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RESUMO

As ependiminas sao glicoproteinas inicialmente identificadas em peixes teledsteos, associadas
a fungdes neuroplésticas e regenerativas, mas estudos recentes evidenciam sua presenga em
diversos organismos, incluindo esponjas marinhas, apresentando caracteristicas altamente
conservadas entre si e desempenhando uma diversidade de fungdes associadas a essas proteinas.
Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar bioquimicamente uma proteina
relacionada as ependiminas (EPDR) extraida da esponja Amphimedon compresa. Para tanto,
empregou-se um protocolo que envolveu extragdo do material bioldgico, fracionamento por
precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia de troca i6nica em DEAE-Sephacel e
cromatografia de exclusao molecular, seguido de analises da estimativa da massa molecular da
proteina em condigdes desnaturadas e em estado nativo por SDS-PAGE e exclusao molecular,
respectivamente, espectropolarimetria de dicroismo circular e sequenciamento por LC-MS/MS.
A proteina purificada, denominada AC-EPD, apresentou uma massa de aproximadamente 25
kDa em condigdes desnaturadas e 57 kDa em estado nativo, sugerindo a formagao de dimeros
estabilizados por interagcdes nao covalentes. Os espectros de dicroismo circular indicaram uma
estrutura secundaria predominantemente beta, a proteina ¢ composta por % de alfa hélice, 42%
por folhas betas, 22% por voltas betas e 32% por alcas e teve a temperatura de melting
determinada em 79,18°C. E o sequenciamento confirmou a relagdo com ependiminas de outras
espécies, sobretudo com duas ependiminas provenientes de esponjas marinhas. Esses resultados
demonstram a eficiéncia do protocolo adotado e abrem perspectivas para a aplicagao das EPDRs
como transportadoras de moléculas hidrofobicas, contribuindo para o avango da bioprospecgao

de recursos naturais em esponjas marinhas.

Palavras chaves: bioprospec¢do; esponjas marinhas; EPDR; quimica de proteinas.



ABSTRACT

Ependimins are glycoproteins initially identified in teleost fish and associated with neuroplastic
and regenerative functions. Recent studies, however, have revealed their presence in various
organisms, including marine sponges, where they exhibit highly conserved characteristics and
perform a range of functions. This work aimed to isolate and biochemically characterize an
ependimin-related protein (EPDR) extracted from the sponge Amphimedon compresa. To
achieve this, a protocol was employed that involved the extraction of biological material,
fractionation by ammonium sulfate precipitation, ion exchange chromatography on DEAE-
Sephacel, and size exclusion chromatography, followed by analyses to estimate the protein’s
molecular mass under denaturing conditions and in its native state by SDS-PAGE and size
exclusion chromatography, respectively, as well as circular dichroism spectropolarimetry and
LC-MS/MS sequencing. The purified protein, named AC-EPD, exhibited a mass of
approximately 25 kDa under denaturing conditions and 57 kDa in its native state, suggesting
the formation of dimers stabilized by non-covalent interactions. The circular dichroism spectra
indicated a predominantly beta secondary structure; the protein is composed of % alpha helix,
42% beta sheets, 22% beta turns, and 32% loops, and had a melting temperature determined at
79.18°C. Sequencing confirmed its relationship with ependimins from other species,
particularly with two ependimins derived from marine sponges. These results demonstrate the
efficiency of the adopted protocol and open prospects for the application of EPDRs as carriers
of hydrophobic molecules, contributing to advances in the bioprospecting of natural resources

in marine sponges.

Keywords: bioprospecting; marine sponges; EPDR; protein chemistry.



LISTA DE FIGURAS

Tabela 1 — Representagdo diagramatica de uma esponja marinha ..............ccoceeeeenenee.

Tabela 2 — Amphimedon compresa (Duchassaing &Michelotti, 1864), no mar do
CATIDE. ..t ettt st

Figura 3 — Estrutura geral de uma ependiming ............cococeeeeieiiririeeeneneneeeeneeeeeeieens
Figura4 — Esponjas marinhas que possuem EPDR relatadas na literatura ....................
Figura5 — Coloragdo do extrato € das fragies ........ceevrreririeriirieeiereeiiee e

Figura 6 — Cromatografia de troca i6nica em matriz de DEAE-Sephacel da fragdo 30-

60% de sulfato de amonio do extrato de A. compressa ...........ccoceeevveevueeannee.

Figura7 — Cromatografia de exclusdo molecular do PII da cromatografia de troca

TOTHICA .ttt ettt ettt ettt et et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees seeaaaeas e e seseaaeeseaeseaeaeaesesenenes
Figura 8 — SDS-PAGE do P2 da cromatografia de exclusio molecular ........................

Figura9 — Estimativa da massa molecular de AC-EPD em cromatografia de exclusio

MOLECUIAT ..o
Figura 10 — Espectros de dicroismo circular de AC-EPD .........c.ccoceeveveeevcreeeeeeeenn.

Figurall — Analise da temperatura de Melting da AC-EPD ......cccovevrviiinneeeeeeen



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Pardmetros usados na analise de dados DDA-MS e quantifica¢do sem rotulo

usando o software MaxQuant € MaxLFQ ...........ccccoieviiiiiiiiiiieceiec e 23
Tabela 2 — Purificag@o de AC-EPD .........coccoieueiiiieeeieritieiiiee et 26
Figura 3 — Sequéncias de peptideos obtidas pelo MaxQuant ............ccoceeeererireeuereneennee. 30

Figura4 — Organismos correspondentes aos peptideos obtidos na analise no

MAXQUANL ..ottt et e et e e e eaar e e e e r e e e earae e eanees 31



1.1
1.1.2
1.2
1.2.1
1.2.2

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO ...t e et ee e 12
Esponjas marinhas ...............ccoccoooiiiiiiiiiii e 12
Género AMPRIMEON......................cccooevcueieeiiiiiieeeiieeeeiie et eae e 13
Ependiminas ...........cccoooiiiiiiiiiiicie et s 15
Definic@o e aspectos GErais ...................cououeueeeecveeeieeeeieeeeeeesieeenieensaeeennee s 16
Ependiminas de esponjas marinhas ........................cccoeeveeevueeeeieeiieneeirieneeanns 17
OBJETIVOS .ot ettt st eas 19
ODJetivo Geral .........ccooooiiiiiiiie e e e e 19
ODbjetivo eSPecifiCos ...........ccueiviiiiiiiicie e s 19
MATERIAIS E METODOS ......coooiiimiiiiiineieieeieneeisee e 20
Coleta da eSPONJA .........c..ooeiiiiiiiieiie e et 20
Preparacio do eXtrato .............ccoooviiiiiiiiiiiieeiie e 20
Fracionamento do extrato por precipitacio com sulfato de amonio ............ 20
Purificacio da proteina ................ccoooiviiiiiii i 20
Avaliacao da pureza e estimativa da massa molecular .................................. 21
Analises por Espectropolarimetria de dicroismo circular ............................. 21
Determinacao da sequéncia de aminoAacidos ..................cccoeviieeiiiiciieceies 22
RESULTADOS E DISCUSSAO .......c.cooviiimeieeeeieeeeeeee e 24
Purificacdo da ependimina .................c.cooiiiiiiiiiiii e 24
Avaliagao da PUTEZA ............oooeiiiieiiiie e e 27
Analise por dicroisSmo Circular ................ccccooeviiiiiiiiiee e, 28
Determinacao da sequéncia de aminoAacidos ...................ccccoevieieiieiiiieeeie, 30
CONCLUSAO .....oooviiriirieiieeis ettt 32

