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RESUMO

A ficologia ¢ o ramo da Botanica que estuda as algas, organismos autotroficos e
fotossintéticos que produzem oxigénio e vivem em ambientes aqudticos, em assembleias
heterogéneas de organismos podendo ser unicelulares ou multicelulares representando
respectivamente microalgas e macroalgas. Atualmente, a crescente demanda por produtos
cosmecéuticos, substancias que tém propriedades cosméticas e farmacéuticas, e nutracéuticos,
substancias consideradas como alimento ou parte de alimento que fornecem algum beneficio
alimentar, médico ou de saude, incluindo prevengao e tratamento de doengas, tem despertado
grande interesse em identificar e estudar novas biomoléculas. Neste contexto, existem varios
organismos que se mostram com um enorme potencial biotecnologico, dentre os quais se
destacam os organismos aquaticos, como microalgas de e as macroalgas marinhas. A
macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis ¢ um exemplo deste tipo de organismos e,
portanto é a espécie foco deste trabalho, pois apresenta uma variedade de composto
biologicamente ativos que devem ainda ser estudados com maior profundidade, e que
apresentam diferentes atividades bioldgicas. A Biotecnologia ¢ uma ciéncia que envolve a
aplicacdo dos conhecimentos de fisiologia, bioquimica e genética sendo amplamente utilizada
na identifica¢do e caracterizacdo de novas moléculas, como por exemplo, as proteinas, cujo
estudo ¢ denominado de protedmica. Estas proteinas foram analisadas em bancos de dados
protéicos através de dois parametros importantes: pl (ponto isoelétrico) ¢ MM (massa
molecular). Este estudo demonstrou que esta espécie algal possui proteinas correspondentes
em organismos de diferentes tdxons e que possuem diferentes atividades bioldgicas.

Palavras-chaves: Alga marinha. Proteinas. Protedmica. 2DE. Compostos bioativos. Hypnea
musciformis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

A ficologia ¢ o ramo da Botanica que estuda as algas nos aspectos que se
relacionam com metabolismo, fotossintese, taxonomia, morfologia, fisiologia, citologia,
reproducdo e crescimento.

As algas sdo seres autotroficos e fotossintéticos que produzem oxigénio e vivem
em ambientes aquaticos, em assembleias heterogéneas de organismos podendo ser
unicelulares ou multicelulares correspondendo, respectivamente, as microalgas e as
macroalgas (GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009). Ao realizarem fotossintese, as
algas transformam energia luminosa solar em energia quimica que resulta na incorporagao de
biomassa. Assim podem ocupar todos os meios que lhes ofere¢am luz e umidade suficientes
para se desenvolverem (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

O oxigénio produzido pelas algas ao se dissolver na agua ¢ usado pelos demais
organismos aquaticos, como por exemplo, pelas bactérias, que atuam na mineralizacdo e no
ciclo dos elementos quimicos, e servem como alimento para animais herbivoros e onivoros.
Estes micro-organismos ao morrerem, seus constituintes quimicos sofrem transformagdes nos
sedimentos, sdo solubilizados e reciclados na agua (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Além
disso, contribuem na producdo de oxigénio utilizado na respiragdo celular dos demais
organismos heterotréficos. Segundo Guschina e Harwood (2006), as algas respondem por
mais da metade da produtividade primaria na base da cadeia alimentar.

As algas sdo encontradas em aguas doces, na dgua do mar, sobre os solos imidos
ou mesmo sobre a neve. Quer sejam uni ou pluricelulares, as algas retiram todos os nutrientes
que precisam do meio onde estdo — solugdo ou umidade — e, portanto, sdo organismos
fundamentalmente aquaticos (LOBBAN; HARRISON, 1997).

De acordo com Vidotti ¢ Rollemberg (2004), as algas sao consideradas em trés
diferentes reinos: Monera, Protista e Plantae. As algas macroscopicas bentonicas dominantes
no ambiente marinho sdo multicelulares e se organizam em trés principais divisdes ou filos,
Rhodophyta, representada pelas algas vermelhas, Phaeophyta, pelas algas marrons ou pardas e

as Chlorophyta, pelas algas verdes (LOBBAN; HARRISON, 1997).
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As algas sdo um grupo de organismos muito variado e altamente especializado.
Além disso, a sistematica de algas baseia-se nos tipos e combinagdes de pigmentos
fotossintéticos presentes nas diferentes espécies. A natureza quimica dos produtos de
armazenamento e paredes celulares de algas também desempenha um papel importante no
agrupamento destes organismos (HOEK; MANN; JAHNS, 1995).

Algas eucaridticas sdo um grupo muito diversificado de organismos que habitam
uma grande variedade de ecossistemas, ocorrendo nos mais diversos ambientes, desde
desertos e at¢ na Antartida (GUSCHINA; HARWOOD, 2006). Apesar da simplicidade
aparente destes organismos, algumas algas possuem organelas especificas, como os
cloroplastos, que s6 sdo encontrados nos vegetais superiores (VIDOTTI; ROLLEMBERG,
2004).

A distribuigao destes organismos no ambiente esta relacionada com a temperatura
e salinidade da agua, disponibilidade de luz solar, correntes dos oceanos e das condigdes
fisicas e quimicas ambientais (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Segundo Sheath (1984), o regime de luz, incluindo as flutuagdes na qualidade,
intensidade e fotoperiodo, ¢ um dos principais fatores que afetam a distribuicdo ¢ a
sazonalidade, por exemplo, de algas vermelhas dulcicolas.

As macroalgas marinhas possuem corpos ou talos em trés diferentes designacdes
microscopicas: cenocitica, parenquimatosa e pseudoparenquimatosa. Portanto, podem ser, do
ponto de vista citologico, bem diferenciadas.

As algas com corpo cenocitico sao compostas por uma matriz citoplasmatica
unica e multinucleada. Essas algas sofrem repetidas divisdes nucleares sem formar as paredes
das células, portanto sdo unicelulares (BARSANTI et al., 2008).

As algas com corpo parenquimatoso possuem tecidos e uma matriz celular, muitas
vezes interligados intercelularmente por conexdes conhecidas como plasmodesmos
(GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009). Essas algas possuem tecido composto de
células indiferenciadas e crescimento proveniente de um meristema com a divisao celular em
trés dimensdes. Esta organizagdo estd presente em muitas das algas marrons (BARSANTI et
al., 2008).

As algas com talo pseudoparenquimatosas sdo compostas de uma agregagao
frouxa ou de numerosas filamentos entrelacados e ramificados que, coletivamente, formam o
talo, unidos por mucilagens, especialmente em algas vermelhas (BARSANTI et al., 2008) e

sao fundamentalmente filamentosas (GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009).
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De acordo com Barsanti et al. (2008), as algas marinhas podem tolerar uma ampla
variagdo de pH, temperatura, turbidez, concentracdo de CO; e O, dependendo das condi¢des
do ambiente em que vivem. Thompson (1996) relata que a capacidade das algas para se
adaptarem as condi¢des ambientais se reflete em uma excepcional variedade de padroes de

lipidios, bem como com a sua capacidade de sintetizar uma série de compostos incomuns.

1.2 Algas marinhas vermelhas

Algas vermelhas sdo pertecentes ao filo Rhodophyta e representam um grupo
antigo, com peculiares caracteristicas morfologicas, bioquimicas e de historia de vida,
incluindo uma completa auséncia de flagelos (MAGGS et al., 2011). Algas vermelhas ou
rodoficeas sdo as algas eucaridticas que possuem plastidios contendo clorofila a e d e
ficobilinas como pigmentos fotossintéticos (GANTT, 1996). Estima-se que existem neste filo
de 500-600 géneros e o numero de espécies chega a ultrapassar 5.000 (GRANHAM,;
GRANHAM; WILCOX, 2009).

Os plastidios sdo conhecidos como “rhodoplasts”, os quais estdo rodeados por
duas membranas (RAGAN; GUTELL, 1995), como também ¢ o caso em algas verdes e
plantas. As duas membranas encontradas nos plastidios podem ter sido originadas pela
fagocitose de um endossimbionte de cianobactérias, que com o passar do tempo evoluiu e
tornou-se um plastidio.

Segundo Granham, Granham e Wilcox (2009), os plastidios de algas vermelhas
estdo intimamente relacionados com os das algas verdes, porém estas organelas ndo contém
amido. Em vez disso, possuem granulos de uma glucana ramificada, conhecida como amido
das florideas, localizados no citoplasma da célula algal que sdo responsaveis pela reserva
nutricional das algas vermelhas. As algas verdes, por sua vez, possuem o amido verdadeiro.

A cor vermelha dessas algas ¢ produzida pela ficoeritrina, um pigmento acessorio
fotossintético, que esta localizado nos cloroplastos. Os pigmentos ficocianina e aloficocianina
também estdo presentes e sdo azuis. Esses pigmentos apresentam caracteristicas similares
(anel tetrapirrdlico linear) e sdo conhecidos como ficobilinas. Eles ocorrem ligados a
proteinas, formando uma classe de compostos chamados ficobiliproteinas. As ficoeritrinas sao

os pigmentos dominantes nas algas vermelhas e se dividem em cinco tipos: B- ficoeritrina (I e
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II) e R- ficoeritrina (I, IT e III) que parecem ser quase aleatoriamente distribuidos entre os
diversos grupos das rodofitas (HOEK; MANN; JAHNS, 1995).

As algas marinhas vermelhas apresentam em sua parede celular uma estrutura
chamada de pit conection ou pit plugs que sdo Unicas desta classe, porém em algumas
espécies podem estar ausentes. Existem pelo menos sete tipos diferentes de plugs que podem
ser reconhecidos por recursos de ultraestrutura, e sua distribuicdo entre as rodofitas fornece
informagdes valiosas para sua taxonomia (HOEK; MANN; JAHNS, 1995).

Algas vermelhas sdo tradicionalmente divididas em dois grupos, baseados em
caracteristicas morfologicas, anatomicas e diferencas na historia de vida: (i) Bangiophyceae e
(i1) Florideophyceae (WOELKERLING, 1990). De acordo com Ragan e Gutell (1995),
algumas caracteristicas diferenciam as Bangiophyceae das Florideophyceae, como condi¢ao
nuclear de uninuclear para multinuclear, localizacao dos plastidios em axial para periférica,
divisdo celular intercalar para na maior parte apical e presenca de pit conections ausente e
presente, nos respectivos grupos. Estudos como o de Muller et al. (2001) mostraram que a
filogenia molecular das algas vermelhas indica que as Florideophyceae evoluiram das
Bangiophyceae.

