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RESUMO

Atualmente vivemos em uma acirrada competi¢do na pesquisa de desenvolvimento de novos
produtos biotecnoldgicos, o ambiente marinho pode ser visto como uma fonte de materiais
biotecnolégicos funcionais. Recentemente, estudos demostram que dentro do ambiente
marinho as algas se destacam como organismos com grande potencial biotecnolégico por
possuirem em sua composi¢do varias moléculas bioativas que apresentam diversas e intensas
atividades bioldgicas. Dentre todos os grupos algais, neste trabalho enfatizamos o das algas
vermelhas, a qual a espécie de estudo é a alga marinha vermelha Hypnea musciformis
(Wulfen). J. V. Lamouroux pertence a ordem Gigartinales e a familia Hypneaceae, abundante
no litoral do Ceard. Trabalhos biotecnoldgicos e cientificos sdo realizados com esta espécie,
neste sentido o objetivo principal deste trabalho e identificar e caracterizar proteinas existente
neste organismo através de uma abordagem protedmica, que € uma drea recente na ciéncia,
que permite bioprospectar um conjunto de proteinas presentes num organismo através do uso
de ferramentas analiticas, pois, em condi¢des fisioldgicas especificas, o funcionamento do
sistema biologico pode ser refletido por andlise do proteoma do mesmo, e assim a sua
expressdao génica funcional. Considerando a caréncia de estudos sobre protedmica em algas
marinhas e em especial da carragenofita Hypnea musciformis, o presente trabalho tem como
objetivo principal desenvolver metodologias de separacdo de proteinas de extrato protéico de
Hypnea musciformis e identificar as proteinas expressas pelo organismo. Neste trabalho
conseguimos estabelecer uma metodologia de separacdo de proteinas deste organismo a partir
de um extrato fracionado com sulfato de amoénio e através de espectrometria de massas,
identificar algumas proteinas da alga marinha. Desta forma, sendo de fundamental
importancia para o enriquecimento na literatura de proteomica de macroalgas marinhas. Os
resultados deste trabalho que estdo de acordo com o nosso objetivo foi a identificacdo de 3
proteinas por técnica de espectrometria de massas utilizando ionizacao do tipo eletrospray da
fragdo protéica 20-40% e a identificagdo de algumas proteinas através do Mascot

Palavras chave: espectrometria de massas, eletrospray, MALDI; fracionamento protéico.



ABSTRACT

We currently live in a fierce competition in the research development of new biotechnology
products, the marine environment can be seen as a source of functional biotechnological
materials. Recent studies show that within the marine environment algae stand out as
organisms with great biotechnological potential by having in its composition various bioactive
molecules that have diverse and intense biological activities, among all algal groups in this
study emphasize the of red algae, which the kind of study is red seaweed Hypnea musciformis
(Wulfen). JV Lamouroux belongs to the order Gigartinales and Hypneaceae family, abundant
on the coast of Ceard. Biotechnological and scientific works are carried out with this species,
in this sense, the main objective of this work is to identify and characterize proteins existing
in this organism through a proteomics approach, is a new area in science that allows
bioprospect a set of proteins in an organism by using analytical tools because under specific
physiological conditions the biological functioning of the system can be reflected by the
proteome analysis of the same, and thus the functional gene expression. Considering the lack
of studies on proteomics in seaweed and in particular the carragenoéfita Hypnea musciformis,
this paper aims to develop methods for separating proteins from protein extract of Hypnea
musciformis and identify the proteins expressed by the organism. In this work we have
established a methodology for separating proteins of this organism from a fractionated extract
with ammonium sulfate and by mass spectrometry to identify proteins of some kelp, thus
being of fundamental importance for the enrichment of macroalgae in the proteomics
literature marine. The results of this work are consistent with our objective was the
identification of three proteins by mass spectrometry using electrospray ionization type
protein fraction of 20-40% and the identification of some proteins by Mascot
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INTRODUCAO

Atualmente vivemos em uma acirrada competicio na pesquisa de
desenvolvimento de novos produtos biotecnoldgicos. Neste sentido e levando em
consideracdo que mais de 70% da superficie da Terra é coberta por oceanos, a grande
diversidade de organismos marinhos oferece uma rica fonte de recursos naturais que podem
ser explorados quanto a estes produtos. Assim o ambiente marinho pode ser visto como uma
fonte de materiais biotecnoldgicos funcionais, que incluem &4cidos graxos poliinsaturados,
polissacarideos, minerais essenciais, vitaminas, anti-oxidantes, enzimas, proteinas, peptideos
bioativos e etc (KIM, 2010; POMPONI, 1999).

Recentemente, estudos demostram que dentro do ambiente marinho as algas se
destacam como organismos com grande potencial biotecnoldgico por possuirem em sua
composi¢do varias moléculas bioativas que apresentam diversas e intensas atividades
bioldgicas (WIJESEKARA, 2010).

As algas representam um grupo de organismos vegetais polifiléticos, que
compdem diferentes linhagens evoluciondrias, principalmente de organismos fotoautotréficos.
Atualmente, tem-se discutido de maneira muito conflitante a sistematica desses individuos
(ANDERSON, 1996).

Segundo Graham e Wilcox (2000), as algas sdo consideradas como sendo um
grupo de organismos que t€ém, na sua grande maioria, as seguintes caracteristicas: sao
organismos aqudticos, fotossintéticos, possuem estruturas vegetativas simples, sem um
sistema vascular e possuem ainda corpos reprodutivos que ndo tem uma camada estéril de
protecao celular. De acordo com Bold (1985) as algas sdo organismos muito simples,
contendo moléculas como clorofilas e pigmentos fotossintéticos. Estes organismos podem ser
uni ou pluricelular, variando muito em tamanho - unicelular de 3-10 um evoluindo para kelps
gigantes de até 70 m de comprimento e crescendo em até 50 cm por dia (HILLISON ,1977) .

A sistemdtica dos grupos de algas é baseada nas caracteristicas morfoldgicas
convencionais e consideracdes filogenéticas moleculares modernas. As principais
caracteristicas de cada grupo de algas sdo descritas de acordo com a sua propria morfologia
celular, com a sua forma de vida, com critérios ultraestruturais dos cloroplastos, com seu
aparato flagelar, bem como em relagdo a composi¢do de seus pigmentos (HOEK; MANN;

JAHNS, 1995; LOWE; LA LIBERTE, 2006). No que diz respeito a caracterizagao



15

sistemadtica, de acordo com Vidotti (2004), as algas podem ser inseridas em trés diferentes
reinos: monera, protista e plantae.

A grande diferenca entre um organismo algal e uma planta verdadeira concerne,
principalmente, na auséncia de sistemas de tecidos e 6rgdos verdadeiros na sua composi¢ao
como organismo vivo (LOWE; LA LIBERTE, 2006). No entanto, segundo Bold (1985), as
algas sdo incluidas no reino vegetal e sdo distinguidas de outras plantas de clorofila com base
na reprodu¢do sexual. Em algas unicelulares, os préprios organismos podem funcionar como
gametas; em certas algas multicelulares, os gametas podem ser produzidos em células
especiais unicelulares ou gametangia; € em outros organismos, ocorre a gametangia
pluricelular, em que cada célula gametangial € fértil e produz um gameta. Estas caracteristicas
estdo ausentes nas plantas vasculares e formam a base através da qual as algas sdo estudadas e
classificadas.

Em geral, as algas podem viver em diversos ambientes, desde dgua doce até dgua
com grande quantidade de sal dissolvido. As algas sdo encontradas em todos os lugares na
terra: no mar, rios e lagos, no solo e paredes, em animais e plantas (como simbiontes -
parceiros colaborando juntos). Na verdade, em quase todos os lugares onde haja luz para
realizar a fotossintese (GAMAL, 2010). No entanto, os mecanismos que controlam a
producdo liquida de macroalgas marinhas sdao principalmente limites geograficos para o
crescimento, como por exemplo, temperatura e luz, além da remocdo de pastagem e
perturbacdo fisica dentro do ambiente aqudtico, que constitui seu habitat. Dentro destes
limites geograficos, o acimulo de biomassa é controlado por muitos fatores bidticos e
abidticos que interagerem entre si, no sentido de aumentar ou diminuir certa biomassa algal.
Fatores estes que incluem e qualidade e o movimento da dgua, as relagdes ecoldgicas intra e
interespecificas, competi¢do, herbivoria e perturbacdo fisica do meio (FONG , 2008).

Sabemos que As algas marinhas sdo ricas em polissacarideos ndo amildceos,
como a carragenana e o alginato (HOLDT, 2011), substancias estas que nao sao degradadas
por enzimas de mamiferos e, assim, quando administradas a dieta humana, estes individuos se
destacam como materiais ricos em fibra (WONG, 2003). Algas também possuem uma enorme
variedade de polissacarideos sulfatados como fucose, fucoidano e outros, os quais possuem
uma variedade de atividades bioldgicas (ZHANG, 2011).

No que diz respeito a presenca de proteinas nas algas, podemos dizer que quanto
ao aspecto nutricional, as proteinas possuem um alto teor de aminodcidos essenciais

(FLEURENCE, 1999), e do ponto de vista funcional, podemos encontrar uma variedade de
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familias de proteinas que sdo estudas como matéria prima de produtos biotecnoldgicos nas
mais variadas aplicacdes (NAGANO, 2002).

As macroalgas marinhas formam diversos ecossistemas produtivos ao longo de
plataformas continentais em todo o mundo. Os membros mais abudantes destes organismos
estdo distribuidos em quatro divisdes principais, em Phaeophyta (algas marrons),
Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e Cyanophyta (algas azuis)
(MOHAMED et al., 2012).

1.1 Rhodophytas (algas vermelhas)

As algas vermelhas (Rhodophyta) sdo um grupo de seres vivos eucarifticos com
diferentes linhagens, cujos membros estdo unidos por andlises filogenéticas, apartir de
ferramentas de biologia molecular através de estudos dos genes de plastideos e mitocondriais
(YOON et al., 2004). Além disso, as algas vermelhas sdo caracterizadas por um conjunto de
caracteres que nao ocorrem juntos em qualquer outro eucarioto. Estes incluem, uma completa
falta de estdgios flagelados e corpos basais, um plastideo com duas membranas que nio tem
clorofila b ou ¢ (BHATTACHARYA , 1995), contém tilac6ides ndo empilhados e as reservas
armazenadas sdo na forma de amido das florideas (GARBARY, 1990; GRAHAM, 2000). De
acordo com Lee (2008), as rodophytas sdo algas que possuem células com clorofila a,
ficobiliproteinas e tilacéides ocorrendo dentro dos cloroplastos.

