zn
Isétopo Isotopo de
enriquecido referéncia
T 80 """"""""""""""""""""" !
2 |
= :
£ :
v .
o 40|
o .
%}
= :
- ;
220
: '
2
=
==
67 68
Massa —»
(I Amostra 0 Amostra enriquecida

Figura 7. Diagrama esquematico representando a andlise de diluicdo isotépica do zinco.

Nota-se que o isétopo ®'Zn utilizado no enriquecimento possuia cerca de 33,32% de **Zn.
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A técnica de ID permite a medi¢do de uma razdo isotdpica (R). Esta
razao isotopica da amostra ndo € significativamente alterada por processos de
separacao quimica subsequentes no pré-tratamento da amostra. Assim, mesmo
que a ocorra a perda de amostra durante o procedimento, o resultado analitico
na ID nao é afetado (Fassett e Paulsen, 1989).

A medida da razdo isotdpica permite a determinagdo da concentra¢ao do
analito (Ca) na amostra, uma vez que as demais varidveis sdo conhecidas, por

meio da equagao:

Me MMa Ae Rm-Re
Ca=Ce — x X—X——
Ma MMe Aa 1-RmRa

eq. 4

onde Ce € a concentragdo do elemento enriquecido; Me e Ma sdo as
massas utilizadas para o enriquecimento e da amostra, respectivamente; MMa
e MMe sdo as massas molares do analito na amostra e do is6topo enriquecido,
respectivamente; Ae é a abundancia do is6topo enriquecido mais leve; Aa é a
abundancia do isétopo mais pesado na amostra; Rm e Re sdo a razdo isotdpica
do is6topo mais pesado pelo mais leve na mistura e enriquecido,
respectivamente; Ra € a razio isotdpica do is6topo mais leve pelo mais pesado

na amostra (Rodriguez-Gonzalez, et al., 2005).

Uma condi¢do importante para determinagao dos elementos por meio de
ID € o equilibrio entre o elemento na amostra e o isétopo enriquecido. Este
pré-requisito € mais facilmente obtido no caso de solu¢des. Amostras sélidas
precisam ser completamente digeridas e, posteriormente, passam pelo

equilibrio com o 1s6topo enriquecido, geralmente adicionado na forma de uma
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solucdo aquosa. (Giné e Packer, 2010). Por outro lado, se a condi¢dao de
equilibrio ndo é obtida, a andlise pode estar sujeita ao fracionamento do
isétopo enriquecido em processos de separagdo da amostra, produzindo
resultados incorretos (Vanhaecke e Degryse, 2012).

Apesar das vantagens apresentadas, a ID estd sujeita as interferéncias
poliatdmicas e isobdricas, as quais podem dificultar a medi¢do do is6topo em
um analisador de m/z quadrupolar. Assim, as interferéncias precisam ser
cuidadosamente verificadas e contornadas. O emprego da cela de reacdo €

uma alternativa vidvel para a resolucao deste problema (Yip e Sham, 2007).

2.4. 2. Interferéncias em is6topos de zinco

A principal dificuldade na determinacdo de zinco € a presenca de
interferéncias isobdricas e poliatdmicas (Wolf, er al., 2009; Vanhaecke e
Degryse, 2012). fons moleculares de argdnio, que estio sempre presentes,
podem causar interferéncias nas medi¢des dos is6topos de Zinco,
especialmente para o is6topo %7Zn, o qual estd sujeito a interferéncia de .
40Ar14N2+ e “Ar'’’C'°0*. Além disso, amostras contendo altos teores de
enxofre podem contribuir para a formagdo de outros fons moleculares, os
quais também podem trazer problemas a determinacao (Wolf, er al., 2009). Na
Tabela 4, sdo apresentadas as principais interferéncias sofridas pelos cinco
is6topos estdveis de zinco e os gases utilizados na cela dinamica de reagdo e
colisdo, segundo as recomendacdes da PerkinElmer. Para ressaltar a
dificuldade na determinacdo dos isétopos de zinco, foram apresentados os
valores de resolu¢do necessarios para separar sinais das interferéncias e dos
analitos, baseados nos valores de massa isotOpica estabelecidos pela IUPAC
(Audi, et al., 2003).
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Tabela 4. Interferéncias comuns que afetam as medi¢des dos is6topos de zinco.

Isétopos Massa dos Interferéncias Massa isotopica Resolugdo Gases
1s6topos de Zn das interferéncias estimada recomendados
“Zn 63,929147 “Ni* 63,927970 54315 NH; e CH,
281°0,* 63,961901 1952
28, 63,944142 4263
“Ar*Mg* 63,947425 3498
667n 65,926037 VA Mg? 65,944976 3481 NH;, CH,e H,
810, 65,957697 2082
7Zn 66,927131 S1°0,H* 66,965522 1743 NH;e H,
C1'°o,* 66,958683 2121
87n 67,924848 P°Ba*t 67,952285 2476 NH;, CH,e H,
YAr'N,* 67,968531 1555
PAr*Cot 67,957298 2093
Zn 69,925325 "Ge* 69,924250 65047
P ClL,t 69,937706 5648
0Ce* 69,952717 2553
YAr'“N'°O* 69,960372 1995
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Virias estratégias tém sido desenvolvidas para eliminar, estas
interferéncias sofridas pelo zinco, tais como, o uso do plasma frio, celas de
reacdo e colisdo, equipamentos de alta resolucdo, equagdes de correcdo € a
cromatografia de troca i6nica. O plasma frio, por exemplo, foi empregado por
Botha et al. (2005) para avaliar a razio %70/°Zn em materiais certificados de
gnaisse e norito. A reducdo da temperatura do plasma foi empregada para
reduzir as interferéncias espectrais causadas pelos ions moleculares de
argdnio, porém, 0s is6topos que sofrem as maiores interferéncias nao foram
incluidos nesta avaliagdo.

Uma cela dindmica de reagdo empregando CH4 e NHj; foi utilizada por
Balcaen er al. (2008) para eliminar as interferéncias causadas pelos ions
moleculares nos isétopos 64Zn, 66Zn, 7n e %7n. Assim, foi possivel
quantificar zinco em algas e crustidceos usando um ICP-MS equipado com um
quadrupolo. Makishima e Nakamura (2013) desenvolveram um método para
determinacdo da composicdo isotdpica de zinco em meteoritos. Este método
baseou-se na separacdo do zinco e eliminacdo de interferentes como o
magnésio, por meio do emprego de uma resina anidnica. Além disso, um ICP-
MS de alta resolu¢do garantiu maior exatiddo das medidas dos is6topos de

zinco.

2.4.3 Fontes de variacao na composicao isotopica

Em uma primeira observagao, pode-se acreditar que todos os elementos
possuem uma composi¢ao isotopica invaridvel quando presentes na natureza
(Faure e Mensing, 2007). H4, no entanto, varias razdes pelas quais 0s
elementos podem apresentar variacdes em sua composi¢ao isotdpica natural.
O uso de diluigdo isotdpica e experimentos tracadores sdo baseados em medir
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as mudancas induzidas na composicao isotopica de um elemento. A adi¢do de
um marcador isotopico estdvel em um sistema natural induz uma mudanga na
composicao isotdpica de um elemento alvo.

Além das condi¢Oes experimentais produzidas intencionalmente em
estudos cientificos, outras formas de variacdo na composi¢do isotdpica sdo (I)
o decaimento radioativo; (II) a contribuicdo de materiais extraterrestres, como
meteoritos; (III) a interagdo entre raios cosmicos e o material terrestre; (IV) a
producdo de uranio enriquecido como combustivel para reatores nucleares;
(V) e o fracionamento isotépico. Neste dltimo caso, t€m sido observado que
diferentes is6topos de um mesmo elemento podem participar de reacoes
bioquimicas com efici€éncias cinéticas ou termodinamicas diferentes
(Vanhaecke e Degryse, 2012).

As variacdes nas abundancias isotépicas de Zn na natureza sao
amplamente exploradas e confirmadas na literatura (Cloquet, et al., 2008).
Grande parte destas investigacdes t€ém focado principalmente amostras
geoldgicas e ambientais, incluindo plantas (Arnold, et al., 2010; Moynier, et
al., 2009).

No tocante aos experimentos considerando modelos animais, cabe
ressaltar o trabalho de Balter, ef al. (2010). Foram analisados varios tecidos de
ovelhas para avaliagdo da composi¢cdo isotopica de zinco. Os resultados
mostraram um enriquecimento por is6topos mais pesados nos 0ssos,
musculos, soro e urina. Por outro lado, as fezes, as hemadcias, os rins e o figado
apresentaram enriquecimento dos 1isOtopos mais leves. O local do
fracionamento isotopico entre a dieta e o soro é desconhecido, mas sugere-se
que ocorra, provavelmente, no trato digestivo. Os autores deste trabalho listam
dois fatores que podem atuar de forma sinérgica na distribuicdo heterogénea
dos 1iso6topos: (I) a presenca de inibidores de absor¢do de Zn na dieta, tais
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como o fitato (inositol hexaquisfosfato). A enzima fitase é produzida por
micro-organismos do rimen e permite aos ruminantes utilizar o fitato. A
liberacdo parcial do Zn para o limen pode ser associado com os processos de
fracionamento de isétopos, muito provavelmente devido a deficiéncia
catalitica da fitase. (II) O segundo fator considera os transportadores de zinco.
A cinética de absor¢do de zinco € realizada por meio de transporte ativo,
envolvendo transportadores que facilitam a passagem de zinco pela membrana
basolateral do enterdcito para a circulagdo do sistema porta hepético (Liuzzi e
Cousins, 2004). A ligacdo preferencial de is6topos de zinco aos
transportadores também pode ocorrer, justificando a diferenca isotOpica entre
dieta e soro. No entanto, a distribuicdo heterogénea de is6topos zinco entre
orgdos e fluidos corporais pode ser resultado da complexa¢cdao do metal por
ligantes fortes. A formagao de complexos com uma ampla faixa de forcas de
ligacdo, bem como alteracdes na coordenacdo do zinco, pode induzir
fracionamento isotopico (Schauble, er al., 2001). Assim deve ser ressaltado
que mais investigacdes sdo necessdrias para elucidar quais fatores podem
determinar as variagdes observadas na composicao isotdpica de zinco.

Com relacdo a estudos envolvendo humanos, o principal alvo das
pesquisas que buscam detectar variagdes isotOpicas de zinco € o sangue
(Marechal, et al., 1999; Stenberg, et al., 2004; Ohno, et al., 2005). Ainda
podem ser observadas abordagens que envolvem a avaliacdo de s€men e
cabelo (Marechal, et al., 1999; Stenberg, et al., 2004). Estes estudos t€ém por
finalidade avaliar como as variacdes na composi¢ao isotdpica podem ser

usadas na avaliagcdo da cinética e metabolismo de zinco.
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CAPITULO 1

Anadlise de especiacao de metais e metaldides ligados a anidrase

carbonica empregando Mobilidade Ionica
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1.1. Objetivo

Identificar e separar as espécies da isoforma II da a-anidrase carbonica
R 2 2 2 2 4 4 -
bovina ligada a Ba®*, Zn*, Cu’, Cu®, Pb**, Pb"™, Se** e Se® por meio da

espectrometria de mobilidade i6nica do tipo travelling wave.

Objetivos especificos:

- Avaliar as alteragcdes na conformacdo da estrutura da proteina em
condicdes nativas e desnaturadas;

- Avaliar uma metodologia de remocdo do zinco, empregando 1,10-
fenantrolina, bem como verificar o efeito desta remocdo por meio da
espectrometria de mobilidade 10nica;

- Comparar os resultados de mobilidade 16nica no procedimento de remog¢ao
de zinco com a técnica de dicroismo circular;

- Aplicar um procedimento de atividade enzimadtica, verificando o efeito da
adicdo de diferentes elementos na func¢do catalitica;

- Identificar as espécies divalentes ligadas a enzima por espectrometria de
massas, discutindo a influéncia da propor¢ao metal/proteina;

- Verificar a influéncia do pH na ligacdo da enzima a metais divalentes por
espectrometria de massas € mobilidade i6nica, bem como o efeito do
tempo de incubagao;

- Empregar a mobilidade i0nica para andlise de especiacdo, separando as
espécies com diferentes estados de oxidacdo, tais como Cu*, Cu®*, Pb**,

Pb*", Se** e Se’".
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1.2. Parte experimental

1.2.1. Equipamentos e acessorios

Abaixo, seguem os equipamentos e acessorios utilizados neste capitulo.

- Agitador de tubos tipo vortex, modelo M-37600 (Thermolyne, EUA);

- Balancga analitica, modelo 260 (Mettler, EUA);

- Centrifuga de tubos Eppendorf, modelo 5804R (Westbury, NY, E.U.A.);

- Espectrofotometro UV/Visivel, modelo B582 (Micronal, Brasil);

- Espectrometro de massas com fonte de ionizagdo electrospray e um
sistema de analisadores de m/z sequencial, modelo Synapt HDMS (Waters,
Milford, E.U.A.);

- Potencidometro para medidas de pH, modelo DM20 (Digimed, Brasil);

- Sistema de filtracio em microtubos (Microcon e Amicon Ultra; Millipore,
Franca);

- Sistema de purificacdo de dgua Milli-Q, modelo Quantum™ cartridge

(Millipore, Franca).

1.2.2. Gases, reagentes e solucoes

Abaixo, seguem os gases, reagentes e solucdes utilizados neste capitulo.

- Gas Ar e N, com pureza de 99,999%;

- Acido acético glacial, 98% (J. T. Baker);
- Acido férmico, 88% (J. T. Baker);

- Acido malonico, 99% (Sigma-Aldrich);
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Acetato de p-nitrofenila, (Sigma);

Acetato de sédio, (J. T. Baker);

Acetona, (J. T. Baker);

Acetonitrila, 99,95% (J. T. Baker);

Anidrase carbdnica, (Sigma);

Solugao de 1,10-fenantrolina, 1,0 mmol L! (Merck);

Solucdo de acetato de amonio, 10,0 mmol L! (J. T. Baker);
Solugdo de acetato de zinco, 1,0 mmol L (J. T. Baker);

Solugao de acetato de bario, 1,0 mmol L! (Sigma-Aldrich);
Solucdo de acetato de cobre I, 1,0 mmol L} (Aldrich);

Solucdo de acetato de cobre II, 1 mmol L™ (Aldrich)

Solugao de acetato de chumbo II, 1,0 mmol L! (Sigma-Aldrich);
Solucdo de acetato de chumbo IV, 1,0 mmol Lt (Sigma-Aldrich);
Solucdo de hidréxido de amonio, 1,0 mol L! (Sigma-Aldrich);
Solucao de hidréxido de sédio, 2,0 mol L! (Sigma-Aldrich);
Solugao de selenato de s6dio, 1,0 mmol L} (Sigma-Aldrich);

Solucdo de selenito de sédio, 1,0 mmol L™ (Sigma).