As algas vermelhas possuem uma parede celular rigida formada por microfibrilas,
que podem ser compostas de celulose ou polimeros de monossacarideos diferenciados e uma
matriz mucilagenosa, formada por outros polimeros de galactose sulfatada como agar e
carragenana. Essa matriz mucilagenosa ¢ responsavél por evitar a dessecagdo, além de
possibilitar flexibilidade e textura escorregadia, caracteristicas deste grupo.

Estas algas em sua maioria sdo compostas por filamentos que se encontram
densamente entrelagados e unidos pela matriz intracelular mucilagenosa (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007). As células das Florideophyceae consistem em mais de 70% de moléculas
soliveis em agua que sdao as galactanas sulfatadas como agares e carragenanas (HOEK;
MANN; JAHNS, 1995).

As algas vermelhas possuem reproducao assexuada e sexuada. As Bangiophyceae
se reproduzem assexuadamente por meio de esporos unicelulares enquanto as
Florideophyceae por meio de monodsporos. A reproducao sexuada ¢ caracteristica da maioria
das algas vermelhas, e esta envolvida com a fusdo de um espermécio, gameta masculino, com
o carpog6nio, gameta feminino, que desenvolve o tricogino, um alongamento do carpogdnio.
O ciclo de vida das algas vermelhas é conhecido como bifasico ou trifasico com alternancia
de geragdes. Bangiophyceae que tém reproducdo sexuada apresentam alterndncia bifasica de

geragdes (GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009).
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1.3 Importancia dos compostos bioativos de algas marinhas

Atualmente, a crescente demanda por produtos cosmecéuticos, substancias que
tém propriedades cosméticas e farmacéuticas, e nutracéuticos, substancias consideradas como
alimento ou parte de alimento que fornecem algum beneficio alimentar, médico ou de satde,
incluindo prevencado e tratamento de doengas, tem despertado grande interesse em identificar
e estudar novas biomoléculas. Neste contexto, existem varios organismos que se mostram
com um enorme potencial biotecnoldgico, dentre os quais se destacam o0s organismos
aquaticos, como microalgas e macroalgas.

As macroalgas marinhas possuem pigmentos do tipo bilinas e carotenoides, fenois
e macromoléculas como proteinas, polissacarideos sulfatados e lipidios que podem ser
importantes ferramentas nas areas de biomedicina, agricultura, aquicultura, farmacéutica e de
cosméticos e assim se tornam matéria-prima de alto grau de utiliza¢do e valor econdmico nos
produtos biotecnoldgicos (CARDOZO et al., 2007). Estes compostos bioativos cada dia mais
vém sendo descobertos e estudados por varios pesquisadores no mundo todo, como os

descritos a seguir.

1.3.1 Acidos graxos poli-insaturados

Acidos graxos sio compostos organicos formados por uma cadeia de
hidrocarbonetos € um grupo carboxilico que ¢ normalmente limitado com glicerol formando
glicerideos (mono-, di- ou triglicerideos). Dependendo da natureza da cadeia do
hidrocarboneto, os acidos graxos podem ser saturados ou insaturados, que por sua vez pode
ser mono ou poli-insaturados. Muitos dos acidos graxos podem ser sintetizados por seres
humanos, mas ha um grupo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), os 4cidos graxos
essenciais, que o organismo humano nao pode produzir: 6mega-3 (03) e dmega-6 (w6)
(RODRIGUEZ et al., 2009).

Os PUFAs desempenham papéis importantes no metabolismo celular e do tecido,
incluindo a regulacdo da fluidez da membrana e transporte de oxigénio, bem como adaptacao

térmica (FUNK, 2001).
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Alguns estudos indicam que o conteiido quantitativo de PUFAs em algas depende
das condi¢des do habitat, e que o regime de maré ndo influencia qualitativamente na posi¢ao
de lipidios polares e de acidos graxos, mas muda o teor de lipidos e propor¢cdo de PUFAs
(VASKOVSKY et al., 1996).

As algas vermelhas possuem diversos tipos de PUFAs. Estudos com algas dos
géneros Gracilaria e Laurencia mostraram que elas sdo ricas em PUFAs, principalmente
C20:4 (w6) e C20:5 (w3) para Gracilaria e C16:2 (w6), C20:2 e C20:5(w3) para Laurencia.
Além disso, outros acidos graxos, saturados e insaturados, foram observados, mas em
quantidades menores (KHOTIMCHENKO; VASKOVSKY; TITLYANOVA, 2002; LI et al.,
2002; WAHBEH, 1997).

1.3.2 Carotendides

Os carotendides sdo compostos isoprendides que em sua maioria possuem uma
cadeia de carbono central com alternancia de ligagdes simples e duplas e carregam diferentes
grupos terminais ciclicos ou aciclicos. Suas principais fungdes bioquimicas sdo determinadas
pelo sistema de ligagdes duplas conjugadas, que também ¢é responsavel pela sua cor
(BRITTON, 1995).

Os carotenoides sao divididos em categorias de acordo com sua composi¢ao
quimica como carotenos ou xantofilas (oxicarotenos). Assim pode-se exemplificar como
participantes do grupo dos carotenos o -caroteno, a-caroteno e licopeno que sdo compostos
apenas por atomos de carbono e hidrogénio. No grupo das xantofilas encontram-se a
zeaxantina, luteina, a- e B-criptoxantina, que sdo compostos que tém pelo menos um atomo de
oxigénio. As cantaxantina e astaxantina sdo xantofilas importantes com grupos hidroxi como
elementos estruturais (STAHL; SIES, 2005).

Os principais carotendides presentes nas algas vermelhas sdo: B-caroteno, o-
caroteno, luteina, zeaxantina, anterixantina, violaxantina, o ¢ B-criptoxantina. Estas moléculas
possuem varias atividades biologicas. De acordo com Okai (1996), o principio ativo para
atividade antimutagénica em um extrato de uma alga vermelha Porphyra tenera foi detectada
trés pigmentos principais que correspondem a P-caroteno, clorofila a e luteina, além de

encontrar resultados que atribuem a estes compostos atividades de supressdo contra
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mutagénico induzida em um gene de expressdo da Salmonella typhimurium (TA 1535/pSK

1002).

1.3.3 Ficocolodides ou galactanas

Ficocoloides sao polissacarideos de alto peso molecular compostos por polimeros
de unidades de agucares (CARDOZO et al., 2007). As galactanas de algas sdao polissacarideos
sulfatados tendo geralmente uma cadeia linear constituida de trés cadeias alternadas de B-D-
galactopiranose ligadas a quatro residuos de a-galactopiranose. Os residuos de B-galactose
sempre pertencem a série D, enquanto que os residuos a-galactose sdo D em carragenas e L
em agares. Uma parte substancial dos residuos a-galactose pode existir na forma de um
derivado 3,6-anidro (TRUUS et al., 2006).

Os polissacarideos sulfados sdo os principais componentes estruturais das paredes
das células de algas e podem estar envolvidos nos mecanismos de reconhecimento entre algas
e patogenos (POTIN et al., 1999).

O galactanas de algas vermelhas, dgar e carragenana, sdo o0s principais
hidrocoldides usados como agentes de texturizagdo alimentares e ndo alimentares. A
propriedade de gelificagdo peculiar desses compostos ¢ atribuida as suas caracteristicas
quimicas, as quais na ultima década vém sofrendo grandes modificagdes em sua
caracterizagdo, pois os avangos nas técnicas quimicas, fisico-quimicas e métodos fisicos,
permitiram uma melhor caracterizacdo estrutural desses polimeros (LAHAYE, 2001).

Agar é o nome genérico para galactanas de algas e se refere aos polissacarideos
geletificantes que contém uma estrutura basica de hidrocarbonetos com alternancias de
cadeias a (1-4)-3,6-anidro-L-galactose e residuos de B (1-3)-D-galactose, com uma pequena
quantidade de sulfato de esterificagio (LAHAYE, 2001). As carragenanas consistem nas
galactanas sulfatadas soliiveis em agua que apresentam uma cadeia de hidrocarbonetos e
alternancias de cadeias a (1-4)-3,6-anidro-D-galactose e residuos de B (1-3)-D- galactose
(GONCALVES et al., 2002).

As carragenanas sdo tradicionalmente classificadas por um prefixo grego de
acordo com seu padrdo de sulfatacdo e presenga da ponte de 3,6-anidro na cadeia a-D-
galactose. As trés carragenanas comercialmente mais importantes sdo designadas de A

(lambda) carregenana, 1 (iota) carragenana e x (kappa) carragenana (CARDOZO et al., 2007).
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A distribuicao das diferentes estruturas repetidas das galactanas ¢ dificil de se
estabelecer, devido a natureza heterogénea dos extratos e do carater hibrido dos
polissacarideos. Algumas populagdes de galactanas podem ser alcangadas por adaptagdes aos
procedimentos de extracdo e de precipitacao e pelo uso de fracionamentos cromatograficos

(LAHAYE, 2001).

1.3.4 Proteinas

O estudo de proteinas em algas marinhas é muito restrito, principalmente no que
diz respeito a composi¢do com relacdao aos aspectos nutricionais. Os estudos tém também se
concentrado nas ficobiliproteinas e, mais recentemente, nas lectinas.

As lectinas sdo proteinas de origem ndo imune que tém a capacidade de
reconhecer carboidratos presentes em solugdo ou complexados a estruturas, como a parede
celular (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Devido a essa caracteristica, as lectinas em geral
tém sido apontadas como uma importante ferramenta para aplicacdo biotecnologica nas areas
biomédicas. As lectinas de algas marinhas, particularmente, vém mostrando possuir
excelentes caracteristicas, principalmente quando comparadas com aquelas encontradas em
plantas superiores (NAGANO, 2002). Dentre as algas marinhas como fonte de lectinas, a
classe Rhodophyceae tem apresentado um maior nimero de espécies com a presenga de
lectinas, e a maioria dos estudos de purificagdo e caracterizagdo estd concentrado nas algas
vermelhas (NAGANO, 2002). Portanto, se torna necessario uma maior avaliacdo da presenca
das diversas proteinas nas algas, que proporcione a identificagdo de novas moléculas e uma

caracterizacao diferenciada destes compostos.
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2 PROTEOMICA

A Biotecnologia ¢ uma ciéncia que envolve a aplicagdo dos conhecimentos de
fisiologia, bioquimica e genética (GUERRA; NODARI, 2006), sendo amplamente utilizada
na identificagdo e caracterizagdo de novas moléculas, como por exemplo, as proteinas.

Nas décadas de 1970 e 1980 a biologia estava focada em Engenharia Gendomica e
Gengética, o que mudou devido ao acimulo fenomenal de sequéncias genéticas desconhecidas
em bancos de dados. A mudanga de foco levou aos estudos dos produtos génicos, ou seja, as
proteinas e, esta abordagem ficou conhecida como genética reversa.