Segundo estudos realizados por Garbary (1990), as algas vermelhas pertecem a
um grupo de organismos que sistematicamente esta dividido em duas principais subclasses, a
Bangiophyceae (Bangiophycidae) e Florideophyceae (Florideophycidae). As algas da familia
Bangiophyceae foi no passado dividido em seis ordens (Bangiales, Cyanidiales,
Compsopogonales, Erythropeltidales, Porphyridiales € Rhodochaetales) e agora é considerado
como uma série de ordens que definem as linhagens ancestrais das algas vermelhas (RAGAN
etal., 1994).

De acordo com Ragan et al, (1994), as algas da familia Florideophycidae
incluem aspectos complexos, do ponto de vista morfoldgico, evidenciados em grupos como as
Gigartinales os Ceramiales, e ¢ amplamente acreditado para ser derivado das Bangiophydae,

portanto, um grupo monofilético.
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1.2 Hypnea musciformis e seu potencial biotecnologico

A alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen). J. V. Lamouroux pertence a
ordem Gigartinales e a familia Hypneaceae. Possui tamanho geral entre 3 e 30 cm e 0,5 a 1,0 cm
de didmetro com ramos cilindricos e cartilaginosos, € altamente ramificada, com sua ramificacao
varidvel e irregular identificada facilmente pelas extremidades enroladas (ganchos) de seus
ramos que se tornam progressivamente mais delgados a medida que alcancam as extremidades
do organismo.

A espécie ocorre em costas, estudrios e habitats marinhos. E comum encontra-las em
marés calmas e rasas, mais frequentemente encontradas em recifes, bancadas, rochas ou
epifitando Sargassum e outras algas. No estdgio de florescimento, pode ser encontrada flutuando
liviemente. Estd amplamente distribuida pelos oceanos e seu provdvel sucesso de dispersao
deve-se a sua rdpida taxa de crescimento, sua capacidade de epifitar outras algas e sua fécil
fragmentacdo, além disso, essa disseminacdo pode ser reforcada através de viagens quando
presas em cascos de barcos (REIS , et al., 2003).

A alga H. musciformis constitui uma das fontes de alimento de seres herbivoros
marinho, dentre estes, tornou-se parte significativa da dieta alimentar da tartaruga verde,
Chelonia mydas, considerada uma espécie ameacada de extin¢cdo, porém o valor nutricional da
alga ainda nao fo1 determinado (acesso em 28/04/2014
http://www.issg.org/database/species/ecology.asp ?si=728).

O conteddo bioquimico das algas marinhas vermelhas fornece um valor nutritivo
elevado, semelhante a encontrada em fontes de alimento vegetal tradicionais. Atualmente, o uso
de algas marinhas vermelhas como fontes de proteinas, pigmentos e minerais representa uma
valorizagdo deste recurso marinho pelo fato destas biomoléculas serem utilizadas como matérias-
primas em alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos e outros. Lipideos e celulose tém sido
extraidos de algas com sucesso para produgcdo de biocombustiveis, biodiesel e bioetanol,
respectivamente ( RAVI, 2014).

Devido ao alto potencial econdmico da alga marinha Hypnea musciformis, nos
ultimos anos, tem - se havido uma tendéncia para diminuir essa exploracdo das algas do seu
habitat natural. Para isso, experimentos de cultivo tém sido feitos com diferentes espécies algais
dentre elas Hypnea musciformis, sendo o sistema de cordas o de maior sucesso para o cultivo (
MUNOZ, 2011). Guist Jr. e colaboradores (1982) relataram também o cultivo desta espécie em

tanques com taxa de crescimento 6timo em temperaturas que variam de 18°C a 20°C.
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A macroalga Hypnea musciformis presente no litoral brasileiro, apresenta potencial
econdmico pelo fato de ser uma fonte de polissacarideos do tipo kappa-carragenana (CAMPO, et
al., 2009), muito utilizada pela inddstria de alimentos por indistrias nacionais e estrangeiras.
Além disso, polissacarideos sulfatados de macroalgas marinhas mostraram ser moléculas
promissoras com a¢do anticoagulante ( LARA-ISASSI et al., 2009).

Na H.musciformis coletada na India foi encontrada a estirpe bacteriana Pseudomonas
stutzeri, capaz de produzir melanina em suplementacdo com L-tirosina. As bactérias que vivem
em simbiose com as algas desempenham um papel protetor pelo fato de liberarem metabodlitos
secundérios na dgua impedindo a incrustacdo ou predacdo das macroalgas (KUMAR, et al.,
2013).

Os metabdlitos secunddrios apresentam uma gama de atividades bioldgicas, dentre
elas acdo antibidtica, antiviral, anti-oxidante, anti-deposicao, anti-inflamatdria etc. Dentre os
metabolitos de interesse pode-se destacar os carotenoides, fucoxantinas, astaxantina, tocoferdis,
entre outros (BALAMURUGAN, et al., 2013).

Em relacdo as proteinas, poucos sdo os estudos na literatura que descrevem a
potencialidade das proteinas da macroalga H. musciformis. Em 2002, uma lectina presente em H.
musciformis foi isolada e caracterizada ( NAGANO, et al., 2002). Cordeiro e colaboradores
(2006), relataram a acdo antifingica da fracdo proteica 40/70 da macroalga H. musciformis
contra leveduras patogénicas de Candida albicans e C. guilliermondii.

Na literatura existem vdrios relatos do potencial biotecnolégico de lectinas de
macroalgas como atividade antibacteriana (VASCONCELOS, et al., 2014); acdo cicatrizante
(NASCIMENTO-NETO, et al., 2012); antinociceptiva (FIGUEIREDO, et al., 2010); antitumoral
( PINTO, et al., 2009); relaxacao muscular ( LIMA, et al., 2010); etc.
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2. PROTEOMICA

A protedmica € uma drea recente na ciéncia que permite bioprospectar um
conjunto de proteinas presentes num organismo através do uso de ferramentas analiticas. O
termo prot€omica teve utilizacdo inicialmente em 1995 e pode ser definido pela
caracterizacdo e o estudo em larga escala de todas as proteinas presentes numa unidade
bioldgica seja esta uma simples célula até um complexo tecido organizado (WILKINS et al.,
1995). Segundo Canovas et al., (2004), este conceito se tornou mais abrangente, € desta
forma, a protedmica se faz capaz de quantificar, localizar, determinar modifica¢des pos-

traducionais e, principalmente, atribuir funcdes as proteinas identificadas em um estudo.

As proteinas sdo moléculas bioativas composta de aminoacidos, que exercem uma
infinidade de func¢Oes importantes nos sistemas bioldgicos, além, de serem responsaveis pelo
fendtipo da célula e por diversas atividades bioldgicas especificas que podem ser evidenciadas
de maneira sozinha ou em sinergismo com outras moléculas, possuem também modifica¢des e

niveis de expressao que descrevem um determinado sistema bioldgico.

Atualmente, a comunidade cientifica tem desenvolvido varios trabalhos referentes
a mapas gendmicos. No entanto, sabe-se que o estudo isolado dos genes € insuficiente para
explicar uma diversidade de eventos bioldgicos e padrdes de expressdo génica do mRNA,
nem sempre estas se correlacionam com o nivel de expressao protéica (ANDERSON, 1997).
Por outra parte, as proteinas, sdo as responsdveis diretas pelo fenétipo das células e

organismos (GRAVES, 2002).

Neste sentido surge a ciéncia denominada de protedmica, no intuito de explicar
estas lacunas de entendimentos entre o transcrito e a proteina expressa, e responder alguns
questionamentos, como por exemplo: como, onde, quando e quais sao as centenas de milhares
de proteinas individuais produzidas em um organismo ou tecidos? Como ocorre a interagdo
entre proteina-proteina? Como estas proteinas comandam e agem no sentido de desencadear
respostas e desenvolver mecanismos que facilitem a vida destes organismos no ambiente o
qual vivem? (GONZALEZ, 2011).

Em condicdes fisiolégicas especificas, o funcionamento do sistema bioldgico

pode ser refletido por andlise do proteoma do mesmo, e assim a sua expressdo génica
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funcional, no entanto, esta se mostra bastante dindmica, e desta forma a melhor opcao para se
entender o funcionamento dos genes € estudando o seu produto final, as proteinas, o que pode
ser feito através de abordagens protedmicas (DUTT, 2000). Vale ressaltar que o proteoma de
um organismo € altamente mutdvel, ele varia de acordo com as condicdes e os estimulos os

quais o organismo se expde em um determinado periodo de tempo (WILKINS et al., 1999).

2.1 Metodologias e estratégias aplicadas em analise protedomica

A estratégia de escolha mais utilizada atualmente para o estudo de proteomas, e
que tem demonstrado ser eficiente, é a combinacao de eletroforese em gel de poliacrilamida
bidimensional com espectrometria de massas. A eletroforese permite a separacdo de proteinas
de um dado sistema biolégico com alta resolu¢do e reprodutibilidade, enquanto que a
espectrometria de massas permite, através de alta demanda e sensibilidade, a identificacio de
proteinas presentes em um spot do gel (GORG et al., 2004).

No entanto, atualmente, ocorre um advento de novas estratégias de andlise de
proteomas que ndo € baseada em gel de poliacrilamida para a quantificacdo relativa de
proteinas, tais como ICAT (isotope-coded affinity tag) que significa etiqueta de afinidade por
is6topo codificado (GYGI, 1999) e SILAC (stable-isotope labelling by amino acids in cell
culture) que significa ligacdes estdveis de is6topos em aminodcidos em culturas de células
(ONG et al., 2002). Estas abordagens tém permitido a andlise automdtica de um grande
nimero de amostras comparando-se duas ou mais situagdes fisiolégicas de um mesmo sistema
bioldgico.

Abordagens que usam cromatografia liquida de alta resolucdo
(cromatofocalizagdo combinada com fase-reversa), para a purificacdo e fracionamento de
proteinas e de peptideos de uma amostra, também t€m sido desenvolvidas e aplicadas com
sucesso (VALLEDOR, 2011).

Os estudos protedmicos sdo muito complexos, haja vista que quando realizamos
uma extracdo protéica ndo necessariamente estamos apenas separando proteinas; pode ser que
venham atreladas ao material de interesse outras moléculas contaminantes. Para cada tipo de
amostra bioldgica, seja esta uma célula, tecido ou fluido corporal, deve-se, como medida de
preparagdo da amostra, envolver fundamentalmente o rompimento celular, inativacdo ou

remog¢ao de substancias interferentes e solubilizacdo maximizada das proteinas (PENQUE,
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2009).

O objetivo da preparacdo da amostra para a eletroforese bidimensional (2-DE) é
converter o material biolégico nativo em um estado fisico adequado para a primeira
dimensdo: a focalizacdo isoelétrica (IEF), preservando a carga nativa dos constituintes das
proteinas e, assim, constitui um passo simples e importante no estudo protedmico de uma
amostra biolégica (CARPENTIER et al., 2005).