1.2.3. Parametros de TWIMS-MS

E mostrado na Figura 8 um diagrama esquemadtico de um espectrometro

de massas hibrido quadrupolo / espectrometro de mobilidade i6nica (IMS) /

ToF.

O instrumento foi operado no modo positivo do electrospray. A infusdo

foi realizada pela injecao de 200 uLL da amostra. Foi obtida a resolugdo de m/z
do ToF igual a 7500. Foram realizados o controle do equipamento, bem como

a aquisicao dos dados, utilizando o software MassLinx. Foi empregada uma
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pressdao de 0,5 mbar de N,, no espectrometro por mobilidade idnica, e 0,025
mbar de Ar no trap. A amplitude de RF usada no guia de fons e no
espectrometro de mobilidade foi 370 V, voltagem DC de + 7,0 e + 10,0V e
velocidade de onda igual a 300 m/s.

Spray de  Spray de
Analito Referéncia

JA Quadrupolo  Cela de TWIMS  Pusher Detector

T+ t | Pt
[
o -

LJ_ III .,_lllll

o \ \ {

Bomba Turbomolecular 4—

ToF +—

Figura 8. Diagrama esquemadtico do equipamento Synapt HDMS (adaptado de Pringle et
al., 2007).

Para o tratamento dos resultados, os valores de distribui¢do por tempo
de chegada (ATD, do inglés, arrival time distribution) da proteina foram
determinados para cada estado de carga do ion. Os dados de mobilidade i16nica
foram previamente extraidos por meio do programa DriftScope, o que
permitiu: (I) predefinir a regido de extracdo de ATD e (II) selecionar e extrair

cada estado de carga separadamente. Cada relagdo m/z foi exportada para o
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programa MassLynx, e o valor experimental de ATD foi determinado por

meio da identificacdo da posi¢do centrédide.

1.2.4. Avaliacao das condicoes nativas e desnaturantes

Para avaliacdo das condicdes desnaturantes, a enzima foi incubada com
uma solu¢do dgua, acetonitrila e 4cido férmico, numa propor¢do 50:49:1,
diluindo-se 2,5 mg da enzima em 10 mL desta solucdo. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12857 g, a 4° C, por 10 min e o sobrenadante
foi posteriormente injetado no espectrometro de massas. As razdes m/z
situaram-se na faixa de 400 a 4000.

No caso das condicdes nativas, 2,5 mg da enzima foram solubilizados
em 10 mL da solugio tampio acetato de amdnio 10 mmol L', em pH 6,75. As
amostras foram centrifugadas conforme mencionado para as condicoes
desnaturantes, e o sobrenadante foi injetado para identificacio no

espectrometro de massas, avaliando-se a mesma faixa de m/z.

1.2.5. Preparo de apo-anidrase carbonica

Antes de avaliar a afinidade da enzima a diferentes elementos quimicos,
foi removido o metal ligado a enzima, utilizando-se 1,10-fenantrolina. Assim,
qualquer elemento quimico adicionado teria disponivel o sitio metalico para se
ligar a enzima. Com isso, as diferencas observadas nos experimentos de
mobilidade idnica poderiam ser atribuidas as modificagdes estruturais da
proteina provocadas pela adi¢cdo dos elementos quimicos.

Para tanto, 6,0 mg de anidrase carbOonica bovina foram solubilizados em
2,0 mL de tampdo acetato acido acético 50,0 mmol L'l, em pH 5,0. Foram
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adicionados 2,0 mL de 1,10-fenantrolina, 1,0 mmol L, diluida na mesma
solugdo tampao. A solugdo foi mantida a 4° C, por 120 h (Lindskog e Nyman,
1964). Apés esse periodo, a solucdo foi submetida a ultrafiltracdo,
empregando filtros de exclusdao por peso molecular de 10000 Da (Microcon e
Amicon Ultra, Millipore). A solucdo foi centrifugada a 7232 g por 15 min em
tubos com capacidade de 4,0 mL. Para garantir a eficiéncia da remocdo do
complexo Zn-fenantrolina, a solug¢do foi submetida a cinco etapas de limpeza
com acetato de aménio 10,0 mmol L. A enzima foi ressuspensa para 1,0 mL.

Ap6s o procedimento de remoc¢do do metal, a concentracdo final da
proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976), sendo igual a 151 +
0,2 umol L. Entretanto, apenas 8,5 umol L™ de anidrase carbénica foram
necessarios para identificacdo por espectrometria de massas.

O monitoramento das formas de apo e holo-enzima foi realizado por
meio da mobilidade i6nica para avaliar os efeitos da remo¢do do Zn na
estrutura da enzima. A adi¢do de Zn a apo-enzima foi procedida para avaliar a
influéncia desta adicdo na estrutura da enzima. Para tanto, foram preparadas
trés solugdes: (I) uma solugio da enzima comercial a 8,5 umol L™, (II) uma
solucdo da apo-enzima a 8,5 pmol L' e (IIT) uma soluc¢do da apo-enzima 8,5
umol L, contendo 4,25 umol L' de Zn. Esta adicdo do metal baseou-se no
trabalho de Hagege, et al., (2004). o qual indica uma propor¢do entre

metal:proteina igual a 1:2.

1.2.6. Analises de dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular tem sido amplamente empregada na
avaliacdo de substancias com atividade Optica. Dentre estas substancias,
destaca-se a aplicacdo para a andlise de proteinas, a qual permite a avaliacao
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do enovelamento das mesmas, suas estruturas e interacOes com outras
moléculas protéicas (Hirst, er al., 2003; Chen, et al.; 1974). No presente
trabalho, a técnica de dicroismo circular foi empregada para avaliar alteracdes
na estrutura da anidrase carbonica devido a remogao de zinco.

Para as andlises de dicroismo circular, utilizou-se a solugdo de anidrase
comercial a 8,5 umol L' diluida em tampao acetato de amo6nio 10,0 mmol L
sendo esta a situacdo em que a proteina estaria na sua conformagao nativa. As
solucdes da enzima apds o processo de remo¢ao do metal, e apds a adicdo de
4,25 umol L' de Zn, foram empregadas como teste para avaliar se a remogao
e a adicdo dos metais trariam consequéncias significativas a estrutura da
proteina. Além disso, esta técnica foi utilizada como referéncia em
comparagdo com a técnica de mobilidade iOnica.

A solucdo tampdo de acetato de aménio 10,0 mmol L foi utilizada
como solu¢do do branco, sendo submetida aos mesmos procedimentos das
solucdes de anidrase carbonica. Cerca de 300 uL de amostra foram
introduzidos em uma cela de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm de um
espectropolarimetro marca JASCO, modelo J-720 (Téquio, Japao). Alguns
parametros para realizacdo das andlises foram fixados, dentre eles a
temperatura no compartimento da cela de 20°C, detectabilidade de 100 mdeg.,
e resolu¢cdo de 1 nm (Silva e Arruda, 2009). O software Dicroprot 2000 foi
utilizado para obtencao dos dados referentes a porcentagem das estruturas que

compde a enzima.
1.2.7. Avaliacao da atividade enzimatica
O método de avaliagdo da atividade enzimaética se baseia na hidrolise da

ligacdo éster do acetato de p-nitrofenila, mediada pela anidrase carbdnica
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(Lindskog e Nyman, 1964). No ensaio colorimétrico empregando este
reagente, o principal produto a ser detectado € o p-nitrofenol, o qual possui
coloracdo intensamente amarela e absor¢dao maxima em um comprimento de
onda de 400 nm.

O acetato de p-nitrofenila foi preparado imediatamente antes das
andlises, protegido da luz, dissolvido inicialmente com 300 puL de acetona e
posteriormente avolumado com 4gua, numa concentragio de 30 pmol L.
Visando minimizar variagdes nos valores de pH, foi empregado o tampao de
acido maldnico 0,1 mol L'l, em pH 8,5, ajustado com hidréxido de sédio 2,0
mol L™,

A enzima, o substrato e o tampao foram dispostos em cubeta de quartzo,
conforme demonstrado na Tabela 5, e a absorbancia foi aferida apés um

intervalo de 3 minutos, em 400 nm (Armstrong, ef al., 1966).

Tabela 5. Volumes empregados na avaliacio da atividade enzimatica.

Amostra Agua  Acido malénico  Amostra Acetato de p-
(uL) (uL) (uL) nitrofenila (uL)
Branco 1132 202 0 666
Amostra 1130 202 2 666
Amostra 1128 202 4 666
Amostra 1124 202 8 666
Amostra 1116 202 16 666
Amostra 1100 202 32 666

Neste capitulo, a atividade enzimética foi avaliada em duas situacgdes.
Na primeira abordagem, foram comparadas as atividades da anidrase na sua

forma comercial; na forma de apo-enzima; e na forma de apo-enzima
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adicionada a 15,0 pumol L' de Zn. Para tanto, empregou-se 30,0 umol L!
como concentragdo 6tima de anidrase carbdnica para este experimento, diluida
em uma solucdo tampdo de dcido maldnico 0,1 mol L', em pH 8,5. Na
segunda abordagem, foram avaliadas as atividades da anidrase, adicionando-se
individualmente os elementos estudados neste capitulo, ou seja, Ba>*, Cu”,
Cu**, Pb™", Pb™, Se** e Se’*. Nesse caso, foram adicionados 15,0 umol L' de

cada elemento a 30,0 umol L' de anidrase.

1.2.8. Avaliacao da adicao dos metais

A avaliacdo da adi¢do dos metais divalentes foi realizada, empregando-
se, inicialmente, a enzima a 8,5 umol L' e os metais a 85,0 umol L! para
facilitar a identificacdo dos elementos quimicos. Os metais divalentes
estudados neste trabalho foram incubados com a enzima individualmente, em
solucao de acetato de amodnio 10,0 mmol L', em pH 6,75. As solugdes da
anidrase incubada com cada fon metédlico foram injetadas individualmente
para identificac@o por espectrometria de massas. A massa exata da proteina foi
estimada utilizando o programa MassLinx, para confirmar a adi¢do do metal a
estrutura da proteina.

A escolha dos metais baseou-se nos seguintes critérios: (I) o elemento
que exerce papel fundamental na fungdo catalitica da enzima (zinco); (II) o
elemento que apresenta a maior constante de associagdo com a proteina
(cobre); (III) o elemento com constante de associacdo conhecida, mas
reconhecido como inibidor da atividade enzimatica (chumbo); e (IV) um
elemento com baixa afinidade pela enzima, cuja presenca seria um indicativo

das condicdes brandas de andlise (bario).
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A influéncia da concentracdo dos metais sobre a mobilidade idnica das
espécies foi avaliada em cinco niveis de concentragcdo. Para tanto, os metais
foram adicionados a 8,5 pmol L' de anidrase carbonica nas concentracdes de
4,25; 8,5; 17,0, 42,5; e 85,0 umol L' As solucdes de cada ion metélico foram
injetadas individualmente, assim como a aquisicdo da mobilidade dos fons de

anidrase carbonica foi procedida individualmente para cada fon.

1.2.9. Avaliacao do efeito do pH e do tempo de incubacao

As solucdes de apo-anidrase carbOnica e da enzima na presenca dos ions
metdlicos divalentes (Ba, Cu, Pb e Zn) foram incubadas em solugdes de
acetato de amonio, adicionando-se 85,0 umol L' dos fons metélicos divalentes
a 8,5 umol L de apo-anidrase carbdnica. Nesta etapa, buscou-se manter a
concentracdo da solucdo de acetato de aménio a 10 mmol L', para garantir
que as diferencas na mobilidade i6nica ndo sofressem influéncia da forca
i0nica e, a0 mesmo tempo, evitar qualquer supressao de sinal na ioniza¢ao por
electrospray. Os valores de pH avaliados foram 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0, sendo
ajustados com o auxilio de um pHmetro por meio da adi¢do de dcido acético
glacial ou hidréxido de amdnio, ambos em solu¢des diluidas.

Os tempos de incubacdo da apo-enzima e da anidrase ligada aos metais
divalentes foram avaliados, utilizando-se as mesmas concentracoes
empregadas na avaliacdo do efeito do pH. Para tanto, foram monitoradas as
mobilidades nos tempos de O h, 4 h e 24 h. O teste ¢ pareado foi empregado
para verificar possiveis diferencas na mobilidade das espécies, considerando a
ATD da apo-enzima como referéncia, na comparagcdo com cada metal

avaliado.
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1.2.10. Analise de especiacao

ApOs a otimizacdo das condicdes experimentais, empregou-se o tempo
de incubacdo de 4 h e pH 9,0. Na andlise de especiacdo realizada neste
capitulo, avaliou-se a ligacdo de elementos quimicos em diferentes estados de
oxidac¢do 2 anidrase carbonica. Para tanto, sais de acetato das espécies Cu”,
Cu®*, Pb** e Pb* foram solubilizados em tampdo acetato de amdnio 10,0
mmol L'l, bem como as espécies de selenito e selenato na forma de sais de
s6dio. Nas identificacOes por espectrometria de massas € na separagao por
mobilidade i0nica, as espécies com diferentes estados de oxidacdo a 85,0
umol L™ foram incubadas com a enzima a 8,5 umol L™

Para a identificacdo das diferentes conformacgdes da anidrase carbonica,
foi utilizado o programa computacional DriftScope para a aquisicdo das
ATDs, seguindo as indica¢Oes da literatura (Michaelevski, et al., 2010). Os
resultados foram expressos por meio da razio entre a conformagio 1 (CF 1) e
2 (CF2) para as solucdes de apo-enzima e da anidrase incubada com os metais

divalentes.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Avaliacao de condicoes nativas e desnaturantes

A avaliagdo das condi¢des nativas e desnaturantes baseou-se na
influéncia do pH sobre o estado de enovelamento da proteina. Sabe-se que a
anidrase carbonica mantém sua estrutura nativa em pH 4,4 e abaixo de pH 3,6
esta enzima se apresenta na forma desnaturada (Nabuchi, et al., 2007). Assim,
a mobilidade i6nica foi empregada para avaliar os estados de enovelamento da
proteina nas condi¢des de pH 3,0 e 6,75 para as formas desnaturadas e nativas,
respectivamente.