REFERENCIAS oo 33



12

1. INTRODUCAO

1.1 Esponjas marinhas

As esponjas, pertencentes ao filo Porifera (derivado do latim porus, "poro", e ferre,
"carregar"), sdo organismos multicelulares que ndo dispdem de 6rgdos nem de sistemas
nervosos ou sensoriais. Esses animais, que se fixam ao substrato e se alimentam por filtracao,
normalmente possuem um esqueleto interno formado por espiculas constituidas de carbonato
de célcio, silica ou espongina. Em sua forma mais simples, apresentam-se como sacos porosos,
cuja face interna ¢ revestida por células flageladas. Esse compartimento interno, chamado
espongiocele, ¢ forrado pelos coandcitos, células que impulsionam a agua, a qual adentra por
pequenas aberturas denominadas ostiolos e ¢ expulsa por aberturas maiores, conhecidas como
6sculos. (Figura 1) (BRUSCA, 2019; FRANSOZO, 2017; HICKMAN; ROBERTS; LARSON,
2004; PECHENIK, 2016).

Figura 1 — Representacao diagramatica de uma esponja simples.

Fonte: Pechenik, J. A; 2016 - Biologia dos invertebrados.

Esses organismos possuem uma complexa rede de poros e canais que formam um

sistema aquifero responsavel por bombear a 4gua por meio da agdo dos coandcitos. Esse fluxo
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continuo permite que alimentos e oxigénio sejam transportados para o interior do animal,
enquanto os residuos sao expelidos. O sistema também desempenha papel essencial nas trocas
gasosas ¢ na disseminagdo e captura de espermatozoides, garantindo funcgdes vitais para a
sobrevivéncia da esponja (BRUSCA, 2019; FRANSOZO, 2017; HICKMAN; ROBERTS;
LARSON, 2004; PECHENIK, 2016).

Embora sejam mais comuns em ambientes marinhos, as esponjas também podem ser
encontradas em agua doce. Até o ano de 2025 cerca de 9.700 espécies foram catalogadas e
exibem uma grande diversidade em suas formas, cores e tamanhos com variagdo de 3 — 10
milimetros a 1,5 — 2 metros. Elas apresentam grande diversidade em tamanho, podendo variar
de poucos milimetros a até dois metros de altura e didmetro, e exibem uma ampla gama de
cores, que incluem tons vibrantes de vermelho, amarelo, laranja, verde e purpura (DE VOOGD
et al., 2025; BRUSCA, 2019; HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2004; PECHENIK, 2016).

Tradicionalmente, a organizacdao das esponjas ¢ fundamentada na composi¢ao mineral
de seus esqueletos internos. Elas sdo divididas em quatro classes principais: Demospongiae,
Homoscleromorpha, Hexactinellida e Calcarea. Nas trés primeiras, as espiculas se formam a
partir da silica, enquanto que em Calcarea o mineral predominante € o carbonato de célcio.
Assim, as esponjas se destacam como os Unicos animais conhecidos que utilizam a silica como
principal componente mineral de seus esqueletos. A classe Demospongiae reline a maior parte
das esponjas catalogadas, representando 90% das espécies conhecidas. Os organismos dessa
classe apresentam, em seu esqueleto interno, espiculas formadas por silica ou espongina. Além
de apresentarem uma grande potencial biotecnoldgico e uma ampla gama de aplicagdes na
industria. (BRUSCA, 2019; FRANSOZO, 2017; PECHENIK, 2016).

As esponjas revelam-se como uma fonte excepcional de compostos bioativos,
oferecendo uma variedade ampla de moléculas com fungdes diversificadas. Esses compostos
atuam na defesa contra predadores, impedem a fixagdo de organismos indesejados em suas
superficies, protegem contra radiacdes e facilitam a manuten¢do de interacdes simbioticas.
Devido a essas propriedades singulares, a industria farmacéutica tem demonstrado grande
interesse, explorando suas acdes antimicrobianas, antivirais, anti-inflamatdrias e antimitoticas.
Além disso, diversas dessas moléculas ja estdo sendo empregadas em tratamentos contra cancer
e no combate a infec¢des causadas por virus e bactérias. (BRUSCA, 2019; FRANSOZO, 2017;
PAPON; COPP; COURDAVAULT, 2022).

1.1.2 Género Amphimedon
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O género Amphimedon pertence a familia Niphatidae, ordem Dictyoceratida, sendo um
grupo de esponjas marinhas da classe Demospongiae. Este grupo ¢ moderadamente abundante,
com cerca de 60 espécies validas descritas. As espécies desse género sdo predominantemente
encontradas em aguas rasas de varias regides marinhas, incluindo o Caribe, o Atlantico Sul, o
Indo-oeste do Pacifico e até a Antartica, com ocorréncia também na Australia, Papua-Nova
Guiné, Nova Caledonia e Indonésia (DESQUEYROUX-FAUNDEZ & VALENTINE, 2002;
HELMY & VAN SOEST, 2005).

Amphimedon se distingue de outros membros da familia Niphatidae por apresentar um
esqueleto fibroso com uma superficie lisa ao olhar macroscopico, mas microtuberculada ao ser
observada microscopicamente, geralmente com grande quantidade de espongina e sem
microscleras. Superficialmente, essas esponjas podem se assemelhar ao género Haliclona
(Chalinidae), com o qual foi agrupado por muitos anos (LAUBENFELS, 1936;
WIEDENMAYER, 1977), até ser realocado para a familia Niphatidae por VAN SOEST (1980).
Amphimedon se diferencia de Chalinidae por apresentar uma rede de fibras multiespiculares
maiores que percorrem longitudinalmente o choanosoma e se projetam para a superficie, além
de uma reticula espicular-esponginica secundédria menor e um esqueleto tangencial ectossomal
com fibras secundarias organizadas em malhas arredondadas (DESQUEYROUX-FAUNDEZ
& VALENTINE, 2002).