No entanto, o método especifico de preparacdo da amostra depende
prioritariamente da separacdo das proteinas pelo pesquisador. Vale ressaltar que o objetivo da
maioria das aplicacdes de amostras em gel 2-DE € para resolver o maior nimero de proteinas
possivel dentro de uma determinada faixa de pl (ponto isoéletrico) e Mr (massa molecular
relativa), para facilitar a comparagdo entre um conjunto de dados oriundos de amostras com
caracteristicas bioldgicas diferentes ( SHAW, 2003).

No geral, podemos dizer que os principais contaminates encontrados em estudos
protedmicos nas amostras bioldgicas de natureza vegetal sdo compostos em paredes celulares
e vacuolos. Estes por sua vez, estdo associados com inumeras substancias tais como
compostos fenodlicos, compostos proteoliticos e enzimas oxidativas, terpenos, pigmentos,
acidos organicos, fons inibidores e principalmente carboidratos. Vale ressaltar que estes
compostos contaminantes devem ser retirados da amostra, a fim de termos um material
protéico mais puro (MEYER et al., 1988).

Os protocolos de extragdo e preparo de amostras protéicas sdao todos
desenvolvidos baseados no principio de lise celular, precipitacio e concentragdo das
proteinas, metodologias de retirada de contaminantes pds-extragdo, entre outros
(RABILLOUD, 1996; O’FARRELL, 1975; GALDOS, 2009).

De acordo com Cremer (1985), as proteinas sdo geralmente precipitadas pela
adicao de altas concentragdes de sal, anions e solventes organicos misciveis em dgua, ou uma
combinacdo de solventes organicos e fons. O processo de solubilizacdo tem como objetivo
quebrar as interacdes macromoleculares (incluindo todas as interacdes ndo covalentes e as
pontes dissulfeto). O rompimento de interacdes ndo covalentes ocorre quando utilizamos no
processo de extracdo protéica, agentes caotrépicos, como a uréia e a tiouréia
(HERBERT,1999).

A uréia € um reagente desnaturante que altera o solvente e exerce profundos
efeitos sobre todos os tipos de interacdes ndo covalentes e as ligacOes i0nicas entre os
residuos de aminodcidos, pois rompe os elementos de estruturas secundarias de modo que os

grupos ionizdveis fiquem completamente expostos a solugdo. Por esse motivo, quando usado
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em altas concentracdes de uréia (comumente 8 mol L), esse reagente facilita a solubilizaco
das proteinas (RABILLOUD et al., 1997; RABILLOUD, 1998).

Fun¢do semelhante a uréia também € exercida pela tiouréia que € um agente
caotrépico mais eficiente do que a uréia, mas pouco solivel em dgua. A mistura de uréia e
tiouréia tem sido muito utilizada, pois € mais eficiente do que a uréia sozinha (RABILLOUD
etal., 1997).

Na tentativa de também ajudar na solubilizacdo da amostra, podemos utilizar
detergentes ndo i0nicos como Tween 80, NP-40 e Triton X-100, sdo suaves e ret€ém as
atividades enzimaticas (KLOSE, 1975). Além desses, podemos utilizar também detergentes
hibridos, como CHAPS, “[(3-Cholamidopropyl) dimethylammido]-1-propanesulfonate”
também comumente empregados, pois além de auxiliar na solubilizacdo das proteinas, previne
a agregacdo através de interacdes hidrofobicas (ROCHA et al., 2005). Em geral, e segundo
estudos realizados por Lestra (1983), estes detergentes sdo normalmente utilizados nas
concentracdes entre 0,4 - 4% em solug¢do aquosa.

Agentes redutores também sdo utilizados no preparo de amostras para a
focalizagdo isoelétrica, como B-mercapetanol, DTT (ditiotreitol), DTE (ditioeritritol) e TBP
(tribulfosfina). No entanto, o B-mercapetanol nao € mais utilizado, pois promove uma acao de
tamponamento destruidora da regido bésica das tiras (RIGHETTI, 1982), desta forma passou-
se a utilizar mais rotineiramente o DTT, que € mais eficiente e age sobre as pontes dissulfetos
(ROCHA et al., 2005).

O processo de extracdo de proteinas envolve uma série de passos que engloba a
desnaturacdo das moléculas protéicas e, assim, se proporciona a exposi¢cdo de uma grande
quantidade de proteases que deverdo ser inibidas, a fim de evitar a perda e degradagdo do
material protéico. Dentre os principais inibidores de proteases utilizados em estudos
protedmicos. Podemos citar: APMSF (inibidor de serino protease de plasma) com uma
concentracdo de utilizacdo recomendada pelo fabricante de 10-20 uM, a Bestatin
(aminopeptidase) com recomendacdes de 40 ug/mL, e o PMSF (inibidor de serino protease)
com recomendacgdes de 100 -1000 uM e etc (SHAW, 2003).

Apesar de suas limitagdes definidas, 2-DE € a técnica mais utilizada para
separacdo de proteinas, de baixo custo e é o método mais adequado para os estudos
protedmicos de espécies que ndo possuem o genoma totalmente sequenciado. A preparacdo
das amostras é um passo critico e € absolutamente essencial para um bom resultado
(CARPENTIER, 2005).

Atualmente todos os projetos de protedmica de certo material bioldgico se iniciam
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pela técnica de separagdo e identificacdo de proteinas através de eletroforese bidimensional.
No entanto, experimentos envolvendo metodologias de eletroforese para estudos de proteinas
datam da década de 30 (TISELIUS, 1937). Apesar destes primeiros estudos, foi somente em
1959 que a eletroforese se destacou como ferramenta bem primordial para estudos protéicos,
através da adequacdo da técnica sobre um suporte de gel formado por polimerizacao
reticulada denominada de Cyanogum (GARRELS, 1979), um nome comercial para o gel
formado a partir de dois mondmeros organicos, o agente acrilamida e a bisacrilamida, que
recebeu o nome de PAGE pelo pesquisador Raymond e Weintraub (1959).

No decorrer da evolucdo das pesquisas com material protéico, Svensson em 1962
realizou os primeiros experimentos eletroforéticos com adaptacoes de géis de poliacrilamida
utilizando focalizacdo isoelétrica com um gradiente de pH estivel. A partir destas
experiéncias, no final dos anos de 1960 se iniciaram de fato os primeiros trabalhos com 2-DE,
combinando assim focalizagdo isoelétrica (IEF), para separar as proteinas ndo desnaturadas
segundo sua carga e gradiente, e SDS-PAGE para uma segunda separagdo, de acordo com a
sua massa molecular (1970).

Somente por volta de 1975, estudos realizados por O’Farrell possibilitaram o
desenvolvimento de focalizagdes isoelétricas em condi¢des de desnaturagdo, como &
conhecido até os dias de hoje, combinado com 2-DE - PAGE. Essas evolucdes possibilitaram
estudos descritivos de padrdes de 2-DE de proteinas a partir de células, tecidos ou organismos
inteiros.

Atualmente a eletroforese bidimensional se caracteriza, basicamente, pelas
seguintes etapas: a) coleta de amostras bioldgicas de interesse de estudo; manipulagdo e
preparacao de misturas protéicas com o minimo de contaminates possivel; b) primeira
dimensao, também denominada de focalizacdo isoelétrica (IEF), onde separa as proteinas de
acordo com seu ponto isoelétrico; segunda dimensdo (SDS-PAGE), separacdo pela massa
molecular aparente; visualizacdo de padrdes de proteinas de 2-DE (métodos de corar géis); c)
andlise assistida por computador dos perfis protéicos; selecao e digestdo de spots de proteinas;
d) identificagdo por espectrometria de massas (MS) (GORG, 2004).

A focalizacdo isoéletrica (IEF) envolve a separacdo de moléculas anféteras que
podem apresentar-se com uma carga liquida positiva, negativa ou neutra, dependendo da sua
estrutura e do pH do meio a qual estd inserida, de forma que submetida a um campo elétrico,
ocorre a migracdo da molécula para a posicdo do gradiente onde sua carga liquida é zero
caracterizando assim, seu ponto isoelétrico (NELSON, 2002).

A primeira dimensao passou por uma grande inovacao e tecnologia com o advento
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das tiras de pH imobilizadas produzidas e vendidas comercialmente, denomidadas de IPG’s
(Gradientes de pH Imobilizados), estas se encontram em uma ampla variedade de tamanhos e
faixas de pH ( GORG,2000), estas sendo ainda lineares e no lineares. Vale ressaltar que, com
estes IPG’s a reprodutibilidade dos géis foi aumentada e a compara¢do de dados entre
laboratdrios melhorados. Estes avancos contribuiram para a generalizada aplicacdo de 2-DE
em protedmica.

A segunda dimensdo constitui a etapa da eletroforese bidimensional que ocorre
logo apds a focalizagdo isoelétrica, na qual se utiliza de gel de poliacrilamida na presenca de
SDS (dodecil sulfato de sédio), e as proteinas sdo separadas pela sua massa molecular
(ROCHA, 2005).

O resultado da eletroforese bidimensional é um perfil de distribuicdo de spots
formados por proteinas dnicas ou misturas simples de proteinas (PENNINGTON; DUNN,
2001). As proteinas que sdo separadas nos géis podem ser visualizadas por varios métodos de
colorag@o dos pontos protéicos, utilizando para isso, varios corantes especificos para proteina
(Figura 1), no entanto, o mais utilizado € a coloracdo com o azul brilhante de coomassie R-
250, devido principalmente ao seu baixo custo em relacdo a outros métodos, facilidade de uso
(PATTON, 2002), e por apresentar uma compatibilidade com a técnica de espectrometria de

massas (PINK et al., 2010).

Figura 1 — Imagens de géis de eletroforese bidimensional ilustrando métodos de

corar os pontos protéicos.

A- Gel corado com azul brilhante de coomassie R- 250. B- Gel corado com prata. Fonte:

www.google.com/search?hl=pt-BR&site=imghp&tbm
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Ap6s a producdo de um gel com pontos protéicos, devemos digitalizd-los para
analisar os dados obtidos na imagem visual de um padrdo de proteinas de um gel 2-DE e,
assim, converter a imagem a um formato digital que nos possibilite interpretar os dados
complexos gerados por 2-DE em informagdes bioldgicas vdlidas através de andlise
computacional, de maneira que nos permita identificar e detectar spots de proteinas, analisar a
intensidade dos pontos e até mesmo fazer comparacdes entre um estado dito controle com
ensaios testes (MILLER et al., 2006).

A andlise dos géis digitalizados pode ser realizada por uma série de programas
computacionais que existem comercialmente disponiveis no mercado. De maneira geral estes
softwares sdo projetados para detec¢do de pontos automatizados no gel (spots), avaliar a
correspondéncia entre estes pontos em diferentes imagens digitais e avaliar a normalizacdo e a
quantificacdo destes pontos proteicos. No entanto, uma forma totalmente automatica de
andlise de imagens de géis ainda ndo € permitida, uma vez que a corre¢@o por intervenc¢ao do
usudrio € necessdria no momento de andlise do gel por um determinado programa
computacional (MILLER et al., 2006).

