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Abstract

Regeneration is the ability to replace lost body parts, process that varies widely among animal
kingdom. In deutorostomes the regenerative potential is maximally expressed in echinoderms,
animals that can replace all injured organs. Coelomocytes, a morphologically heterogeneous
population of free roaming cells, are recognized as the main cellular components of the echinoderm
immune system. They are the first line of defence and their number and type can vary dramatically
during infections or following injury. These cells have many functions, which include phagocytosis,
encapsulation, clotting, cytotoxicity, wound healing, among others. Echinoderms, in particularly
starfish, have been used as a model system in regeneration studies. However, only recently these
important animals have been used in proteomic approaches. For present work we examined the
differentially expressed proteins from starfish coelomocytes (Marthasterias glacialis), in three stage
of regeneration (48 hours, 13 days and 10 weeks) after arm tip amputation. For identification of
proteins with relevant activity in the regeneration events, several proteomics approaches were used:
protein separation by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE); determination of differentially
expressed proteins by difference gel electrophoresis (DIGE); and finally the selected proteins were
identified by mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF). The work presented in this thesis pretends
contribute to an increase molecular knowledge and of the biochemical systems involved in
echinoderm regeneration, mediated by coelomocytes. The identified proteins in this study seem to
have important roles into regeneration process, in particular, functions that include proliferation,

growth and cellular differentiation.
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Resumo

A regeneracdo define-se pela capacidade de um ser vivo reconstruir as partes do corpo
perdidas, num processo que é extramente diverso ao longo do reino animal. Nos deuterostomios o
potencial de regeneracdo tem a sua maxima expressdo nos equinodermes, animais que tém
capacidade de repor os seus 6rgdos internos e externos apds um dano a sua integridade fisica. Os
coelomdcitos circulam livres no fluido celémico e séo reconhecidos como os componentes celulares
do sistema imunitario. Desempenham fungfes variadas, nomeadamente na resposta imune inata e
sabe-se que apresentam um papel importante na regeneracdo. Participam em varias funcgdes
fisioldgicas, tais como na formacdo de coagulos, na fagocitose, defesa contra microrganismos,
cicatrizacdo, resposta inflamatdria e transporte de oxigénio. Os equinodermes, e em particular as
estrelas-do-mar, tém sido utilizados como animais modelo para estudar os processos de regeneracao.
No entanto, foi apenas recentemente que estes importantes deuterostomios tém sido estudados através
de abordagens de protedmica. Este trabalho tem como objetivo a determinacdo das proteinas
diferencialmente expressas nos coelomdcitos na estrela-do-mar (Marthasterias glacialis) durante 3
fases de regeneracdo (48horas, 13 dias e 10 semanas apds a amputacdo da ponta do braco). A
identificacdo do proteoma diferencial dos coelomdcitos combina a separacdo de proteinas por 2-DE
(electroforese bidimensional), detecdo das diferencas de expressdo das proteinas através da
metodologia DIGE e a sua identificacdo por espetrometria de massa (MALDI-TOF/TOF). Este
estudo visa contribuir para 0 conhecimento das proteinas e dos processos bioquimicos envolvidas na
regeneracdo em equinodermes. Pensa-se que as proteinas identificadas neste estudo tém um
envolvimento na regeneracdo, nomeadamente nas fases mais avancadas deste processo,

desempenhando fungdes como proliferacao, controlo de crescimento e diferenciagéo celular.

Palavra-chave: Regeneracdo/2-DE/ DIGE / MALDI-TOFTOF / Coelomdcitos / Estrela-do-mar
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1. Introducéo Geral