O ramo da Biotecnologia responsavel por estudos com proteinas ¢ denominado
Protedmica, que permite determinar uma maior aproximagdo dos processos metabodlicos
intracelulares (FEY; LARSEN, 2001).

Em 1993, o termo Proteoma foi descrito por Marc Wilkins e Keith Williams da
Universidade de Maquarie, em Sydney, Australia, para se referir a identifica¢do sistematica
das proteinas totais complementares a um genoma.

A Protedmica consiste em métodos diretos para identificar, quantificar e estudar
as modificagdes pos-traducionais das proteinas (DI CIERO; BELLATO, 2003), bem como
elucidar suas associagdes e funcdes em uma célula, tecido ou mesmo organismo
(ANDERSON; ANDERSON, 1996; CELIS et al., 1996; WILKINS et al., 1996; WILKINS et
al., 1997).

A técnica desenvolvida, com alta resolugdo para andlise de produtos de genes

denominada eletroforese bidimensional, foi primeiramente descrita por O'Farrell (1975).

2.1 Ferramentas utilizadas em analise proteomica

O estudo protedmico de uma determinada espécie ¢ feito com auxilio de um
conjunto de técnicas e ferramentas que t€ém por objetivo separar e identificar proteinas em
amostras biologicas complexas (ISFORT, 2002), que pode ser realizado por eletroforese
bidimensional (2DE), espectrometria de massas (MS), incluindo a digestdo protéica dos
pontos protéicos detectados (KATZ-JAFFE et al., 2009) e por bioinformdtica
(HOCHSTRASSER, 1998).
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Um dos pontos mais dificeis para a obtengdo de dados protedmicos de um
organismo ¢ a aquisicio de uma boa amostra protéica (GORG et al., 2000). Estas dificuldades
sdo claramente evidenciadas nas algas marinhas, que apresentam biomoléculas como lipideos,
sendo compostas principalmente por carboidratos e outras moléculas nao protéicas que agem

como contaminantes no estudo protedmico (CARPENTIER et al., 2005).

2.1.1 Eletroforese bidimensional

Os fundamentos da eletroforese bidimensional (2DE) foram apresentados pela
primeira vez por Klose (1975) e O’Farrell (1975). De acordo com Chromy et al. (2004) e
Qualtieri et al. (2007), em eletroforese 2D-PAGE, as proteinas sdo separadas com base em
duas das suas propriedades: ponto isoelétrico (pI) e massa molecular (MM) (SANTOS;
TEIXEIRA; SA-CORREIA, 2004).

A 2DE combina duas técnicas de separagao. A primeira dimensao ¢ a focalizagdo
isoelétrica (IEF), e a segunda dimensao ¢ a eletroforese em gel de poliacrilamida, chamada de
SDS-PAGE, para produzir um mapa global, ou perfil, de todos (acima do nivel de deteccao da
técnica de visualizacdo) os produtos génicos presentes em uma célula em determinado
momento.

Apesar de 2DE ndo ser uma técnica nova, se tornou recentemente o meétodo
preferido para criar mapas protéicos de amostras complexas. O poder de resolugdo de 2DE ¢
superior a de qualquer outra técnica de separagdo de proteina.

A eletroforese convencional unidimensional (SDS-PAGE e IEF) separa, na
melhor das hipdteses, cerca de 100 proteinas a partir de uma amostra heterogénea. A
combinag¢do destas duas técnicas unidimensionais, resulta na eletroforese de segunda
dimensdo que pode, também na melhor das hipdteses, gerar 10 mil pontos protéicos. Na
pratica, a deteccdo dos pontos protéicos depende da sensibilidade da técnica de coloragao
(embora até 10.000 pontos por gel ja tenham sido relatados).

Diferentes produtos quimicos sdo usados na segunda dimensdo na eletroforese
2DE, sendo a mais conhecida a metodologia de Laemmli (1970), no entanto, metodologias
tais como Tris/tricina podem ser mais precisos com relagdo as moléculas de pesos
moleculares menores (PATTON et al.,1991).

Preparacao adequada de amostras para IEF ¢ um ponto chave para bons resultados
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em 2DE. As amostras devem estar livres de sais e outros contaminantes, tais como pigmentos,
compostos fenolicos e acidos nucléicos. Estes tltimos podem ser eliminados por digestdo com
DNAse/RNAse. As amostras podem entdo ser limpas através de precipitacdo com acetona ou
por dialise contra um tampao. Para obter uma boa recuperagdo de proteinas através do uso de
precipitantes ou dialise, deve-se considerar como boa recuperacgdo, a obten¢ao de 1 mg/mL de
proteina total (LOPEZ, 1999).

Na focalizagao isoelétrica as proteinas sao separadas através da aplicacdo de uma
alta tensdo, em um gradiente de pH imobilizado em gel de poliacrilamida até alcangarem a
posicdo estacionaria onde a carga liquida total da proteina é zero. O valor de pH no qual a
proteina tem carga liquida zero ¢ chamado de ponto isoelétrico (pl).

Na segunda dimensdo, as proteinas sdo separadas de acordo com o peso
molecular, através de uma tensdo, também em gel de poliacrilamida contendo ou ndo o
detergente dodecil-sulfato de s6dio (SDS-PAGE). A mobilidade eletroforética se d4 de acordo
com o tamanho e forma da proteina, sendo restringida pelo tamanho do poro da matriz de
poliacrilamida, de forma que as proteinas migram em uma velocidade proporcional ao seu
tamanho (DI CIERO; BELLATO, 2003).

Ap0s serem submetidas a 2DE, as proteinas sdo visualizadas através de métodos
de deteccdo especificos para cada objetivo, como por exemplo, detec¢do de proteinas totais,
modifica¢des pds-traducionais etc.

A maioria desses métodos se baseia em coloracdo de proteinas com corantes,
reagentes fluorescentes ou autorradiografia (detectar proteinas marcadas radioativamente).
Dentre os diversos métodos de coloragio de proteinas, utilizam o azul brilhante de Coomassie
(Coomassie Blue R - 250) e prata, este ultimo se torna mais caro e especifico (DI CIERO;
BELLATO, 2003)

Em géis bidimensionais, os polipeptidios aparecem formando manchas (“spots”),
pontos protéicos, apds serem corados. Em comparagdo com a eletroforese unidimensional em
géis desnaturantes de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE), a
eletroforese bidimensional (2DE) apresenta uma maior capacidade para separar misturas
complexas, enquanto que em SDS-PAGE, as bandas protéicas tendem a se sobrepor. O
método unidimensional de separacdo pode separar um numero relativamente pequeno de

proteinas (GALDOS, 2009).
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2.1.2 Espectrometria de Massas

Em 1993, a espectrometria de massa (MS) abriu as portas para a caracterizagao de
polipeptideos de alto rendimento a partir de géis 2DE (LOPEZ, 1999). Em linhas gerais, a MS
¢ uma técnica capaz de determinar a relagdo entre a massa (m) e a carga (z) de espécies
polipeptidicas ionizadas.

Um espectrometro de massas ¢ um instrumento constituido por uma fonte de
ionizagdo, um analisador de massas, um detector e um sistema de aquisi¢ao de dados.

As fontes de ionizacdo aplicadas a andlise protedmica sdo Electrospray (ESI) e
Matrix-Assisted Laser Desporption Ionization (MALDI), cuja funcdo ¢ ionizar de maneira
suave as espécies polipeptidicas, preservando assim sua estrutura, para que elas mesmas
possam ser transferidas para os analisadores de massa (CANTU er al., 2008).

O primeiro espectrometro de massas foi desenvolvido em 1899, mas levou quase
um século para esse instrumento se tornar um método de andlise de rotina na pesquisa
protedmica. Isso foi possivel quando rapidos métodos de ionizagdo foram desenvolvidos,
como MALDI e ESI, permitindo volatilizar biomoléculas com massas de dezenas de kDa para
a fase de gas sob pressdo de vacuo sem destrui-las. Os cinco tipos basicos de analisadores de
massa usados atualmente em pesquisa protedmica ¢ o quadrupolo, “ion trap”, “orbitrap”,
transformada de Fourier e tempo de voo (Time Of Flight — TOF), que diferem na forma como,
determinar as relagdes massa/carga (m/z) dos peptideos (AHMED, 2008).

Uma abordagem para caracterizacdo de proteinas oriundas de 2DE com auxilio de
MS ¢ identidade da massa peptidica (PMF). Esta técnica baseia-se na capacidade de
determinar a massa de varios peptideos obtidos a partir do uso de uma protease (geralmente
triptica) sobre proteinas separadas por 2DE. As massas de peptideos sdo entao utilizadas para
pesquisar a identidade da proteina em bancos de dados de sequéncias genomicas e protéicas.
Dependendo da precisdo em massa, um polipeptidio desconhecido pode ser identificado a
partir de apenas cinco peptideos. Avangos na tecnologia de sequenciamento de DNA e
proteinas estao resultando em um aumento exponencial do niimero de sequéncias depositadas
em bancos de dados (MANN; HOJRUP; ROEPSTORFF,1993).

A espectrometria de massas ¢ uma ferramenta utilizada também para determinar a
massa intacta da proteina bem como determinar sua estrutura primaria (HOCHSTRASSER,

1998).
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2.1.3 Bioinformatica

Ferramentas computacionais auxiliam na interpretacdo de dados obtidos por 2DE-
PAGE e MS através da bioinformatica. A partir dessas ferramentas pode-se identificar e
caracterizar novas moléculas de natureza protéica e a partir de entdo, utiliza-las em diferentes
aplicacdes na ciéncia (BAIROCH; APWEILER, 1998).

As informagdes disponibilizadas por dados bioldgicos sdao obtidas por varios
grupos de pesquisas que vém atuando em momentos diferentes em todo o mundo, os quais
estabelecem interagdes entre si, compartilhando informagdes. Esses dados s6 podem ser
organizados, analisados e interpretados com o apoio de um sistema de informdtica bem
eficiente.

Neste sentido surge a Bioinformatica que ¢ imprescindivel para a manipulagao dos
dados bioldgicos. Ela pode ser definida como uma modalidade que abrange todos os aspectos
de aquisicdo, processamento, armazenamento, distribuicdo, andlise e interpretacdo da
informacao biologica. Através da combinacdo de procedimentos e técnicas da matematica,
estatistica e ciéncia da computacdo sdao elaboradas varias ferramentas que auxiliam a
compreensdo e o significado bioldgico dos dados analisados. Além disso, através da criacdo
de bancos de dados com as informagdes ja processadas, acelera a investigagdo em outras areas

como a medicina, a biotecnologia, a agronomia etc. (BOREM; SANTOS, 2001).