Dentre os programas mais utilizados podemos destacar o Alpha- GelFox ™ 2D
Proteina que é um programa de andlise de géis avancado no qual utiliza algoritmos de decoro
para identificar proteinas em um curto espaco de tempo. Este programa € capaz de analisar
uma variedade de amostras, o software fornece velocidade de andlise, integridade de dados e
facilidade de uso em genOmica funcional, protedmica e pesquisa de descoberta de drogas,
além disso, ele pode operar em modo de detec¢do totalmente automatico, semiautomético ou
manual (http://www.highbeam.com/doc/1G1-105517210.html) Acessado em 21/02/2014.

O Delta - 2D € outro programa de andlise de géis que foi criado com base em
estudos de especialistas de anédlise de gel 2D para fornecer um produto que ajudasse a estudar
os mapas protéicos de forma mais simples, mais rdpida e mais confidvel (DECODON, 2013).

Dymension € um software revoluciondrio que pode analisar uma imagem tipica de
gel 2D rapidamente. Ele apresenta novos algoritmos para a subtracdo de fundo, filtragem de
ruido, alinhamento preciso, detec¢cdo de ponto, correspondéncia rapida, além de ter reduzido o
tempo de edicdo da imagem. Usando seu algoritmo de detec¢do de ponto, Dymension localiza
instantaneamente e analisa spots de proteinas, tornando-se o pacote de software mais rapido
disponivel no momento para andlise de gel 2D. (http://www.syngene.com/dymension/.
Acessado em 21/02/2014).

No entanto, o pacote de software mais acessivel para a maioria dos pesquisadores

em protedmica é o ImageMaster, este € um programa desenvolvido pelo Instituto Suico de


http://www.highbeam.com/doc/1G1-105517210.html)%20Acessado
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Bioinformédtica em colaboracdo com o GeneBio e a GE Healthcare. O ImageMaster 2D
Platinum ¢ alimentado pelo software inovador e amplamente utilizado em anédlise de gel, o
Melanie. Ele simplifica e melhora a andlise de géis 2D e a identificacio de marcadores de
protefna de interesse (BJORKGATAN, 2008) (Figura 2).

A espectrometria de massas € uma técnica antiga que veio se desenvolvendo com
o passar do tempo e hoje € muito importante na descoberta de novas drogas, na caracterizagao
de proteinas, e até mesmo no diagndstico de doencas. O avanco desta tecnologia de andlises
de biomoléculas foi possivel, gracas a uma juncdo de conhecimentos ramificados da fisica,

quimica e nas tltimas duas décadas da biologia (CANAS et al., 2006).

Figura 2 — Janela da interface do ImageMaster 7.0
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Fonte — Manual do usudrio do programa ImageMaster versio 7.0

A histéria da espectometria de massas iniciou-se com Joseph
John Thomson, da Universidade de Cambridge, quando o mesmo fez estudos investigativos
experimentais sobre a conducgdo de eletricidade pelos gases que levou a descoberta do elétron
em 1897 e, assim, na primeira década do mesmo século, a construir o primeiro espectrometro
de massas (chamado entdo de pardbola espectrografa), em que os fons eram separados por
suas diferentes trajetérias parabdlicas em campos eletromagnéticos, e sua detec¢do era
realizada por ions marcados com substancia fluorescente em tela ou placa fotogréfica
(BORMAN, 2003).

Atualmente a espectrometria de massas é¢ uma técnica que estd em ampla ascensio
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e atualmente estamos na era de inovagdes tecnoldgicas da mesma, relacionando com estudos
de diversas moléculas bioldgicas (lipideos, carboidratos, proteinas, compostos fendlicos e
etc.). A instrumentacdo utilizada para a técnica de MS (Espectrometria de Massas) € o
espectrométro de massas, aparelho que € constituido de uma fonte de fons, um analisador de
massas, um detector e um sistema de aquisicdo de dados (CANTU et al., 2008).

No inicio, a utilizacdo da técnica ndo era aplicada a macromoléculas como as
proteinas, pois estas ndo eram faceis de ionizar e, assim, formar ions intactos, e por suas
caracteristicas de grande polaridade poderiam facilmente ocorrer fragmentacOes e
decomposicio das mesmas (CANAS et al., 2006).

O aparelho de espectrometria de massas separa e detecta os ions em fase de gas e,
por conseguinte, antes que ocorra qualquer separagdo por MS, as moléculas devem ser
ionizadas e convertidas a gds utilizando técnicas diferentes (DASS, 2007). De uma maneira
geral o espectrdometro de massas ¢ um equipamento que mede a relagdo entre massa e carga
(m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa (GROSS, 2004).

No espectometro de massas sdo realizados separacdoes de ions que sdo
influenciados por campos elétricos ou magnéticos gerados dentro do proprio instrumento que
servem para agir na trajetdria espacial, velocidade e direcdo das moleculas ionizadas desde a
parte do analisador até a parte do detector. Os efeitos de um campo eletromagnético sobre o
movimento dos fons em um ambiente a vicuo € inversamente proporcional a sua massa e
diretamente proporcional a sua carga elétrica (CANAS et al., 2006).

As primeiras técnicas de ionizacdo utilizadas para as proteinas foram a (FAB)
Bombardeamento atomico rdpido (BARBER er al, 1981), (PD) dessor¢do por plasma
(MCFARLANE, 1983) e termodifusao (BLAKLEY, 1983). Atualmente a MS € a principal
ferramenta para estudos protedmicos.

Temos como fontes de ionizacao mais utilizadas em espectometria de massas para
andlises protedmicas a ionizacdo por Electrospray (ESI) e dessorc¢do/ionizacdo a laser
assistida por matriz (MALDI), que tanto ionizam as moléculas como fazem a dessovaltacao
em fase gasosa das mesmas (LAIKO et al., 2000).

Na ionizagdo do tipo ESI o que ocorre € que quando se aplica uma voltagem
elevada ao liquido que flui através de um tubo capilar estreito, no qual se formam pequenas
goticulas carregadas e uma pulverizacdo; destas que auxilia no processo de evaporacdo até
que o numero de cargas em sua superficie torna-se muito elevada e ultrapasse o limite de
Rayleigh, formando o denominado cone de Taylor. Em seguida, elas explodem novamente

formando micro-gotas ainda menores (WHITEHOUSE, 1985). O limite de Rayleigh constitui
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no miximo de densidade de carga que uma goticula pode suportar, até que, por acdo da forca
de repulsdao de Coulomb, é superada a tensao superficial e ocasione uma explosao da goticula,
formando novas goticulas cada vez menores (RAYLEIGH, 1882). Este processo é repetido
vdrias vezes até que analitos ionizdveis presentes na solu¢do de microgotas escape e sofram
dessolvatacdo na interfase do tubo, contido dentro do espectométro de massas, em seguida sao
direcionados de um capilar aquecido com nitrogénio quente ou contracorrente elétrica para o
analisador de particulas (WHITEHOUSE, 1985).

No sentido de evitar a formacdo de aduto com sais ou detergentes, presentes na
amostra ou analito a ser ionizado por ESI, estes podem ser previamente purificados através de
colunas cromatogréficas de fase reversa (WHITEHOUSE, 1985). Vale ressaltar que os ions
gerados por ESI sdo multiplamente carregados, o que faz ser uma vantagem no que diz
respeito a energia de ativagcdo necessdria a protonacao de um determinado analito.

A ionizag¢do do tipo MALDI se baseia na absorcdo de energia através de uma
matriz organica por um feixe de luz sob-radia¢do ultravioleta (UV) denominado de laser, que
permite a vaporizagdo de moléculas biologicas ndo volateis. Estas matrizes sdo em sua
maioria dcidos organicos solidos, cujo comprimento de absor¢do de onda é préoximo ao do
laser utilizado na ionizacdo dos analitos (KARAS, 1988; MANN et al., 2001).

Segundo Mann e colaboradores (2001) a funcdo da matriz é de impedir a
degradacdo da amostra pela forca do laser, bem como de absorver e transferir a energia para o
analito, auxiliando assim no processo de ionizacdo do mesmo, sendo ainda de extrema
importancia para estudos de espectrometria de massas de moléculas protéicas.

Na ionizac¢do do tipo MALDI, a matriz e a amostra sdo misturadas no solvente
apropriado, geralmente um 4cido, e depositada sobre uma placa, que normalmente analisa
dezenas a centenas de amostras por vez. O solvente € deixado evaporar e co-cristalizar
juntamente com as moléculas de analito embutidas na matriz (KARAS, 2000). A placa de
MALDI € colocada no MS, sob alto vacuo, quando a placa é atingida pelo feixe de laser
pulsante, a energia € absorvida pela matriz, e o que é parcialmente vaporizado e transportado
sdo as moléculas do analito intacto que se transportam para a fase gasosa (HILLENKAMP et
al., 1991).

Deste processo se resulta uma pluma de MALDI que contém prétons que serao
trocados entre os analitos e formardo moléculas monocarregadas positivamente ou
negativamente, no processo que ainda ndo € bem entendido pela comunidade cientifica
(KARAS, 2000).

As matrizes mais utilizadas para andlises protedmicas por MALDI sao o acido
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sinapinico e a-ciano-4-hidroxicindmicos, embora o 4cido 2,5-dihidroxibenzdico seja
frequentemente utilizado no mapeamento de peptideos (BILLECI, 1993).

O analito, apds ser ionizado, serd encaminhado a outro compartimento do
espectrometro de massas, denominado de analisador. Os analisadores mais utilizados em
estudos protedmicos sdo: o quadrupolo, o tempo de voo (TOF), e armadilha de ions (YATES,
1998; MCLUCKEY, 2001). Dentre tais, o mais comum € o do tipo TOF (Time-of-Flight), na
qual os fons sdo fortemente submetidos a um campo elétrico que os forca a entrar em um tubo
analitico de comprimento conhecido e percorrem a uma velocidade proporcional a sua relacdo
m/z em direcdo ao detector. Com isso, ocorre a separacdo dos fons segundo m/z com o tempo
que o mesmo leva para percorrer o tubo (WYSOCKI et al., 2005).

No analisador do tipo quadrupolo, o analito é separado devido a um campo
elétrico criado por quatro hastes paralelas, que t€ém uma se¢do hiperbdlica ou cilindrica
amplamente usada (LEARY, 1996). Os quadrupolos possuem hastes opostas que sao
eletricamente conectadas em duas correntes de tensdes continua (DC) e uma frequéncia de
radio (RF) de corrente alternada (AC). As hastes contiguas t€ém polaridade oposta DC e uma
corrente alternada fora de fase entre elas gerando assim um campo elétrico de voltagem que é
controlada de acordo com o interesse do pesquisador (STEEL, 1998).

