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Resumo:

O urucum (Bixa orellana L.), € uma espécie nativa da America Tropical e comercialmente importante
por ser a unica fonte do corante natural bixina. Pouco se conhece sobre as enzimas envolvidas na biossintese
da bixina. Assim, a caracterizacdo do proteoma de urucum, auxiliara na elucidagdo desses processos. A
dificuldade encontrada na obtencgao de proteinas de sementes de urucum relaciona-se principalmente aos altos
niveis de interferentes associados as proteinas no momento de extragdo, separagao e resolugcdo destas em
mapas 2D. Por esse motivo, fez-se necessario a otimizacdo de um protocolo que possibilite a extragao de
proteinas totais de sementes de urucum, para utilizagdo em eletroforese bidimensional. Com um protocolo
otimizado, proteinas de alta quantidade e qualidade foram isoladas de sementes de urucum e, por primeira vez,
sdo mostrados padrdes de proteinas em eletroforese unidimensional e bidimensional, bem resolvidos, de
orgaos vegetais de urucum.
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Introdugao:

O urucum (Bixa orellana L.), € uma espécie de grande importancia econémica por ser a unica fonte do
corante natural bixina (RIVERA-MADRID et al., 2006), um pigmento encontrado principalmente no pericarpo de
suas sementes, conferindo-lhes a coloragao vermelha (KOVARY K. et al., 2001). A bixina € um apocarotenoide
monometil éster carboxilico, (MERCADANTE; PFANDER, 1997) largamente utilizado nas industrias téxtil, de
cosmeético, farmacéutica e de alimentos. A produgdo comercial tem sido documentada desde 1870 na Europa e
nos EUA e seu uso na industria alimenticia aumentou significativamente no mundo apds 1960, com a proibi¢do
do uso de varios corantes sintético considerados cancerigenos (RODRIGUES et al,. 2007). No entanto, pouco
se conhece sobre os processos e enzimas envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios em urucum,
especialmente de bixina. Assim, a caracterizagdo do proteoma do urucum, auxiliara na elucidagao das rotas de
biossintese de bixina e de outros metabdlitos secundarios

A eletroforese bidimensional (eletroforese 2D) € uma técnica muito eficiente e predominantemente
utilizada para estudos de proteoma de plantas (VERLENGIA R. et al., 2012, v.1, p.261). A escolha do método
de preparo da amostra, que antecede o processo de eletroforese bidimensional, é essencial para a obtengao
de bons resultados em termos quantitativos e qualitativos de proteinas (PIROVANI et al., 2008). A solubilizagdo
e separagdo das proteinas associadas a componentes nao proteicos € um dos principais problemas
relacionados a resolugao e reprodutibilidade dos spots visualizados em mapas 2D (MALDONADO et al., 2008).
As sementes de B. orellana apresentam altos niveis de compostos que interferem a extragcdo, separagéo e
resolugédo de proteinas, como polifendis, polissacarideos e pigmentos. Dentre estes, destaca-se a bixina que
compde 80% dos componentes totais encontrados nessas sementes (CARVALHO et al., 2016; GARCIA et al.,
2012).Isso pode explicar a auséncia de dados na literatura para a obtengdo de proteinas em quantidade e
qualidade e estudos de analise de proteoma a partir da técnica de eletroforese bidimensional.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo a otimizagdo de um protocolo de extragdo de
proteinas em sementes de urucum, que envolva o manejo minimo das amostras e que seja adequado para a
comparagao de padrdes de eletroforese em gel 2D em termos de quantidade de proteinas extraidas, qualidade
de imagem e quantidade de spots observados.
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Metodologia:

As proteinas de sementes de urucum foram extraidas seguindo o protocolo descrito por Pirovani et al.
(2008) (Método A) e Pirovani et al. (2008) com modificagdes (Métodos B e C). Primeiramente, as sementes de
urucum liofilizadas foram maceradas na presenga de nitrogénio liquido e 7% polivinilpolipirrolidona. Para o
Método A duas repetigbes (0,2g cada) foram ressuspendidas em 1,5mL de acetona gelada e 0,07% 2-
mercaptoetanol e centrifugada a 10.000g/ 8 min. a 4°C. Esse procedimento foi repetido mais uma vez e o
precipitado seco a temperatura ambiente. O precipitado foi lavado com acido tricloroacético (TCA) 10% em
acetona e 0,07% 2-mercaptoetanol e sonicado em gelo utilizando o utra-som Processador (Gex 130, 130W,
EUA). A amostra foi centrifugada a 14.000g/8 min. a 4°C. O precipitado foi lavado com acido tricloroacético
(TCA) 10% em agua e 0,07% 2-mercaptoetanol e centrifugado. O precipitado foi lavado com acetona 80% e
completamente ressuspendido por sonicacdo em gelo, centrifugado a 10.000g/8 min. a 4°C e seco a
temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 0,8mL de tamp&o de extracdo de dodecilsulfato de
so6dio (SDS) denso e 0,8mL de fenol (tamponado com Tris, pH 8,0). As amostras foram misturadas e
centrifugadas a 10.000g/ 15 min a 4°C. A fase superior foi coletada para um tubo tipo Falcon de 15ml e foi
adicionado 5 vezes a quantidade coletada de acetato de amdnio 1M em metanol e incubadas durante a noite a
-20 ° C. As proteinas foram recuperadas por centrifugagédo a 10.000g/ 15 min. a 4°C, em seguida, lavadas duas
vezes com acetato de aménio 1M em metanol e duas vezes com acetona 80%. Por fim o precipitado foi
naturalmente seco a temperatura ambiente. Em cada lavagem, a amostra foi centrifugada a 10 000 ge 4 ° C
durante 5 min. O precipitado final foi ressuspendido em 800uL de tampéao [Uréia 6M; tioureia 2M; CHAPS 2%;
azul de bromofenol 0,002%] e estocado a -20°C até o uso. Para o método C, as amostras delipidadas foram
submetidas imediatamente a extragdo com Fenol e SDS-denso. Nos Métodos B e C, o pd seco (0,2g) foi
submetido a uma delipidacdo segundo o protocolo analitico descrito por Rodrigues-Neto et al. (2015). As
amostras foram ressuspendidas em 500uL de 1-butanol:cloroférmio (1:9), a mistura foi agitada em voértex e
centrifugada a 13.400g/ 5 min a 4°C. Esse procedimento foi repetido. Posteriormente, o precipitado gerado por
centrifugacao foi lavado duas vezes com 500uL de acetona 100% e centrifugado. Por fim, foi lavado com 500uL
de éter de petréleo e centrifugado a 13.400g/ 5 min a 4°C. Apés a finalizagdo da delipidacao, para o Método B,
as amostras foram submetidas a precipitagdo e extragdo de proteinas de acordo com o protocolo descrito por
Pirovani et al. (2008). Para as amostras do Método C foi realizada a extracdo das proteinas com fenol/SDS-
denso. As proteinas foram quantificadas usando o 2-D Quant Kit de acordo com as instru¢des do fabricante
(GE Healthcare). A primeira dimenséo, focalizagdo isoelétrica (IEF), das proteinas foi realizada em um sistema
Ettan IPGphor (Ge Healthcare). A segunda dimensdo foi realizada em um sistema Ruby SE600 (GE
Healthcare) nas seguintes condi¢gdes: 15mA por 45 min, 40mA/ 30 min, 50mA/ 3h para cada strip em
temperatura constante de 11°C.

Resultados e Discussao:

O protocolo de extracdo de proteinas descrito por Pirovani et al. (2008) e aplicado em diferentes
materiais vegetais como raiz (BERTOLDE et al., 2014) e folha (PIROVANI et al., 2008) de Theobroma cacao,
mostrou-se ineficiente quando aplicado as sementes de urucum (Bixa orellana). As amostras extraidas com o
Método A, apresentaram concentragdes de proteinas muito baixas e com pouca visibilidade das bandas do gel
unidimensional. Essa dificuldade na extragao era esperada, devido aos altos niveis de compostos interferentes
presentes em sementes de B. orellana, como o pigmento bixina.

Comprovamos que as sucessivas lavagens com acido tricloroacético (TCA) em acetona para a
precipitagdo de proteinas (Método A), ndo foram suficientes para a remogdo da grande quantidade de
pigmentos presentes nas sementes de urucum. Além disso, a baixa concentragdo de proteinas obtidas usando
o Método A é, provavelmente, um resultado da quantidade de lavagens necessarias para a remogao destes
pigmentos. A grande quantidade de proteinas perdidas durante estas lavagens foi, provavelmente, um dos
fatores que impossibilitaram a visualizagdo de bandas em gel de poliacrilamida 12%. Em fung&o disso, houve a
necessidade de buscar outros métodos que possibilitassem a extragao de proteinas em quantidade e qualidade
de sementes de urucum.