As esponjas marinhas sdo fontes ricas de produtos naturais, entre 2010 e 2019, 2659
compostos foram observados nesses organismos. As esponjas contribuem com cerca de 47,2%
das descobertas nessa area entre todos os invertebrados (CALADO et al., 2022). O género
Amphimedon destaca-se pela diversidade de metabdlitos bioativos, como alcaloides e 4cidos
graxos, com propriedades antimicrobianas (KUBOTA et al., 2017) e anticancerigenas
(TSUKAMOTO et al., 2000). Foi isolado de Amphimedon compresa (Figura 2) um precursor
dos alcaléides manzamina, a ciclosteletamina, seu composto relacionado, a 8.,8'-
dieneciclosteletamina possui potentes atividades antibacterianas e antifungicas. Outro
composto, a anfitoxina, demonstrou atividade ictiotoxica contra o peixe-lua (Xiphophorus
variatus) e atividade inseticida contra o gorgulho da batata-doce (Cylas formicarius
elegantulus), com taxas de mortalidade de até 100% em altas concentrac¢des. Além disso, foram
isolados acidos graxos fosfolipidicos monoinsaturados, como o (Z)-17-tricosenal e o acido 16-
tricosendico (XU et al., 2007, ALBRIZIO et al., 1995; THOMPSON et al., 2010;
CARBALLEIRA et al., 1992).
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Figura 2 — Amphimedon compresa (Duchassaing &
Michelotti, 1864), no mar do Caribe.

Fonte: The sponge guide.

1.2 Ependiminas

1.2.1 Definigdo e aspectos gerais

As ependiminas sdo glicoproteinas secretadas e consistem de aproximadamente 200
aminoacidos, mantendo um padrao de conservacao de quatro a seis cisteinas em sua estrutura
primdria que sdo previstos para formar pontes dissulfeto (MCDOUGALL et al., 2018). As
proteinas tipicas chamadas ependiminas, originarias do canal ependimario de peixes teledsteos.
E a glicoproteina mais abundante tanto no fluido extracelular cerebral (FEC) quanto no fluido
cerebrospinal de peixes teledsteos, foram inicialmente vinculadas por desempenhar um papel
crucial em fungdes como a regeneracdo neural, a consolidacdo da memoria de longo prazo,
apresentando aumento nos seus niveis apds a ocorréncia de um novo aprendizado, e a regulagao
da homeostase de calcio no cérebro (SHASHOUA, 1991; SCHMIDT, 1995). Apesar de os
mecanismos celulares especificos relacionados as suas fungdes em peixes ainda ndo serem
totalmente compreendidos, a presenga de diversos locais de ligagdo de Ca?" sugere que se trata
de uma proteina secretada para a matriz extracelular (SCHMIDT, 1995; GANSS &
HOFFMANN, 1993; HOFFMANN & SCHWARZ, 1996).

Com o progresso das pesquisas, ficou claro que glicoproteinas relacionadas a
ependimina (EPDR - ependymin-related protein) ndo estdo restritas a peixes, mas também
aparecem em outros vertebrados, como mamiferos. Nos mamiferos, a proteina MERPI foi

identificada em camundongos e humanos, sendo expressa em varios tecidos normais e células
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cancerigenas, diferentemente da expressdo especifica no cérebro dos peixes. Além disso, a
forma humana dessa proteina, denominada UCC1, mostrou transcricdo elevada em células
tumorais colorretais (SHASHOUA, 1985; PARK et al., 2019; APOSTOLOPOULOS et al.,
2001; GREGORIO-KING et al., 2002; NIMMRICH et al., 2001).

As ependiminas (Figura 3) possuem uma estrutura composta por onze fitas organizadas
em duas camadas antiparalelas, acompanhadas de duas a-hélices sequéncia is na regido C-
terminal da proteina. Elas contém entre quatro e seis residuos de cisteina, capazes de formar
ligacdes intra e intercadeias, além de apresentar pelo menos dois sitios de glicosilagdao do tipo
N e locais de ligacao ao ion calcio. Verificou-se que, em outros organismos, as EPDRs podem
desempenhar fung¢des associadas ao transporte de moléculas hidrofobicas, funcao essa distinta
das observadas nas ependiminas de peixes. Essa capacidade pode estar ligada a sua aptidao para
se organizarem em dimeros e a sua conformagdo cOncava, que gera um bolsdo central
hidrofobico (PARK et al., 2019).

Proteinas EPDR desempenham diversos papéis em equinodermos e¢ moluscos. Na
estrela-do-mar coroa-de-espinhos, EPDR sao secretadas durante a agregacao ou como resposta
a predadores, indicando uma fung¢do na comunicagdo conespecifica (HALL ef al., 2017). Em
pepinos-do-mar, multiplos genes EPDR estao associados a fungdes como a regeneragao, sendo
superexpressos em espécies como Holothuria glaberrima (SUAREZ-CASTILLO et al., 2004).
Em moluscos, EPDRs participam da biomineralizagdo e pigmentacao da concha, como
observado no abalone (JACKSON et al., 2006; MARIE et al., 2010), e estdo presentes em
proteomas de conchas de varias espécies (MANN et al., 2012). Além disso, essas proteinas sao
reguladas em resposta a toxinas e metais em bivalves (SONG et al., 2017), a desafios de
patogenos em bivalves (JIANG ef al., 2017) e a estressores ambientais em bivalves e
gastropodes (MURAEVA et al., 2016).

Apesar da ampla distribuicdo dessas proteinas em diversos organismos, 0S mecanismos
celulares relacionados as suas fungdes sao pouco compreendidos devido a escassez de estudos
dedicados a essa area. A maioria das pesquisas concentra-se na caracterizagdo estrutural das
ependiminas de peixes, deixando assim uma lacuna significativa no entendimento do papel

dessas biomoléculas em outras espécies animais.
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Figura 3 — Estrutura geral de uma ependimina.

M

Fonte: Adaptado de PARK et al., 2019. Legenda: As onzes fitas betas
da estrutura s3o representadas por B. o representa as duas o-hélices. Os
residuos de cisteinas conservadas sdo representados por C. O sitio de
ligagdo ao ion célcio é representado por Ca**

1.2.2 Ependiminas de esponjas marinhas

Estudos gendmicos identificaram genes em esponjas marinhas que codificam EPDRs.
Na classe Demosponge, os genomas de Amphimedon queenslandica tem a presenca de
dezessete genes associados as ependiminas, enquanto Suberites domuncula revelara a presenca
de dois genes associados a essa mesma classe de proteinas. Na classe Calcaria, a esponja Sycon
ciliatum possui oito genes que codificam ependiminas, enquanto apenas um gene foi encontrado
na esponja Oscarella carmela, pertencente a classe Homoscleromorfa (MCDOUGALL et al.,
2018).

Em esponjas marinhas existem poucos relatos de ependiminas isoladas e caracterizadas
a nivel estrutural. Até o presente momento somente duas ependiminas foram relatadas, a
primeira foi na esponja marinha Haliclona caerulea (Figura 4A). Na ocasido a terminologia
ependiminas nao foi utilizada, a proteina foi denominada como H-3 lectin. Essa ¢ uma proteina
associada a um pigmento, que em sua estrutura primaria contém cinco residuos de cisteina
conservados, sitio de glicosila¢do e alta semelhanca com a ependimina codificada no genoma
de A. queenslandica (CARNEIRO et al., 2013).