Dentro deste campo elétrico oscilante, os fons descrevem trajetérias complexas e
somente aqueles com trajetdrias estdveis vao viajar ao longo do quadrupolo até atingir o
detector. Quando as tensdes (DC) e (RF) sdo aumentadas, mantendo as suas realcOes
constantes, os fons com valores crescentes de razao m/z sdao selecionados e encaminhados aos
detectores (LEARY, 1996).

Os analisadores do tipo armadilha de fons funcionam aprisionando os {fons
analitos dentro por campos elétricos tridimensionais, e estes podem ser analisados quantas
vezes o pesquisador necessitar (YATES, 1998).

A identificac@o das proteinas foi por muito tempo realizado através das técnicas
de Degradacdo de Edmam e pela utilizagao de anticorpos monoclonais, no entanto, a primeira
requer muito tempo de andlise, e a segunda € rdpida e sensivel, porém, requer a
disponibilidade de um grande conjunto de sondas de anticorpos especificos. Com o advento
de equipamentos contendo a ionizacdo MALDI associado ao analisador por tempo de voo
(MALDI-TOF) foi possivel identificar uma grande quantidade de proteinas em pouco tempo
de andlise. Segundo Thiede e colaboradores (2005), a técnica de Impressado digital de massas
peptidicas (PMF) se baseia no conceito de que se uma proteina € digerida com uma enzima

que apresenta uma dada especificidade de sequéncia, ela gera um conjunto de fragmentos com
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massas unicas e previsiveis, que podem ser considerados uma espécie de “impressao digital”
da proteina, na qual os produtos da clivagem sdo analisados no espectrométro de massas.

Neste experimento, os dados obtidos experimentalmente, chamados de espectros
de fragmentacdo, podem ser comparados com massas tedricas obtidas através de uma
clivagem in silico, utilizando-se de sequéncias presentes nos bancos de dados (HENZEL et
al., 2005). Neste sentido, existem vdrios algoritimos utilizados para a busca de sequéncia em
bancos de dados com espectros provenientes de andlises de MS/MS nido processados, como
por exemplo, Mascot, Sequest, PeptideSearch, ProteinProspector € Sonar MS/MS (MANN et.
al., 2001).

O Mascot € um servidor de pesquisa publico e gratuito onde sdo realizados
pesquisas de identificacdo de proteinas de sequéncia primdria por dados de espectrometria de
massas através de PMF (Peptide Mass Fingerprint) em bancos de dados publicos (Figura 3) .
(http://www.matrixscience.com/help/pmf_help.html)

A primeira escolha que vocé tem que fazer € qual banco de dados para pesquisa se
deve utilizar, deste modo, o site publico gratuito tem apenas algumas das bases de dados
publicas mais populares, mas um servidor em casa pode ter uma centena ou mais. Alguns
bancos de dados contém sequéncias de um udnico organismo. Outros contém entradas de
varios organismos, mas geralmente incluem a taxonomia para cada entrada, de modo que as
entradas para um organismo especifico pode ser selecionado durante uma pesquisa usando um
filtro de taxonomia. (http://www.matrixscience.com/help/pmf_help.html)

Os bancos de dados mais utilizados para pesquisa de PMF na plataforma Mascot é
o SwissProt e o NCBInr. No entanto alguns outros parametros devem ser pré-estabelecidos
para se realizar uma determinada busca de informagdes na plataforma do Mascot.

O SwissProt consiste em uma se¢do do banco de dados UniProt que trabalha em
colaboragdo entre o Instituto Europeu de Bioinformadtica, o Instituto Suico de Bioinformatica
e o Recurso de Informacdes de Proteinas. O Swiss-Prot (criado em 1986) é um banco de
dados de alta qualidade de sequéncias de proteinas ndo redundante, anotados manualmente,
que reune os resultados experimentais, os recursos apurados e conclusdes cientificas.

(www.uniprot.org)
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Figua 3 — Janela do servidor Mascot. Mostrando a sequéncia de todo os

parametros a serem preenchido para se realizar a busca de uma proteina em bancos de dados.

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Your name Fernando Email nandopesca2007@yahoo.combr

Search title

Database(s) Enzyme Trypsin -

NCBInr
contaminants
cRAP

Allowupto 1 = missed cleavages

Taxonomy Allentries -

Fixed |—none selected —
modifications

Acetyl (K) -
Acetyl (N-term)

Acetyl (Protein N-term)

Amidated (C-term)

Amidated (Protein C-term)

Display all modifications [C] Ammonia-loss (N-term C)

Biotin (K)

Biotin (N-term)

Carbamidomethyl (C)

Carbamyl (K)

Carbamyl (N-term) -

EF]

Variable |—nane selected — +
modifications

s

Da ~

ic @ Average

@ Data file | Selecionar arquivo_ | Nenhum arquivo selecionado

Query

Data input

Decoy [C] Report top AUTO - hits

Fonte: http://www.matrixscience.com

A anota¢@o manual consiste de andlise, comparacdo e fusdo de todas as sequéncias
disponiveis para uma determinada proteina, bem como uma revisdo critica da dos dados
experimental associados. Os curadores do UniProt extraem informacao bioldgica da literatura
e realizam vérias andlises computacionais e assim dentro da secio UniProtKB / Swiss-Prot
visam fornecer todas as informacdes relevantes sobre uma proteina particular.
(Www.uniprot.org).

Com estas andlises os curadores sdo capazes de descrever, em um udnico registro,
os diferentes produtos derivados de uma proteina de um certo gene a partir de uma dada
espécie, incluindo cada proteina derivada por splicing alternativo, polimorfismos € / ou p0s-
tradu¢do modificacdes. Familias de proteinas e grupos sdo regularmente revisados para
manter-se com as descobertas cientificas atuais.

O NCBInr consiste no Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia
(NCBI), uma divisao da National Library of Medicine (NLM) dos Institutos Nacionais de

Saude dos Estados Unidos da América, € uma empresa lider na drea de bioinformética que



32

fornece aos usudrios uma ampla quantidade de informacdes e ferramentas de estudos de
bioinformdtica que sdo registrados na literatura através de publicagdes on-line e depdsitos de
informas¢des em bancos de dados como PubMed, PubMed Central, e GenBank (KENT,
2008).

O Sequest é um algorotimo utilizado para estudos protedmicos que auxilia na
identificacdo de sequéncias de aminodcidos na base de dados que corresponde a massa do
peptideo medido por MS, além de realizar comparagdes entre os ions fragmetados po MS/MS

gerando uma pontuagdo preliminar para cada sequéncia de aminodcidos (MOORE, 2002).

Figura 4 — Janela de exibicdo dos resultados do Servidor Global ProteinLynx

(PLGs)
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Fonte : Manual do usudrio

A pontuacdo de correlacdo cruzada é dada a qualquer jogo de peptideo (Xcorr). O
sistema de pontuagdo € essencialmente probabilistico e opera através da estimativa de que
uma identificacdo de proteinas surgiu por acaso. A probabilidade € baseada em o niimero de
peptideos identificados a partir da proteina, o nimero total de peptideos identificados, e a
fracdo de peptideos tripticos distintos a partir da base de dados que se encontram presentes na

proteina identificada (MOORE, 2002).



33

O Sequest correlaciona os espectros de massa em tandem ndo interpretado de
peptideos com sequéncias de aminodcidos a partir de bancos de dados de proteinas e
nucleotideos. O Sequest ird determinar a sequéncia de aminodcidos e, portanto, as proteinas

dos organismos que correspondem ao espectro de massa a ser analisado ( YATES, 1995).
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3. PROTEOMICA EM ALGAS

A maioria dos estudos de protedmica em algas concentra-se nas microalgas, estes
estudos se destacam como forma de entendimento destes organismos a resposta a diferentes
fontes de estresse ou sinais ambientais (ROLLAND et al., 2009; KIM et al., 2005) e questdes
relacionadas a taxonomia (WANG et al, 2008), adaptacdes a realizacdo de fotossitese
(WINCK et al., 2012) e identificacdo de espécies potencialmente nocivas (VON et al., 2009) .

De acordo com o tabalho de Choi e colaboradores (2013), podemos perceber que
além dessas vertentes de investigacdes protedmicas utilizando microalgas, foi relatado neste
trabalho a diferenca entre o perfil protéico de Chlamydomonas reinhardtii relacinado com o
aumento de composicao lipidica entre uma cepa selvagem e uma cepa mutante do organismo
cultivado.

Quanto a estudos em macroalgas, existe uma grande escassez, devido a grande
dificuldade em isolar, do material bioldgico algiaceo, uma amostra somente de proteinas
(WONG et al., 2006). No entanto, pesquisadores do mundo todo vém incentivando pesquisas
protedmicas em macroalgas marinhas.

Segundo trabalho realizado por Wong, et al. (2006) observou-se o resultado de
um estudo proteomico realizado na alga marinha de grande valor comercial Gracilaria
changii, o qual se utilizou de diferentes métodos de extragdo proteica incluindo métodos de
precipitacao de proteinas para andlise protedmicas.

Neste trabalho inicialmente,foram testados quatro metodologias de precipitacdao
de proteinas, incluindo a por 4cido tricloroacético e acetona, a lise direta usando tampao de
ureia, tampao Tris e extracdo com fenol e cloroférmio, sendo comparados quanto ao sua
melhor performace no gel de eletrofoorese bidimensional (2-DE) O método do fenol e
cloroférmio de proteinas apresentou-se como a melhor metodologia pois obteve a melhor
resolucdo de 2-DE das proteinas.através de espectrometri de massas foi possivel identificar
proteinas pigmentares, enzimas metabodlicas e transpotadoras de ions (WONG et al., 2006).

Recentemente temos relatos de trabalhos protedmicos em alga marron como a
Saccharina japonica (Laminariales, Phaeophyceae) na qual foi verificada a correlagdo entre
as diferentes proteinas expressas nesta alga e o efeito da sazonalidade dentro do ambiente em
que elas vivem (YOTSUKURA et al., 2010).

Outro trabalho sobre protedmica de algas marinhas marrons foi descrito por

Contreras e colaboradores (2010), onde foi possivel identificar novas proteinas envolvidas na
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tolerancia de cobre na alga marinha Scytosiphon gracilis (Phaeophyceae), na qual este
organismo foi cultivado em dgua do mar, sem cobre (amostra controle) ou suplementado com
o metal a 100 ng'l.

Segundo estudos realizados por Kim e colaboradores (2008), abordagens
protedmica também podem ser realizadas em andlise de caracterizagdo genética através de
perfis de proteinas em mapas de eletroforese bidimensional que diferenciam grupos de
macroalgas vermelhas da espécie Bostrychia radicans, permitindo um cardter de
diferenciacdo taxondmica entre espécies.

