UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PESCA

MARIA NAGILA CARNEIRO MATOS

INVESTIGACAO DO PERFIL PROTEOMICO DE Oreochromis niloticus (TILAPIA
DO NILO): IDENTIFICACAO DE PROTEINAS RELACIONADAS AO ESTRESSE
CAUSADO POR AMONIA.

FORTALEZA

2016



MARIA NAGILA CARNEIRO MATOS

INVESTIGACAO DO PERFIL PROTEOM)ICO DE TILAPIA DO NILO (Oreochromis
niloticus): IDENTIFICACAO DE PROTEINAS RELACIONADAS AO ESTRESSE
CAUSADO POR AMONIA

Tese de Doutorado apresentada a Coordenacdo
do Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia
de Pesca da Universidade Federal do Ceard,
como parte de requisito parcial para obten¢do
do titulo de Doutor em Engenharia de Pesca.
Area de concentracio: Biotecnologia e
Genética de Recursos Aquaticos.

Orientador: Prof. Dr. Celso Shiniti Nagano

FORTALEZA

2016



Dados Internacionais de Catalogag@o na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Matos, Maria Nagila Carneiro.
Investigagdo do perfil protedmico de Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo) : Identificagdo de proteinas
relacionadas ao estresse causado por amoénia. / Maria Nagila Carneiro Matos. — 2016.
107 £. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia de Pesca, Fortaleza, 2016.
Orientagdo: Prof. Dr. Celso Shiniti Nagano.

1. Tilapia. 2. Aménia. 3. Protedmica. 4. Biomarcadores. 5. Lectina. . Titulo.
CDD 639.2




MARIA NAGILA CARNEIRO MATOS

INVESTIGACAO DO PERFIL PROTEOMICO DE TILAPIA DO NILO (Oreochromis
niloticus): IDENTIFICACAO DE PROTEINAS RELACIONADAS AO ESTRESSE
INDUZIDO POR AMONIA.

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceard, como parte de
requisito parcial para obtengdo do titulo de
Doutor em Engenharia de Pesca. Area de
concentracdo: Biotecnologia de Recursos
Aquaticos.

Aprovada em: 26/08/2016

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Celso Shiniti Nagano (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Rodrigo Maranguape Silva da Cunha
Universidade Estadual Vale do Acarai (UVA)

Prof. Dr. Alexandre Holanda Sampaio
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr. Mayron Alves de Vasconcelos
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Jodo Garcia Alves Filho
Faculdades Inta



A Deus,
Aos meus pais, Osterno e Maria Carneiro

Ao meu esposo Daniel



AGRADECIMENTOS

A DEUS pelo o dom da vida, por me conceder sabedoria, for¢a, animo e fé para superar todos
os obstédculos e por me proporcionar momentos de alegrias e felicidades.

Aos meus pais (José Osterno e Maria Carneiro) por todo o amor, carinho, educagdo e
ensinamentos que me passaram, voc€s sao a razdo da minha existéncia, amo
incondicionalmente.

Ao meu esposo Daniel pelo seu apoio, amor, companheirismo e dedica¢do. Sou muito grata por
ter sido paciente e ter compreendido a minha auséncia durante esses anos, vocé € meu presente
de DEUS.

Ao meu orientador, Celso Shiniti Nagano, pelos seus ensinamentos, orientacdo, confianca,
compreensdo, paciéncia e pelo exemplo de profissional que és.

Ao Prof. Gustavo Hitzschky Fernandes Vieira (In memoriam) pela orientacio e
acompanhamento dos primeiros passos dados na pesquisa cientifica, que DEUS o conceda junto
dele.

Ao Prof. Rodrigo Maranguape Silva da Cunha por ter disponibilizado o NUBIS para a
realizacdo da andlise protedmica, por seu apoio, amizade e ensinamentos.

Ao Prof. Marcelo Sa pela colaboragdo e por ter disponibilizado os peixes tildpia do Nilo para
os experimentos de protedmica.

Ao ROmulo pelos ensinamentos, contribuicio e disponibilidade sempre prestada para a
conclusdo desse trabalho.

Ao Prof. Edson Teixeira e Mayron Vasconcelos pelas atividades biolégicas da lectina.
Aos estudantes Paulo e Lucas pela ajuda nas inimeras amostras para digestdo proteolitica.
A Gracy pela ajuda nas cromatografias e por sua amizade.

A Suzete pela amizade e ajuda sempre prestada.

Aos amigos do Biomar-Lab: Renata, Romulo, Suzete, Gracy, Lucas, Paulo, André, Winnie,
Hildi, Alexandra, Jefferson, Dayara, Renato, Tulio e David pelo apoio, amizade e por os dias
de trabalho compartilhados.

Aos amigos do NUBIS: Katiane, Nayanne, Flavia, Paulo, Carlos, Rafael, Nivea e Erivan pela
boa receptividade e pelos bons momentos de trabalho.

As minhas amigas-irmas: Joice, Verdnica, Monica e Telma por me fazer conhecer o verdadeiro
sentido de amizade, companheirismo, solidariedade, humildade, unido e fraternidade. Sou
muito feliz de ter pessoas como vocés ao meu lado, que se alegram e vibram a cada vitdria
conquistada.



Aos meus irmaos queridos: Antonia Licia, Marcleide, Reginaldo, Dagina, Daiane, Washington
e Mateus pelo o afeto, apoio, unidade e companheirismo.

Aos meus sobrinhos que amo tanto: Luis Emanuel, Samily, Luis Gabriel, Isabely, Mirela, Jodo
Paulo, Milena, Maisa e Miguel pelos momentos de risadas e afeto.