A regeneracao € um processo extremamente importante para a sobrevivéncia dos seres vivos, ja
que lhes permite substituir as partes do corpo danificadas, gastas, ou que simplesmente se perdem
derivado as vérias relacdes bidticas ). Todos os organismos vivos, exibem de certa forma
capacidades regenerativas, permitindo-lhes lidar com os varios eventos ambientais, stress fisico,
doencas ou mesmo manutencdo celular ®. No entanto, essas propriedades sdo extremamente
variadas, e podem ocorrer a vérios niveis de organizacéo bioldgica ). Por exemplo, em planarias e na
maioria das espécies de equinodermes, as capacidades regenerativas sdo extremamente poderosas,
dado que conseguem substituir todos os tecidos do seu corpo. Em vertebrados esta capacidade € bem
mais limitada, sendo restrita apenas a alguns tecidos pontuais, com excec¢do dos anfibios que do
grupo dos vertebrados, sdo aqueles que apresentam uma capacidade de regeneracdo mais
impressionante, que lhes permite regenerar, por exemplo, os membros completos, sistema nervoso,
retina, etc. Os répteis estdo limitados & regeneracdo de partes especificas do corpo, como a cauda, 0
peixe-zebra as barbatanas, os tubarfes estdo continuamente a repor os dentes perdidos, e por exemplo
os aracnideos que conseguem regenerar todas as patas .

No entanto, o processo de regeneracdo de membros ndo é comum a todos 0s animais, no caso
dos humanos e outros vertebrados, 0s poderes de regeneracdo estdo confinados a regeneracdo de
tecidos, unicamente para manter a homeostase celular e a integridade fisiologica ©. Excetuando
alguns érgdos internos, como o figado e as glandulas suprarrenais, que possuem uma consideravel
taxa de regeneracdo, podendo regenerar na totalidade se uma parte suficiente permanecer para dar o
ponto de partida para a regeneracdo, num fenémeno chamado de hipertrofismo® “®). (Figura 1)

A capacidade dos animais produzirem novas estruturas do seu corpo para repor partes perdidas é
conhecida desde a antiguidade, mas s0 nestas Gltimas décadas tem despertado maior interesse por
parte dos cientistas. Avancos recentes tém surgido no ambito da biologia da regeneracéo,
principalmente a nivel de estudos de desenvolvimento, biologia evolutiva, ecologia funcional e
biologia de células estaminais (. Contudo a maioria destes estudos ndo abrange os sistemas
bioquimicos envolvidos nos processos celulares de regeneracdo. Outro obstaculo é a escolha do

organismo modelo ideal, devido a variabilidade das capacidades regenerativas entre espécies que €

a, Lo Z - - N . . s nz e
Processo, em que um 6rgéo apos ter-lhe sido removida uma parte, aumenta de volume para responder as necessidades fisiolégicas, mas que nunca
chega a recuperar a sua forma inicial.
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Figura 1 — Os organismos vivos exibem propriedades regenerativas variadas que ocorrem a varios niveis de organizacéo
bioldgica. Existem animais que conseguem reconstruir todos os 6rgdos do corpo; outros tém capacidades mais limitadas sendo restritas
apenas a uma regido do corpo; outros, tais como a maior parte dos vertebrados, apenas conseguem regenerar tecidos de forma a manter

a homeostase celular. (imagem adaptada ref. 7)

E nos equinodermes que o potencial de regeneracdo apresenta a sua maxima expressio, no
entanto os estudos nestes animais sdo principalmente ao nivel da determinacdo de alteracdes
histoldgicas, como taxas de crescimento celular e alteracbes morfoldgicas, também ja existem alguns
estudos genéticos em regeneracdo de equinodermes . A identificacdo de protefnas importantes na
regeneracdo de equinodermes resultou essencialmente em estudos de imunolocalizacdo especificos,
cujas proteinas candidatas eram conhecidos alvos com impacto na regeneracao em outros organismos
®)