A segunda ependimina encontrada em esponjas marinhas foi denominada de
carotenoproteina azul, que também foi obtido a partir uma esponja marinha do género Haliclona

(Figura 4B) e possui uma associacdo com um pigmento. A carotenoproteina apresenta seis
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residuos de cisteinas conservados, locais de glicosilagdo e uma estrutura tridimensional com a

presenca de um bolsao hidrofobico (KAWASAKI et al., 2023).

Fonte: Compilagdo do autor, imagem B adaptada de KAWASAKI ez al., 2023. Legenda: A —
Haliclona caerulea; B — Haliclona sp.

Diante do apresentado e das propriedades estruturais discutidas, as ependiminas de
esponjas marinhas surgem como promissoras em pesquisas que exploram a interacao dessas
proteinas com compostos hidrofobicos, como pigmentos. Isso abre perspectivas para utilizar
essas biomoléculas como transportadoras de drogas, como antibidticos, potencializando seu
efeito biologico. Isso ¢ especialmente relevante dado que drogas sintéticas, como antibioticos,
frequentemente possuem caracteristicas hidrofobicas.

O presente trabalho tem por finalidade aumentar a compreensao que ha a respeito das
ependiminas em esponjas marinhas, abordando metodologias da quimica de proteina a fim de
isolar e purificar a macromolécula de interesse e, posteriormente, utilizar técnicas bioquimicas
para caracteriza-la. A espécie escolhida para o presente trabalho, a Amphimedon compresa, foi
selecionada tendo-se em vista a sua proximidade filogenética, por pertencer ao mesmo género,

com a esponja marinha 4. queenslandica a qual apresentou genes associados as ependimina.



19

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar uma proteina relacionada a ependimina (EPDR) presente na esponja marinha

Amphimedon compresa e caracteriza-la bioquimicamente.

2.2 Objetivo especificos

2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.2.5

Purificar uma EPDR presente na esponja A. compressa,

Avaliar a pureza da proteina por meio de eletroforese SDS-PAGE;

Estimar a massa molecular da EPDR por meio de SDS-PAGE e exclusdo molecular;
Avaliar a estrutura secundaria da proteina por dicroismo circular;

Determinar a sequéncia de aminoéacidos da proteina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da esponja

A esponja marinha Amphimedon compresa foi coletada manualmente por meio de
mergulho com cilindro no entorno do Espigdo da Rua Jodo Cordeiro, Fortaleza-CE. A coleta
dos animais foi previamente autorizada pelos 6rgaos ambientais competentes (SISBIO ID:
33913-12). Apds a coleta, o material bioldgico foi transportado dentro de caixas térmicas até o

laboratorio e armazenado a -20 °C para utilizagao posterior.

3.2 Preparacio do extrato

A esponja foi cortada em pequenos pedagos e macerada em agua destilada na propor¢ao
1:2 (p/v) a 25 °C, com auxilio de gral com pistilo de porcelana. A solucdo foi filtrada através
de tecido de nylon para reter particulas maiores e, em seguida, centrifugada a 9.000 x g por 20
minutos a 4 °C. O sedimento foi descartado e o liquido restante foi denominado extrato bruto.
A manipulagdo do patrimonio genético da espécie também foi previamente autorizada pelos

orgaos competentes (SISGEN ID: A179FE).

3.3 Fracionamento do extrato por precipitacao com sulfato de amonio

O extrato bruto foi submetido a fracionamento por solubilidade com sulfato de amonio
(NH4)2S0s4, trés fracdes foram preparadas: 0-30, 30-60 e 60-90%. Apds a adigdo do sal cada
fracdo foi permitida descansar por 4 horas a uma temperatura de 25 °C. Entdo, a amostra foi
centrifugada a 9.000 x g por 30 minutos a 4 °C. Em seguida, o precipitado de cada fragao foi
solubilizado em dgua destilada e posteriormente dialisado, o sobrenadante foi utilizado para
continuar o fracionamento. O extrato bruto e cada fracao foram submetidos a determinagao de
proteinas totais soliiveis pelo método de Bradford (1976), utilizando a albumina sérica humana
(HSA) como proteina padrdo para a confec¢ao da curva padrdo de calibragdo.. Além disso, as
amostras tiveram sua absorbancia analisada no espectro de luz visivel (400 a 700 nm), com a

identificagdo dos maximos de absorbancia.

3.4 Purificacio da proteina



21

A fragdo 30-60 (20 mL) foi centrifugada a 9.000 x g por 20 minutos a 4 °C, filtrada em
papel filtro, para a retirada do muco que ¢ produzido durante o fracionamente e submetida a
cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-Sephacel (1,0 cm x 4,0 cm), utilizando
tampao Tris-HC1 20 mM pH 7,6 como tampao de equilibrio. Subsequentemente, o material ndo
ligado (PI) foi eluido com a mesma solucdo de equilibrio. As fragdes retidas (PII) e (PIII) foram
eluidas com o tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,6 acrescido de NaCl 150 mM e 1 M,
respectivamente. Os eluatos foram coletados em fracdes de 3 mL, as quais foram monitoradas
por espectrofotometria a 280 nm. O PII e PIII foram dialisados contra agua destilada e
liofilizados.

O PII foi solubilizado numa concentracao de 10 mg/ml em tampao Tris-HCI 20 mM pH
7,6 com NaCl 150mM e submetido a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex
75 pg HiLoad (1,6/60 cm) acoplado ao sistema AKTA pure (GE Healthcare Life Sciences). O
mesmo tampao de solubilizagdo foi utilizado para equilibrio da coluna e eluicdo. A
cromatografia ocorreu ao fluxo de 1 ml/min e fracdes de 2 mL foram coletas, monitoradas a
280 nm. Para determinar as fragdes da cromatografia de exclusdo molecular que continha a
ependimina todas as fragcdes coletadas referente ao PII e ao PIII foram observadas através de
um gel de eletroforese SDS-PAGE. As fragdes mais puras correspondentes a ependimina foram
reunidas, dialisadas contra agua destilada e liofilizadas para uso posterior. A proteina purificada

foi denominada AC-EPD (ependimina de Amphimedon compresa).

3.5 Avaliacao da pureza e estimativa da massa molecular

O grau de pureza e homogeneidade da proteina foram avaliadas através de eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenca dodecil sulfato de sédio (SDS- PAGE), na presenca e
auséncia de B-mercaptoetanol (LAEMMLI, 1970). O gel (12%) foi submetido a uma corrente
de 25 mA e tensdo de 150 V, durante 1 hora.

A massa molecular da proteina em condi¢des desnaturantes foi estimada por meio da
comparac¢do da migracdo da proteina purificada com proteinas de massa molecular conhecida.
Foi utilizado para comparacdo o marcador SigmaMarker™ - low range: Albumina (66 kDa),
Ovalbumina (45 kDa), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), Anidrase carbonica
(29kDa), Tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa), a-Lactalbumina (14.2 kDa).