Aos amigos queridos: Sdmia, Moemia, Raulzito, Ricardo, Jodo Garcia, Daniel de Brito, Tatiana
Maria, Cleane, Gleiciane, Simone, Clareane, Ivanice, Claudia, Luciana, Mayara Torquato,
André, Nélia, Viviane e Wagner pelo apoio, ensinamentos, amizade e pelos bons momentos de
descontragdo.

A CAPES pelo apoio financeiro.
A Universidade Federal do Ceard por contribuir na minha formacio profissional.
Aos funciondrios e professores do Programa de P6s-Graduacao em Engenharia de Pesca.

Enfim, a todas as pessoas que contribuiram direto ou indiretamente para a realiza¢do desse
trabalho.



“O cientista ndo ¢ o homem que fornece as

verdadeiras respostas; €é quem faz as

verdadeiras perguntas”. (Claude Lévi-Strauss).



RESUMO

A investigacdo do proteoma é um componente essencial para fornecer informagdes acerca das
proteinas envolvidas em estresses. O presente trabalho tem o objetivo de determinar possiveis
alteracdes no perfil de expressdo de proteinas induzidas por estresse com amodnia, em tecido
hepatico e branquial de Oreochromis niloticus (Tildpia do Nilo) e identificar possiveis
biomarcadores relacionados a esse estresse, bem como, isolar e caracterizar uma lectina
identificada no tecido hepatico de tildpia. Os peixes foram cultivados em sistema outdoor e
divididos em dois grupos: grupo experimental (que ndo recebeu aeracdo mecanica) grupo
controle (que recebeu aeracdao mecanica da dgua). Foram utilizados 10 peixes de cada grupo
para andlise protedmica. O perfil das proteinas foi obtido através da técnica de eletroforese
bidimensional e a identificacio por espectrometria de massas. Para o isolamento e
caracterizacdo da lectina foi utilizado peixes comercialmente disponiveis. A andlise protedmica
comparativa revelou alteracdo na expressao de 24 spots no figado e 6 spots em branquias do
grupo experimental. Os spots diferencialmente expressos foram submetidos a andlise de
espectrometria de massas, com identificacdo resultante de 5 proteinas para figado e nenhuma
para branquias. As proteinas com nivel de expressdo alterado no figado estdao envolvidas na
estrutura celular, transducdo de sinal, modificagc@o proteica, metabolismo e transporte, as quais
podem ser fortes candidatas a biomarcadores de estresse por amonia. Estas podem estar
relacionadas a recuperagdo e protecdo celular, evitando danos severos na célula. Esses
resultados podem fornecer uma melhor compreensao sobre as proteinas que estdo envolvidas
na resposta ao estresse estudado. Também foi isolada uma lectina do figado de tildpia a partir
da combinacdo das cromatografias de afinidade e troca idnica, apresentando um peso molecular
estimado por SDS-PAGE em 26 kDa, foi inibida com mais eficiéncia pelo acucar 4-Nitrofenil
B-Galactopironosideo, inibindo a atividade lectinica a uma concentracdo de 1.562 mM, exibiu
toxicidade a nduplios de Artemia sp apOs 48 horas e apresentou interferéncia na formacao de
biofilmes nas concentracdes de 31,25 e 62, 5 ng/mL para Staphylococcus aureus e de 125 e 250
ug/mL para Escherichia coli e inibiu significantemente o nimero de células vidveis nas

bactérias testadas.

Palavras Chaves: Tildpia. Amonia. Protedmica. Biomarcadores. Lectina



ABSTRACT

The investigation of the proteome is an essential component to provide information about the
proteins involved in stress. This study aims to determine possible changes in the expression
profile of proteins induced by stress with ammonia in liver and gill tissues of Oreochromis.
niloticus (Nile tilapia) and identify potential biomarkers related to stress, as well, purify a lectin
identified in the liver of tilapia. The fish were grown in outdoor system and divided into two
groups: negative control (they received no mechanical aeration) positive control (which
received mechanical aeration of water). 10 fishes from each group were used for proteomic
analysis. The proteins profiles were obtained by two-dimensional electrophoresis and identified
by mass spectrometry. Lectin was isolated from liver of commercially available fish.
Comparative proteomic analysis revealed changes in the expression of 24 spots in the liver and
6 spots in the gills at the negative control. The differentially expressed spots were subjected to
analysis of mass spectrometry, with resulting identification of 5 proteins for liver and in gills
were not identified. The altered expression levels proteins in the liver are involved in cell
structure, signal transduction, protein modification, metabolism and transport, which can be
strong candidates for ammonia biomarkers stress. This may be related to the recovery and cell
protection by preventing severe damage to the cell. These results may provide a better
understanding of the proteins that are involved in the stress response studied. It has also been
isolated lectin of tilapia liver from the combination of affinity and ion exchange
chromatographies, having a molecular weight estimated by SDS-PAGE at 26 kDa, was
inhibited more efficiently by the 4-Nitrophenyl B3-Galactopironoside sugar, inhibiting the lectin
activity at a concentration of 1,562 mM, exhibited toxicity at Artemia sp after 48 hours and
showed interference in the formation of biofilms in concentrations of 31,25 and 62 5 ug/mL for
Staphylococcus aureus and 125 and 250 pg/mL for Escherichia coli and inhibited significantly

the number of viable cells in the tested bacteria.

Key words: Tilapia. Ammonia. Proteomics. Biomarkers. Lectin
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