2.2 Estudos de Proteomica em Algas Marinhas

Estudos sobre protedmica em algas marinhas sdo muitos escassos e a maioria dos
estudos que existem na atualidade se concentram sobre espécies de dgua doce, principalmente
com a cloroficea Chlamydomonas reinhardtii. (STAUBER; HIPPLER, 2004). Alguns
autores publicaram trabalhos de protedmica com C. reinhardtii, discutindo principalmente os
compartimentos celulares e os grupos funcionais de proteinas (FORSTER; MATHESIUS;
POGSON, 2006; KELLE et al., 2005).

Um estudo recente sobre proteinas nucleares que desempenham papel central na
regulagdo da expressdo génica de C. reinhardtii mostrou a importancia da identificacdo dessas

proteinas para compreender as mudancas do repertorio nuclear ao longo do tempo sob
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diferentes condi¢des. Proteinas nucleares sdo muitas vezes sub-representadas em estudos
protedmicos devido a abundancia de baixa frequéncia de proteinas envolvidas em processos
de regulacdo. Até agora, apenas poucos estudos descrevendo o proteoma nuclear de espécies
de plantas foram publicados. No entanto, uma descricao detalhada de proteoma nuclear de C.
reinhardtii identificou 672 proteinas a partir de nucleos isolados. Além das bem conhecidas
histonas, outras proteinas tipo fatores de transcri¢@o e outros reguladores de transcri¢cdo foram
identificados. Este estudo mostra a complexidade do ambiente nuclear desta alga (WINCK et
al., 2011).

Um dos poucos trabalhos encontrados na literatura sobre protedmica de algas
marinhas vermelhas foi realizado por Wong et al. (2006) com Gracilaria changii. Segundo
estes autores, uma das dificuldades na obtencao de dados protedmicos em algas vermelhas ¢ a
presenca de polimeros fibrilares que interferem no rendimento protéico e causam problemas
durante a focalizagdo isoelétrica. Neste trabalho foram identificadas principalmente proteinas
envolvidas no processo fotossintético, através do auxilio de espectrometria de massas.

O ExPASy ¢ um Portal de Recursos de Bioinformdtica do Instituto Suico de
Bioinformatica que da acesso as bases de dados cientificos e ferramentas de programas
computacionais em diferentes areas das ciéncias da vida, incluindo a protedmica, gendmica,
filogenia, biologia de sistemas, genética de populagdes, transcriptomica etc.

A ferramenta Tagldent permite a geragcdo de uma lista de proteinas que apresente
dados de pl e MM préximo aos parametros obtidos pela andlise experimental em 2DE, a
identificacdo de proteinas combinando uma sequéncia curta de até 6 aminoacidos contra
proteinas depositadas no banco de dados UniProt (Swiss-Prot e TTEMBL), e a identificagdo
de proteinas através de sua respectiva massa, caso ela tenha sido determinada por MS.

A UniProt KnowledgeBase (UniProtKB) ¢ um banco de dados abrangente, de alta
qualidade e de acesso livre de sequéncia de proteina e informacdes funcionais. Ele contém
uma grande quantidade de informagdes, muitas das quais sdo derivadas de projetos de
sequenciamento genOmico, que estabelecem informacdes sobre a funcdo biologica das
proteinas derivadas da literatura de pesquisa. O UniProt ¢ um consércio entre o Instituto
Europeu de Bioinformatica (EBI),o Instituto Sui¢o de Bioinformaética (SIB), e os Recursos de
Informagdo Protéicas (PIR). Esta base de conhecimentos consiste em duas se¢des, onde uma €
a UniProtKB / Swiss-Prot , manualmente anotada e revisado e, a outra é a
UniProtKB/TrEMBL, automaticamente anotado e nio ¢ revisado. Estas ferramentas sao uteis

para auxiliar na identificagdo de proteinas.
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Neste sentido devem-se estabelecer metodologias de extragdo de compostos que
sdo considerados contaminantes e explorar novas espécies algais de interesse mundial. A
costa do Ceara possui uma grande quantidade de algas que mostram ser grandes fontes de
matérias primas para estes estudos. O objetivo geral deste estudo foi estabelecer uma
metodologia reprodutivel de obten¢do de material protéico de qualidade para andlise em

eletroforese bidimensional e caracterizar as proteinas da amostra através da Tagldent.



29

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da alga e preparo da farinha algal

A alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux, espécie
pertencente a Familia Hypneaceae, Ordem Gigartinales, Divisdo Rhodophyta, foi coletada na
Praia de Paracuru — CE, no meso-litoral durante as marés de sizigia, crescendo como epifita,
abundantemente sobre outras espécies algais, O material coletado foi transportado para o
laboratorio, em sacos plasticos em volumes diferenciados e suficientes para posterior
processamento e utilizacao.

No laboratorio, o material foi lavado com agua da torneira em abundancia e
depois com agua destilada para a retirada de residuos de areia, sais e material indesejavel.
Apds este procedimento, a alga foi congelada a -20°C, liofilizada e triturada em
multiprocessador doméstico até obtengdo uma farinha que foi acondicionada em recipientes

plésticos a temperatura ambiente (25°C) para posterior utilizagao.

3.2 Preparo da Fracao Protéica

A farinha de alga (300 g) foi adicionado tampdo de extragio de proteinas
constituido por fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0 contendo NaCl 0,15 M, na propor¢ao 1:8
(m:v) e a mistura foi deixada sob agitacdo constante no agitador rotativo a 10°C por 16 horas.
Ao término deste procedimento, o homogenato foi filtrado em tecido de nailon seguido de
papel filtro. Posteriormente, a por¢ao filtrada foi centrifugada a 9.000 x g por 30 minutos a
4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante, denominado extrato protéico total, e
acondicionado para posterior utilizagao.

O extrato protéico total obtido foi submetido a precipitagdio com sulfato de
amonio, deixado em repouso por 4 horas a temperatura ambiente e, posteriormente
centrifugada por 30 minutos a 4°C 2 9.000 x g.

Ap0s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso

em 10 mL de tampao de extragdo, dialisado exaustivamente contra de dgua deionizada e
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posteriormente liofilizado. Em seguida, o material foi solubilizado em tampao fosfato de
sodio 0,02 M, pH 7,0 sem NaCl, centrifugado e o sobrenadante aplicado em cromatografia de
troca i0nica em coluna de DEAE-Sephacel previamente equilibrada com tampao fosfato de
sodio 0,02 M, pH 7,0 sem NaCl.

O pico nao retido no gel cromatografico foi eluido com tampao fosfato de sodio
0,02 M, pH 7,0 sem NaCl e o pico retido eluido com tampao fosfato de soédio 0,02 M, pH 7,0,
em gradiente de NaCl de 0-1 M. As fragdes cromatograficas foram monitoradas a 280 nm. As

fracdes do pico nao retido foram liofilizadas e utilizadas para eletroforese.

3.3 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) da fracao protéica

A fracdo protéica oriunda da cromatografia de troca i6nica foi submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de B-mercaptoetanol (SDS-PAGE),
segundo o método descrito por Laemmli (1970), adaptado paro o uso de placas de vidro
verticais.

Para a confec¢do do gel descontinuo foi utilizado uma concentragdo de 4% de
poliacrialmida em tampao Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8, para o gel de empilhamento e 15% de
poliacrilamida em tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, para o gel de separagao.

O preparo da amostra foi feito a uma concentragao de 4 mg/mL, cada amostra
liofilizada foi dissolvida em tampao de amostra (Tris-HCI 0,08 M pH 6,8, contendo glicerol
5%, SDS 2%, e 0,05% de azul de bromofenol) contendo 2 puL de B-mercaptoetanol. Cada
material foi aquecido e desnaturado em banho-maria a uma temperatura de 100°C por 5 min.
O material foi centrifugado a 5.000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente e 15 ul de
cada amostra foram aplicados no gel PAGE-SDS.

Para efeito de comparacdo dos pesos moleculares, foi adicionado em um pogo
separado, 10 uL do marcador de peso molecular com proteinas conhecidas com os seguintes
pesos moleculares: 14, 21, 30, 45 e 66 kDa.

A eletroforese foi realizada com as placas submersas em tampao de corrida
contendo Tris — HCI 0,25 M pH 8,8, glicina 1,92 M, SDS 1%, 1x concentrado em 300V,

corrente constante de 50 mA e poténcia de 20 W.
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A revelagdo das proteinas separadas no gel foi realizada pelo método de coloracao
com auxilio da solugdo de azul brilhante de Coommasie R-250 a 1% em metanol:acido
acético:agua (40:10:60), por um periodo de 18 horas.

O descoramento foi realizado por 20 horas com auxilio de uma solugdo descorante

composta de 40% de etanol e 20% de acido acético em agua destilada.

3.4 Preparo da amostra protéica para 2DE

A fracdo DEAE, antes de ser aplicada na eletroforese 2DE, foi submetida a um
processo de limpeza para remogdo de tragos de sais ou quaisquer outros componentes que
pudessem prejudicar a focalizagdo das proteinas presentes na amostra. Para isso foi utilizado o
kit 2D Clean-Up (GE Healthcare) que consistiu no seguinte procedimento: 1 mg de fracao 40-
60 liofilizada foi colocada em microtubo de centrifuga de 2 mL. A amostra foram adicionados
100 uL de agua deionizada seguidas de 300 uL da solugdo precipitante, fornecida pelo kit. O
material foi agitado em Vortex, durante 3 minutos, em modo continuo, ¢ deixado em repouso
no gelo durante 15 minutos. Em seguida foram adicionados 300 pL da solugdo co-precipitante
fornecida pelo kit e homogeneizados manualmente. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
12.000 x g durante 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado foram
adicionados 25 pL de agua deionizada, 1 mL da solugdo “wast buffer” e 5 uL da solugdo
“wast additive”, ambas solugdes fornecidas pelo kit. Posteriormente, a amostra foi
vortexizada durante 30 segundos, deixada em repouso por 10 minutos e, logo apos, foi
centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado

foi utilizado para focalizagao isoelétrica.

3.5 Eletroforese bidimensional — 2DE

Os géis de SDS-PAGE foram adquiridos através de adaptacdes do procedimento
experimental de eletroforese bidimensional descrito por SHAGGER; Van JAGOW (1987).
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Esta metodologia aborda cinco diferentes etapas que serdo descritas a seguir: Re—
hidratacdo de DryStrips; Focalizagdo Isoelétrica (IEF) 1* Dimensao; Equilibrio de DryStrips;
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS — PAGE) 2* Dimensao ¢ Revelagao.