A adicao de 4cido férmico 1% (v/v) as amostras reduziu o valor do pH
para 3,0, fornecendo um espectro de massas cujas razoes m/z variaram de 400
a 4000. Uma ampla distribuicao no estado de carga e uma elevada densidade
de carga, caracteristicas de uma proteina desnaturada e desenovelada, sdo
observados na Figura 9a. A evidéncia para o desenovelamento da proteina é
reforcada, uma vez que as m/z detectadas sdo atribuidas a enzima livre de
zinco, ou seja, cadeias de apo-proteinas (Chowdhury, et al., 1990; McLean, et
al.; 2005). A anidrase carbonica pode estar desenovelada, uma vez que as
interagOes requeridas para a manutencao do zinco dentro do sitio metalico de
ligacdo foram perdidas. Na Figura 9b, estdo representadas as ATDs dos
estados de carga +30, +21 e +12. Conforme o esperado, a mobilidade i6nica
foi maior para ions com os maiores estados de carga, seguindo a ordem: +30 >

+21 > +12.
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Figura 9. Espectro de massas da apo-anidrase desnaturada (a). Distribuicdao por tempo de chegada (ATD) dos estados de carga +30,
+21 e +12 (b).
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A Figura 10 mostra o espectro de massas da anidrase carbOnica na faixa
de razdao m/z de 400 a 4000, em solucao de acetato de amonio. A auséncia de
fons detectados nas regides de m/z entre 400 e 1500, e entre 3000 e 4000,
permitiu que apenas as razdes m/z situadas entre 1500 e 3000 fossem
monitoradas. Esta auséncia de fons nas regides de menor m/z permite indicar
que as condicdes de andlise foram suaves o suficiente para evitar a
fragmentacdo da proteina.

O pico dominante (+11) pode ser visualizado com relativa facilidade,
refletindo o ambiente suave proporcionado pela fonte de ionizacdo
electrospray. Ele corresponde a holo-enzima, com uma estreita distribuicao do
estado de carga e baixa densidade de carga. Este fato é esperado para holo-
proteinas que demonstram preservacao estrutural suficiente do estado nativo
de enovelamento. O formato da holo-anidrase pode abrigar aproximadamente
12 cargas positivas no estado enovelado, segundo a estimativa proposta por
Mora (2000). Este resultado corrobora com o maior estado de carga observado
experimentalmente, fornecendo uma evidéncia de que o estado nativo foi
mantido na fase gasosa. Assim, as interacoes ndo-covalentes necessarias para
a manutencao do zinco na estrutura da proteinas foram preservadas.

No estado nativo, a enzima gera somente trés picos demonstrados pelos
estados de carga +12, +11 e +10 (Figura 10), corroborando com trabalhos
prévios apresentados na literatura (Lomeli, et al., 2009). As ATDs dos estados
de carga da anidrase sugerem que a mesma razdo m/z pode revelar duas
conformagdes distintas. Nos estados de carga +12 e +11, as moléculas da
proteina apresentam diferentes conformagdes (CF 1 e CF 2), conforme
indicado na Figura 10. A existéncia de duas conformacdes da anidrase

carbonica foi demonstrada por cristalografia de raios-X (Saito, et al., 2000).
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O tamanho e a forma das proteinas sdo discriminados pela mobilidade
i0nica, bem como o estado de enovelamento das proteinas. Proteinas
desenoveladas apresentam uma estrutura tridimensional mais aberta do que
proteinas enoveladas (Chowdhury, et al., 1990; Clemmer, et al., 1995).
Baseado neste principio, pode-se sugerir que as conformacdes com maior
mobilidade idnica (CF 1) referem-se a um estado mais enovelado, enquanto
que conformagdes marcadas com menor mobilidade idnica (CF 2) sdo

atribuidos a um estado menos enovelado da proteina.
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Figura 10. Espectro de massas tridimensional (ESI-TWIMS-MS) da anidrase carbonica em
estado nativo em tampdo acetato de amodnio. As conformagdes 1 (CF 1) e 2 (CF 2),
respectivamente, referem-se a conformagdo mais enovelada (CF 1) e a conformagao mais
desenovelada (CF 2) da anidrase.
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A espectrometria de mobilidade i0nica foi util para indicar alteragdes na
estrutura da enzima, quando a proteina foi submetida a diferentes condi¢des de
pH. Na Figura 11, a ATD do estado de carga +11 é apresentada nas condicdes
nativa e desnaturada da proteina. Na condi¢do desnaturada, a enzima apresenta
ATD de 13,63 ms (Figura 11a), refletindo uma estrutura com maior sec¢ao de
choque e desenovelada. Por outro lado, a enzima no estado nativo apresenta
uma ATD de 7,22 ms (Figura 11b), e sua estrutura se mantém preservada em
uma forma mais compacta, uma vez que a condicdo de pH do meio € favorivel
a manutencao das ligacdes de hidrogénio que estabelecem seu enovelamento.
Como a mesma razdo m/z foi comparada nas duas ocasides, as diferencas
observadas nas mobilidades da enzima podem ser atribuidas ao seu estado de

enovelamento.
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Figura 11. Distribuicdo por tempo de chegada dos estados de carga +11, na forma
desnaturada - ATD = 13,63 ms (a) e na forma nativa - ATD = 7,22 ms (b) da enzima.
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1.3.2. Preparo da apo-anidrase carbonica

A segunda etapa deste trabalho consistiu na remog¢ao do zinco presente
na anidrase carbOnica. Este procedimento foi realizado para garantir que os
metais adicionados a solu¢do pudessem se ligar ao sitio metdlico da enzima e
garantir que as diferencas observadas, especialmente na mobilidade i6nica,
pudessem ser atribuidas a cada metal adicionado.

Co-fatores metalicos de proteinas podem ser removidos de proteinas por
meio do emprego de agentes quelantes, i. e., EDTA, EGTA, 1,10-fenantrolina
e acido dipicolinico (Hurst, ef al., 2010). Neste trabalho, o agente quelante
1,10-fenantrolina foi usado para remocao do zinco.

A perda do zinco é demonstrada por meio da comparacdo entre os
espectros de massas adquiridos antes e apds o tratamento da anidrase
carbOnica com o agente quelante. Antes do tratamento, a anidrase apresentava
razdo m/z igual a 2645,1 (Figura 12a) e, apds o tratamento, m/z de 2639,3
(Figura 12b). A diferenca entre elas (5,8) multiplicada pelo estado de carga
(+11) fornece a diferenca de 63,8. Este ¢ um forte indicio de uma perda de
zinco, uma vez que a massa do metal € 63,9291422 (Coplen, et al., 2002).

Além disso, essa remocdo se torna ainda mais evidente quando as
massas exatas da proteina sdo comparadas (Figuras 12¢ e 12d). O espectro de
massas deconvoluido da anidrase sem tratamento mostra uma massa exata de
29085 Da (Figura 12c), enquanto que a enzima obtida apds tratamento
apresenta uma massa exata de 29021 Da (Figura 12d), indicando uma

diferenca de massa de 64,0 Da, sugerindo a perda de zinco.
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Figura 12. Espectros de massa da anidrase carbOnica sem tratamento (a) e apds o
tratamento com 1,10-fenantrolina (b). Espectros de massa deconvoluidos da enzima sem
tratamento (c) e apds o tratamento com 1,10-fenantrolina (d). O equipamento foi operado
no modo positivo de electrospray, conforme descrito no item 1.2.5.

Ap6s a confirmacgdo das espécies de apo e holo-enzima, foi realizada a

adicdo de Zn a apo-enzima para comparar as mobilidades das formas de apo e

61



holo-enzima. Como se observa na Figura 13a, a ATD da anidrase comercial
foi 7,22 ms, enquanto a apo-enzima apresentou ATD de 7,40 ms (Figura 13b),
para o mesmo estado de carga (+11). Considerando estes valores e,
comparando-os com o0s resultados obtidos em condi¢cdes nativas e
desnaturadas (apresentados na Figura 11), pode-se sugerir que a apo-enzima se
apresenta em uma forma nativa, uma vez que a ATD da apo-enzima aproxima-
se mais desta condi¢cdo do que a ATD apresentada pela forma desnaturada
(13,63 ms). Estes dados corroboram com os resultados observados no trabalho
realizado por Gudiksen, et al. (2004), no qual € sugerido que a perda de Zn
poderia afetar a posi¢ao dos aminodcidos do sitio ativo.

Na avaliagdo da adicdo de Zn, pode-se observar que a apo-enzima
contendo 4,25 pmol L' de Zn (Figura 13c) apresentou o mesmo valor de ATD
da enzima comercial. Como os mesmos valores de ATD foram observados
nestas duas condi¢Oes, pode-se sugerir que a simples adicdo do metal pode
restaurar a mobilidade original da anidrase carbonica, permitindo inferir um
alto grau de similaridade a nivel estrutural da proteina entre a enzima
comercial e a apo-enzima contendo Zn.

Estes resultados suscitam outros dois experimentos: (I) a comparagdo
dos resultados obtidos com outras técnicas de elucidacdo estrutural de
proteinas e (II) a avaliacdo da atividade enzimética das duas formas da holo-

enzima.
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Figura 13. Distribuicdo por tempo de chegada da anidrase carbonica (8,5 umol L) no
estado de carga +11, na forma nativa adquirida comercialmente (a), na forma apo (b) e na
forma apo-enzima acrescida de 4,25 umol L™ de Zn (c).

1.3.3. Analises de dicroismo circular

Para comparar os resultados obtidos por meio da técnica de mobilidade

10nica com outra técnica de elucidacdo estrutural de proteinas, foi realizado

um experimento empregando a técnica de dicroismo circular, abrangendo a

regido de comprimento de onda entre 200 e 250 nm.

Na Figura 14, estd representado o espectro obtido para as trés solugdes

. A . o, ~ A" -1
de anidrase carboOnica, diluidas em tampao acetato de amoénio a 10,0 mmol L™,

em pH 6,75, conforme descrito no item 1.2.6.
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Figura 14. Espectro de dicroismo circular para anidrase carbbnica a 8,5 umol L' na
presenca de tampdo acetato de amdnio 10,0 mmol L™. O eixo da ordenada é expresso em
residuos principais de elipticidade molar, sendo que o valor do branco (solu¢do tampao
acetato de amonio 10,0 mmol L'l, em pH 7,0) foi previamente subtraido. As linhas do

espectro referem-se a anidrase carbOnica na sua forma: adquirida comercialmente (),
. . . -1
apo-enzima (=) € apo-enzima acrescida de 4,25 umol L™ de Zn (w=).

O célculo da porcentagem das estruturas secunddrias da proteina foi
realizado com o emprego do software Dicroprot 2000, por meio dos dados
obtidos experimentalmente para a construcdo da Figura 14. A porcentagem

das estruturas secunddrias € apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Estimativa da porcentagem das estruturas secunddrias para anidrase carbOnica
em tampao acetato de amonio 10,0 mmol L'l, em pH 6,75 por meio do método K2D (neural
network).

Estrutura Estruturas %

a-hélice Folha 3 Random coil
Anidrase comercial 12,1 +£0,6 40+3 48 + 4
Apo-enzima 8,1+0,5 40 +4 52+5
Apo-enzima + Zn 11,3+0,6 41 +3 48 + 4
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A enzima comercial apresentou porcentagem de a-hélices e folhas 3 de
12,1% e 40%, respectivamente. Este resultado apresenta-se coerente com
valores encontrados na literatura, que se situam em torno de 3 a 12 % para as
estruturas de a-hélices e 31 e 44 % para as estruturas de folhas B (Manavalan e
Johnson, 1987).

Comparando-se os resultados obtidos, pode-se observar que a
porcentagem de a-hélices decresce de 12,1% na soluc@o de anidrase comercial
para 8,1 % na solugcdo da apo-enzima. A adicdo do Zn a solugdo da apo-
enzima foi suficiente para alterar a porcentagem de o-hélices, aumentando-a
para 11,3 % das estruturas secundérias da proteina. Assim, pode-se sugerir que
a adicdo do metal poderia alterar a estrutura da enzima no sentido de tornar a
estrutura da apo-enzima similar a conformacdo original, observada na solucdo
da anidrase comercial (Borén e Freskgard, 1996).

Além disso, os resultados obtidos pela técnica de dicroismo circular
apresentam-se coerentes com os resultados obtidos pela técnica de mobilidade
i6nica. No experimento de dicroismo, a remoc¢do do metal resulta em um
aumento da porcentagem da estrutura do tipo random coil, sendo esta
caracterizada como uma classe de conformacdes que indica a auséncia de
estrutura secunddria regular. O aumento deste tipo de estrutura poderia ser
responsdvel pela ligeira queda na mobilidade i6nica da apo-enzima, a qual
variou de 7,22 ms na forma comercial para 7,40 ms na forma da apo. Como a
estrutura random coil é caracterizada por ser irregular, a proteina na sua forma
apo poderia apresentar maior se¢ao de choque do que a proteina contendo Zn,
refletindo uma diminui¢do da mobilidade i0nica. Assim, fica destacado que o
emprego em conjunto das duas técnicas supracitadas € responsavel por trazer
informag¢des complementares a cerca da estrutura da anidrase, além de
fornecer mais subsidios a compreensado dos resultados.
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1.3.4. Avaliacao da atividade enzimatica

Nesta primeira avaliacdo, buscou-se comparar a atividade enzimatica da
apo-enzima, com as formas de holo-enzima, por meio da produgdo de p-
nitrofenol (Figura 15). A apo-enzima apresenta uma baixa producdo de p-
nitrofenol, apresentando uma concentragdo de 0,67 nmol L™,

Na comparacdo da atividade das holo-enzimas, foi observado a maior
concentracdo de p-nitrofenol para a anidrase comercial do que para a apo-
enzima adicionada ao zinco, sendo os valores de intervalo de confianga iguais
a39nmol L' +1e37nmol L'+ 1, respectivamente. Entretanto, cabe destacar
que as formas da holo-enzima apresentaram atividades enzimadticas
significativamente semelhantes, empregando-se o teste ¢ pareado, com um
nivel de confianca de 95 %. Assim, fica claro que apds o processo de remocao
do zinco, a simples adi¢do do mesmo € suficiente para que a enzima recupere
a sua atividade, sugerindo a manutenc¢do da integridade estrutural da anidrase.
Além disso, é possivel sugerir que o metal encontra-se coordenado no sitio
ativo da enzima, uma vez que a atividade enzimdtica foi restabelecida.
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Figura 15. Avaliacdo da atividade enzimadtica da anidrase carbdnica a 30 umol L™ nas
formas apo, comercial e apo-enzima incubada com Zn.
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Na avaliacdo da anidrase incubada com metais divalentes e das espécies
empregadas na andlise de especiacdo, foram verificadas concentracdes de p-
nitrofenol inferiores a 1,0 nmol L. Apenas a enzima incubada com Cu®*
apresentou uma atividade enzimadtica superior a observada para a apo-enzima.
Entretanto, a concentracdo p-nitrofenol é cerca de 31 vezes menor do que a

observada para a enzima incubada com zinco.
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Figura 16. Avaliacdo da atividade enzimatica da anidrase carbonica incubada com metais
divalentes (a) e espécies empregadas na andlise de especiacdo (b).