De acordo com Mastro (1999), a utilizagdo de solventes organicos para remogado da quantidade
excessiva de lipidios, torna-se uma alternativa mais viavel quando uma grande quantidade de detergentes é
necessaria para a remogao destes lipidios. Diante disso, a delipidagdao das amostras foi realizada e uma
combinacdo de solventes organicos foi utilizada na tentativa de eliminar a maior quantidade possivel de
pigmentos. Estes pigmentos sao lipossoluveis (LIMA et al., 2001) , assim, ao retirar os lipideos por meio da
delipidacdo, retiramos também os pigmentos. Os Métodos B e C corroboraram que com a delipidagao foi
possivel realizar a remogao da maior parte dos pigmentos presentes na amostra. Como observado na Fig. 1, as
amostras cujo os pigmentos foram removidos por delipidagao, apresentaram um precipitado muito mais claro.

As concentragbes de proteinas extraidas utilizando os Métodos B e C mostraram que as metodologias
foram eficientes na obtencdo de proteinas em quantidade para a aplicagdo da técnica de eletroforese
bidimensional. No gel unidimensional, além das bandas de proteinas extraidas com estes métodos, foi
observado um arraste caracteristico da presenca de componentes nao proteicos nas amostras. Uma vez que,
este arraste mostra-se mais intenso nas amostras do Método C, podemos constatar que a delipidagao sozinha
nao é suficiente para remogao de contaminantes.

Apenas os métodos B e C apresentaram quantidade de proteinas suficiente (entre 350 e 500 pg)
para a realizagdo da técnica de eletroforese em gel bidimensional. Nos géis 2D das amostras submetidas ao
Método C, nado foi observada uma distribuicdo ampla dos spots. Isso pode estar relacionado com a presenca
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de lipidios, que se ligam as proteinas reduzindo a solubilidade e afetando sua migragédo durante a focalizagao
isoelétrica, alterando também seu peso molecular (VERLENGIA et al.,2012). Além disso, Islam et al. (2004)
observou que altos niveis de compostos interferentes presentes em folhas de arroz (Oryza sativa L. japonica)
prejudicaram a eletroforese bidimensional, mostrando um alto grau de marcas horizontais € uma fraca
resolugdo de spots de proteinas nos géis, assim como observado nos géis de eletroforese bidimensional
carregados com proteinas extraidas utilizando o Método C.

Como observado em outros trabalhos (ISLAM, 2004; MASTRO, 1999; WANG, 2003;) a precipitacao
com acido tricloroacético (TCA) em acetona, para remover contaminantes n&o proteicos, melhora a extragédo e
solubilizagdo de proteinas. Quando comparados os geis obtidos com os Métodos de extracédo B e C, as
repeticdes B1 e B2, que foram precipitadas com acido tricloroacético (TCA) em acetona, apresentaram uma
melhor resolugao e distribuicdo das manchas de polipeptideo em pH variando de 3,0 a 10,0 (Figura 1). Isso
ocorre porque, as lavagens com acido tricloroacético (TCA) em acetona realizadas nas amostras submetidas a
esse método de extragdo contribuiram para a eliminagcdo de componentes interferentes, que nao foram
eliminados durante o processo de delipidacao realizada no Método C.
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Figura 1: Padrdes representativos de eletroforese 2D de proteinas de semente de urucum. Método B, repeticdes 1
(Bl) e 2 (B2) e Método C, repetigdes 1 (C1) e 2 (C2). Cada gel foi carregado com 500 mg de proteina total e corado com
Coomassie blue.

A maior quantidade de proteinas de maior e menor peso molecular presentes nos géis carregados com
amostras extraidas pelo Método B confirmam que este método foi mais eficiente na obtengéo de proteinas em
quantidade e qualidade, uma vez que a resolugdo e migragao das proteinas nos géis 2D das repeticdes C1 e
C2 foi prejudicada devido a maior quantidade de interferentes na amostra.
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Conclusodes:

As modificagbes realizadas no protocolo possibilitam a remog¢do da maior quantidade de compostos
interferentes presentes nas sementes de urucum, proporcionando a melhor solubilizagdo e resolugcdo de
proteinas na aplicacdo da técnica de eletroforese bidimensional. Apresentamos um protocolo otimizado para a
extragao de proteinas que proporcionara uma nova oportunidade para comparar os padrées protedmicos do
urucum, permitindo aumentar os conhecimentos sobre as rotas de biossintese de metabdlitos secundarios,
especialmente bixina.
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