Estudos anteriores mostraram a existéncia de uma interligacdo entre o sistema imunitério e a
capacidade de regeneracdo de cada espécie animal. E sabido que ap6s a lesdo de um determinado
tecido, existe uma cascata de acontecimentos inflamat6rios que visam reconstruir a zona lesada por
substituicdo do tecido por tecido fibroso (cicatrizacéo), por tecido funcional (regeneragéo), ou pelos
dois processos conjuntos, primariamente uma fase de cicatrizacdo e posteriormente regeneracéo ©. A
resposta imunitéria inata tem um papel fundamental nesses mecanismos, através da libertacdo de
citocinas, fatores de crescimento e moléculas sinalizadoras que promovem a reconstrucdo da regido
danificada . Durante a primeira fase de regeneracéo de um tecido a zona lesada é invadida por
células endoteliais, macrdfagos, fibroblastos e outros componentes da matriz extracelular que

facilitam a adesdo, migracdo e proliferacdo celular @ Estudos mais especificos, em Xenopus



identificaram varios genes associados a resposta imunitaria que se apresentam sobre-expressos nas
fases iniciais da regeneracdo ap6s a amputacio do membro 2. Outros estudos, no ambito da biologia
evolutiva, observaram a existéncia de uma tendéncia, na perda da capacidade regenerativa das

espécies estar paralelamente relacionada com a evolucéo da complexidade do sistema imunitario ®*
14)

1.1. Equinodermes como modelo animal para estudos de regeneracao

Os equinodermes sdo animais invertebrados existentes em ambientes unicamente marinhos.
Constituem um grupo de cerca de 7000 espécies documentadas até a atualidade e ocupam habitats
extremamente variados, desde fundos abissais até zonas costeiras, entre o equador e 0s mares polares.
Trata-se de um grupo muito antigo de animais, ja perfeitamente diferenciados desde o inicio da Era
Paleozoica. Distribuem-se em cinco classes: equindides (como ouri¢os-do-mar); holotdrias (como
pepinos-do-mar); asterdides (como estrelas-do-mar); crindides (como lirios-do-mar) e finalmente
ofiurdides (como serpentes-do-mar). Uma caracteristica muito peculiar de todos os equinodermes é a
existéncia de um sistema hidrovascular formado por uma rede interna de canais e reservatorios onde
circula um fluido aquoso sob presséo, o fluido celémico. Este tecido consiste num filtrado a partir de
agua do mar que entra pela placa madreporita e banha todos os 6rgédos internos, sendo responsavel
por varias funces bioldgicas como locomocdo, respiracdo, alimentacio e imunidade ™. Apesar da
auséncia de cérebro, o sistema nervoso é capaz de coordenar todas as funcdes corporais basicas,
sendo constituido por um anel central com extensdes radiais de centenas de células nervosas.
Apresentam uma reproducdo essencialmente sexuada, com fecundacdo externa, € na maioria das
espécies sdo libertados ovos que apresentam um estado larval livre e planctonico. Os embrides
possuem desenvolvimento com simetria bilateral, o chamado desenvolvimento deuterostomio, que é
também caracteristico dos cordados, e em nada se assemelha com o desenvolvimento de outros
invertebrados ™®. Apesar de exclusivamente marinhos e de aspeto primitivo, os equinodermes estéo
bem mais préximos dos humanos do que se poderia supor. A simetria radial presente nestes animais
resultou de uma evolucdo secundaria, a partir de um antepassado com simetria bilateral. Diversas
peculiaridades do desenvolvimento embrionario destes animais sugerem a existéncia de um
antepassado pré-paleozéico comum entre os equinodermes e os vertebrados 9.

Recentemente, os equinodermes tém recebido alguma atencdo, principalmente devido ao seu

potencial de regeneracdo. Em estrelas-do-mar e ourigos-do-mar, a regeneracdo decorre
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essencialmente através de um processo morfalatico, que envolve o recrutamento de células pré-
existentes provenientes de desdiferenciacio®, transdiferenciacdo® e migragdo de células “7'®). Este
processo extremamente complexo de regeneracdo, deve-se a um mecanismo evolutivo de adaptacéo e
sobrevivéncia. Como sdo animais constantemente ameacados por predadores, a amputacdo
traumatica dos bracos ou autotomia é essencial para a sobrevivéncia da maioria das estrelas-do-mar,
uma vez que dependem dos bragos para alimentar-se e deslocar-se. Outro aspeto onde a regeneracéo
é fulcral para estes animais, € em casos de necessidade de reproducdo assexuada por simples divisao
binéria, sendo igualmente capazes de regenerar uma parte inteira do seu corpo apds este se ter
dividido ®9,