1.3.5. Avaliacao da adicao de metais divalentes a enzima

Na avaliacdo da ligacdo de metais divalentes a anidrase carboOnica,
empregou-se a enzima a uma concentracio de 8,5 umol L' e os metais a 85,0
umol L. Este excesso de metal foi adicionado com o intuito de facilitar a
identificacdo das metalo-espécies (Figura 17). A faixa de m/z monitorada
restringiu-se a 2000 e 3000, visando aumentar a detec¢ao dos ions.

A enzima pode se ligar, a0 menos, a um 4atomo de um elemento

quimico, como no caso da adi¢do de Ba e Pb, indicado no espectro de massas

67



pelas setas nas m/z 2651,8 e 2658,2, respectivamente. Levando em
consideracdo a diferenca destas m/z para a apo-enzima e o estado de carga
+11, observamos as adi¢des de 137,5 e 207,9 Da na massa da apo-enzima.

Além disso, € verificada a adi¢do de dois dtomos de metal para Zn e
Cu2+, sendo a primeira adicdo identificada com m/z 2645,1 e 2645,0, e a
segunda com m/z 2650,9 e 2650,7, respectivamente. Em comparacdo com os
valores de m/z da apo-enzima, observam-se as diferencas de 5,8 e 5,7, as quais
sugerem uma adicao de 63,8 e 62,7 Da na massa da apo-enzima, considerando
o estado de carga +11. Cabe mencionar que apenas no caso do Zn ndo foi
possivel identificar a enzima na sua forma apo, quando incubada com o metal,
mostrando que toda apo-enzima liga-se prontamente ao metal.

Os valores de m/z foram utilizados na extracdo dos dados por meio da
mobilidade i0nica, sendo as m/z 2651,8, 2658,2, 2645,1 e 2645,0 atribuidas,

- P p p P
respectivamente, a Ba™, Pb™", Zn"" e Cu™".
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Figura 17. Espectros de massas da enzima na presenca de Ba2+ (a), Cu2+ (b), szJr (c)e

Zn** (d). O equipamento foi operado no modo positivo de electrospray, conforme descrito
no item 1.2.8.

Além disso, a deconvolucdo do espectro de massas apresenta mais
nitidamente a adi¢do do metal a enzima (Figura 18). A partir da massa da apo-
enzima (29021 Da), podem ser verificadas diferencas de 138, 208, 64 e 63 Da,

indicativas da adic@o de Ba, Pb, Cu e Zn, respectivamente.
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Figura 18. Espectros de massas deconvoluidos da enzima na presenca de Ba®* (a), cu?
(b), Pb* (c)e Zn** (d). O equipamento foi operado no modo positivo de electrospray,
conforme descrito no item 1.2.8.

A avaliacdo da propor¢do entre metal e proteina permitiu identificar a

condicdo de maior intensidade nos espectros de massas, o que resulta em

maior deteccdo de fons nos experimentos de mobilidade i6nica. Foram

avaliadas as concentracoes de 4,25; 8,50; 17,0; 42,5 e 85,0 umol L' para 8,5
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umol L™ de enzima, resultando nas propor¢des de metal/proteina de 0,5; 1,0;
2,0; 5,0 e 10,0, como apresentado na Figura 19.

Metais como Ba, Pb e Zn apresentaram uma tendéncia crescente de
aumento dos valores de sinal analitico para as m/z 2651,8, 2658,2, 2645,1 e
2645,0 atribuidas, respectivamente, a Ba>*, Pb>*, Zn>* e Cu®". Foi observado
que a intensidade dos fons aumenta a medida que uma maior concentracao
destes metais é empregada. Somente para fons Cu’*, observam-se valores de
intensidade constantes a partir da propor¢cao metal:proteina 2:1. Este resultado
pode ser atribuido a formag¢do de um novo fon, a anidrase carbdnica ligada a
um segundo fon Cu®* (em m/z 2650,7), o qual se tornou o fon mais intenso no

espectro de massas na propor¢ao 10:1.
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Figura 19. Avaliacdo da propor¢ao entre metal e proteina, em fun¢cdo da intensidade
apresentada nos espectros de massas da anidrase carbonica incubada com Ba ( 4), Pb (@),
Cu (=) ¢ Zn (==).
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Quanto a mobilidade idnica, observou-se que o aumento da
concentracdo do metal ndo influencia a ATD das espécies divalentes ligadas a
anidrase, uma vez que o tempo de chegada das espécies manteve-se constante

com o incremento de concentracao do metal.

1.3.6. Avaliacio do efeito do pH por espectrometria de massas e

mobilidade ionica

A espectrometria de massas foi empregada na avaliacdo do efeito do pH
sobre a carga liquida da proteina. A carga da proteina é mantida, independente
da variacdo do pH, produzindo apenas os estados de carga +12, +11 e +10. A
propria apo-enzima apresentou os mesmos estados de carga nas diferentes
condicoes de pH. Esta semelhanca na carga tem sido atribuida a uma
protonac¢do no sitio ativo quando ocorre a perda do zinco (Gudiksen, el al.,
2004). Além disso, observou-se que os espectros de massas foram similares
aos apresentados na Figura 17, sendo observadas diferencas nos valores de
intensidade inferiores a 2,4% nas razoes m/z 2651,8, 2658,2, 2645,1 e 2645,0
atribuidas as adicdes de Ba®*, Pb**, Zn** e Cu™.

A ligacdo do metal a proteina foi avaliada por meio das intensidades das
razdes m/z supracitadas, em diferentes condi¢des (Figura 20). A apo-enzima
apresentou valores de intensidade que aumentam com o0 incremento nos
valores de pH, de tal maneira que os maiores valores de intensidade sdo
verificados na condi¢do de pH igual a 9,0. As espécies ligadas aos metais
chumbo, cobre e zinco também apresentam maiores valores de intensidade na
condi¢io de pH igual a 9,0. A medida que se aumenta a basicidade do meio,
menor € a competicdo entre protons e ions metdlicos, favorecendo a ligacao
destes metais (Barnett, et al., 2012). Embora o pH 7,0 seja preferivel por
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mimetizar a maioria das condig¢des fisioldgicas, optou-se por trabalhar com o
pH 9,0 por ser esta a condi¢gdo em que se verificam os maiores valores de

intensidade para a maioria das espécies de anidrase carbdnica avaliadas.
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Figura 20. Intensidade de apo-BCA (M ) e ligadaaBa (M ),Pb (s ),Cu(=)eZn (M),
no espectro de massas.

A mobilidade i6nica foi empregada para avaliar o efeito do pH na
ligacdo dos metais a proteina, bem como monitorar alteracdes na estrutura da
proteina. Além disso, o estudo do pH permite escolher uma condi¢cdao que
permita diferenciar as espécies de anidrase ligadas aos metais da apo-enzima,
uma vez que a mudanca do pH poderia conduzir a uma alteragao das ligacoes
de hidrogénio entre as cadeias laterais de aminoacidos, que constituem a
estrutura tridimensional da proteina.

Todos os metais podem alterar a mobilidade de proteina a um pH
especifico (Tabela 7). A ATD de cada metal foi comparada individualmente a

apo-enzima, sendo esta utilizada como valor de referéncia no emprego do teste
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t pareado. A mobilidade de chumbo ligado a anidrase carbonica foi
significativamente diferente da apo-enzima em todas as condicdes de pH, a
um nivel de confiangca de 95%. Espécies de chumbo sdo prontamente
responsaveis pela modificacdo da mobilidade da proteina, mesmo nos menores
valores de pH avaliados, tais como 6,0 e 7,0. Cobre, zinco e bdrio
apresentaram mobilidades significativamente diferentes da apo-enzima apenas
em pH 9,0. Estes resultados sugerem que a adi¢do de metal na enzima pode
resultar em alteracdes estruturais significativas, uma vez que a seccao
transversal da molécula na fase gasosa foi modificada. Além disso, também se
pode sugerir que a adi¢ao destes ions dirige o enovelamento da proteina para
um estado mais enovelado, uma vez que as espécies de anidrase carbOnica
ligada a fons divalentes apresentaram menores valores de ATD do que a apo-
enzima. Assim, a condicdao de pH 9,0 foi considerada como a mais favoravel

na separagdo entre as espécies de anidrase ligadas a metais da apo-enzima.

Tabela 7. Distribui¢do de tempo de chegada da apo-enzima e da enzima ligada aos metais
divalentes, obtidos por meio da extracdo do estado de carga +11, com velocidade de onda
300 m/s em diferentes condi¢cdes de pH.

pH  Apo-BCA BCA+Ba™ BCA+Pb** BCA+Cu™ BCA+Zn™"
60 74+01* 75+03 7,1+01  73+04 7,104
70 740, 74+03  72+0,1 7402  72+02
80 7401 74+03  7,1+0,1  72+03 7,104
90 7.5+0,1 72+03 7,102  72+03 7202

*Valores apresentados como intervalo de confianga (média + 5&), com 0=0,05, (n=3).
n

Na Figura 21, estd representada a ATD da enzima ligada aos metais
divalentes, na condi¢do de pH 9,0. Nesta condicdo, a mobilidade da anidrase

carbOnica varia com o metal ao qual se liga, sendo que a apo-enzima apresenta
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menor mobilidade idnica que as espécies ligadas a metais. Nesse caso, pode-se
considerar que o desenovelamento da proteina seja influenciado tanto pela
auséncia do metal quanto pela repulsdo eletrostatica das cadeias laterais dos
residuos do sitio metalico (Faull, et al., 2009; Shirran e Barran, et al., 2009).
A maior mobilidade foi verificada para anidrase ligada ao chumbo, enquanto

que a menor mobilidade foi observada para anidrase ligada ao zinco.
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Figura 21. Distribuiciao por tempo de chegada da apo-anidrase ( — ), € da enzima ligada

aos metais divalentes Ba (— ), Pb (— ), Cu ( yeZn (—).

O tempo de incubacdo foi avaliado como um fator que poderia tornar a
mobilidade i0nica das espécies de anidrase ligada aos metais mais facilmente
separaveis da apo-enzima. No tempo de incubagdo igual O h, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas entre a apo-enzima e as
espécies de anidrase ligadas aos metais divalentes (Tabela 8). No entanto,

foram observadas diferencgas significativas em tempos de incubacdo de 4 h e
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24 h. Observou-se que as proteinas podem sofrer modificagcdes
conformacionais de forma dependente do tempo, uma vez que a mobilidade
i0nica foi alterada com o tempo. Este resultado corrobora com o trabalho de
Nabuchi, er al., (2007). A mobilidade de todas as espécies monitoradas
decresce ao longo do tempo, sugerindo que a se¢do de choque das mesmas
aumenta com o tempo. A mobilidade da apo-enzima atinge seu maior valor de
ATD em 4 h, permanecendo constante até 24 h. As espécies de anidrase
ligadas a Ba™*, Cu®*, Pb** ¢ Zn®* atingiram os maiores valores de ATD em 24

h, aumentando a sec¢do de choque com maiores tempos de anélise.

Tabela 8. Distribui¢do de tempo de chegada da apo-enzima e da enzima ligada aos metais
divalentes, obtidos por meio da extracdo do estado de carga +11, com velocidade de onda
300 m/s em diferentes tempos de incubagio.

Tempo ot 2 2 2+
) Apo-BCA BCA+Ba™ BCA+Pb™ BCA+Cu™ BCA+Zn
0 74 +0,1 6,9+0,1 7,1+0,1 7,07+0,05 7,1+0,2

4 742+0,07 7,07+£0,06 7,2+0,1 7,2+0,1 7,1 £0,1
24 742+0,07 7,49+0,03 7,56+0,07 7,50+0,02 7,51+0,04

Valores apresentados como intervalo de confianga (média + £ ), com a = 0,05, (n = 3).
n

Em relacdo a escolha do melhor tempo de incubacdo, 4 h foi eleito
como o melhor compromisso entre a deteccdo de diferentes mobilidades e
atencdo com a interconversao das espécies. Com esta condicdo, pode-se
observar que a mobilidade apo-enzima foi significativamente menor do que a
mobilidade das espécies de anidrase ligadas aos metais, empregando-se o teste
t pareado, com um nivel de confianga de 95%. Além disso, 0 menor tempo &
desejado para evitar a interconversdao das espécies, sendo esta considerada

uma fonte de introducdo de erros em andlise de especiagao.
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1.3.7. Analise de especiacao

A andlise de especiagdo foi avaliada sob dois aspectos: (I) os diferentes
estados de oxidacdo das espécies de cobre, chumbo e selénio ligadas a
anidrase; e (II) a ligacdo do metal a diferentes conformacdes da proteina. Em
ambos o0s casos, a identificagdo da interagdo entre biomoléculas e metais é
amplamente desejavel, devendo ser consideradas a influéncia de parametros
como pH, polaridade e temperatura.

A aplicagdo da espectrometria de mobilidade i0nica para a andlise de
especiacdo de proteinas ligadas a espécies metalo-organicas € observada desde
2005, com o emprego da modalidade DTIMS (Guo, et al., 2005). No presente
trabalho, avaliou-se a andlise de especiacdo, considerando as diferengas na
mobilidade i6nica causadas somente pelas diferencas proporcionadas pelo
estado de oxidacdo dos metais.

Na andlise de especiacio de chumbo, a anidrase ligada a Pb*
apresentou mobilidade menor do que a enzima ligada a Pb®" (Figuras 22b e
22¢). Considerando a especiag¢io de cobre, a anidrase ligada a Cu* demonstrou
uma mobilidade maior do que a anidrase ligada a Cu** (Figuras 22d e 22e).
Em todos os casos, a mobilidade das espécies ligadas a metais foram maiores
do que a apo-enzima (Figura 22a), sugerindo que o metal pode ser importante
para o enovelamento da proteina. Como as espécies ligadas a metais
apresentaram maior mobilidade do que a apo- enzima, pode-se sugerir que as
metalo-espécies possuem uma estrutura tridimensional ligeiramente mais
enovelada.