3.5.1 Rehidratagdo de Immobiline™ DryStrip gels (IPG strips)

Neste procedimento foram utilizados Immobiline™ DryStrip gels (IPG “strips”)
da GE HealthCare de 11 cm contendo gradiente de pH imobilizado na faixa de 3-10. Os géis
DryStrip foram rehidratados na presenga da amostra e para isso, seguiu-se o procedimento
descrito a seguir: foram adicionados 300 pL de solucao de rehidratagdo (ureia 7 M, tioureia 2
M, DTT 65 mM, tampao IPG 0,5%, pH 3-10, CHAPS 0,5% e tragos de azul de bromofenol)
a 1 mg de proteina.

Em seguida, a solugdo de rehidratacdo foi colocada em um suporte de porcelana
denominado “strip holder” e nele foi armazenado o gel DryStrip, de maneira que ele ficou
embebido na solucdo de rehidratacdo. Ao final, 6leo mineral foi adicionado para evitar
evaporac¢do da solugdo de rehidratagdo e cristalizagdo da ureia, ja que os géis DryStrip foram
acondicionados em temperatura ambiente por 16 horas. Este procedimento foi feito em

duplicata.

3.5.2 Focalizagao isoelétrica (IEF) — Primeira Dimensao

A focalizagdo isoelétrica ocorreu logo apds a rehidratagdo dos géis DryStrip. Os
“strip holders” foram levados ao aparelho de focalizagdo isoelétrica (Ettan IPGphor, GE
HealthCare) e submetidos a um campo elétrico obedecendo a programacao descrita na Tabela
1. Ao término da focalizagao as fitas foram retiradas dos “strip holders” e acondicionadas em

tubos de ensaio de 15ml a -20 °C.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos parametros de focalizagdo da fragdo protéica da alga marinha vermelha Hypnea
musciformis.

Passos Modalidades Voltagens (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 2,5
8 Step 150 20

3.5.3 Equilibrio de géis DryStrip

As fitas foram retiradas do freezer e colocadas sobre a bancada a temperatura
ambiente. Posteriormente, as fitas foram equilibradas em uma solucao tampao contendo Tris-
HCI1 1,5 M, pH 8,8 contendo glicerol 87%, uréia 6,0 M, SDS 2%, tragos de azul de
bromofenol e 57,8 mg de DTT.

Os géis DryStrip foram deixados sob agitagdo constante com solucdo de
equilibrio por 15 minutos e em seguida, a solugdo foi descartada e os géis DryStrip foram
lavados com agua deionizada.

Em seguida, esses géis DryStrip foram acondicionado em solu¢do de equilibrio
(descrita acima) na auséncia de DTT e na presenga de 69,3mg de lodoacetamida (IAA).
DryStrip gels foram deixados sob agitagdo constante com solucdo de equilibrio por 15
minutos. Logo apds, a solucdo foi descartada e os géis DryStrip foram lavados com éagua

deionizada.
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3.5.4 Gel de poliacrilamida na presenga de SDS (PAGE-SDS) — Segunda dimensao

Para o preparo dos géis SDS-PAGE 15% foram utilizados 40 mL de solucdo de
acrilamida 30% e bis-acrialamida 0,8%; 20 mL de tampao Tris HCI 1,5 M pH 8,8; 0,8 mL de
SDS a 10%; 18,78 mL de 4gua deionizada; 360 pL de persulfato de aménio a 10% e 60 puL de
TEMED. Apés ter colocado a mistura acima descrita entre as placas do sistema eletroforético
(GE HealthCare), foi adicionado ao topo do gel 1 mL de butanol para auxiliar na
polimerizacao, que em seguida foi removido.

Posteriormente, cada fita foi retirada cuidadosamente do tubo de ensaio (apods
reidratagdo) e colocada no topo de cada SDS-PAGE. O marcador de peso molecular contendo
proteinas com peso molecular conhecido (14, 21, 30, 45, 66 ¢ 97 kDa) foi adicionado ao SDS-
PAGE. Posteriormente, o sistema foi vedado com adi¢do de agarose 0,5% em tampao de
corrida contendo SDS e tragos de azul de bromofenol. O sistema de placas com o gel montado
foi acoplado a cuba menor do sistema eletroforético contendo tampao de corrida contendo
HCI1 0,25 M pH 8,8, glicina 1,92 M, SDS 1%. A corrida foi realizada sob os seguintes
parametros: 300 V, 40 mA e 20 W. O sistema de eletroforese utilizado para segunda dimensao

foi realizado em equipamento da GE Healthcare.

3.5.5 Revelagao do SDS-PAGE

Apds a corrida eletroforética, os géis foram retirados das placas de vidro e as
proteinas presentes nos géis foram fixadas. O processo de fixagdo ocorreu da seguinte forma:
os géis foram lavados inicialmente duas vezes, durante 20 minutos, com uma solucdo de
etanol a 30% e acido fosforico a 2% e depois foram deixados 12 horas nesta mesma solugao
sob agitag¢do. Posteriormente, a solucdo foi descartada e os géis foram lavados com solucao de
acido fosforico a 2% por 3 vezes, durante 20 minutos.

Logo apos, os géis foram lavados uma vez com a solugdo contendo acido
fosforico a 2%, etanol a 18% e sulfato de amonio a 15%. Os géis foram corados nesta mesma
solucdo contendo corante azul brilhante de Coomassie G-250. Em seguida os géis foram

deixados sob agitacdo de 100 rpm em agitador rotativo e a uma temperatura de 15°C durante
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72 horas e descorados com uma solugdo descorante composta por 40% de etanol P.A e 20%

de acido acético P.A.

3.5.6 Aquisigdo de imagem dos géis

Os géis foram escaneados em Scaner ImageScanner III com auxilio do programa
LabScan 6.0 (GE HealthCare), apds previamente ser limpo e calibrado.

Neste momento foram ajustados pardmetros como o tipo de corante com o qual o
gel foi corado bem como selecionado a 4rea do gel de interesse (contendo os pontos

proteicos). Os géis escaneados geraram um arquivo em formato “mel”.

Figura 1 - Equipamento Image Scanner III utilizado na digitalizagdo dos géis da fracdo protéica da alga marinha
vermelha Hypnea musciformis.

3.6 Analise dos Géis por Bioinformatica

Os géis obtidos em duplicata foram analisados pelo programa Image Master 7.0
(GE HealthCare) que geraram informagdes como massa molecular aparente e ponto
isoelétrico de cada ponto proteico.

Basicamente para obtencdo dos dados, foram realizadas quatro etapas de
processamento dos arquivos dos géis, em que a primeira consistiu na melhora de imagem dos
géis e deteccdo dos pontos protéicos, ou seja, dos pontos proteicos, criagdo de “matchs”,

criacdo de classes e obtencdo dos resultados dos dados gerados pelo processamento. Estes
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dados foram utilizados pela ferramenta de identificagdo de proteinas denominada tagldent

disponivel pelo sistema Expasy (GASTEIGER et al., 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente existem poucos estudos sobre protedmica com macroalgas marinhas,
principalmente quando se trata de algas vermelhas. Na pesquisa de algas, os estudos de
protedmica tém sido feitos com algumas microalgas unicelulares verdes Chlamydomonas
reinhardtii (STAUBER, et al., 2004; CARDOL, et al., 2005) e Haematococcus pluvialis
(WANG et al., 2004; WANG, et al., 2005).

A auséncia de trabalhos referentes a protedmica em macroalgas marinhas se deve
principalmente a dificil obtencdo de uma amostra livre de contaminantes (carboidratos,
pigmentos, lipidios etc). As macroalgas marinhas vermelhas sdo ricas em compostos que
agem como interferentes no processo de obtencdo de amostras protéicas de boa qualidade,
como por exemplo, carotendides, ficobilinas e polissacarideos. Estes tltimos se apresentam
distribuidos nas paredes celulares resistentes que contém fibras de celulose incorporadas em
uma matriz extensa gelatinosa composta principalmente por polimeros de galactose sulfatada
(MICHEL et al., 2003), encontrado também na alga Hypnea musciformis, espécie utilizada
neste estudo.

Estes compostos contaminantes sad solubilizados durante o processo de extracdo
de proteinas totais e podem gerar problemas como interferéncia na focalizacao isoelétrica das
proteinas durante a primeira dimensao (IEF) e na eletroforese 2DE. Para evitar este problema,
¢ necessario utilizar o método de extracao de proteinas juntamente com o método de remogao
de pigmentos e polissacarideos, a fim de se obter uma amostra protéica de qualidade. Neste
sentido, a metodologia utilizada neste trabalho mostrou- se efetiva.

O extrato proteico da alga marinha vermelha H. musciformis quando aplicada em
cromatografia de troca ionica em gel DEAE produziu duas fragdes proteicas principais. A
primeira fragdo, denominada PI, apresentou-se translucida, livre de pigmentos, e a segunda
fragdo, denominada PII, apresentou-se rosada, ou seja, rica em contaminantes do tipo bilina.
As fragdes proteicas (PI e PII) foram analisadas quanto a sua qualidade pela eletroforese SDS-
PAGE unidimensional (LAEMMLI, 1970). O critério para determinar a qualidade da amostra
foi o aparecimento de inimeras bandas protéicas livres de arrastados no gel.

A Figura 2 apresenta o perfil eletroforético oriundo da cromatografia de troca
ionica. O pico I apresentou-se de boa qualidade com uma ampla faixa de bandas protéicas. A
analise do perfil eletroforético do pico II permitiu a visualizacdo de bandas protéicas, de

menos diversidade, mesmo com a presenga de pigmentos. Porém, dados ndo mostrados aqui
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revelaram que a presenga do pigmento contribuiu negativamente para a focalizagdo isoelétrica

das proteinas.

97 kDa

66 kDa

45kDa

14kDa

Figura 2 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das fragdes protéicas da macroalga marinha vermelha Hypnea
musciformis. Pogo 1: marcadores moleculares; 2 - pico I (DEAE); 3 - pico Il DEAE.

O rendimento da cromatografia foi determinado apos dialise e liofilizagdo da
amostra com auxilio de balanca analitica pela pesagem do material protéico, ja que
contaminantes como pigmentos interferiram na quantificacdo de proteinas. A partir de 300 g
de alga foram obtidos 590 mg de proteinas no pico I e 202 mg de proteinas no pico II. Com
base nestes resultados, o pico I foi escolhido para analise nas etapas posteriores.