1.2. Estrelas-do-mar — Masthasterias glacialis

As estrelas-do-mar sdo caracterizadas pelo corpo achatado de onde emergem pelo menos cinco
bracos, mais ou menos longos e cobertos, na face oral, por pés ambulacrarios. A boca esta situada na
regido oral, enquanto o ans e a placa madreporita se localizam na face aboral ®. (Figura 2) Tratam-
se de predadores carnivoros, que atacam presas pouco ageis como moluscos ou vermes. A matriz
biomineral que compde a epiderme é constituida essencialmente por placas calcérias de bicarbonato
de célcio (ossiculos), interligadas por musculos e por um tecido do tipo colagénico, também
conhecido como tecido conjuntivo mutavel, cuja consisténcia pode variar rapidamente entre dura a

maleavel, permitindo a movimentacéo, defensa ou simplesmente dividir-se em dois ¢*°.

Figura 2 - Anatomia da estrela-do-mar Marthasterias glacialis. Sistema nervoso: CN; Nervo radial: NR; Sistema
digestivo: SD; Sistema vascular Hidrico: SVH; Sistema ambulacrério: SA; Placa madreporita: PM. Génadas: G, (Figura

adaptada partir da referencia 8).

® Processo onde uma determinada célula diferenciada perda a especificidade ao tecido onde esta integrada e torna-se
numa célula indiferenciada.

¢ Processo onde uma célula previamente desdiferenciada volta a adquirir especificidade, mas para uma linhagem diferente
da sua originaria.
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Uma das espécies de estrela-do-mar mais comuns na costa portuguesa é a Marthasterias
glacialis, conhecida como estrela-do-mar espinhosa,
uma vez que a sua superficie é coberta por espinhos
cénicos. Embora esteja presente em toda a costa
portuguesa, € frequentemente encontrada na costa
centro/norte de Portugal, devido & sua preferéncia por

aguas frias (glacialis significa glacial). (Figura 3)

Normalmente atingem os 25-30 cm de didmetro (de uma

/ atianti -
Ocki ponta do brago a outra diametralmente oposta), mas

podem chegar a medir 70 cm de diametro ©.

Figura 3 - Localizagio das estrelas-do-mar Varias sdo as raz0es pela escolha desta espécie de
Marthasterias glacialis a0 longo da costa €quinoderme como modelo para este estudo. Primeiro, €
portuguesa. Sendo a sua maior incidéncia no uma estrela-do-mar facilmente encontrada em superficies
Litoral Norte. ** rochosas em praias da costa do Estoril, especialmente

durante o inverno; segundo, é facil manter esta especie em cativeiro num ambiente controlado

proporcionado por um aquario; terceiro, 0s equinodermes apresentam aproximadamente 70% de
homologia com os genes humanos, o que o0s torna um 6timo modelo para estudos. Finalmente, tal
como todas as outras espécies de estrela-do-mar, esta espécie apresenta uma elevada capacidade de

regeneracéo ‘9.

1.3. Sistema Imunitario de equinodermes

Nas ultimas décadas, varios investigadores tém observado evidéncias de que os equinodermes
possuem um sistema imunitario primitivo mas com respostas imunitarias funcionalmente
semelhantes ao observado em vertebrados. No final do seculo XIX, foi descoberto a presenga de
celulas fagociticas em equinodermes, apds a introducdo de um corpo estranho numa larva de estrela-

do-mar Astropecten pentacanthus 2.

A sequenciacdo do genoma do ouri¢o-do-mar,
Strongylocentrotus purpuratos, também veio contribuir para uma nova perspetiva relativamente ao
sistema imunitario dos equinodermes, que ao contrario do que se pensava, é extremamente complexo,
partilhando vérias familias de genes comuns aos vertebrados V. Isto acontece, devido & existéncia de
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um oOrgdo axial que contém todos os elementos essenciais para uma resposta imunitaria, o que pode
ser considerado um ancestral de um 6rgdo linfoide comum entre equinodermes e cordados 2. De
facto, a posicdo dos equinodermos na arvore evolutiva é muito proxima & dos vertebrados,
partilhando o mesmo superfilo (Deuterostomios). (Figura 4) Isto torna interessante comparar ambos
0s sistemas imunitarios e também impulsiona informacdes sobre a evolugdo da resposta imunitaria no
reino animal .