E importante salientar que o mesmo estado de carga da proteina foi
comparado para as diferentes espécies ligadas a metais, mostrando que a
mobilidade da proteina foi influenciada somente pelo estado de oxidacdo do
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metal. A mesma tendéncia foi observada para as espécies de cobre e chumbo,

i.e., espécies com maior estado de oxidagdo mostraram menor mobilidade

10nica.
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Figura 22. Distribui¢do por tempo de chegada da apo-anidrase (a) e da enzima ligada as
espécies Pb>* (b), Pb* (c), Cu* (d) e Cu*(e).

Uma mistura de espécies em diferentes estados de oxidacdo foi feita
para expandir as capacidades da espectrometria de mobilidade i6nica para
andlise de especiacdo. Neste caso, as espécies de selénio foram incubadas
individualmente e em uma mistura como mostrado na Figura 23. A ATD da
anidrase incubada apenas com Se” * foi 5,79 ms (Figura 23b) , enquanto BCA
ligada a Se® mostrou uma ATD igual 5,95 ms (Figura 23c). Quando estas
espécies foram adicionadas a solucdo de enzima em uma mistura, a
mobilidade das espécies de selénio permaneceu inalterada (Figuras 23d e 23e).
A identificacdo de Se* e Se® ligados a anidrase foi possivel por meio da IMS,

até mesmo na mistura, uma vez que o tempo de chegada foi diferente entre as
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espécies e se manteve na mistura. Como observado anteriormente para as
espécies de chumbo e cobre, o maior estado de oxidacdo apresentou menor
mobilidade. Este resultado aponta para a potencialidade da técnica de
mobilidade i0nica, uma vez que foi possivel a identificacdo da interacdo entre

a proteina intacta e espécies com diferentes estados de oxidacdo na mesma

solucao.
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Figura 23. Distribui¢do por tempo de chegada da apo-anidrase (a) e da enzima ligada as
espécies Se** (b) e Se® (c) incubados individualmente ¢ em uma mistura de Se™* (d) e
Se*(e).

Diferentes conformagdes e padroes de proteinas tém sido evidenciados
na literatura (Barnett, et al., 2012; Li, et al., 1993). Estudos sobre estruturas de
proteinas e sobre o processo de enovelamento podem auxiliar na elucidagdo da
funcdo bioldgica (Hendrickson, et al.,1998). Neste contexto, a mobilidade

10nica pode ser uma ferramenta util, uma vez que esta técnica adiciona uma
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nova dimensdo na andlise de espectrometria de massas, permitindo a
separacao de fons com mesma m/z baseada no tempo de chegada dos fons.

O espectro de massas bidimensional (Figura 10) mostrou a existéncia de
dois ions de anidrase carbonica com mesma razao m/z, em diferentes estados
de enovelamento, e a ligacdo diferencial do metal a anidrase foi avaliada por
meio da intensidade da proteina ligada ao metal em cada conformacao (Figura
24). A apo-anidrase apresentou menor razio entre as diferentes conformacoes
da proteina, mostrando que a auséncia do metal nao direciona a estrutura da
enzima em um unico estado de enovelamento (Figura 24). Além disso, a
incubacdo do metal com a enzima aumentou a intensidade da conformacao 1,
resultando em maiores razdes para as espécies ligadas ao metal. Como a
conformacgdo 1 € aquela que apresenta maior mobilidade, pode-se inferir que a
adicdo dos fons metélicos divalentes (Ba>*, Pb**, Cu® e Zn®") pode dirigir o

enovelamento da proteina para o estado mais enovelado.

A\"
AN}

A\
A%}

I(CF 1) / I(CF 2)

Apo Ba Pb Cu Zn

Figura 24. Intensidade relativa das conformagdes 1 (CF 1) e conformacdo 2 (CF 2) nos
estados de carga+12 (I )e + 11 ().
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1.4. Conclusoes parciais

A abordagem da andlise de especiacdo foi aplicada com éxito,
empregando-se a espectrometria de mobilidade idnica. Pela primeira vez,
foram identificadas e separadas espécies com diferentes estados de oxidacdo
interagindo com uma proteina no estado nativo em uma mistura. Assim, pode-
se considerar que este trabalho abre novas perspectivas de pesquisa no tocante
a andlise de especiacdo envolvendo biomoléculas que interagem com metais
ou metaldides.

Com esta técnica, foi possivel identificar alteracdes na estrutura da
proteina, em condi¢des favordveis e desfavordveis a manutencdo da
integridade da proteina, sem a necessidade de qualquer outra etapa de
separagdo prévia. Esta abordagem caracterizou-se como um método direto de
andlise, requerendo apenas um processo de ultrafiltracdo para produzir,
identificar e separar as espécies de interesse.

Cabe ressaltar que os resultados obtidos por meio da mobilidade i6nica
sdo coerentes com os obtidos por outra técnica de elucidacdo estrutural de
proteifnas, o dicroismo circular. Além disso, o procedimento adotado € capaz
de restaurar a funcdo catalitica da enzima com a simples adi¢ao de zinco.

As condi¢des otimizadas de pH e tempo de incubacdo permitiram
diferenciar a mobilidade i6nica da apo-enzima para as demais espécies de
metais ou metaloides ligados a anidrase. Nesse caso, as condi¢des mais
favoraveis foram pH 9,0 e tempo de incubacdo de 4 h.

Ressalta-se ainda o potencial desta técnica para a identificagdo, em uma
unica injecdo (de apenas 2 min), de apo e/ou holo-formas, sob condi¢des
nativas ou desnaturadas, na presenca de metais ligados a proteina, mesmo em
diferentes estados de oxidagao.
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Quanto as perspectivas deste primeiro capitulo, cabe ressaltar a
possibilidade de aplicacdo desta abordagem para amostras de interesse clinico.
Citacdes na literatura sugerem que o nosso trabalho seja destinado a
investigacdo de metaloproteinases de zinco envolvidas em doengas
neurodegenerativas. Assim, mesmo que este seja apenas o principio de nossos
estudos, um grande potencial de aplicagdo pode ser projetado para estudos
futuros, devendo-se buscar explicagdes sobre como os ions metalicos afetam a
atividade e as conformacdes de proteinas envolvidas em condicoes

patoldgicas.

82



CAPITULO 2

Analise de especiacao de isotopos de zinco ligados a anidrase

carbonica empregando diluicao isotopica
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2.1. Objetivo

Realizar um estudo de diluicdo isotépica de zinco ligado a anidrase

carbOnica usando ICP-MS.

Objetivos especificos:

- Avaliar o efeito da concentracdo de zinco total sobre as razdes isotopicas,
bem com o efeito da poténcia de radiofrequéncia (RF);

- Otimizar o tempo de residéncia e o tempo de integracdo das medidas,
parametros de aquisicdo que podem afetar a precisao das medidas;

- Realizar a corre¢do do tempo morto do detector para minimizar a
imprecisao das medidas;

- Avaliar a voltagem da lente de extracdo na exatidao e precisdao das razoes
isotdpicas de zinco;

- Otimizar as voltagens da cela de reacdo e o vazdo de gis para remog¢ao de
interferentes;

- Determinar o teor de zinco ligado a proteina comercial;

- Determinar o fator de correcdo adequadamente para avaliar o efeito da
discriminacdo de massas, por meio do uso de material de referéncia certificado
de razdo isotopica;

- Avaliar o enriquecimento da anidrase carbdnica incubada com os is6topos
%7n e ®Zn, empregando como controle das condi¢des naturais o material
certificado;

- Determinagdo da atividade enzimdtica da anidrase incubada com os

is6topos *'Zn e **Zn.
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2.2. Parte Experimental

Os equipamentos e acessorios utilizados neste capitulo sdo listados

abaixo.

2.2.1. Equipamentos e acessorios

Agitador de tubos tipo vortex, modelo M-37600 (Thermolyne, EUA);
Balanga analitica, modelo 260 (Mettler, EUA);

Centrifuga de tubos Eppendorf, modelo 5804R (Westbury, NY, E.U.A.);
Destilador de acidos, modelo Distillacid (Berghof, Alemanha);
Espectrofotdmetro UV/Visivel, modelo B582 (Micronal, Brasil);

Espectrometro de massas por plasma indutivamente acoplado Elan,

modelo DRC-e, PerkinElmer (Norwalk, CT, EUA.);

Potencidometro para medidas de pH, modelo DM20 (Digimed, Brasil);

Sistema de filtracdo em microtubos (Microcon e Amicon Ultra; Millipore,

Francga);

Sistema de purificacio Milli-Q, modelo Quantum'™ cartridge (Millipore,

Franga).

2.2.2. Gases, reagentes e solucoes

Os gases, reagentes e solucOes utilizados neste capitulo sdo listados

abaixo.

Acido nitrico sub-destilado (Merck);
Acido malOnico, 99% (Sigma-Aldrich);
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- Acetato de p-nitrofenila, (Sigma);

- Acetato de sédio, (J. T. Baker);

- Acetona, (J. T. Baker);

- Anidrase carbdnica, (Sigma);

- Argonio liquido com pureza de 99,999%;

- Gas metano com pureza de 99,99%;

- Material certificado de razdo isotdpica de zinco IRMM-3702, (Institute for
Reference Materials and Measurements);

- Oxido de zinco 67, (Cambridge Isotope Laboratories);

- Oxido de zinco 68, (Cambridge Isotope Laboratories);

- Solucdo de 1,10-fenantrolina, 1,0 mmol L! (Merck);

- Solucao de hidréxido de sédio, 2,0 mol L! (Sigma-Aldrich);
- Solucao de sulfato de amonio, 0,1 mol L'l, (J. T. Baker);

- Solucao padrao de zinco,1000 15,2 mmol L'l, (Merck);

- Sulfato de amonio, 99% (Merck).

2.2.3. Preparo das solucoes e limpeza dos materiais

As solucdes empregadas neste capitulo foram preparadas utilizando
reagentes de grau analitico e dcido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha) sub-
destilado. A dgua deionizada (> 18,2 MQ cm) foi obtida a partir de um sistema
de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Para reduzir possiveis problemas relacionados a contaminagdo, foram
empregados tubos de polipropileno na quantificacdo de Zn e na avaliacdo das
razdes isotopicas de Zn por ICP-MS. As solucdes foram preparadas em capela
de fluxo laminar. Todos os materiais foram lavados com 4gua e mantidos em
banho acido (4cido nitrico 10% v/v) por no minimo 24 horas, apds o uso.
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2.2.4. Avaliacao da concentracio de Zn

As condig0es iniciais de operacdo do ICP-MS sdo mostradas na Tabela
9. Todas as medi¢cdes do ICP-MS foram realizadas em sala limpa classe
10000.

O efeito da concentragdo de Zn sobre a precisdo e exatidao das razdes
isotépicas foi avaliado, considerando o isétopo de **Zn como referéncia para
obtenc¢do das razodes. Para tanto, foram utilizadas solucdes de 0,038, 0,38,

0,76, 1,5, 30 e 60 umol L' de Zn, diluidas em 4cido nitrico 0,2% (v/v).

Tabela 9. Condicdes iniciais de operagdo empregadas nas avaliagdes de precisdo e exatidao
das razdes isotopicas, por ICP-MS.

Parametros

Nebulizador Meinhard

Céamara de nebulizacao Ciclonica

Poténcia de radiofrequéncia 1240 W

Vazao do gas nebulizador - Ar 09L min”'

Vazdo do gas auxiliar - Ar 1,2 L min™ (otimizado diariamente)
Medidas

Modo de aquisi¢ao Peak hopping

Modo do detector Pulse

Tempo de residéncia 50 ms

Tempo de integracio 2500 ms

Tempo morto do detector 60 ns

Replicatas 5

Voltagem da lente i6nica 55V

Razdes m/z monitoradas 64Zn, 66Zn, 67Zn, %7n e °Zn
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2.2.5. Avaliaciao da poténcia de RF

A avaliacdo da poténcia de RF ¢é aplicada com o intuito de minimizar as
interferéncias poliatdbmicas baseadas, especialmente, em espécies de argdnio
(Botha, et al., 2005). Dessa maneira, uma solu¢do com 200 ug L' de Zn foi
analisada, variando-se a poténcia de RF (900, 1000, 1100, 1200, 1300 e 1400
W) para avaliar sua influéncia sobre a intensidade dos is6topos de Zn, e, em

especial, sobre a exatiddo e precisao das razdes isotopicas de Zn.

2.2.6. Otimizacao das condicoes de aquisicao do ICP-MS

Uma solucdo de 30 umol L de zinco foi utilizada para avaliacio do
tempo de residéncia e do tempo integracdo. O intervalo de tempo de residéncia
estudado foi 10 e 50 ms, para um valor de tempo de integracdo fixado em
2500 ms. J4 o tempo de integracdo foi avaliado entre 2500 e 10000 ms, com

um valor de tempo de residéncia fixado em 10 ms.

2.2.7. Correcao do tempo morto do detector

O tempo morto do detector foi determinado de acordo com o método
proposto por Russ (1987). As razdes isotopicas de zinco foram medidas com o
tempo morto do detector igual a zero para solugdes padrao com concentragdes
situadas entre 3,8 e 15,2 umol L' de zinco. Os resultados do tempo morto do
detector foram apresentados como razodes isotopicas normalizadas. Para tanto,
as razoes observadas foram divididas pelas razdes isotOpicas naturais

(IUPAC) para todas as concentracdes de zinco.
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2.2.8. Avaliacdo da voltagem da lente ionica na exatidao e precisao das

razoes isotopicas de Zn

Para avaliar a influéncia a voltagem da lente sobre a exatidao e precisdao
das razdes isotdpicas de Zn, uma solucdo com 200 pg L' de Zn foi analisada,
variando-se a voltagem da lente em intervalos de 0,5 V na faixa de voltagem
situada entre 5,5 e 7,5 V. Para tanto, os demais parametros otimizados foram
tempo morto do detector (50 ns), tempo de residéncia (10 ms) e tempo de

integracao (10000 ms).

2.2.9. Otimizacao das condicoes da cela de reacao e colisao

A vazdo de gés e a voltagem da cela de reacdo e colisdao (RPq) foram
avaliadas de maneira univariada para minimizar as interferéncias poliatdmicas,
e, em cardter especial, as provocadas pelo enxofre. Assim, optou-se por iniciar
pela avaliacdo da vazdo do gis metano, variada entre e 0,4 e 1,0 mL min'l, em
intervalos de 0,1 mL min"'. As condicdes operacionais do ICP-MS sio
apresentadas na Tabela 9.

Solucdes de 30 umol L™ de Zn e 180 pmol L™ de S foram injetadas
separadamente. Esta propor¢do entre analito e interferente foi empregada,
considerando-se o numero de residuos contendo grupos tidis na anidrase
carbOnica.