A eletroforese bidimensional foi realizada apds a aplicagdo sequencial de passos
que provavelmente removeram alguns contaminantes interferentes, tais como pigmentos,
polissacarideos, acidos nucléicos e sais que normalmente interferem no processo de
focalizacao isoelétrica (IEF) (WONG et al., 2006). Estes passos incluiram a cromatografia de
troca i0nica, didlise exaustiva contra agua deionizada e limpeza da amostra com o uso do
quite “Clean-Up” da GE. O objetivo do uso deste quite foi remover qualquer molécula
contaminante (ndo protéica) que pudesse interferir na focalizacao isoelétrica. Como o material
bioldgico ¢ de origem marinha, a extragdo de proteinas totais foi realizada com fosfato de
sodio e a precipitagdo de proteinas totais com sulfato de amoénio, todos estes sais, se presentes

nas moléculas de proteinas, poderiam interferir negativamente na focalizag¢do isoelétrica. O
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gel obtido a partir da realizagdo da eletroforese bidimensional apresentou pontos protéicos
bem definidos, proteinas com diversidade de massas, onde a maioria das delas foram

caracterizadas com pl entre a faixa neutra a basica (Figura 3).

pH3.0 pH10
>
97KDa / ./
- -
.-

14KDa 5 -

Figura 3 - Gel de eletroforese 2DE 15% da fracdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis
sem processamento computacional. Na horizontal, distribuicdo dos valores de pH de 3 a 10 e separacdo das
proteinas por focalizagdo isoelétrica (primeira dimensdo). Na vertical, separa¢do das proteinas de acordo com a
massa molecular aparente (segunda dimens&o). Marcadores moleculares: 14, 21, 30, 45, 66 ¢ 97 kDa.

O experimento foi feito em duplicata e os géis 2DE foram analisados com o
auxilio do programa Image Master 7.0 (GE), sendo comparados entre si. Um gel foi
denominado gel de referéncia, e nele foram detectados 141 pontos protéicos. No segundo gel,
denominado gel de comparagao, foram detectados 161 pontos protéicos.

Na comparagdo entre os géis, 115 pontos protéicos foram idénticos entre si. O
conjunto de pontos protéicos presentes em ambos os géis ¢ denominado “match”, sendo o

“matching” uma operacdo fundamental em analise de imagem 2DE. Basicamente, o
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“matching” consiste em um algoritmo de correspondéncia que compara imagens de géis para
encontrar correspondéncias entre eles e pontos relacionados, ou seja, pontos que representam
a mesma proteina no gel. Estes “matchs” indicam os pontos protéicos que tanto apareceram
em um gel como no outro, e assim inferindo na qualidade e reprodutibilidade dos géis

(BJORKGATAN, 2008).
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Figura 4 - Gel de eletroforese 2DE 15% da fragdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis
com processamento computacional. Na horizontal, valores de referéncia de pH (3-10) e na vertical, valores de
referéncia de marcadores moleculares: 14, 21, 30, 45, 66 € 97 kDa.

Para analisar semelhangas dos géis ou variagdes experimentais, tais como
disparidades de mancha, intensidade ou de carregamento de amostra, foi produzido um

diagrama de dispersdo para os pontos correspondentes (Figura 5 e 6). O diagrama de
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dispersdo fornece informagdes (da variacdo de dispersdo) sobre o mesmo ponto protéico

presente nos dois géis. (BJORKGATAN, 2008).
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Figura 5 - Comparag@o entre os géis de eletroforese 2DE 15% da fragdo protéica da macroalga marinha vermelha
Hypnea musciformis. A: gel de referéncia; B: gel de comparagdo mostrando os dados apds o “matching”
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Figura 6 — Diagrama de dispersdo dos pontos protéicos identificados nos g€is de referéncia e comparagdo da
fragdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis.

A Figura 7 representa o gel de eletroforese bidimensional analisado no programa
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Image Master 7.0 na presenca de linhas de grade, o que possibilitou uma melhor visualizagao
dos pontos protéicos mais intensos em relacdo a pl e MM. As area 1 e 2 representam regioes

com pontos protéicos mais intensos.
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Figura 7 - Gel de eletroforese 2DE 15% da fracdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis
mostrando a area le 2 contendo os pontos protéicos mais intensos. Marcadores moleculares: 14, 21, 30, 45, 66 ¢
97 kDa..

Apoés a inser¢ao das linha de grades no gel foram analisadas as variagdes de
intensidades de cada ponto protéico com o auxilio da ferramenta “View 3D”. Esta ferramenta
possibilitou analisar estes pontos em pespectiva tridimensional. Neste tipo de visdo, o eixo X
e Y representam os valores de pl e MM, enquanto que a intensidade do pixel é plotado ao
longo da terceira dimensdo (eixo Z). A imagem resultante mostra um pico para cada ponto

protéico, sendo a altura do pico proporcional a intensidade do local (Figura 8 e 9). A partir da
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analise do gel foi gerado a Tabela 2, contendo informagdes de parametros fisicos e quimicos

de todos os pontos protéicos.

Match 91 Match 88
Match 89

Figura 8 - Imagem 3D da area 1 da fragdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis,
contendo os pontos protéicos mais intensos localizadas no gel 2DE.

Match 78

Match 79 Match 80

Figura 9 - Imagem 3D da area 2 da fracdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis,
contendo os pontos protéicos mais intensos localizadas no gel 2DE.

A Tabela 2 apresenta os pardmetros fisicos quimicos dos 115 pontos protéicos
presentes nos dois géis (de referéncia e comparacdao). Os dados marcados representam as

proteinas que foram utilizadas para identificacdo de proteinas através da ferramenta Tagldent.
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Tabela 2 - Parametros de ponto isoelétrico (pI) e massa molecular (M.M) correspondentes aos pontos protéicos
detectados no gel de referéncia com e sem “matching”.

Match ID pl P.M. Match ID pl P.M. Match ID pl P.M.
0 3,88578 22 47 7,52296 49 94 5,93169 28
1 4,08959 23 48 7,71892 49 95 6,46473 28
2 4,54423 21 49 7,82083 53 96 4,26988 28
3 8,83987 23 50 7,5935 64 97 6,78611 29
4 10,0314 21 51 8,3617 75 98 6,19821 29
5 4,95185 15 52 8,16573 74 99 4,95185 29
6 6,95073 13 53 7,46025 74 100 4,51288 29
7 8,73796 17 54 6,83315 47 101 4,02688 30
8 10,4625 21 55 7,03695 50 102 3,73684 30
9 9,66293 21 56 6,87234 90 103 7,65622 36
10 7,80515 14 57 6,68421 79 104 8,76932 41
11 5,48488 14 58 6,64502 86 105 6,14334 48
12 8,12654 19 59 6,75476 90 106 7,94625 50
13 7,65622 19 60 6,58231 89 107 7,28779 54
14 7,08399 19 61 6,38634 87 108 7,08399 63
15 6,4804 18 62 6,29227 90 109 8,02464 84
16 6,70773 19 63 6,30011 93 110 3 22
17 8,46361 21 64 6,08063 85 111 7,79731 13
18 8,17357 21 65 6,10414 90 112 8,26764 18
19 7,82083 20 66 6,10414 93 113 3,96417 24
20 4,89698 22 67 5,88466 93 114 8,12654 60
21 5,90034 22 68 8,62038 65 115 8,52632 77
22 7,7346 22 69 7,55431 80 116 7,66405 77
23 8,54199 25 70 7,05263 54 117 7,45241 87
24 7,84435 26 71 6,80963 50 118 6,26092 85
25 7,78163 24 72 6,16685 61 119 5,33595 64
26 7,5935 24 73 6,44121 57 120 3,68981 64
27 7,22508 24 74 4,23852 75 121 4,12094 27
28 6,81747 23 75 5,08511 63 - 8,13438 16
29 6,9037 24 76 8,48712 13 - 8,31467 18
30 6,96641 25 71 8,2206 13 - 7,64054 19
31 8,18141 54 78 6,97424 14 - 8,09518 20
32 7,98544 58 79 7,84435 14 - 7,89138 22
33 7,82867 62 80 8,24412 14 - 8,36954 22
34 7,61702 61 81 7,82083 14 - 4,16797 23
35 8,33035 31 82 8,55767 14 - 3,89362 27
36 8,08735 28 83 4,33259 15 - 7,12318 28
37 7,89138 29 84 6,74692 20 - 6,82531 36
38 7,67973 27 85 7,32699 20 - 8,18141 39
39 7,3897 28 86 7,12318 20 - 7,27996 47
40 6,94289 29 87 7,56215 20 - 7,50728 61
41 6,31579 27 88 6,51176 21 - 9,24748 75
42 7,78163 31 89 6,82531 21 - 7,74244 80
43 7,89138 35 90 7,17021 22 - 8,35386 88
44 8,37738 36 91 7,4916 22 - 6,49608 90
45 7,90705 46 92 3,71333 27 - 7,08399 90
46 7,98544 40 93 6,92721 27 - 8,18925 98
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A Tabela 3 apresenta o valor dos pontos protéicos em relagdo a caracterizacdo de
ponto isoelétrico (pl). Na Figura 10 mostra que a maioria das proteinas encontradas, possuem
pl neutro e basico. Na Tabela 4 e Figura 11 apresentam os valores dos pontos protéicos
referentes ao parametro de massa molecular (MM), onde a maioria das proteinas exibem

massa molecular relativamente baixos.

Tabela 3 - Valores de ponto isoelétrico (pl) e quantidade de pontos protéicos correspondente ao intervalo de

classe.

Pontos protéicos
Classe de pl
Quantidade %
3a4 19 13,48
5a6 41 29,08
7a8 77 54,61
9al10 4 2,84
Total 141 100,00

Figura 10 - Percentual de pontos protéicos da fracdo da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis com
relacdo as classe de valores de pl.
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Tabela 4 - Valores de massa molecular (MM) e quantidade de pontos protéicos correspondente ao intervalo de
classe.

Classe de MM Pontos protéicos
(kDa) Quantidade %
0a20 23 16,20
20a40 62 43,70
40 a 60 18 12,70
60 a 80 19 13,40
80 a 100 20 14,10
Total 141 100,00

Figura 11 - Percentual de pontos protéicos da fracdo protéica da macroalga marinha vermelha Hypnea

musciformis com relacdo as classe de valores de massa molecular.