Perfis de proteina, determinados por estudos protedmicos, podem ser utilizados
para identificar as proteinas marcadoras de uma determinada situacdo de vida do organismo
algal, tais como aqueles que respondem a alteracdes no ambiente, como temperatura,
salinidade e etc, 1sso leva a uma alteracdo em seu crescimento podendo ser anormal ou nao
(YOTSUKURA, 2012).

O entendimento do metabolismo das algas ¢ de extrema importancia para a
compreensdo das vdrias fungdes que estes organismos podem ter na area de biotecnologia, ou
seja, na producdo de compostos bioativos € biocombustiveis, bem como a sua utilizacdo em
sistema de biorremediacdo e na aquicultura integrada. Neste sentido, a protedmica é cada vez
mais vista como uma importante ferramenta biotecnolégica (NGUYEN et al., 2011).

Considerando a caréncia de estudos sobre protedmica em algas marinhas e em
especial da carragenofita Hypnea musciformis. O presente trabalho tem como objetivo
principal desenvolver metodologias de separacdo de proteinas de extrato protéico de Hypnea

musciformis e identificar as proteinas expressas pelo organismo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Coleta da alga marinha

A alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux, espécie
pertence a Familia Hypneaceae, Ordem Gigartinales, Divisdo Rhodophyta foi coletada na
Praia de Pacheco, Caucaia — CE durante as marés de sizigia, no més de novembro de 2012.

O material foi transportado em sacos pldsticos e, no laboratdrio, foi lavado em
dgua corrente seguida de dgua destilada para remocdo de sal da d4gua do mar. Posteriormente,
a alga foi macerada em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo até obtencdo de

um fino p6 e armazenada em freezer -20°C.

Figura 5 — Imagens da alga marinha vermelha Hypnea musciformis

Fonte: Arquivo pessoal.

4.2 — Extracoes das proteinas totais

A extracdo das proteinas totais da alga marinha vermelha Hypnea musciformis foi
realizada de acordo com o protocolo adaptado de WONG et al., (2006). Aproximadamente,
100 mg de alga macerada foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 2,0 mL contendo
tampao Tris-HCI pH 8,8 com NaCl 0,15M e deixada sob agitagdo por 4 horas. Posteriormente,

o material foi centrifugado a 9.000 xg a 4°C por 10 minutos. O precipitado foi descartado € o
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sobrenadante armazenado para uso em etapas posteriores.

4.3 - Fracionamento proteico com sulfato de aménio

A fim de remover os contaminantes da amostra e concentrar as protel’nas, 0 extrato
protéico foi fracionado através do método de precipitagdo de proteinas com sulfato de
amonio, em diferentes concentracdes (GE Healthcare, 2004). Para isso, o volume de extrato
total foi medido, adicionado em um béquer e deixado em agitacdo constante (agitador
magnético Fisaton). Em seguida, foi adicionado lentamente, sulfato de amodnio (113g de
sulfato de amonio por litro de solucdo) correspondente a 0-20% de saturagdo final.

O material foi deixado sob agitacdo lenta por 1 hora para solubilizar
completamente o sal, seguido de repouso por 4 horas a 4°C para precipitar parte das proteinas
presentes no extrato proteico. Posteriormente, o material foi submetido a centrifugacao 9.000
x g por 10 minutos a 4°C.

O precipitado denominado de Fracao 0-20 foi ressuspendido em 5 mL de tampao
Tris-HCI 40 mM pH 8,8 com NaCl 0,15, seguido de didlise exaustiva contra 4gua deionizada.
O sobrenadante teve seu volume medido e foi submetido a uma nova etapa de precipitacdo de
proteinas com sulfato de amoénio (121g de sulfato de amoénio por litro de solugdo),
correspondendo a 20-40% de saturag@o. O processo de precipitagdo prosseguiu como descrito
anteriormente, sendo obtidas as seguintes fracdes: Fracao 0-20 (113g de sulfato de amdnio por
litro de solugdo), 20-40 (121g de sulfato de amonio por litro de solugdo), 40-60 (130g de
sulfato de amonio por litro de solucdo), 60-80 (140g de sulfato de amodnio por litro de
solug@o) e 80-100 (152¢g de sulfato de amonio por litro de solugdo). Apds didlise exaustiva
contra dgua deionizada, cada fracdo foi centrifugada 9.000 x g por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi liofilizado para posterior utilizacao.

4.4 — Quantificacio de proteinas totais

A concentracdo das protefnas soluveis presentes no extrato total foi determinada

segundo método de Bradford (1976). Para isso, 100 uLL de amostra foi adicionado a 2,5mL do
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reagente de Bradford. O material foi deixado em repouso por 20 minutos e posteriormente foi
submetido a medida espectrofotométrica em comprimento de onda de 595 nm. O ensaio foi
realizado em triplicata. O valor absorbancia foi comparado a uma curva padrdo construida
com albumina sérica bovina (BSA) em diferentes concentragdes.

As proteinas soliveis presentes nas fracdes protéicas obtidas por sulfato de

amonio foram pesadas apds liofilizacdo.

4.5 — Eletroforese unidimensional

Para avaliar a qualidade do material proteico (do extrato total e fragdes proteicas)
foi realizada eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (PAGE) na presenca de
dodecil sulfato de sédio (SDS) utilizando sistema desnaturante descontinuo de acordo com a
metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptado para placas verticais. A eletroforese foi
realizada no sistema vertical Mini-PROTEAN 8.6 x 6.7 x 0.1 cm (Biorad).

Para a confeccao do gel de aplicacdo da amostra ou stacking gel foi utilizado (4%
de poliacrialmida em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8); o gel de separacdo ou resolving gel foi
constituido por (12% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8).

A amostra protéica foi solubilizada em tampao na concentracao final de 4mg/mL
(tampao Tris-HCI1 0,08 M pH 6,8, contendo glicerol 5%, SDS 2%, azul de bromofenol a
0,05%) contendo 2uL de B-mercaptoetanol. O material foi submetido a desnaturagdo por calor
a 100°C por 5 minutos e centrifugado a 9.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi utilizado para realizacdo da eletroforese, sendo 60 ug de amostra aplicados
no gel.

O marcador de peso molecular (GE Helathcare) utilizado consistiu na seguintes
proteinas: 97 kDa (fosforilase b), 66 kDa (albumina), 45 kDa (ovoalbumina), 30 kDa
(anidrase carb6onica), 21 kDa (inibidor de tripsina) e 14,4 kDa (a-lactoalbumina), sendo 8 uLL
aplicados no gel.

A corrida eletroforética foi realizada com auxilio de tampao de corrida apresentou
Tris 0,025M, Glicina 0,192M pH 8,3 e SDS 0,1%, onde o preparo da amostra foi feito a uma
concentracdo de 4 mg/mL, onde cada amostra liofilizada foi dissolvida em tampao de amostra
(Tris-HCI 0,08M pH 6,8, contendo glicerol 5%, SDS 2%, e 0,05% de azul de bromofenol)

contendo 2ulL de B-mercaptoetanol. Cada material foi aquecido e desnaturado em banho
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maria a uma temperatura de 100°C por 5 min. O material foi centrifugado por 2 minutos a
temperatura ambiente a 5.000 x g e 15 uLL de cada amostra foram aplicadas no gel PAGE-SDS
confeccionado, em poténcia 150 V, com corrente constante de 30 mA e 10 W (fonte BioRad)
durante 1 hora e 10 minutos.

Ao final da eletroforese, o gel foi deixado em repouso em solucdo de Comassie
Brilliante Blue R-250 a 1% em metanol: dcido acético:dgua (40:10:60) por 18 horas.

Posteriormente, uma solucdo descorante composta de 40% de etanol e 20% de
acido acético em dgua destilada foi utilizada para remover o excesso de corante depositado no
gel. Sucessivas lavagens com solucido descorante foram feitas no gel, até a visualizacdo de

bandas protéicas.

4.6 - Preparo da amostra para eletroforese bidimensional

As amostras protéicas, antes de serem submetidas a eletroforese 2-DE, foram
tratadas com o “2D Clean-Up Kit”. A fragao protéica de Hypnea musciformis, apos liofilizada,
foi pesada 1 mg em um micro tubo e ressuspendido em 100 uL de uréia/tioruéia. A esta
mistura foi adicionada 300 puL da solugdo precipitante do kit, agitado durante 3 minutos no
modo continuo € com velocidade de 600 x g e deixado em repouso e em gelo durante 15
minutos. Em seguida, foi adicionado 300 puL da solugdo co-precipitante do kit, o material foi
entdo misturado manualmente, e centrifugado a 12000 x g por 5 minutos a 4°C.

Posteriormente, foi removido o sobrenadante e centrifugado novamente nas
condi¢des anteriormente descritas, e realizada a remocao de residuos de sobrenadante. Apds
este procedimento, foi adicionado 40 uL de co —precipitante no topo do “pellet” e deixado em
repouso durante 5 minutos em gelo, depois o material foi centrifugado a 12000 x g, 5 minutos
e 4 °C e descartou —se o sobrenadante. Ao “pellet” foram adicionados 25 pL de agua
deionizada, 1 mL da solugdo “wast buffer” do kit acompanhados de 5 pL da solugdo “wast
additive” do mesmo, agitando-se durante 20 a 30 segundos e deixado em repouso durante 10
minutos, depois este foi centrifugado a 12000 x g, 5 minutos e 4°C e o sobrenadante
descartado. Este ultimo procedimento foi realizado 3 vezes e por fim deixado 10 minutos
evaporando para secar e posterior utilizacdo da amostra na reidratacdo (primeiro

procedimento da etapa de focalizacao).
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4.7 — Focalizacao isoelétrica

Os géis de SDS - PAGE foram preparados através do procedimento experimental
de eletroforese bidimensional descrito por Shagger (1987) com adaptacdes. Esta metodologia
seguiu inicialmente cinco etapas bem diferentes, para obtermos no final do processo uma boa
resolugdo das proteinas. As etapas podem ser indicadas como: 1) a reidratacdo das fitas de gel
(DryStrip’s); 2) a focalizagdo isoelétrica (1* Dimensdo); 3) o equilibrio das fitas de géis
(DryStrip’s) com um tampao contendo solugdo de Tris HCI 50 mM, glicerol 87%, uréia 6 M,
SDS 2% e azul de bromofenol; 4) eletroforese em gel de poliacrilamida SDS — PAGE (2*
Dimensao) e 5) a revelagdo dos géis.

As fitas de DryStrip’s utilizadas na reidratacdo da amostra protéica possuiam
intervalo de pH de 4-7 e 11 centimetros de comprimento, estas eram do tipo IPG (Gradientes
imobilizados de pH) linear.