As intensidades dos cinco isétopos de Zn foram monitoradas em func¢ao
do aumento da vazdo do gis metano na cela de reacdo, bem como as razoes
sinal/ruido para Zn/S, mantendo-se fixos os pardmetros RPa e RPgq do

quadrupolo da cela dindmica de reacdo em 0 e 0,4 V, respectivamente. Estes
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parametros representam os termos a € g na equagdo de Mathieu, que descreve
as regides de estabilidade dos fons em campos quadrupolares.

Ap6s a otimizagio da vazdo de gds metano (0,4 mL min™"), o pardmetro
RPgq foi avaliado, variando-o entre 0,4 e 0,8 V, em intervalos de 0,1 V. Para
tanto, as intensidades dos cinco isétopos de Zn foram monitoradas em funcdo
do aumento do RPg, bem como as razdes sinal/ruido para Zn/S, com as

mesmas condi¢des operacionais usadas no estudo anterior (Tabela 9).

2.2.10. Avaliacao da discrimina¢ao de massas

Para avaliar a exatidio do método proposto, no tocante a determinagao
das razdes isotOpicas naturais, foi utilizado o material de referéncia de razdes
1sotOpicas naturais de Zn (IRMM-3702) do Institute for Reference Materials
and Measurements.

Uma aliquota do material de referéncia foi diluida adequadamente para
obtencdo de 200 pg L' de Zn. Esta solucio foi analisada por ICP-MS de
acordo com as condi¢Oes previamente otimizadas, o tempo morto do detector
(50 ns), os parametros de medida (tempo de residéncia de 10 ms e tempo total
de integracdo de 10000 ms) e a voltagem da lente (6,0 V).

A partir dos valores obtidos de razdo isotdpica para o material de
referéncia, foram calculados os fatores de corre¢do, por meio da razdo entre a
razdo certificada e a razdo medida. Além da corre¢do, o fator compensa os
efeitos de discriminacdo de massas sofridos por uma solugdo de 200 pg L™ de
Zn. O sistema utilizado na correcdo de discriminagdo de massas € o conhecido
como “Bracketing” em que o padrao certificado ¢ medido antes e depois de

um conjunto de amostras (Vanhaecke e Degryse, 2012).
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2.2.11. Determinacoes por ICP-MS

As condicdes usadas nas determinacdes de zinco estdo descritas na

Tabela 10. Curvas analiticas para ®*Zn e ®Zn foram construidas em ICP-MS

no intervalo de concentracao entre 10,0 e 500,0 pg L. Para tanto, empregou-

se CH4 na cela de reacao.

Tabela 10. Condi¢des de operagdo do ICP-MS ap6s as otimizagdes.

Parametros

Nebulizador Meinhard
Céamara de nebulizacao Ciclonica
Poténcia de radiofrequéncia 1200 W
Vaziao do gas nebulizador - Ar 09L min”'

Vazao do gas auxiliar - Ar

1,2 L min™ (otimizado diariamente)

Medidas

Modo de aquisicao Peak hopping
Modo do detector Pulse

Tempo de residéncia 10 ms
Tempo de integracio 10000 ms
Tempo morto do detector 50 ns
Replicatas 5

Voltagem da lente 6,0V

Razdes m/z monitoradas

64r7 667 677 68 70
/n, /n, '/Zn, "/Zne "Zn

Condicoes da cela dinamica de reaciao

Gas empregado
RPq

Vazdo de gés

CH,
0,4V
0,4 L min™
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As medi¢des de razdo isotopicas de Zn por ICP-MS foram realizadas de
acordo com as condi¢des previamente otimizadas: tempo morto do detector
(50 ns), parametros de medida (tempo de residéncia de 10 ms, tempo total de

integracdo de 10000 ms) e voltagem da lente (6,0 V).

2.2.12. Avaliaciio da ligacdo dos isétopos “’Zn e ®*Zn a anidrase carbonica

Os materiais enriquecidos com 7n e ®*Zn sdo constituidos por 6xido de
zinco enriquecido em “Zn (61,9 mg) e 6xido de zinco enriquecido em **Zn
(30,9 mg). Os materiais foram inicialmente solubilizados em d4cido nitrico
concentrado, e, posteriormente, avolumados para 25 mL com 4gua deionizada,
com concentracdo final do 4cido igual a 4% (v/v). As solugdes estoque dos
1so6topos foram armazenadas a 4 °C. Em seguida, foram preparadas solugdes
intermedidrias a partir de dilui¢cdes das solucdes estoques, obtendo-se solugdes
com 153 pmol L' de zinco. O pH das solugdes foi ajustado para 7,0,
adicionando-se gotas de NH,OH, por meio de um potencidmetro.

Os materiais enriquecidos e certificado foram incubados a 25 °C
individualmente com a apo-enzima, preparada como descrito no capitulo
anterior (item 1.2.5.). A proporcdo metal/proteina seguiu a propor¢ao
estequiométrica de 0,5 (Hagege, et al., 2004).

As solugdes enriquecidas de ®Zn e de ®Zn foram preparadas pela
adicdo de 232 e 195 uL das solucdes intermedidrias dos isétopos,
respectivamente. A concentracdo dos is6topos no enriquecimento foi 6,129
umol L™ adicionados a 12,24 pmol L' da apo-enzima.

Para simular o efeito da adicdo de zinco a anidrase carbOnica nas
condicdes de razao isotopica naturais, preparou-se uma solucdo intermedidria
com 15,3 umol L™ de zinco a partir da solugdo de IRMM-3702. Em seguida,
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foram adicionados uma aliquota da solu¢do intermedidria, de maneira que
6,129 umol L' de Zn fossem adicionados a 12,24 umol L™ da apo-enzima.

Ap06s o periodo de incubagdo com a apo-enzima, o excesso de metal foi
removido por ultrafiltracdo, empregando filtros de exclusio por peso
molecular de 10000 Da (Microcon e Amicon Ultra, Millipore). A solugdo foi
centrifugada a 7232 g por 15 min em tubos com capacidade de 4,0 mL. Para
garantir a eficiéncia da remocdo do excesso de zinco, as solu¢des foram
submetidas a cinco etapas de limpeza com acetato de aménio 10,0 mmol L™,
pH 7,0. A enzima, incubada com is6topos e material de referéncia, foi
recuperada em um volume final de 10,0 mL, em 4cido nitrico 0,2 % (v/v).

As razodes isotopicas foram determinadas por ICP-MS, empregando as
condi¢cdes da Tabela 10. As razdes isotopicas foram determinadas apds adicao
de uma aliquota do material certificado IRMM-3702. Também foram

preparados brancos dos procedimentos empregados da mesma forma.

2.2.12. Avaliacao da atividade enzimatica da anidrase incubada com os

isétopos “Zn e **Zn

O efeito da adicdo dos isétopos *’Zn e ®*Zn sobre a atividade enzimatica
foi avaliado, empregando-se o método da hidrélise do acetato de p-nitrofenila,
conforme descrito no Capitulo 1, item 1.2.7. Para tanto, a absorbancia das
solucdes foi medida em 400 nm, apds um intervalo de 3 minutos, observando-
se os volumes de enzima, tampao, d4gua e acetato de p-nitrofenila empregados
na Tabela 5.

Foram monitoradas as atividades da apo-enzima a 12,24 umol L' e da
mesma enriquecida com os isGtopos ©’Zn e °*Zn, individualmente, a 6,12 pmol
L. Além disso, a apo-enzima foi incubada com 6,12 pmol L™ da solucio de
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IRMM-3702 para simular o efeito da adicdo de zinco a anidrase nas condi¢des
de razdo isotdpica naturais, sendo este grupo considerado um grupo controle

deste experimento.
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2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Avaliaciao da concentraciao de Zn

Os critérios de escolha das condi¢cdes na otimizagdo dos parametros
foram a maior precisdo dos resultados, expressa como desvio padrdo, e valores
de razdo isotdpica mais proximos da abundancia natural. A TUPAC adota os
valores de razdo isotdpica de Zn publicados por Ponzevera, et al., 2006
(Tabela 11). Estes autores utilizaram um ICP-MS com analisador de m/z do
tipo duplo setor magnético e elétrico, dotado de um sistema multicoletor de
fons composto por doze copos de Faraday. Os valores de razdo isotOpica
obtidos por Ponzevera, et al. (2006) sdo também considerados como valores

de referéncia do material certificado IRMM-3702 (Berglund e Wieser, 2011).

Tabela 11. Valores de razio isotépica de Zn em condi¢des naturais.

Razao isotdpica Valores de referéncia segundo a
IUPAC

"ol Zn 0,56397 + 0,00030

) Zn 0,082166 + 0,00035

) Zn 0,37519 + 0,00016

N 70 0,012418 = 0,000023

A influéncia da concentracdo de Zn (de 2,5 a 400 pg L") sobre a
precisdo e a exatidao das razdes isotopicas foi o primeiro parametro avaliado.
Esta faixa de concentracdo foi similar a empregada por Suzuki, et al., (2004),
adicionando-se, neste trabalho, a concentracdo de 400 pg L. Como se

observa na Figura 25, a precisdao melhorou com o aumento da concentragdo de
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Zn. Com 200 pg L™ de Zn, foram obtidas precisdes de 1,1 % para *°Zn/*Zn;
4,1 % para 67Zn/64Zn; 3,0 % para B7n/**Zn e 1,6 % para 7n/%*Zn. Esta
condicdo apresentou maior precisdo e valores mais préximos as razdes
naturais de Zn, sendo eleita para otimizacdo das demais condi¢des

experimentais, corroborando com os resultados de Suzuki, et al., (2004).
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Figura 25. Razdes isotdpicas de zinco em fungdo da concentragdo, para as razdes de (a)
70/%Zn ( M) e ¥Zn/Zn ( @); e (b) ®Zn/*Zn ( A) e °Zn/**Zn ( ®). As linhas
pontilhadas pretas indicam as razdes isotOpicas naturais e as linhas pontilhadas vermelhas
indicam a condicao eleita nesta otimizacao.
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2.3.2. Avaliaciao da poténcia RF

As condi¢des mais baixas de poténcia RF foram empregadas com o
intuito de minimizar possiveis interferéncias causadas pelas espécies presentes
na atmosfera gasosa do argdnio. Em condicdes de plasma frio, tais moléculas
interferentes podem ndo ser completamente atomizadas, tentando-se evitar ou
reduzir estas interferéncias (Vanhaecke e Degryse, 2012). Entretanto, foram
observadas os piores valores de razdo isotdpica nos menores valores de RF,
especialmente para as razdes *°Zn/*"Zn e ®*Zn/*Zn. A principal razdo para este
resultado pode estar na redugio da eficiéncia de ionizagdo do isétopo **Zn e na
formacao de outros tipos de ions poliatdmicos.

A avaliacdo da poténcia de RF sobre a razdo isotopica ¢ mostrada na
Figura 26. Observam-se valores de razdo isotOpica mais proximas das razoes
naturais na poténcia de 1200 W, exceto para a razdo "Zn/**Zn. Para esta
ultima razdo, a poténcia de RF que proporciona razdo mais préxima da natural
¢ 1100 W. Entretanto, a poténcia RF de 1100 W aumenta as razdes de
%zn/*Zn e ®Zn/**Zn, em 1,7 e 3,1%, respectivamente, prejudicando a
exatidao destas medidas. Além disso, a poténcia RF de 1200 W apresentou os
menores valores de desvio padrdo, resultando na maior precisdo entre as
condicdoes avaliadas, sendo esta condigdo eleita como Otima neste
experimento.

Acredita-se que a poténcia de RF pode influenciar a razdo isotdpica,
tanto na distribuicdo dos fons dos is6topos, quanto pela geracdo dos ions na
fonte de plasma (Suzuki, et al., 2004). Ambos os fatores podem influenciar os
resultados aqui apresentados, de maneira que a poténcia de 1200 W foi aquela
que proporcionou melhor distribuicdo dos ions para a maioria das razdes
avaliadas.
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Figura 26. Razdes isotdpicas de zinco em funcdo da poténcia RF, para as razdes de (a)
670/°*Zn ( H)ec Zn/Zn ( @); e (b) 8 70/**Zn ( A)c 070/*Zn ( ). As linhas
pontilhadas pretas indicam as razdes isotOpicas naturais e as linhas pontilhadas vermelhas
indicam a condicao eleita nesta otimizacao.

2.3.3. Otimizacao das condicoes de aquisicao do ICP-MS

Durante uma andlise em ICP-MS, alguns fendmenos relacionados com a
etapa de introducdo da amostra ou com as etapas de transmissao e detec¢io do

fon e processamento do sinal podem ocorrer individualmente ou
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simultaneamente, afetando a exatiddo, a repetibilidade e a reprodutibilidade da
determinagdo (Nelms, et al., 2001). Os principais parametros de aquisicdao de
dados do ICP-MS que sdo otimizados em estudos de razdo isotdpica sdao o
tempo de integracdo e o tempo de residéncia. Estes parametros influenciam,
em cardter particular, a precisdo dos resultados. A precisdo das medidas de
razao isotdpica pode ser estatisticamente diferente, dependendo da quantidade
de tempo em que cada is6topo serd medido (Nelms, et al., 2001).

Para a avaliacdo do tempo de residéncia e de integracdo, empregou-se
200 pg L' de Zn e poténcia de 1200 W. Até o presente momento, foram
utilizadas as condi¢cdes de aquisicdo de dados pré-estabelecidas para
experimentos de rotina e quantificacdo do teor total dos elementos quimicos.
Assim, tempo de residéncia e integracdo iguais a 50 ms e 2500 ms,
respectivamente. Nestas condi¢des, as razdes entre 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn,
%7n/*Zn e "°Zn/*"Zn e suas precisdes foram 0,626 + 0,001 (0,2 %), 0,0933 +
0,0006 (0,7 %), 0,4533 + 0,0008 (0,2 %) e 0,016+0,001 (0,7 %),
respectivamente. Comparando as razdes deste trabalho com as naturais
(Tabela 11), verifica-se que as mesmas sao maiores que 6,2 % 1,1 %, 7,8 % e
0,4 % para as razoes 66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, B7n/%7Zn e 70Zn/64Zn,
respectivamente. As interferéncias poliatdmicas causadas por espécies de
argobnio podem ser um dos motivos que contribuem para as diferencgas
observadas nas razdes medidas, as quais podem afetar a discriminacdo de
massas, bem como a exatidao das medidas.