A partir dos pardmetros obtidos pelo programa Image Mater 7.0, 24 pontos
protéicos tiveram suas proteinas identificadas pela ferramenta Tagldent. A identificagdo foi
realizada com o auxilio dos dados de pI ¢ MM de cada um desses 24 pontos protéicos, e foi
estabelecido uma faixa de tolerancia para encontrar as proteinas referentes de 5 a 10% na
ferramenta Tagldent. Algumas dessas proteinas ao serem identificadas no banco de dados

possibilitaram o conhecimento de suas fungdes, ja conhecidas em outros organismos.
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O Tagldent ¢ uma ferramenta de identificacdo de proteinas que necessita de dados
experimentais de pl e peso molecular. Esses dados foram combinados com informagdes
existentes de sequéncias de proteinas de diversos organismos existentes nos bancos de dados.
A ferramenta Tagldent esta disponivel pelo ExpaSy (http://web.expasy.org/tagident/), um
portal de recursos de bioinformatica. Os pontos protéicos foram nomeados quanto ao nimero
do “match” originado na analise pelo Image Master 7.0, e foram expresso na Tabela 5.

O ponto protéico de “match” 1 apresentou um pl de 4,08959 e um P.M. de 23.000
Da. Quando submetido a identificacdo no Tagident mostrou ser, muito provavelmente, uma
proteina putativa ndo caracterizada (A1SBR3), também encontrada na bactéria gram-negativa
anaerobica Shewanella amazonensis (strain ATCC BAA-1098/SB2B). Essa bactéria possui
gendma completo sequénciado e vive em barreiras de encostas do rio Amazonas.

O ponto protéico de “match” 6 apresentou pl de 6,95073 e P.M. de 13.000 Da
semelhante a uma proteina da subunidade 50S do ribossomo (A0B601), existente na
arqueabacteria Methanosaeta thermophila. A proteina acima se liga ao complexo ribossomal
sendo importante para o processo de traducdo nas células.

O ponto protéico com valor de “match” 10 apresentou pl de 7,80515 e um P.M. de
14.000 Da, semelhante a uma proteina encontrada em Mycobacterium tuberculosis, porém
com fun¢ao desconhecida.

O ponto protéico de “match” 22 mostrou pl de 7,7346 ¢ PM. de 22.000 Da,
corresponde a subunidade beta proteina do proteossoma (D2RGT4), da bactéria
Archaeoglobus profundus. Os proteossomos representam um complexo de proteinas
localizadas no citoplasma com fun¢do de degradar proteinas ndo necessaria pelo organismo
num determinado momento.

O ponto protéico com* match” 29 apresentou pl 6,9037 ¢ P.M. de 24.000 Da.
Esses parametros correspondem a uma proteina ndo caracteriza encontrada no fungo Sordaria
macrospora.

O ponto protéico com “match” 32 apresentou um valor de pl de 7,98544 ¢ P.M. de
58.000 Da e corresponde a uma glicoproteina de fusdo celular (PO6828) com atividade
hemolitica presente no virus Human parainfluenza.

O ponto protéico com “match” 69 apresentou pl de 7,55431 e um P.M. de 30.000
Da, que provavelmente corresponde a uma metiltransferase (Q12LC6), presente na
subunidade maior do RNA ribossomal. Essa proteina foi encontrada também na bactéria
Shewanella denitrificans e apresenta a funcdo de metilar especificamente a guanosina da

posi¢ao 2.445 da subunidade 23S do RNA ribossomal (rRNA) desta bactéria. A metilagao do


http://www.uniprot.org/taxonomy/326297
http://www.uniprot.org/taxonomy/1773
http://www.uniprot.org/taxonomy/572546
http://www.uniprot.org/taxonomy/771870
http://www.uniprot.org/taxonomy/771870
http://www.uniprot.org/taxonomy/318161
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rRNA ¢ extremamente importante para proteger a autoclivagem do material genético

bacteriano, j4 que a mesma possui inumeras enzimas de restri¢ao.

Tabela 5 — Os 24 pontos protéicos identificados pela ferramenta Tagldent, com parametros
correlacionados com os ponto obtidos pelo programa Image Master 7.0.
Match pl MM pl MM % 4
D (kDa) (kDa) FUNCAO ORGANISMO  CODIGO
Experimental Teodrico
Shewanella
1 4,08959 23 4,09 23,020 - X AISBR3
amazonensis
6 695073 13 6,95 13 nga-ge ao complexo Methanosa'eta AOB601
ribossomal thermophila
10 780515 14 7,80 14,039 - Mycobacterium 006607
tuberculosis
22 77346 22 7,66 22,095  Degradagdo de proteinas Archaeoglobus D2RGT4
profundus
29 6,9037 24 6,90 24,024 - Sordaria FTW7C6
macrospora
32 798544 58 7,97 58,092 Atividade hemolitica Human PO6828
parainfluenza
69 755431 80 7,55 80,029 Fungdo de metilar a Shewanella QI2LC6
guanosina denitrificans
71 6,80963 50 6,81 50,078 Protefna de transporte Francisella AOQ4P2
tularensis
77 8,2206 13 8,21 13,039 Proteina de controle Homo sapiens AOZSE6
celular
78 697424 14 6,96 14,043 - Gallus gallus 013153
79 784435 14 7,83 13,999 Reconhecimento de Caenorhabditis P34500
células apoptoticas elegans
80 824412 14 8,24 14,005  Lipidiosdemembranado i i Q28895
espermatozoide
81 7,82083 14 7,82 14,032 Sintese protéica. Methanocorpuscul ooy 5
um labreanum
82 8,55767 14 8,53 14,012 Proteinas da célula Rathus norvegicus Q62625
84 6,74692 20 6,74 19,999 Reconhece a jungao Mycobacterium AITS83
Holliday vanbaalenii
85 7,32699 20 7,33 20,017 - Clostridium BOA730
bartlettii
87 7,56215 20 7,50 19,999 Transporte de elétrons Thiaspi bursa- A4QKP9
pastoris
8 651176 21 651 21,001 . Pelobacter AIALHS
propionicus
8 682531 21 682 21,004 Envolvida na Candida glabrata  Q6FVQ8
ubiquitinacdo
90 717021 22 717 22,033 Liga-se a carboidratos Caenorhabditis ASXUE7
briggsae
91 74916 22 7,49 22,077 . Populus B95214
trichocarpa
92 371333 27 371 27,040 - Vibrio cholerae DOIIN3
98 619821 29 619 29,089 Sintese de estruturas Rhodobacter A4WP10
pirrdlicas sphaeroides
109  8,02464 84 8,02 84,024 Sintese de ATP Saccharomyces A6ZL24

cerevisiae

(-) Nao possuem fung¢ao ainda conhecida.


http://www.uniprot.org/taxonomy/1773
http://www.uniprot.org/taxonomy/1773
http://www.uniprot.org/taxonomy/572546
http://www.uniprot.org/taxonomy/572546
http://www.uniprot.org/taxonomy/771870
http://www.uniprot.org/taxonomy/771870
http://www.uniprot.org/taxonomy/318161
http://www.uniprot.org/taxonomy/318161
http://www.uniprot.org/taxonomy/6239
http://www.uniprot.org/taxonomy/6239
http://www.uniprot.org/taxonomy/338966
http://www.uniprot.org/taxonomy/338966
http://www.uniprot.org/taxonomy/284593
http://www.uniprot.org/taxonomy/3694
http://www.uniprot.org/taxonomy/3694
http://www.uniprot.org/taxonomy/675809
http://www.uniprot.org/taxonomy/349102
http://www.uniprot.org/taxonomy/349102
http://www.uniprot.org/taxonomy/307796
http://www.uniprot.org/taxonomy/307796
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O ponto protéico de “match” 71 possui um pl de 6,80963 e um P.M. de 50.000 Da
e, muito provavelmente, corresponde a proteina de transporte da familia HlyC/CORC
(AOQA4P2) encontrada na bactéria Francisella tularensis subsp.novicida.

O ponto protéico de “match” 77 possui dados experimentais de pl §8,2206 ¢ um
PM. de 13.000 Da que, muito provavelmente, corresponde a proteina de controle celular
50C, pertencente ao organismo Homo sapiens. A proteina de controle celular 50C esta
localizada nas membranas celulares.

O ponto protéico de “match” 78 apresentou pl de 6,97424 ¢ P.M. de 14.000 Da,
corresponde a proteina relacionada com Avidina 1 (013153) pertencente a espécie Gallus
gallus (galinha).

O ponto protéico de “match” 79 apresentou pl de 7,84435 ¢ P.M. de 14.000 Da,
que provavelmente corresponde a proteina do tipo transtirretina 2, que medeia o
reconhecimento de cé€lulas apoptoticas (P34500) presente no nematdide Caenorhabditis
elegans.

O ponto protéico de “match” 80 apresentou pl de 8,24412 ¢ P.M. de 14.000 Da,
provavelmente a proteina secretora do epididimo E1 (Q28895) pertecente a espécie Canis
familiaris. Esta proteina esta envolvida na regulagdao da composicao lipidica das membranas
de espermatozoéides durante a maturacao das células.

O ponto protéico de “match” 81 apresentou pl de 7.82083 e P.M. de 14.000 Da,
provavelmente corresponde a proteina ribossomal da subunidade 30S (A2SPL7) presente na
espécie Methanocorpusculum labreanum, proteina importante para a estruturagdo do
complexo de sintese protéica.

O ponto protéico de “match™ 82 apresentou pl 8,55767 ¢ PM. de 14.000 Da,
corresponde a proteina de microtibulos (proteinas do citoesqueleto celular) de Rathus
norvegicus (Q62625).

O ponto protéico de “match” 84 apresentou pl 6,74692 ¢ P.M. de 20.000 Da,
provavelmente, corresponde a enzima RuvA que reconhece jun¢do Holliday (conjunto de 4
fitas de DNA que sofrem recombinacdo). Essa enzima, presente em Mycobacterium
vanbaalenii, atua como helicase e ¢ dependente de ATP.

O ponto protéico de “match” 85 possui um pl de 7,32699 ¢ PM. de 20.000 Da
presente na bacteriana Clostridium bartlettii. Essa proteina ndo apresenta fungao conhecida.

O ponto protéico com “match” 87 apresentou um pl de 7,56215 e P.M. de 20.000
Da e corresponde a subunidade-I de quinona oxirredutase dependente de NADPH (A4QKP9)

presente nos cloroplastos de Thlaspi bursa-pastoris. Esta proteina tem fungao de transportar


http://www.uniprot.org/taxonomy/9031
http://www.uniprot.org/taxonomy/9031
http://www.uniprot.org/taxonomy/9031
http://www.uniprot.org/taxonomy/6239
http://www.uniprot.org/taxonomy/6239
http://www.uniprot.org/taxonomy/6239
http://www.uniprot.org/taxonomy/350058
http://www.uniprot.org/taxonomy/350058
http://www.uniprot.org/taxonomy/350058
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elétrons através de plastoquinona, durante a fotossintese.