Para estimar a massa em condi¢des nativas, a proteina foi submetida a cromatografia de
exclusdo molecular em coluna BEH SEC (4,6 mm x 300 nm, tamanho de particula 1,7 um),

acoplada ao sistema Acquity H-Class UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography,
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Waters Corp.). A massa da proteina alvo foi estimada pelo tempo de eluicdo em comparagao
com proteinas de massa molecular conhecida (tiroglobulina, 669 kDa, apoferritina, 443 kDa, 3-
amilase, 200 kDa, alcool desidrogenase, 150 kDa, BSA, 66 kDa, anidrase do acido carbdnica e
29 kDa). A coluna foi previamente equilibrada e a cromatografia realizada em tampao Tris-HCl

20 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM, monitorada a 280 nm.

3.6 Analises por Espectropolarimetria de dicroismo circular

As andlises de espectropolarimetria de dicroismo circular (CD) foram realizadas em um
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco International Co., Toquio, Japao) conectado a um
peltier com temperatura controlada. A proteina solubilizada em d4gua destilada, com
concentracgao final de 0,25 mg/mL foi disposta em uma cubeta de quartzo retangular com 5 mm
de caminho 6ptico. Os espectros foram adquiridos no intervalo de 190 a 240 nm (far-UV), a
uma velocidade de varredura de 50 nm/min, com uma largura de banda de 1 nm. A predigdo de
estrutura secundaria foi realizada pelo servidor on-line DICROWEB (WHITMORE;
WALLACE, 2008).

A temperatura de melting (TM) foi calculada em fun¢cdo da mudanga nos valores de
elipticidade a 215 nm como uma fungao da temperatura. AC-EPD (0,25 uM) foi submetida a
temperaturas variando de 25 a 95°C com uma taxa de rampa de 3 °C/min (GREENFIELD,
2007).

3.7 Determinacao da sequéncia de aminoacidos

Para o sequenciamento de aminodcidos, inicialmente AC-EPD foi submetida a
eletroforese (SDS-PAGE-12%) conforme descrito acima. As bandas proteicas foram excisadas
do gel e transferidas para microtubos de centrifuga e submetidas a redugdo e alquilacdo com
DTT e IAA, respectivamente, (SHEVCHENKO et al., 2007).

AC-EPD foi digerida com tripsina. As digestdes foram realizadas em bicarbonato de
sodio 25 mM na propor¢ao de 1:100 p/p (enzima/substrato). A reacdo foi mantida a 37 °C por
16 h e interrompida com 2 pL. de 4cido formico a 2%. (SEIDLER et al., 2010; SHEVCHENKO
et al., 2007). Os peptideos digeridos foram separados em uma coluna de fase reversa C18 e
eluidos com um gradiente linear de acetonitrila contendo 0,1% de 4cido féormico, sendo
infundidos diretamente em um espectrometro de massa Orbitrap Fusion™ Tribrid™. O

espectrometro de massas operou em modo positivo na faixa de m/z 50 a 3000, sob tensdo capilar
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de 1,9 kV. As andlises LC-MS/MS, realizadas com a fungdo DDA (Data Dependent Analysis),
utilizaram argonio como gas de fragmentagdo para Dissocia¢do Induzida por Colisdo.

O software MaxQuant (versao 2.6.6.0) foi empregado para analise dos arquivos brutos
do DDA-MS. A busca usou como banco de dados um conjunto de sequéncias de ependiminas
disponiveis no site do NCBI (National Center for Biotechnology Information), contendo 416
entradas (Novembro de 2024). A ferramenta MaxLFQ do software MaxQuant foi usada para
normalizar as intensidades dos peptideos para quantificacdo sem rotulo (Tabela 1), enquanto
contaminantes foram excluidos usando o banco de dados de contaminantes comum integrado
ao software. O software MaxQuant também foi utilizado para a identificacdo dos peptideos

derivados de analise protedmica de quantificagdo sem rotulo.

Tabela 1 — Parametros usados na andlise de dados DDA-MS e quantificacdo sem rétulo
usando o software MaxQuant e MaxLFQ.

Parametro Configuragdo

Enzima de digestao Tripsina

Numero maximo de clivagem 2

Modificagdo fixa Carbamidometilagdo

Modificagéo variavel Oxidagdo (Metionina), Acetilagdo (Proteina N-terminal)
Tolerancia de massa precursora + 20 ppm

Tolerancia de massa do produto + 25 ppm

Carga maxima de peptideo +7

Proteina FDR 0,01

Correspondéncia espectral 0,01

de peptideo (PSM) FDR

Peptideos minimos 1

Peptideo para quantificagdo de proteinas Razor

Selecdo de peptideos para quantificagido Peptideos ndo modificados e apenas os peptideos

modificados com oxidag¢do e acetilagdo N terminal

N° de peptideos para quantifica¢do >2

Fonte: Elaborada pelo autor. Parametros utilizados nas analises no software MaxQuant.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificaciio da ependimina

O extrato bruto da esponja marinha A. compressa apresentou coloracao
correspondente a cor primaria da esponja marinha e foi submetido a um processo de
fracionamento utilizando sulfato de amodnio, resultando em trés fragdes distintas: 0-30%, 30-
60% e 60-90%. Entre as fragdes obtidas, a fragdo 30-60% foi a que apresentou maior
similaridade com a coloracdo vermelha original do extrato (Figura 5).

Optou-se pelo uso de dgua destilada em vez de tampao salino na obtengdo do extrato
bruto devido a observacdes preliminares que demonstraram diferencas significativas na
qualidade visual do extrato. Quando utilizado o tampao salino, o extrato apresentava uma
coloragdo mais turva, e na etapa do fracionamento com sulfato de amdénio da acentuava a
presenca de um muco, que ¢ uma secre¢ao natural da esponja durante o processo de
fracionamento. Em contraste, a extracdo com agua permitiu obter um extrato com coloragao
mais limpa e fiel a tonalidade primaria da esponja, minimizando a interferéncia do muco.

A precipitagdo com sulfato de amonio foi utilizado para facilitar as etapas de
purificagdo ao fazer a remocao de contaminantes que estavam presentes no extrato bruto.
Por meio do fracionamento das proteinas totais que estavam presentes no extrato em fracdes
com diferentes graus de solubilidade, assim, enriquecendo a fragdo que contém a proteina
alvo e reduzindo o volume total de impurezas. Essa tecnica ¢ amplamente utilizada na
purificagdo de proteinas em esponjas (TORRES, et al., 2025).