O primeiro parametro utilizado foi o tempo de residéncia, ou seja, o
periodo de tempo em que cada razdo massa/carga € medida. Os resultados das
razdes isotdpicas de zinco e suas precisdes sao apresentados na Figura 27, nos
intervalos de tempo de residéncia entre 10 e 50 ms. Pode-se observar que
quanto maior a frequéncia das medidas, maior serd a precisdo. Isso pode ser
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evidenciado pelo desvio padrio das medidas, uma vez que o tempo de
residéncia de 10 ms apresentou maior precisiao, corroborando com o trabalho
de Balcaen, er al. (2008). Este resultado estd de acordo com a teoria de razao
isotdpica, uma vez que quanto mais simultdneas forem as medidas, melhor
serd a precisdo (Vanhaecke, et al., 2012). Esta observacdo € baseada no fato de
que os melhores parametros de precisdo para a razdo isotdpica sdo obtidos
com analisadores do tipo duplo setor magnético e elétrico, dotado de um
sistema multicoletor de ions composto de copos de Faraday, os quais sao
considerados de natureza simultanea. Portanto, a melhor forma de aproximar
um dispositivo de exploragdo rdpida, tal como um quadrupolo, a medi¢ao
simultinea € a utilizacdo de tempos de residéncia mais curtos, resultando em

um maior periodo de varredura por periodo de medicao (Thomas, 2008).
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Figura 27. Razdes isotdpicas de zinco em fun¢do do tempo de residéncia, para as razdes de
(@) °Zn/*Zn (W) e “Zn/**Zn ( @); ¢ (b) ®*Zn/**Zn ( A) e "°Zn/**Zn (
pontilhadas pretas indicam as razdes isotOpicas naturais e as linhas pontilhadas vermelhas
indicam a condicao eleita nesta otimizacao.

O tempo de integracdo corresponde ao tempo de residéncia em cada
razao massa/carga multiplicado pelo nimero de vezes que cada m/z € medida.
As razdes isotOpicas, bem como suas respectivas precisoes estdo apresentadas
na Figura 28. Foi verificada maior precisio a medida que o tempo de

integracao foi aumentado. Em teoria, observa-se que a precisao pode aumentar
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em altas intensidades, ao se usar um tempo longo de aquisicdo. Tempos de
andlise da ordem de 5 a 10 min sdo usuais em medidas de razdo isotdpica

(Thomas, 2008).
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Figura 28. Razdes isotdpicas de zinco em funcdo do tempo de integracdo, para as razdes de
(@) °Zn/*Zn (M) e Zn/*Zn ( @); e (b) ®*Zn/**Zn ( A) e "°Zn/**Zn ( @). As linhas
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2.3.4. Correcao do tempo morto do detector

O tempo morto do detector é o tempo requerido para a deteccdo e
contagem do pulso i6nico (Vanhaecke, et al., 2012). Quando um ion chega a
superficie do detector, um tempo minimo € requerido para detectar um
segundo fon. Caso o segundo ion chegue ao detector antes deste tempo
minimo, o segundo fon ndo serd detectado, e, portanto, as contagens por
segundo (cps) observadas serdo menores que as reais.

O tempo morto € uma limitacdo fundamental da eletronica do detector,
e situa-se entre 30 e 50 ns, dependendo do sistema de detec¢do (Thomas,
2008). Além disso, a falta de corre¢cao do tempo morto do detector pode levar
a razOes isotdpicas inexatas e aumentar a discriminac¢ao de massas. A corre¢ao

ocorre por meio da seguinte equagao:

=1 eq. 5

onde I, representa a contagem corrigida para perdas de tempo morto, t €

o tempo morto do sistema de detec¢do, em segundos, e I, € a contagem obtida
sem a correcdo do tempo morto (isto €, o tempo morto ~ O ns).

As diferentes curvas correspondendo a cada concentracdo de zinco

apresentam um ponto de intersecao unico, permitindo determinacdo visual do

tempo morto. Para as razdes 66Zn/64Zn, 67Zn/ﬁ“Zn, B7n0/*7Zn e 70Zn/64Zn, 0

tempo morto obtido foi 50 ns (Figura 29).
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Figura 29. Razdo isotdpica normalizada 67n/%Zn (a), 770/*Zn (b), 870/%7n (©) e
70/%*Zn (d) em fun¢@o do valor de tempo morto de detector aplicado na corre¢do dos
resultados, empregando solu¢des de Zna 3,8 (4 ), 7,6 (@), 11,4 (& )e 15,2 (& ) umol
L

2.3.5. Avaliacdo da voltagem da lente ionica na exatidao e precisao das

razoes isotopicas de Zn

O feixe de ions que passa pela abertura do cone skimmer € dominado

por dtomos neutros de argbnio. A lente de extracdo, carregada negativamente,
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atrai seletivamente fons positivos, repelindo fons com carga negativa e
elétrons, os quais sdo removidos pelo sistema de viacuo, bem como as
particulas neutras, as quais ndo estdo sujeitas a atracdo ou repulsdo
proporcionadas pela lente. Além disso, fons positivos que formam o feixe
podem repelir-se uns ao outros, resultando na mudanga da composi¢ao e/ou na
perda de foco do feixe de fons (Tanner, 2002). Como ions leves e pesados
movem-se com a mesma velocidade, sua energia cinética depende da massa.
Assim, a probabilidade de remocao do feixe, como resultado da repulsdo
mutua, ¢ maior para um fon mais leve do que para um fon mais pesado,
fendmeno conhecido como efeito espaco-carga. Assim, um viés entre a razao
medida e o valor verdadeiro pode ser observado, o qual precisa ser corrigido.
Nesta avaliagdo, foi empregada uma solugio de 30 umol L™ de Zn e
potencial aplicado a lente idnica entre 5,5 € 7,5 V. As razdes mais afetadas
pela voltagem da lente foram %zn/*Zn e ®Zn/**Zn (Figura 30), diminuindo
em aproximadamente 1,8% e 0,4% na voltagem da lente igual a 6,0 V, em
comparacgdo com a condi¢ao pré-estabelecida do equipamento (5,5 V). Assim,
a melhora para estas razdes pode estar relacionada a menor perda do is6topo
de ®Zn, uma vez que esta condigio preservou a trajetéria do istopo mais leve
no feixe de fons. As demais razdes ndo sofreram mudancas significativas na
exatiddo das razdes. No tocante a precisdo, ndo foram observadas diferencas
em relacdo aos valores obtidos no experimento anterior, mantendo-se o0s

valores similares de desvio padrao.

107



a) 0,64 : A : N
- | = 5 1
0,60 - i
® :
2 ! *Zn/*'Zn natural = 0,5639
S 0,567 T T | TTTTTTTTTTTTTTT T .
£ 0,10- | - -
2 ! -
(=] | -
xR - -‘I-
S 0,09 | I
=4 I
_____________ ______zn/"Zn natural = 0.08217
0,08 —
5,0 55 6,0 6,5 70 75 8,0
Voltagem da lente de extraciao, V
b) 048 : S : ; +
, . ! -
0,44 - * i
® i :
S Szt 203752
S 036, J
& !
> 0,016- . f
1=+ !
> I
ot ! "70/*Zn natural = 0,01242
() R i

50 55 60 65 70 715 80
Voltagem da lente de extraciao, V

Figura 30. Razdes isotépicas de zinco em funcdo da voltagem da lente (V), para as razdes
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2.3.6. Otimizacao da cela dinamica de colisao e reacao

O uso da cela dinamica de colisdo e reacdo € a estratégia adotada para a
remocao de interferéncias quando sdo realizadas determinacdes de elementos

quimicos, empregando um instrumento de ICP-MS com resolu¢do unitdria.
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Nesta tese, a aplicacdo da cela foi proposta por remover adequadamente vérias
espécies i0nicas, uma vez que materiais bioldgicos podem conter grandes
quantidades de carbono, nitrogénio e enxofre.

A otimizagdo da vazdo de gds (CH4) na cela de reacdo e colisdo foi
avaliada na faixa de 0,4 a 1,0 mL min!. A Figura 31 apresenta as intensidades
obtidas para as solucdes de 30,0 pumol L' de Zn e 180,0 umol L' de S, em
funcdo da vazdo de gas metano, para valores fixos de RPq de 0,4 V. Foi
observado que a intensidade dos cinco is6topos de Zn decresce
gradativamente a medida que a vazdo de gds aumenta na cela. A intensidade
de sinal entre as condicdes de 0,4 e 1,0 mL min™ diminuiu aproximadamente
2,7 vezes para o 1sOtopo 64Zn, 2,5 vezes para 66Zn, 2,5 vezes para 67Zn, 2.4
vezes para ®Zn e 2,8 vezes para '°Zn. Esta queda na intensidade do sinal dos
1sotopos de Zn pode ser atribuida a ocorréncia de colisdes nao reativas com o
metano. No tocante as interferéncias poliatdmicas baseadas nas espécies de
enxofre (mais provavelmente, S, e SO,), observa-se uma queda da intensidade
do sinal, a qual pode ocorrer tanto por colisdes com 0 metano, quanto pela
reacdo dos interferentes com fons moleculares oriundos do metano (C,Hs;" e
C,Hs"), os quais sdo bons doadores de prétons, e podem converter as espécies
de enxofre em espécies neutras ou com m/z diferente do analito. Entretanto, a
queda de sinal do interferente foi menor do que a observada para o analito. A
medida que a vazdo de gas aumenta, menores valores para a razao sinal/ruido
foram observados, obtendo-se a maior razao sinal/ruido para a condi¢do de 0,4
mL min"'. Considerando-se as razdes isotdpicas de Zn em cada vazio de
metano, foi verificado que as mesmas diminuiram de 0,603 para 0,592
(°*°Zn/**Zn), de 0,450 para 0,426 (**Zn/**Zn) e 0,015 para 0,011 ("°Zn/**Zn),

aproximando-se das razdes isotdpicas naturais.
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A otimizacdo da voltagem do quadrupolo na cela de reagdo e colisdo
(RPg) foi avaliada na faixa de 0,4 a 0,8 V, visando maximizar a transmissao
dos ions até o quadrupolo analitico, e, consequentemente, até o detector. A
Figura 32 apresenta as intensidades obtidas para as solu¢des de 30,0 pmol L™
de Zn e 180 umol L™ de S, em fungio da voltagem, para a vazio de gis de 0,4
mL min™. A intensidade dos cinco isétopos de Zn decresce significativamente
com o aumento do valor de RPgq. A intensidade de sinal entre as condicoes de
0,4 e 0,8 V diminuiu aproximadamente 3,3 vezes para o isOtopo 64Zn, 3,2
vezes para 66Zn, 3,2 vezes para 67Zn, 3,2 vezes para %7n e 2,8 vezes para o
is6topo "°Zn, sugerindo uma menor estabilidade na trajetéria dos fons com o
aumento do RPgq. Para as espécies interferentes de S, foi verificada queda da
intensidade de aproximadamente 1,2 vezes para m/z 64, 1,2 para m/z 66, 1,1
para m/z 67, 1,1 para m/z 68 e 0,3 para m/z 70.

Nesta avaliacdo, a relacdo sinal/ruido oscilou ao longo das voltagens
aplicadas. Para os is6topos 64Zn, 66Zn, 7n e 682n, a maior razao sinal/ruido
foi observada em 0,4 V, enquanto 7n apresentou maior razdo sinal/ruido em
0,8 V. Dessa maneira, foi necessirio estabelecer uma condi¢do de
compromisso para que todos os isétopos pudessem ser englobados em uma
Unica andlise, mesmo que nem todas as melhores condi¢des individuais
fossem contempladas. Assim, o parametro RPg escolhido foi 04 V,
considerando-se a razdo sinal/ruido da maioria dos is6topos € as maiores
intensidades para todos os is6topos. Além disso, o aumento de RPq de 0,4 V
para 0,8 V resultou em razdes isotopicas de Zn mais distantes das razdes
naturais, sendo verificado que as mesmas aumentaram de 0,592 para 0,620
(*°Zn/**Zn), de 0,093 para (*°Zn/**Zn), de 0,426 para 0,448 (**Zn/*'Zn) e
0,011 para 0,015 (7OZn/64Zn). Este foi mais um motivo para a escolha da
condicdo de 0,4 V para os experimentos posteriores.
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interferente e (@ ) do is6topo.
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2.3.7. Avaliaciao da discriminacido de massas

Comparando as razdes obtidas antes e apds as otimizacgdes, foi
observada uma aproximacgdo das razdes medidas das razdes naturais de Zn,
resultando na queda de 0,625 + 0,007 (1,1%) para 0,592 + 0,0006 (0,1%) na
razdo *°Zn/**Zn, de 0,093 + 0,004 (4,1%) para 0,093 + 0,00009 (0,1%) na
razdo “’Zn/**Zn, de 0,0453 + 0,01 (3,0%) para 0,426 + 0,001 (0,3%) na razio
%7n/*Zn e de 0,015 + 0,0002 (1,6%) para 0,011 + 0,00003 (0,2%) na razdo
O7n/**Zn. Em todos os casos, percebe-se um aumento significativo na
precisdo para a maioria das razoes isotdpicas. Deve-se destacar que a precisdao
obtida situa-se dentro da faixa de desvio padrdo observada em experimentos
empregando o mesmo tipo de analisador de m/z (Heumann, 1998). Entretanto,
percebe-se que ainda existem diferengas entre as razdes medidas e as razdes
naturais de Zn (Tabela 11). Apds o periodo de otimizacdo, compreende-se que
estas diferencas, conhecidas como discriminagdo de massas, podem ser
atribuidas ao efeito espago-carga. Outro fator que pode contribuir para a
discriminagao € a expansao na regido de extracdo dos ions, ocasionada pelas
colisdes entre as particulas do feixe de ions e pelo fato de que apenas a fracao
central do feixe passa pela abertura do cone skimmer (Thomas, 2008,
Vanhaecke, et al., 2012). Estes eventos resultam na perda maior dos isétopos
mais leves, resultando nas razdes isotOpicas medidas mais elevadas do que as
observadas em condi¢des naturais.