O ponto protéico de “match” 88 apresentou pl 6,51176 ¢ PM. de 21.000 Da,
provavelmente corresponde a metilase de RNA ribossomal (A1ALHS) presente na bacteriana
Pelobacter propionicus.

O ponto protéico de “match” 89 apresentou pl 6,82531 ¢ PM. de 21.000 Da,
provavelmente, corresponde a enzima conjugada a RUBI1, enzima envolvida na ubiquitina¢ao
(marcacao de proteinas a serem degradadas) presente no fungo Candida glabrata.

O ponto protéico de “match” 90 apresentou pl 7,17021 ¢ P.M. de 22.000 Da,
provavelmente, corresponde a proteina CBR-LEC-10 (A8XUE7) presente no nematdide
Caenorhabditis briggsae. Essa proteina se liga a carboidratos e apresenta um dominio
galectinico.

O ponto protéico com “match” 91 apresentou um pl 7.4916 ¢ P.M. de 22.000 Da,
que provavelmente, corresponde a proteina de fungdo desconhecida presente em Populus
trichocarpa, vegetal superior.

O ponto protéico de “macht” 92 apresentou um valor de pl de 3,71333 e PM. de
27.000 Da, e corresponde a uma proteina de fun¢do ndo conhecida presente em Vibrio
cholerae.

O ponto protéico de “match” 98 apresentou pl de 6,19821 ¢ P.M. de 29.000 Da,
que provavelmente corresponde a proteina pirroloquinolina quinona sintetase pertencente a
bactéria Rhodobacter sphaeroides. Esta proteina possui fungdo de ciclizagdo de metabdlito
para sintetizar estruturas pirrdlicas.

O ponto protéico de “match” 109 apresentou pl 8,02464 com P.M. de 84.000 Da,
provavelmente corresponde a enzima ATPase (A6ZL24) localizada na membrana interna da
mitocondria de de Saccharomyces cerevisiae. Esta enzima est4 envolvida na sintese de ATP de
diversos organismos.

Poucos sdao os estudos protedmicos de algas marinhas encontrados na literatura.
Além disso, para se obter uma amostra de boa qualidade para estudos protedmicos, ¢
necessario conhecer a natureza da alga em estudo. Este conhecimento ¢ extremamente
importante para se desenvolver um protocolo eficiente ¢ que produza amostras de proteinas
com qualidade e grandes quantidades. Algumas algas sdo ricas em carboidratos o que ¢ o caso
das macroalgas vermelhas. Outras algas mesmo apresentando poucos carboidratos em sua
composicdo possuem pigmentos que s3o compostos considerados contaminantes.
Carboidratos e pigmentos sdo 0s principais contaminantes que interferem nos estudos

protedmicos de algas marinhas. Além disso, esses compostos geralmente sdao solubilizados em


http://www.uniprot.org/taxonomy/338966
http://www.uniprot.org/taxonomy/284593
http://www.uniprot.org/taxonomy/3694
http://www.uniprot.org/taxonomy/3694
http://www.uniprot.org/taxonomy/3694
http://www.uniprot.org/taxonomy/675809
http://www.uniprot.org/taxonomy/675809
http://www.uniprot.org/taxonomy/675809
http://www.uniprot.org/taxonomy/349102
http://www.uniprot.org/taxonomy/307796
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protocolos utilizados para extracdo de proteinas totais. Para remover esses contaminantes dos
extratos proteicos, a maioria dos autores que desenvolveram estudos proteomicos de algas
utilizou TCA e acetona como agentes precipitantes de proteinas e fenol/cloroférmio como
agente de remocdao de pigmentos e acidos nucléicos. Uma alternativa para remover
carboidratos ¢ realizagdo de uma pré-extracdo com etanol, que também remove poucos
pigmentos.

Nos estudos protedmicos realizados com a macroalga marinha vermelha
Gracilaria changii quatro diferentes metodologias foram testadas. Na metodologia 1 as
proteinas totais foram extraidas com tampao Tris-HCl pH §,8 na presenca de SDS. Na

metodologia 2 as proteinas totais foram extraidas com um tampao de lise na presenca de

endonucleases. Na metodologia 3 as proteinas foram extraidas com 4cido
tricloroacético/acetona e SDS, sendo precipitadas a -20 ° C. E na metodologia 4 as proteinas

totais foram extraidas com TRI Reagent® (para extragdo de RNA), sendo o extrato clarificado

com fenol e cloroférmio (para remover contaminantes) e as proteinas foram precipitadas com
isopropanol -20°C. A metodologia 1 produziu grande quantidade de proteinas e a metodologia

3 houve baixa produtividade de proteinas totais. Além disso, as amostras extraidas pelas
metodologias 1 e 3 apresentaram baixa resolu¢do no gel 2DE, sendo muitas proteinas nao
focalizadas e poucas proteinas resolvidas. A melhor metodologia que apresentou um gel de
boa resolu¢do foi a metodologia 4 que utilizou fenol e cloroformio para remover
contaminantes (carboidratos e pigmentos) e isopropanol (para precipitar as proteinas totais).
Mesmo assim, muitas estrias apareceram no gel. Além disso, a andlise proteomica de G
changaii foi bem sucedida em tiras de pH de 4-7 e de 5-8. No total 500 pontos protéicos
foram revelados em pH de 4-8 sendo 15 identificadas por espectrometria de massas. Nao
houve uma boa resolugido em tiras de pH 3-10 (WONG et al., 2006).

As metodologias utilizadas no estudo protedomico de G changii também foram
testadas para preparo de amostras de H. musciformis, com algumas modificacdes. No entanto,
nenhuma destas metodologias produziu amostras de qualidade. Em todas as metodologias
havia sempre a presenca de pigmentos, que impediam a focalizagdo das proteinas totais. No
intuito de melhorar o processo de extracdo, nestas mesmas metodologias foram adicionados
acido ascorbico e EDTA a fim de inibir proteases. Mesmo assim, os resultados foram
negativos para estudos protedmicos.

Em estudos protedmicos das algas marrons Scytosithon gracilis e Ectocarpus

siliculosus foram testados 5 diferentes protocolos para extragdo de proteinas totais. Na
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metodologia 1 foi utilizado ureia para extracdo de proteinas totais e precipitagdo das mesmas
com acetona. Na metodologia 2 foi realizada extragdo com uréia, seguida de
ultracentrifugagdo e precipitacdo de proteinas totais com acetona. Aqui a acetona foi utilizada
somente como agente precipitante, ja na metodologia de extragcdo de proteinas de G. changii a
acetona contribui também para extragcdo das proteinas totais. A metodologia 3 foi realizada
extracdo com uréia, ultracentrifugacdo e precipitagdo com acido tricloroacético/acetona. Na
metodologia 4 a extra¢do foi realizada somente com fenol e por fim, na metodologia 5 a
extracdo de proteinas totais foi realizada com fenol seguida de etapas de dessalinizagdo. Para
estudos protedmicos a metodologia 4 se mostrou mais eficiente para as duas algas marrons em
estudo, no entanto a metodologia 5 apresentou melhor resolu¢do devido as sequénciais etapas
de dessalinizacdo, revelando a presenca de proteinas de 200 a 19 kDa. Para identificacdo de
proteinas por espectrometria de massa foram selecionados 46 pontos protéicos de S. gracilis e
150 de E. siliculosus. Sendo encontradas principalmente proteinas como fatores de transcrigao
e traducdo, proteinas fotossintéticas e proteinas de citoesqueleto. Nestes estudos os maiores
contaminantes presentes nas amostras foram polissacarideos e polifendis e, portanto, o fenol
foi considerando um agente de limpeza da amostra e minimizou a degradagdo de proteinas
(CONTRERAS et al., 2008).

Nos estudos realizados com a macroalga marron Ecklonia kurome foram testados
7 diferentes protocolos de extragdo de proteinas totais (tampao acetato pH 4,5; tampao fosfato
pH 7,0; tampao Tris-HCI pH 8,8; solucdo de lise; solucao de lise/acetona; solugdo de lise/TCA
e etanol/fenol), sendo o método etanol/fenol o que apresentou melhor resolugdo. Vinte e sete
proteinas foram identificadas por espectrometria de massas sendo, sendo a maioria proteina
fotossintéticas (RUBISCO), fator de tradugdo e proteinas do citoesqueleto.

A contribui¢do da identificacdo destas proteinas se deve aos poucos genomas de
algas sequenciados. O DNA de cloroplastos da macroalga marinha vermelha Gracilaria
tenuistipitata foi sequenciado completamente, isso reflete a grande quantidade de proteinas
fotossintéticas identificadas. Estudos de genoma da macroalga marinha marrom Ectocarpus
siliculosus estdo sendo realizados. Algumas microalgas apresentam gendma nuclear
sequénciado como as Clamydomonas. Esses gendmas sequenciados auxiliardo enormemente
na identificac¢do das proteinas presentes em macroalgas (NAGALI et al., 2008).

Além disso, na maioria dos trabalhos de protedmica de macroalgas desenvolvidos
até o momento, as proteinas identificadas apresentam funcdes relacionadas a fotossintese,
como a RUBISCO e proteinas relacionadas a fatores de transcricdo e fatores de traducgao.

Existe uma grande dificuldade em se determinar a fung¢do das proteinas separadas por
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ferramentas de estudos protedmicos devido ao fato de haver poucas sequéncias de proteinas
de algas disponiveis em bancos de dados. Além disso, poucos sdo os dados de gendmas de
algas sequenciados quando comparado com organismos como bactérias.

A maioria dos estudos de proteomas de algas foram realizados em microalgas
como Clamydomonas reinhardtii, Haematococcus pluvialis, Dunaliela salina e Alexandrium
tamarense. Poucos sdo os estudos realizados com macroalgas. Essas considera¢des mostram a
importancia deste trabalho, fazendo com que os estudos realizados com a macroalga marinha
vermelha H. musciformis contribuird enormemente para a identificacao de proteinas de algas e

o conhecimento aprofundado desta espécie.
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5 CONCLUSAO

A metodologia foi eficiente para obtencdo de géis com ponto protéico de alta
resolugdo. Além disso, o protocolo de extracdo de proteinas totais deste trabalho €é nico na
literatura, ndo sendo ainda descrito por outros autores.

As proteinas identificadas no presente trabalho, através da ferramenta Tagldent,
também mostraram semelhancas em relacdo a fung¢do das proteinas de outras algas ja
estudadas e identificadas por espectrometria de massas, como proteinas do citoesqueleto e
fatores de transcricdo. Este trabalho representa uma enorme contribuicdo nos estudos de
protedmica de macroalgas marinhas. Estudos posteriores estdo sendo realizados em nosso

laboratério para a identificagdao de proteinas por espectrometria de massas.
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