Neste trabalho, a coloracdo vermelha do extrato da esponja marinha Amphimedon
compresa foi usada como referéncia para os experimentos. As ependiminas, moléculas
conhecidas por sua atuagao na coloragao externa de invertebrados marinhos, tém sido descritas
em diferentes espécies. Em moluscos, por exemplo, elas influenciam a coloragdo da concha
(JACKSON et al., 2006; MANN et al., 2012). Em esponjas marinhas, as ependiminas estao
relacionadas a cor primaria do animal, transportando os pigmentos responsaveis por essa
coloragdo. Um exemplo disso ocorre na esponja Haliclona sp., onde a ependimina demonstrou
picos de absor¢do no espectro de luz visivel, semelhante a cor do extrato, que também exibe a

mesma coloragdo da esponja (KAWASAKI et al., 2023).
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Figura 5— Coloragdo do extrato e das fragdes.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Coloragdo do extrato bruto (1), da fragdo 0-
30% (2), da frac@o 30-60% (3) e da fragdo 60-90% (4).

Uma ependimina presente no extrato da esponja marinha 4. compressa, denominada
AC-EPD (ependimina de Amphimedon compresa), foi purificada por meio de uma combinagao
de fracionamento com sulfato de amdnio, cromatografia de troca idnica em matriz DEAE-
Sephacel (Figura 6) e cromatografia de exclusao molecular em coluna Superdex 75 pg HilLoad
(1,6/60cm) acoplado ao sistema AKTA pure (GE Healthcare Life Sciences) (Figura 7). O
rendimento final da proteina purificada foi de aproximadamente 2 mg a partir de 100 g de
esponja (Tabela 2), o que representou uma taxa de recuperacdo de apenas 0,4% das proteinas
presente no extrato.

No protocolo de purificagdo da AC-EPD, foi utilizada a cromatografia de troca i6nica
em matriz DEAE-Sephacel como o primeiro passo cromatografico, em virtude de sua
capacidade de separar as proteinas de acordo com a carga liquida da molécula. Enquanto o
fracionamento por sulfato de amonio separa as proteinas do extrato bruto com base em sua
solubilidade, a cromatografia de troca i0nica as separa conforme sua carga em um determinado
pH. Isso explica por que a matriz DEAE-Sephacel ¢ equilibrada com tampao Tris-HC1 20 mM,
pH 7,6, mesmo que a extracdo seja realizada com agua destilada. A matriz deve estar no pH em
que estd ativada, ou seja, sua for¢a i0nica estd atuante. Ja a cromatografia de exclusdo molecular
em coluna Superdex foi utilizada para separar as moléculas pelo peso molecular, devido ao seu
amplo alcance na separacdo. Nesse tipo de cromatografia, as moléculas mais pesadas serdo as

primeiras a eluir, seguidas pelas de menor peso molecular. No protocolo de purificagdo da AC-
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EPD, essa técnica foi empregada para alcangar um grau de pureza maior da amostra,
considerando que, at¢é o momento, as moléculas do extrato bruto foram separadas por
solubilidade, pela carga e, por fim, pelo peso molecular.

Nao foi utilizada a cromatografia de interagdo hidrofobica, pois, conforme observado
na preparagdo do extrato bruto com tampao, tanto o extrato quanto as fracdes obtidas no
fracionamento por sulfato de amonio produzem uma espécie de muco na presenga de uma alta
concentragdo salina. Ao empregar esse tipo de cromatografia no processo de purificagdo, a
logistica do experimento se complicava, uma vez que o muco gerado prejudicava o fluxo
durante a cromatografia, tornando o processo muito mais lento em comparacdo com a
cromatografia de troca ionica — chegando a levar aproximadamente o dobro do tempo
necessario para finaliza-la. Além disso, as fragcdes obtidas apresentavam um aspecto indesejado,

com uma turbidez que nio ocorre na cromatografia de troca ionica.

Figura 6 — Cromatografia de troca idnica em matriz de DEAE-Sephacel da fracdo proteica 30-
60% da esponja marinha Amphimedon compressa.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Perfil de eluicdo da cromatografia de troca idnica em matriz DEAE-Sephacel.
Aproximadamente 20 mL da fragdo 30-60 foram aplicados na coluna de cromatografia DEAE-Sephacel
previamente equilibrada com Tris-HC1 20 mM, pH 7,6 (1,0 cm x 4,0 cm). A coluna foi eluida em tampao Tris-HCl
20 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM e 1 M, PII e PIII respectivamente.
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Figura 7— Cromatografia de exclusdo molecular do PII da cromatografia de troca idnica.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Perfil de eluigdo da cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 75 pg
HiLoad (1,6x60cm) acoplada ao sistema AKTA pure (GE Healthcare Life Sciences). Aproximadamente 2 mL (10
mg/mL) do PII da cromatografia de troca i6nica foram aplicados na coluna previamente equilibrada com tampao
Tris-HCI 20 mM pH 7,6 com NaCl 0,15M. A coluna foi eluida com o mesmo tampdo de equilibrio. As fragdes (2
mL) foram analisadas por espectrofotometria a 280 nm.

Tabela 2 — Purificagao de AC-EPD.

Fraci Volume Proteinas Rendimento
oncentragio otais 0
ragao (mL) C a Totai (%)

(mg/mL) (mg)

Extrato 250 1,92 480 100

Fragdo 0-30% 25 0,67 16,75 3,5

Fragao 30-60% 80 4.1 328 68,3

Fragao 60-90% 35 1,47 51,45 10,71

AC-EPD 10 0,19 1,90 0,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

A metodologia utilizada na purificagdo de AC-EPD foi diferente das metodologias
observadas na literatura que estao relacionadas com a purificagdo de ependiminas presentes em
esponjas marinhas. Na ependimina da esponja marinha Haliclona caerulea, foi utilizado para
purificacdo uma combina¢do de cromatografias de interacdo hidrofobica em matriz Phenyl-
Sepharose 6B seguida de cromatografia de troca i0nica em matriz DEAE-Sephacel
(CARNEIRO et al., 2013). Para a purificagdo da carotenoproteina azul foi utilizada uma

sequéncia de cromatografia de exclusdo molecular e cromatografia de troca i6nica utilizando
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as colunas de filtracio em gel HR100(GE Healthcare) e de FF DEAE Sepharose (GE
Healthcare), respectivamente (KAWASAKI et al., 2023). Em nenhuma dessas duas purificagdes
registradas na literatura foi utilizado a precipitagdo como método de purificagdo.