A discriminagdo foi avaliada a partir da medi¢do da razdo dos is6topos,
empregando-se um material de referéncia certificado (IRMM-3702), cuja
composi¢do isotdpica € conhecida e certificada. Para adequar as medidas de
razao isotdpica, um fator de correcdo foi calculado para compensar os efeitos
de discriminagao sobre as amostras por meio da razdo entre o valor certificado
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e a razdo isotopica medida. Este fator foi posteriormente utilizado para
correcao das razdes isotOpicas das amostras de anidrase carbOnica incubada
com os 1s6topos. Nas Figuras 33 e 34, sdo apresentadas as medidas da solucao
de Zn e a solugio de material certificado, ambas a 30 umol L. Foi observado
que a razdo medida do IRMM-3702 foi aproximadamente 2,9%, 0,7 %, 4,5 %
e 0,3 % maior que o valor certificado, para as razdes *°Zn/**Zn, “'Zn/*Zn,
%7n/*Zn e "°Zn/*Zn, respectivamente. Apds a correcio, as razdes isotdpicas
da solucdo de Zn sdo significativamente mais proximas das razdes naturais de
zinco, sendo iguais a 0,5629 + 0,0008 (0,1%), 0,0861 + 0,0002 (0,2%), 0,379
+ 0,001 (0,2%) e 0,00923 + 0,00001 (0,1%), para as razdes °°Zn/*Zn,

67Zn/64Zn, 87n/%7Zn e 70Zn/64Zn, respectivamente.
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Figura 33. RazOes isotOpicas de zinco avaliadas na discriminacdo de massas. Sdo
apresentadas as razdes de “°Zn/**Zn no material certificado () e em solucio padrio de
Zn (@), bem como as razdes de *’Zn/**Zn no material certificado ( A ) em solucdo padrao
de Zn ().
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Figura 34. Razdes isotdpicas de zinco avaliadas na discriminacdo de massas. Sdo
apresentadas as razoes de ®*Zn/**Zn no material certificado () e em solugio padrio de Zn
(@), bem como as razoes de "07n/%*Zn no material certificado ( A ) em solugdo padrao de
Zn (9).

2.3.8. Determinacao do Zn total

Empregando-se as condi¢cdes da Tabela 10, foram obtidas curvas
analiticas para os is6topos de zinco, obtendo-se um coeficiente de correlacio
superior a 0,999 para todos os is6topos, bem como a linearidade obtida para a
faixa de concentragdo de 0,15 a 7,6 umol L (Figura 35). As amostras de
anidrase carbOnica apresentaram concentragdes da ordem de 65,6 + 0,2 umol
L. Confrontando este resultado com a quantificacio de proteina, no qual a
concentracio da proteina foi 151 + 0,2 pmol L, pode-se estimar a relacdo

proteina/metal sendo aproximadamente 0,5.
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Considerando as condi¢des otimizadas como satisfatérias (Tabela 10),
foram avaliados os is6topos de zinco ligados a anidrase carbdnica comercial.
Para tanto, foi empregado o fator de corre¢do obtido na discriminacdo de
massas.

Como pode ser observado na Tabela 12, foram obtidas razdes isotdpicas
distintas das observadas para os niveis naturais para %7n, 7Zn, ®*Zn e "Zn,
indicando que a propria anidrase carbOnica comercial apresenta valores de
razodes isotdpicas diferentes da abundancia natural. Como esta enzima € obtida
a partir de eritrécitos bovinos, as diferencas observadas podem estar sujeitas a
processos de fracionamento isotopico causado pelo metabolismo do zinco.
Esta hipotese € refor¢cada, uma vez que a composicao isotopica de zinco pode
ser influenciada pela dieta. Pela avaliacdo do sangue humano, foi verificado
que pessoas vegetarianas apresentam maior & para o *’Zn, enquanto pessoas
com hébitos onivoros apresentam maior o para o %7n (Heghe, et al., 2012).
Os autores deste trabalho sugerem que novos trabalhos serdo necessarios para
elucidar os mecanismos envolvidos no metabolismo do zinco, para explicar as

diferencas observadas para a composi¢ao isotopica de zinco.

Tabela 12. Razao isotdpica de zinco em amostras de anidrase carbdnica.

Amostras de Razao de referéncia da
Razao isotopica
anidrase IUPAC
67n/**Zn 0.5715 + 0,0006 0,56397 + 0,00030
877n/%Zn 0,0877 + 0,0001 0,082166 + 0,00035
87n/%7Zn 0,388 + 0,001 0,37519 + 0,00016
NzZn/*Zn 0,01190 % 0,00004 0,012418 + 0,000023

Razdes naturais de Zn: ®°Zn/**Zn (0,56397), *’Zn/**Zn (0,082166), *Zn/**Zn (0,37519) e
070/%7n (0,012418).

117



2.3.9. Avaliaciio da ligaciio dos is6topos ’Zn e ®®Zn a anidrase carbénica

As razdes isotdpicas de Zn obtidas para anidrase enriquecida com os
is6topos de Zn estdo apresentadas na Tabela 13. Pode ser observado que o
método proposto foi eficiente na remocdo das interferéncias poliatbmicas
contendo espécies de enxofre, bem como no emprego das otimizacdes prévias.
No tocante ao material de referéncia certificado, foram determinadas razoes
1sotopicas que se aproximaram das abundancias naturais, empregando o fator
de correcdo para discriminagdo de massas. Entretanto, diferencas como as
observadas em estudos de fracionamento isotépico ndo sdo aplicadas a este
trabalho, uma vez que o equipamento utilizado possui baixa resolucgdo, e,
assim, a exatiddo e precisdes requeridas ndo podem ser obtidas (Guelke-

Stelling e Blanckenburg, 2012).

Tabela 13. Razdes isotGpicas para anidrase carbdnica enriquecida com *Zn, ®Zn e o
material certificado IRMM-3702.

Razao Anidrase + . -
Anidrase + °'Zn Anidrase + °Zn

isotopica IRMM-3702

%7n/**Zn 0,5631 + 0,0003 0,5631 + 0,0003 0,5633 + 0,0004

877n/**Zn 0,0831 + 0,0001 1,099 + 0,001 0,4074 + 0,0002

87n/%Zn 0,3808 + 0,0007 0,549 + 0,002 0,9830 + 0,001

zZn/*Zn 0,00978 + 0,00002 0,00671 +0,00002 0,00717 + 0,00004

Razdes naturais de Zn: *°Zn/**Zn (0,56397), °'Zn/**Zn (0,082166), ®Zn/**Zn (0,37519) e
07n/%7Zn (0,012418).

Cabe destacar que a proposta deste trabalho, ou seja, o preparo da
anidrase carbOnica enriquecida com isétopos de Zn foi obtido com sucesso.

Podem ser observadas as razdes isotOpicas significativamente diferentes da
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anidrase incubada com os is6topos de Zn nas razdes naturais (IRMM-3702),
demonstrando que o procedimento de ultrafiltracdo empregado foi eficiente na
producdo de uma proteina enriquecida, bem como o método de determinacgdo
foi eficiente na avaliagio das razdes. Pode ser observado que as razdes de *Zn
e %7Zn aumentaram, respectivamente, em 13,2 e 2,6 vezes, quando comparadas
as razdes observadas no material certificado IRMM-3702. Como os is6topos
foram incubados nas mesmas concentracdhes e propor¢des entre metal e
proteina, pode-se levantar a hipdtese da preferéncia da anidrase por Zn, uma
vez que a maior razdo foi observada para este isétopo do que para ®*Zn. Este
fato seria possivel de ocorrer, uma vez que € atualmente sugerido que
determinados is6topos de zinco podem ligar-se preferencialmente aos
transportadores proteicos presentes na membrana basolateral de enterdcitos
(Balter, et al., 2010). Para confirmar este resultado, outros trabalhos de
pesquisa podem ser desenvolvidos, utilizando a dopagem da enzima com os
cinco is6topos de Zn nas mesmas propor¢des, empregando para isso, um
equipamento de maior resolucgao.

A enzima enriquecida poderia ser utilizada como um marcador
especifico em ensaios clinicos, uma vez que a anidrase estd envolvida em
diversas patologias em seres humanos, tais como o glaucoma e a sindrome
recessiva de anidrase carbonica II. Neste dltimo caso, o individuo portador
desta doencga pode desenvolver quadro de osteoporose, acidose tubular renal e
calcificacdo cerebral (Lotan, er al., 2006). Ainda pode ser destacado que
métodos foram desenvolvidos e patenteados, utilizando a anidrase carbodnica,
como um biomarcador de hemdlise, baseando-se na sua quantificacio
amostras de sangue (Kline e Zagorski, 2014). Assim, fica evidente tanto o
interesse analitico quanto o biologico em estudos envolvendo anidrase
carbonica.
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A proteina enriquecida poderia ser utilizada como um padrdo, e as
amostras de interesse clinico seriam sujeitas a um procedimento de extragcdo e
separagdo de maneira a obter-se a anidrase carboOnica. Posteriormente, a
enzima purificada poderia ser enriquecida com o isGtopo de ’Zn. Assim, a
concentra¢ao da enzima, bem como o teor de 67Zn, poderiam ser determinados

por diluicdo isotdpica e relacionados a uma condi¢do patoldgica.

2.3.10. Avaliacao da atividade enzimatica da anidrase incubada com os

isétopos de “Zn e **Zn

Nesta avaliacdo, foi realizada a comparacao da atividade enzimadtica da
apo-anidrase carbdnica incubada com o material certificado IRMM-3702 e da
proteina enriquecida com os isétopos *’Zn e °®Zn. Para tanto, empregou-se o
método baseado na produgdo de p-nitrofenol. Os resultados sdo apresentados
na Figura 36. Cabe destacar que a mesma solugdo utilizada no procedimento
anterior, na avaliacdo da ligacdo dos is6topos a enzima, foi empregada neste
procedimento.

As atividade enzimdtica da anidrase incubada com o material certificado
IRMM-3702, enriquecida com “Zn e com ®Zn pode ser considerada
estatisticamente semelhante, para os valores de intervalo de confianca 13,2
nmol L + 0,4, 12,2 nmol L'+ 0,6 e 12,9 nmol L'+ 0,5, respectivamente
empregando-se o teste ¢ pareado, com um nivel de confianga de 95 %. Apesar
do maior enriquecimento observado para anidrase ligada a ®’Zn, ndo ocorreu
maior producdo de p-nitrofenol, indicando que ndo ocorreu favorecimento na
atividade enzimdtica quando este isOtopo esteve presente em maior

abundancia do que a observada em condi¢des naturais. Este resultado pode ser
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atribuido ao fato de que a concentracdo total de Zn foi mantida constante nas

trés amostras avaliadas.
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Figura 36. Avaliacio da atividade enzimética da anidrase carbonica (12,24 umol L)
incubada com o material de referéncia certificado IRMM-3702) e com os is6topos 7n e

87n (cadaum a 6,12 pymol L'l).
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2.4. Conclusoes parciais

O método proposto para avaliagdo da ligacdo entre a proteina anidrase
carbdnica e is6topos de zinco foi otimizado, considerando-se os parametros de
aquisicdo que influenciam na exatidao e precisao das medidas em ICP-MS do
tipo quadrupolo. Apds esta otimizacdo, foi observada a melhora na exatiddo
em 3,3, 2,7 ¢ 4,0 % para as razdes isotopicas 66Zn/64Zn, %7n/%Zn e 7OZn/64Zn,
respectivamente. A voltagem da lente de extracdo e a vazdo de gés na cela de
reacdo e colisio foram os parametros que influenciaram mais
significativamente na melhora das exatiddes das razoes.

Ao mesmo tempo, a precisao foi significativamente aprimorada, uma
vez que os desvios padrao decresceram 11, 41, 10 e 8 vezes para as razdes
66Zn/64Zn, 67Zn/64Zn, 87n/Zn e 70211/64Zn, respectivamente. Os parametros
de aquisi¢do, tempo de residéncia e tempo de integracdo foram os principais
fatores que favoreceram a maior precisdo. Mesmo considerando que o
equipamento empregado possui baixa resolu¢do, a exatidio e a precisdo
obtidas corroboram com os resultados da literatura para o mesmo tipo de
analisador m/z.

O material de referéncia certificado forneceu o do fator de corre¢do para
minimizar o efeito de discriminagcao de massas. Com isso, os resultados razao
isotépica de uma solugio de Zn a 30 pumol L' aproximou-se das razdes
isotdpicas naturais.

O enriquecimento da anidrase carbOnica com os isétopos de zinco
forneceu resultados de grande interesse com relacao a ligacao diferencial dos
1sotopos. Este resultado, em particular, pode gerar novos estudos que busquem
estabelecer a preferéncia da ligacdo entre metais e biomoléculas.
Preferivelmente, este estudo deve estar vinculado a uma fungio bioldgica, e,
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neste trabalho, a fun¢do bioldgica avaliada foi a atividade enzimética. Neste
aspecto ndo foram observadas diferengas significativas quanto a atividade da

enzima incubada com os diferentes is6topos.
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3. Consideracoes Finais

A espectrometria de massas € a técnica mais utilizada na andlise de
especiagdo, devido a capacidade de identificacdo de espécies por meio da sua
modalidade molecular (ESI-MS), bem como em elevada capacidade de
quantificacdo, na sua modalidade elementar (ICP-MS). Esta combinacdo tem
se tornado o estado da arte na anélise de especiacao.

O uso da técnica de mobilidade i0nica acoplada a espectrometria de
massas € uma proposta pioneira deste grupo de pesquisa. Sua aplicagdo para
andlise de especiacdo envolvendo biomoléculas e elementos quimicos em
diferentes estados de oxidacdo foi bem sucedida na separacdo das espécies,
sem utilizacdo de nenhuma outra técnica de separagdo, mesmo quando
colocados em uma mistura destas espécies. Esta afirmacdo pode ser
confirmada na incubag¢do da anidrase carbOnica com selenito e selenato.

A mobilidade idnica permitiu a separacdo de conformacgdes diferentes
da proteina, levantando a possibilidade do uso desta técnica para a andlise de
especiacdo. Além disso, foi possivel avaliar o estado de enovelamento da
proteina em condi¢des nativas e desnaturantes. Os resultados obtidos
corroboraram com a técnica de dicroismo circular, indicando a potencialidade
da TWIMS.

Esta tese também € relevante para estudos de razdo isotdpica de zinco
ligado a biomoléculas, por meio da técnica de ICP-MS. O maior desafio nesta
abordagem foi minimizar os efeitos de discriminacdo de massas e
interferéncias poliatbmicas em um equipamento com baixa resolucao.

Esta pesquisa pode contribuir com informacdes importantes a respeito
do enriquecimento de biomoléculas ligadas a zinco. Cabe ressaltar que se
buscou dar uma informagdo biolégica ao enriquecimento observado,
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considerando a avaliacdo da atividade enzimdtica. A proteina enriquecida
pode ser explorada no sentido da sua utilizagdo em ensaios clinicos. A
proteina marcada poderia ser utilizada como padrdo e, apds a extragdo da
proteina contida em amostras de interesse clinico (obtidas de pacientes
portadores de glaucoma ou de sindrome recessiva da anidrase carbdnica 1),
seriam determinadas a concentracio da proteina e de ®Zn por diluicio
1sotopica, mediante a adi¢cdo de uma aliquota do referido isétopo. Assim,
deve-se buscar uma correlacdo entre o estado patoldgico e o teor de anidrase

carbOnica em uma amostra.
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