Ao pellet protéico, que foi originado do procedimento de limpeza com o kit “2D
Clean-Up Kit” da GE, foram adicionados 300 pL de solu¢do tamponante e de re- hidratacao
contendo Uréia 7 M, Tiouréia 2 M, DTT 65 mM, IPG buffer 0,5% de pH 3-10, CHAPS 0,5%
e tracos de azul de bromofenol. Em seguida, as fitas de pH foram embebidas com esta solucao
protéica e acondicionadas em temperatura ambiente dentro dos “strip holder” (suportes de
porcelana que acomodam os géis com sua solucdo protéica) durante 18 horas.

Posteriormente, foi adicionado ao “strip holder” 1 mL de 6leo mineral sobre as
fitas afim de impedir a evaporacdo e desidratacdo da amostra durante o processo, além de
evitar a cristalizacdo da uréia. O material foi entdo deixado em repouso sob temperatura
ambiente por 16 horas. A focalizagado isoelétrica ocorreu logo apods a re-hidratagao.

Os “strip holder” foram levados ao aparelho de focalizagio ETTAN™ IPGphor
™ da GE Healthcare os quais foram submetidas a uma programacio de uma série de

voltagens por periodos de tempo diferentes conforme expresso na tabela 1.
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Tabela 1 : Parametros de voltagens utilizados para a corrida da 1° dimensao.

PASSOS MODALIDADES VOLTAGEM (V) TEMPO (h)

1 Step 200 1

2 Step 500 1

3 Step 1000 1

4 Gradiente 5000 1

5 Step 5000 1

6 Gradiente 8000 0,5

7 Step 8000 2,25

8 Step 150 20

4.8- Eletroforese bidimensional

Logo ap6s a focalizacdo isoelétrica as fitas foram submetidas a 2° dimensao, onde
as mesmas foram previamente equilibradas com uma solucdo contendo Tris HCL pH 8,8 1,5
M, Glicerol 87%, Uréia 6,0 M, SDS 2%, tragos de azul de bromofenol e dgua deionizada,
adicionado de 57,8 mg de DTT (Ditiotreitol) e posteriormente 69,3 mg de IAA
(Iodoacetamida) em intervalos de 15 minutos de um para o outro.

Em seguida, foi realizada a segunda dimensdao em gel de poliacrilamida SDS —
PAGE 12%. O marcador molecular padrdo consistiu de proteinas com peso molecular
conhecido, a saber: 97 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 21 kDa e 14 kDa.

A solucdo de corrida consistiu em SDS a partir da diluicdo do tampao 10x
concentrado que era composto de Tris-HCI 0,25M pH 8.8, Glicina 1,92M, SDS 1% e 4gua
deionizada. A corrida foi realizada sob os seguintes parametros: 300 V, 40 mA e 20 W. Apés a
corrida os géis foram retirados das placas de vidro, fixados e corados com 5ml do corante
Coomassie Blue G-250 (Blue silver) por 72 horas e por fim descorados para analisar a

presenca de proteinas separadas no gel.
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4.9 — Digitalizacao e analise dos géis

Os géis foram scaneados em equipamento digitalizador (ImageScanner III- GE), e
foram obtida imagens em formato de arquivo “mel”, as imagens obtidas em duplicata foram
analisados pelo programa Image Master versdo 7.0. Para obtencdo dos dados foram
realizados, basicamente, quatro etapas de processamento dos arquivos dos géis: melhora da
imagem dos géis e deteccdo dos spots, criacdo de matchs, criacdo de classes e obtencdo dos

resultados dos dados gerados pelo processamento.

4.10 — Digestao enzimatica de proteinas em gel

A digestdo enzimdtica foi realizada tal como anteriormente descrita por
SHEVCHENKOIN et al. 2006, onde inicialmente foi realizada a excisdo das bandas com
auxilio de uma ponteira e transferido para placas de 96 pogos com 100 uL de 4gua deionizada
para posterior digestdo enzimadtica.

Nas placas de 96 pogos seguiu-se com o descoramento da amostra utilizando para
isso o robd Digester. Para descorar foram realizados trés ciclos de adigdo e retirada de 100 pL
da solugao 100 uM de Bicarbonato de amdnio (B.A) com acetonitrila (ACN) (1:1 v/v), a cada
ciclo as placas foram deixadas sob agitacdo por 30 minutos em mesa agitadora e posterior
recolhimento do sobrenadante dos pocos da placa. Logo apds foi adicionado 100 uL ACN
100% e as placas foram entdo secas no speed vac.

O gel descorado, ap6s o procedimento de secagem anteriormente descrito, foi
entdo submetido a digestdo com a enzima tripsina (Tripsina Promega), a qual foi ativada com
B.A 10 mM, com ACN 10% e deixada em repouso e contato, durante 16 horas a 37°C, com as
proteinas contidas no pedacgo de gel.

Em seguida, foi realizada a remocdo dos peptideos (sobrenadante) utilizando
novamente o robd Digester, com sucessivas lavagens com dcido férmico 5% com 50% de
ACN sob agitacao por 15 minutos. Apds a extracdo peptidica, os pocos das placas foram

secos no speed vac.
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4.11- Preparo de amostra para ionizacao em fonte MALDI

Na seqiiéncia do procedimento experimental os peptideos foram transferidos para
as placa de MALDI, onde foi adicionado ao pogo da placa de limbo com 5 pL de &cido
trifluoacetico (TFA) 0,1% e aliquotado 1 pL na placa de MALDI, juntamente com a solucdo
saturada de matriz 4cido a-cyano-4-hydroxycinnamico em 50% de acetonitrila contendo dcido
trifluoroacético 0,1% na propor¢ao de 1:1., utilizando como amostra de referéncia o peptideo
[Glu]-fibrinopeptideo B (20 fmol/uL) de m/z 1570,57. Em seguida inseridas no espectrometro
de massas hibrido da Waters.

O espectrometro de massas SYNAPT HDMS — Waters Corp foi operado com
voltagem de 20 kV, analisador refletor ajustado em modo V com resolu¢do de 10.000 e
precisdo de 3 ppm. A varredura de massa dos peptideos foi na faixa m/z de 300 a 3.000. Para
os experimentos de MS/MS a faixa de m/z utilizada foi de 50 a 3000. Os dados coletados
foram processados e analisados utilizando o programa MassLynx v4.1 (Waters Corp.) e
ProteinLynx v2.4 (Waters Corp.). Os peptideos de m/z comuns a outras proteinas foram
identificados por busca em banco de dados utilizando ferramenta de pesquisa por padrao de
fragmentacdo dos peptideos nos programas ProteinLynx 2.4 (Waters Corp.) ¢ MASCOT

(Matrix Science).

4.12 - Sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas

sequencial (MS/MS) - ESI

Os peptideos obtidos das digestdes proteoliticas que ionizaram melhor por
MALDI foram novamente injetados em um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra-
performance (nanoAcquity, Waters Corp. Milford, USA) acoplado a uma fonte de nano
electrospray de um espectrometro de massa (Synapt HDMS, Waters Corp., Milford, USA). Os
peptideos foram previamente separados por cromatografia fase reversa em coluna C18 (75 pm
x 100 mm), eluida com um gradiente partindo de 10% a 85% de acetonitrila contendo 0,1%

de 4cido férmico, antes da andlise por MS/MS.

O espectrometro de massas foi operado em modo positivo, com a temperatura da
fonte de 90 °C e a voltagem do capilar de 3.0 kV. Os experimentos foram realizados utilizando

a funcdo DDA (Data Dependent Acquisition — Aquisi¢do Dependente de Dados) onde os ions
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precursores com carga entre +2 e +4 foram selecionados para andlise de MS/MS sendo
fragmentados através de CID (Collision Induced Dissociation — Dissociacdo induzida por
colisdo), utilizando argdnio como gids de fragmentacdo. O instrumento foi previamente
calibrado com fragmentos do fon duplamente carregado do [glul]-fibrinopeptideo B (m/z
785.84) gerados por CID enquanto que a correcdo de massas realizadas durante os
experimentos foi realizada com este fon intacto. Os dados foram coletados, processados e

analisados utilizando o programa MassLynx v 4.1 (Waters Corp) e ProteinLynx v 2.4 (Waters

Corp).

4.13 — Identificacao de proteinas

Os peptideos com sequéncia de aminodcidos comuns a outras proteinas foram
identificados por buscas em banco de dados utilizando as ferramentas de pesquisa por padrao
de fragmentacdo dos peptideos ProteinLynx 2.4 (Waters Corp) e MASCOT (Matrix Science).
Os peptideos que nao foram identificados por estes meios terdo suas sequéncias determinadas

através da interpretacdo manual dos espectros de fragmentacdo (sequenciamento de novo).
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5.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o preparo do extrato total, varios protocolos da literatura foram testados. No
entanto, muitos resultados foram insatisfatérios, no que diz respeito ao baixo rendimento de
proteinas totais e alto rendimento de pigmentos. Wong e colaboradores (2006) testaram quatro
diferentes metodologias de extracdo de proteinas totais para andlise protedmica:1: tampao Tis-
HCI pH 8,8; 2: TCA/acetona/SDS; 3: tampao de lise e 4: TRI reagente. Uma adaptacdo da
metodologia 1de extracdo com tampao Tris-HCI foi realizada adicionando-se fracionamento
das protefnas toais com sulfato de amonio como etapa posterior a extragdo protéica. Esta
metodologia foi util para concentrar as proteinas presentes no extrato proteico e fracionar os
contaminantes da amostra, como pigmentos por exemplo. A tabela 2 mostra a quantidade de

proteinas obtidas no extrato proteico e nas fracdes proteicas.

Tabela 2 — Quantificacdo de proteinas presentes no extrato proteico e fragdes (0-20, 20-40,

40-60, 60-80 e 80-100).

Amostra Concentracdo de proteina (mg)
Extrato proteico - 276
Fracao 0-20 15,6
20-40 153
40-60 82
60-80 14
80-100 183

Antes de prosseguir com a separacdo de proteinas utilizando -eletroforese
bidimensional € importante analisar a qualidade da amostra preparada. Para isso, as amostras
foram submetidas a eletroforese unidimensional e analisada quanto a presenca de bandas
proteicas bem definidas ou ndo. A anélise da eletroforese unidimensional de extrato protéico
mostrou a formacao de uma mancha (background) e auséncia de bandas proteicas, indicando a
presenca de contaminantes, muito provavelmente pigmentos presentes no extrato proteico da
alga (dado nao mostrado).

Ja as fracdes proteicas apesentaram bandas de proteinas bem definidas, que foram
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utilizadas na separa¢do multidimensional em 2DE-PAGE.

Figura 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% das fracdes protéicas.