Quando comparado o protocolo estabelecido para a purificagdo de AC-EPD com os
observados na literatura, ele se mostra como uma alternativa para a obtengao de ependiminas
em esponjas marinhas, sobretudo naquelas que apresentam a caracteristica de produzir muco
na presenca de alta concentracdo salina. A etapa de fracionamento com sulfato de amonio
auxilia as etapas posteriores de purificacdo ao reduzir os contaminantes presentes no extrato
bruto e aumentar a concentracao de ependimina na amostra (fracao 30-60%), que foi utilizada
nas etapas subsequentes de cromatografia. A respeito dos passos cromatograficos utilizados na
purificacdo de AC-EPD, eles foram selecionados como alternativas ao observado na literatura,
por conta que a esponja 4. compressa apresenta caracteristicas que ndo foram observadas nas
esponjas marinhas que tiveram ependiminas purificadas, como a presenca do muco gerado
durante a purificagdo que dificulta as etapas de cromatografia ja utilizadas anteriormente em
trabalhos. A cromatografia de troca idnica mostrou-se uma alternativa vidvel ao protocolo
utilizado na purificagcdo da H-3 lectin, uma vez que a etapa de purificagdo por cromatografia de
interagao hidrofobica ndo era vidvel na purificagdo da AC-EPD, conforme explicado
anteriormente. Quando comparado com o protocolo da carotenoproteina azul, a presenca do
muco na 4. compressa impossibilita seguir o protocolo estabelecido, pois, ao aplicar a amostra
na cromatografia de exclusao molecular, antes de ser realizada outra etapa de cromatografia, a
matriz pode ser danificada pela presenga do muco, podendo até levar a sua inutilizagdo. A ordem
utilizada na purificagdo da AC-EPD foi definida justamente para evitar essa danificagao, pois,
apos a etapa de purificagdo por cromatografia de troca idnica, quando a fracdo que contém a
ependimina ¢ liofilizada e posteriormente solubilizada, a amostra nao apresenta mais a
caracteristica de produzir muco, permitindo que seja aplicada na cromatografia de exclusio

molecular sem maiores danos a matriz.

4.2 Avaliacdo da pureza

A proteina submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) relevou
uma banda principal estimada em 25 kDa (Figura 8), na presenga e na auséncia do agente
redutor. Na cromatografia de exclusdo molecular, AC-EPD em condi¢do nativa exibiu uma
massa molecular de 57 kDa sugerindo que a ependimina ¢ um dimero ligado por interagdes

moleculares fracas (Figura 9).
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Figura 7- SDS-PAGE do PII da cromatografia de exclusdo molecular.
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Fonte: O autor. SDS-PAGE 12%, na presenga e auséncia de B-mercaptanol. O gel
foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. MM- marcador molecular
SigmaMarker™ - low range: Albumina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa),
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), Anidrase carbonica (29 kDa),
Tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa), a-Lactalbumina (14.2 kDa).
1 — PII da cromatografia de exclusdo molecular na presenca de B-mercaptanol. 2 -
PII da cromatografia de exclusdo molecular na auséncia de B-mercaptanol.

Figura 8— Estimativa da massa molecular de AC-EPD em cromatografia de exclusao molecular.
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Fonte: elaborado pelo autor. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna BEH SEC (4,6 mm x 300 nm,
tamanho de particula 1,7 pm) acoplada em sistema Acquity UPLC. Foram aplicados 100 uL (1 mg/mL) de AC-
EPD purificada. A coluna foi previamente equilibrada e eluida em tampao Tris-HC1 20mM, pH 7,6, contendo NaCl
150 mM com fluxo de 0,3 mL/min. Marcadores: 1) tiroglobulina (669 kDa); 2) apoferritina (443 kDa); 3); B-
amilase (220 kDa); 4) alcool desidrogenase (150 kDa); 5) BSA (66 kDa); 6) anidrase carbonica (29 kDa).

Esse resultado difere do observado na literatura, onde a ependimina de H. caerulea

apresenta, em SDS-PAGE, trés bandas com massa relativa de 18, 16 ¢ 9 kDa. Ja a
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carotenoproteina azul sob condi¢des redutoras e ndo redutoras apresentou uma inica banda com
uma massa molecular aparente de 19 kDa e 35 kDa, respectivamente (CARNEIRO et al., 2013;
KAWASAKI et al., 2023).

A AC-EPD apresentou massas moleculares estimadas em 25 kDa em condigdo
desnaturada e 57 kDa em condig¢ao nativa, ndo demonstrando mudangas significativas entre as
condigdes redutiva e ndo redutiva no gel de eletroforese SDS-PAGE. Essas caracteristicas
contrastam com o observado na literatura sobre as ependiminas de esponjas, pois a massa
molecular apresentada ¢ muito maior do que a normalmente observada, o que pode indicar que

a AC-EPD possui uma estrutura tridimensional diferente das demais ependiminas de esponjas.

4.3 Analise por dicroismo circular

Os espectros adquiridos por dicroismo circular revelaram que a AC-EPD possui duas
bandas positivas em torno de 200 e 190 nm, além de uma banda negativa com minimo entre
220 e 210 nm, caracteristica intrinseca de proteinas com estruturas predominantes do tipo
(Figura 10). A predicao de estrutura secundaria realizada pelo servidor on-line DICROWEB
mostrou que a proteina ¢ composta por 4% de alfa hélice, 42% por folhas betas, 22% por voltas

betas e 32% por alcas.

Figura 9 — Espectros de dicroismo circular de AC-EPD.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Espectro de dicroismo circular de AC-EPD
(Far — UV; 190 a 240 nm).

De forma semelhante, as ependiminas ja descritas posuem sua constituicdo
majoritariamente formada por folhas betas. Por exemplo, a ependimina EPDR1 humana e de

camundongo sdo formadas por onze fitas organizadas em duas folhas antiparalelas,
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acompanhadas de duas a-hélices. Essas estruturas betas circundam o bolsdo hidrofobico (PARK
et al., 2019; MCDOUGALL et al., 2018). A temperatura de Melting (Tm) da proteina foi
analisada. O experimento mostrou que em 79,18°C metade das proteinas estdo enoveladas e
metade desnaturadas (Figura 11). Demonstrando que essas proteina elas sdo termoestaveis até

aproximadamente 80°C.

Figura 10— Andlise da temperatura de Melting da AC-EPD
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Fonte: Elaborado pelo autor. Espectro de dicroismo circular de AC-
EPD, 0,25 uM, com variagdo de temperatura de 25 a 95°C com uma
taxa de rampa de 3 °C/min. A TM foi calculado em fun¢@o da mudanca
nos valores de elipticidade a 215 nm como uma funco da temperatura.

4.4 Determinacao da sequéncia de aminoacidos

Foram identificados 27 peptideos de AC-EPD através do programa MaxQuant (Tabela
3), derivados de analise protedmica de quantificagdo sem rétulo, que sao relacionados com
sequéncias de ependiminas de diferentes organismos. Dentre os peptideos observados trés
corresponderam com sequéncias de ependiminas de esponjas marinhas, dois peptideos foram
correlatos com a proteina prevista do gene da esponja marinha Sycon ciliatum e um
correspondeu com a cadeia beta da ependimina carotenoproteina azul (Tabela 4). Os resultados
obtidos contribuem para afirmar que a proteina purificada AC-EPD pertence a familia das

ependiminas. Entretanto, ndo foi possivel a confec¢do do mapa peptidico.
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Tabela 2 — Sequéncias de peptideos obtidas pelo MaxQuant

Sequéncia Massa A (Da)
Calculada Observada
MFATIVLFVSICLTSGSRADHHQHCHSPNMTGLMRVMTLK 4583.31 4583.23 0.08
MFDPAQGHEFYVNGDYHYDKTGMR 2877.09 2877.23 -0.14
TGMRKAR 818.49 818.45 0.04
SPNMTGYVSVMGQR 1525.66 1525.70 -0.04
ADFHPMGIPKTAGLLGQAVVGSSSGPGQGLLVNTWMGDLPDK
QGK 4531.47 4531.30 0.17
FLASIHAGSSSIEGEGLK 1801.97 1801.92 0.05
RALVLLACFSACFSACCLAQR 2473.19 2473.19 0.01
LEETETPR 973.46 973.47 -0.02
APPYLEGKLLVVSPEGK 1796.15 1796.01 0.14
NASLLGQVVIGSSSGPGQGLLVNTWGGELQMK 3196.80 3196.66 0.14
NASLLAQSVLGSSSGPGQGLLVNSWVGDLPDK 3165.77 3165.63 0.13
QNHEACDKR 1156.44 1156.50 -0.07
MKTGSAK 721.39 721.38 0.01
LLLDQDNHTTYRDTLLLYKEGIAYK 2995.71 2995.57 0.15
MMKMMKPLLGLCWVLVLVLVLVLTGR 3013.04 3012.73 0.31
TFVLLMCLAVGCLAQAPHPCGSPPLLTGAMSVANEKVNAYAK  4456.36 4456.22 0.13
KALQATYHPFALPSNAVFQSR 2345.34 2345.23 0.11
KLDMDLNPLDIPDDAKFHSTITAGSR 2869.50 2869.43 0.07
IALTEAWDPFDIPKNSTFEDQYIIGGPGDNVEVQEWSDRK 4579.22 4579.18 0.04
LAFMAFYLDVSLFTGFFSLLAFMTR 2907.57 2907.47 0.10
YFGVYTVVGCIPIQEEFYSRR 2582.30 2582.26 0.03
ISYDAINRR 1106.62 1106.58 0.03
DDTTAWGEFDYDSSNKFLRFVEDSSK 3058.25 3058.35 -0.10
MRLLVLTCLLAVCLAQKPHPCSSPPLLTGSFSVSTQNEK 4352.46 4352.25 0.21
IDLTEAWDPFDIPKNSTYEDQYFIGGPGDNVEVQEWSDR 4544.98 4545.06 -0.07
TELLLYKTK 1107.76 1107.65 0.10

Fonte: Elaborado pelo autor. Peptideos obtidos apds analise no programa MaxQuant. A: massa calculada
— massa observada.
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Tabela 3 — Organismos correspondente aos peptideos obtidos na analise no MaxQuant

Sequéncia ID Proteico Organismo de
referéncia
MFATIVLFVSICLTSGSRADHHQHCHSPNMTGLMRVMTLK XP 015816479. Nothobranchius
2 furzeri

MFDPAQGHEFYVNGDYHYDKTGMR

CAH0803336.1

Sycon ciliatum

TGMRKAR CAHO0803336.1 Sycon ciliatum
SPNMTGYVSVMGQR XP 061607729.  Phyllopteryx
1 taeniolatus
ADFHPMGIPKTAGLLGQAVVGSSSGPGQGLLVNTWMGDLPDK  XP_053272496.  Pleuronectes
QGK 1 platessa
FLASTHAGSSSIEGEGLK XP_062289094.  Scomber
1 scombrus
RALVLLACFSACFSACCLAQR XP 024144331.  Oryzias
1 melastigma
LSQVVQLQYEFVQLAINHQTNQMVQILYER UTK45820.1 Crepidula
fornicata
LEETETPR XP 035492465.  Scophthalmus
1 maximus
APPYLEGKLLVVSPEGK XP _066502303. Hoplias
1 malabaricus
NASLLGQVVIGSSSGPGQGLLVNTWGGELQMK ACQ58983.1 Anoplopoma
fimbria
NASLLAQSVLGSSSGPGQGLLVNSWVGDLPDK XP_028419845. Perca
1 flavescens
QNHEACDKR JAQ52542.1 Fundulus
heteroclitus
MKTGSAK XP_005455254.  Oreochromis
1 niloticus
LLLDQDNHTTYRDTLLLYKEGIAYK XP_041707479. Coregonus
1 clupeaformis
MMKMMKPLLGLCWVLVLVLVLVLTGR XP_052459354.  Carassius
1 gibelio
TFVLLMCLAVGCLAQAPHPCGSPPLLTGAMSVANEKVNAYAK ACMO09231.1 Salmo salar
KALQATYHPFALPSNAVFQSR XP_054610331. Dunckerocampu
1 K
dactyliophorus
KLDMDLNPLDIPDDAKFHSTITAGSR XP _061596904.  Cololabis saira
1
IALTEAWDPFDIPKNSTFEDQYIIGGPGDNVEVQEWSDRK JAQ65551.1 Fundulus
heteroclitus
LAFMAFYLDVSLFTGFFSLLAFMTR KAG8006289.1  Nibea albiflora
YFGVYTVVGCIPIQEEFYSRR KAI8479987.1 Branchiostoma
belcheri
ISYDAINRR KAI8486654.1 Branchiostoma
belcheri
DDTTAWGEFDYDSSNKFLRFVEDSSK XP _053341197.  Clarias
1 gariepinus
MRLLVLTCLLAVCLAQKPHPCSSPPLLTGSFSVSTQNEK TKS92622.1 Collichthys
lucidus
IDLTEAWDPFDIPKNSTYEDQYFIGGPGDNVEVQEWSDR MEQ2312380.1 Ameca
splendens
TELLLYKTK pdb|8134|B Haliclona sp.

Fonte: Elaborado pelo autor. ID das sequéncias fasta extraidas do banco de dados NCBI utilizadas na analise no
programa MaxQuant e o organismo a qual essas sequéncias estdo relacionadas. Os peptideos corresponderam

com sequéncias de ependiminas de esponjas marinhas estdo em negrito.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou, com éxito, a viabilidade de isolar e caracterizar uma
proteina relacionada a ependimina (EPDR) a partir da esponja marinha Amphimedon
compresa. Através de um protocolo que integrou extragdo do material biologico,
fracionamento por precipitacdo com sulfato de amdnio, cromatografia de troca idnica em
DEAE-Sephacel e cromatografia de exclusdao molecular, foi possivel purificar a proteina
AC-EPD. A analise por SDS-PAGE revelou uma massa de aproximadamente 25 kDa em
condicdes desnaturadas e de 57 kDa em seu estado nativo, sugerindo a formagao de dimeros
estabilizados por interagdes ndo covalentes. Complementarmente, os espectros de dicroismo
circular evidenciaram uma estrutura secundaria predominantemente beta, enquanto o
sequenciamento por LC-MS/MS confirmou a relagdo da proteina com ependiminas de outras
espécies.

Esses achados nao apenas comprovam a eficiéncia do protocolo adotado, mas
também abrem novas perspectivas para o uso das EPDRs como transportadoras de moléculas
hidrofébicas, contribuindo para o avango da bioprospecgao de recursos naturais em esponjas
marinhas e para o desenvolvimento de potenciais aplicacdes biotecnologicas e

farmacéuticas.
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