0-20 20-40 40-60 60-80 80-100 M

bisl :

Pogo 1: Fragdo 0-20%, Poco 2: Fracdo 20-40% , Poco 3: Fracdo 40-60%, Poco 4: Fracdo 60-80%, Poco 5:

Frag@o 80-100% e Poco 6: marcador de peso molecular, com os seguintes pesos 97kDa, 66kDa, 45kDa, 30kDa,
21kDa e 14kDa.

A técnica de fracionamento de proteinas com sulfato de amonio € pouco utilizada
para o fracionamento protéico com objetivo de andlise proteomica. No entanto, tornou-se
necessario o uso desta técnica para remocao de contaminantes que impedia uma boa resolugdo
de separagdo das proteinas expressas em Hypnea muscifomis. Em 2008, Rhee e colaboradores
utilizaram a técnica de fracionamento de proteinas por sulfato de aménio como meio de
enriquecimento de proteinas extraidas da bactéria Helicobacteri pylori para estudos
protedmicos (PARK, et al., 2008).

A literatura mostra que ndo existe uma metodologia padrdo para o preparo de
amostras para andlise protedmica, sendo necessdrio utilizar inimeras ferramentas de forma
que se tenha ao final um pool rico em proteinas e livre de contaminantes (material ndo
proteico) (KULAKOWSKA, et al., 2007). Muitos trabalhos de protedmica de alga relataram

estudos comparativos de preparo de amostra proteica utilizando métodos como método do
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fenol (CONTRERA, et al .2010), Tampao Tris-HCl, TCA/acetona (WONG, et al., 2006);
(WANG, et al., 2009) e outros.

O trabalho da andlise protedmica da macroalga Ecklonia kurome relatou a
dificuldade no preparo de uma boa amostra devido aos altos niveis de interferentes
(compostos ndo protéicos) na amostra, principalmente carboidratos. Como estratégia de
remogdo destes interferentes, os autores utilizaram etanol e fenol e relataram a obtencdo de
um extrato protéico de alta qualidade (NAGALI, et al., 2008).

Quanto a separagdo de proteinas no gel de poliacrilamida, o resultado da
eletroforese unidimensional se refletiu de forma razodvel na eletroforese bidimensional. Todas
as fracdes foram solubilizadas em agentes caotropicos e detergente, sendo que essa
combinacdo contribui fortemente para a solubilizacdo das proteinas de quase todas as fracoes.
Isso foi concluido com base na presencga/auséncia e maior/menor quantidade de spots no gel.

Foi observado uma variacdo no ndmero de spots apresentados nos géis. As fracdes
com maior rendimento protéico foram acompanhadas de uma maior quantidade de spots. Nas
fragdes de menor rendimento protéico como a fracdo 0-20 e a fracdo 60-80 foram observados
pouco e auséncia de spots, respectivamente. A quantidade de spots obtidos em cada fragdo

pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 — Representagdo no nimero de spot por fracdo protéica.

Gel da Fracao Niimero de spots
0-20 28
20-40 115
40-60 56
60-80 0
80-100 96

O gel 2DE da andlise protedmica da macroalga Ecklonia kurome apresentou uma
maior quantidade de proteinas neutras, muito provavelmente pela estratégia de extracdo
protéica escolhida (etanol/fenol). Neste trabalho, os autores relataram a identificacdo de 27
proteinas por andlise em MALDI-TOF/TOF ( NAGAI, et al., 2008). No presente trabalho
foram extraidas proteinas 4cidas, neutras e bdsicas, o que, per si ressalta uma maior

performance no método de extragao.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X09003373
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Os géis abaixo expressos na Figura 7, foram processados no programa
ImageMaster e os spots enumerados com auxilio do software. Posteriormente, os spots foram
excisados e submetidos a digestdo proteolitica com tripsina (E.C. 3.4.21.4). Esta enzima ¢é
responsdvel pela catdlise da ligacdo peptidica cujo aminodcido da cadeia lateral apresenta
carga elétrica positiva (arginina e lisina). Dessa forma, os peptideos resultantes da catélise
adquirem carga positiva, o que contribui para a ionizacao dos peptideos quando submetidos a
andlise pela técnica de espectrometria de massa.

Neste trabalho foi possivel identificar algumas proteinas do proteoma da
macroalga H. musciformis. Os resultados obtidos a partir da andlise de peptideos no
espectrometro de massas foram a identificacdo de proteinas com pl 4dcido, neutro e bésico de
baixo e alto peso molecular como a cadeia beta da R-ficoetrina, cadeia alfa de ficoetrina,
laminina, cadeia beta de C-ficocianina (envolvidas na fotossintese da alga), UDP
glicosiltransferase (enzima envolvida na formacdo de glicolipios de membrana), 1-pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase (enzima envolvida na catdlise da oxida¢do da 1-pirrolina-5-
carboxilato em L-glutamato na presenca de NAD), (Figura 8), 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfate
sintase (enzima envolvida na catalise da reacdo de acilagdo e condensa¢do entre carbono 2 e
carbono 3 do piruvato e gliceraldeido-3-fosfato para produzir 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato),
chaperona, aspartato descarboxilase e fator de transcricao ( Figura 7).

Os resultados referentes a identificagdo pelo ProteinLinx de 3 spots que foram
separados por eletrospray da fragdo 20-40% da alga marinha H. musciformis estdo elencados

nas Tabelas 4, 5 e 6 .Esses spots estdo representados na Figura 8.

Tabela 4 — Identificacdo e caracteristica do spot 25 da fracdo 20-40% da alga marinha H.

musciformis mostrado na figura 8.

Proteina Massa Peptideo Seqiiéncia
N° do spot no Molecular Identificado

gel Observada
1589.7939 T1_795.90 TEYLALGVALVTGQR
1465.6580 T2_734.85 CAVAFLNNTASER

75 854.3578 T3_428.19 FLDAFSR
1191.6423 T4_597.33 LLNYSLVTGGR
814.4318 T5_408.22 DGELLLR

1762.8042 T6_882.42 FPSSSDLESVQLPSDR
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Tabela 5 — Identificacdo e caracteristica do spot 15 da fracdo 20-40% da alga marinha H.

musciformis mostrado na figura 8.

Proteina Massa Peptideo Seqiiéncia
N° do spot no Molecular Identificado
gel Observada
15 1286.6147 T1_644.32 LYGGSLVHQGEK
1465.6978 T2_734.85 CAVAFLNNTASER

Tabela 6 — Identificacdo e caracteristica do spot 13 da fracdo 20-40% da alga marinha H.

musciformis mostrado na figura 8.

Proteina Massa Peptideo Seqiiéncia
N° do spot no Molecular Identificado
gel Observada
1286.5844 T1_429.87 LYGGSLVHQGEK
1837.6987 T2_921.36 SCTAGDSCQCAYCGNK
13 1464.7043 T3_489.24 AAYVGGSDLEDLKK
1191.6423 T4_596.82 LLNYSLVTGGR

1856.9233 T5_929.45 YVSYALLAGDSSVLEDR
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Figura 7 — Eletroforese bidimensional de fragdes protéicas da alga marinha Hypnea

musciformis.
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A primeira dimensdo foi realizada em fitas de pH de 4-7 de 11cm e seguindo os passos: Step —200V; 1H; Step —
500V; 1H; Step — 1000V; 1H; Grad — 5000V; 1H; Step — 5000V; 1H; Grad — 8000V; 30 min; Step — 18000Vhr. A

segunda dimensao foi realizada em gel de poliacrilamida 12,5 %. As amostras foram tratadas com o Clean Up kit

(GE Healthcare). O marcador de massa molecular utilizado em cada gel foi constituido de proteinas com as

seguintes massas: 97kDa, 66kDa, 45kDa, 30kDa, 24kDa, 12kDa. Os géis foram corados com Comassie

Colloidal G250.
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Figura 8 — Foto do Gel (15%) de poliacrilamida da Fra¢dao 20-40% com fita de pH 3-10 de 11

centimetro da alga marinha Hypnea musciformis que foram submetidos a eletrospray (ESI);

Fonte: arquivo pessoal.
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Tabela 7 - Proteinas identificados pelo Mascot das fracdes protéicas da macroalga marinha

Hypnea musciformis.

Cédigo —
SwissProt

Scor

% de
cobertur
a

Funcdo da
proteina

MW/pl

Fraca

Spo

Proteina

Organismo

UGTP_STAE
Q

76

16

Glicotransferas
e envolvida na
formagdo e
biosintese da
membrana

45023/8,6
7

20-
40%

199

Processive
diacylglycerol
beta-
glucosyltransfera
se

Staphylococcus
epidermidis

P5CR_SCHP
(6]

71

12

Atividade
catalitica

30261/6,6
3

20-
40%

93

Pyrroline-5-
carboxylate
reductase

Schizosaccharomyc
es pombe

DXS_DECAR

69

Catalisa a
reacdo de
condensacio
entre 0s
Carbonos 2 e 3
do piruvato e
gliceraldeido-
3-fosfato, para
se obter 1-
desoxi-D-
xilulose-5-
fosfato (DXP)

66489/6,1
4

20-
40%

494

1-deoxy-D-

xylulose-5-

phosphate
synthase

Dechloromonas
aromatica

TAGH_LACL
A

71

13

Parte do
complexo
transportador
ABC TagGH
envolvido na
exportacdo de
Acidos
Teicdicos
exportacao.
Responsavel
pelo
acoplamento
de energia para
o
Sistema de
transporte de
CC.

52351/9,2
5

40-
60%

50

Teichoic acids
export ATP-
binding protein
TagH

Lactococcus lactis
subsp. lactis

PAND_LEGP
H

71

22

Catalisa a
descarboxilagd
o-dependente
piruvil de
aspartato para
produzir beta-

alanina

14823/5,9

80-
100

313

Aspartate 1-
decarboxylase

Legionella
pneumophila
subsp.
pneumophila
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6- CONCLUSAO

O presente trabalho contribui para um enriquecimento na literatura de proteomica
de macroalgas marinhas, contudo, necessita ser complementado pelo a realizacdo do
sequeciamento de novo para os peptideos que ndo foram identificados. Este tem como
conclusdo principal a identificacdo de proteinas com pl 4cido, neutro e basico de baixo e alto
peso molecular como a cadeia beta da R-ficoetrina, cadeia alfa de ficoetrina, laminina, cadeia
beta de C-ficocianina (envolvidas na fotossintese da alga), UDP glicosiltransferase (enzima
envolvida na formacdo de glicolipios de membrana), 1-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase
(enzima envolvida na catalise da oxidacdo da 1-pirrolina-5-carboxilato em L-glutamato na
presenca de NAD), presentes na fracdo 20-40% da macroalga marinha identificadas por
eletrospray e algumas proteinas identificados pelo Mascot das demais fra¢des, na qual infere
que a metodologia de extragdo de proteina seguida de um fracionamento por sulfato de

amonio € eficaz para a separagdo e identificacio de proteinas da H. musciformis.
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