Comno- O sistema imunitario dos equinodermes dispde

Ecdysozoa  Cnidérios  porifera flagelados

l i z " dos mesmos mecanismos basicos que o resto dos

cordados Lophotrochozoa
equinodermes

animais multicelulares, como o reconhecimento do

roteostomios

self e do non-self, desencadeamento de uma

Deuterostomios

resposta imunitaria face a presencga de substancias
Simetria bilateral

externas na cavidade celomica, e sdo capazes de

Eumetazoas

neutralizar e eliminar corpos estranhos ?©. Podem

Metazoas

ser observados dois tipos de resposta imune em

estrelas-do-mar: resposta imune celular mediada

eucariotas

Figura 4 - Arvore filogenética destacando a por células e uma resposta imune humoral mediada
proximidade entre os cordados e os equino dermes. por moléculas livres presentes no fluido celémico.
(Imagem adaptada da referéncia 24) A resposta imunitaria baseada em células é

mediada por coelomdcitos, uma populacdo de células especializadas que se move livremente no
fluido celomico. Por outro lado, a resposta humoral € principalmente mediada por varios compostos
secretados por varios tecidos. Este tipo de resposta humoral tem como principal papel a defesa contra
infecdes, onde se enquadram compostos tipo lectinas, aglutininas, perforinas, sistema complemento e
citocinas ®®. Curiosamente, a imunidade celular de equinodermos escapa a classica caracterizagdo
fenotipica dos linfdcitos observados em vertebrados, nomeadamente na identificacdo de células
especificas através da expressdo de epitopos nas membranas celulares. A falta de marcadores
especificos de cada populacdo celular dificulta a distingdo entre elas, limitando-se os estudos a
variacdes essencialmente morfoldgicas .

A andlise do proteoma do fluido celomico de ourico do mar Strongylocentrotus purpuratus
permitiu a identificacdo de vérias proteinas envolvidas na resposta imunitaria em equinodermes. Tais
como, componentes do sistema complemento do tipo SpC3 e SpBf e recetores scavanger ricos em

cisteinas, Sp185/333. Foram também identificados enzimas lisossomais e a-2-macroglobulinas que
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sdo responsaveis pela destruicdo de agentes patogenicos. Amassina, anexina V e factores Von
Willerbrand que sdo responsaveis pelos fendmenos de coagulacdo. Proteinas envolvidas na
organizagdo do citoesqueleto, como actina, profilina, fascina, cofilina, gelsolina, miosina, proteinas
associadas a microtubulos, complexo proteico Arp2/3, coronina, tubulina, a-actinina, tetraspanina,
talina, vinculina e proteinas Rab. Também foram identificadas proteinas de adesdo celular como a
integrina, selectina, cadherina e fribronectina. Proteinas de sinalizacdo (Proteinas Ras), e finalmente,

enzimas oxidativas provenientes do citoplasma ™.

1.4. Coelomdcitos - mediadores da resposta imunitaria

Como referido no ponto anterior, os coelomdcitos sdo as células presentes no fluido celémico em
diversa tipologia e abundancia responsaveis pela imunidade celular nos equinodermes. O fluido
celémico permite a sua circulacdo, permitindo-Ihes alcancar todos os tecidos 2%, Estas células tém
recebido uma consideravel atencdo por varias razdes: 1) a sua relacdo e homologia com as células do
sistema imunitario de vertebrados; 2) acesso a um novo modelo para estudos de sistema imunitario;
3) desenvolvimento de estudos relacionados com a regeneracdo animal. Os coelomdcitos participam
em varias funcBes vitais, tais como formacdo de coagulos celulares, fagocitose, encapsulacdo, no
transporte de oxigénio e na defesa contra microrganismos e outros corpos estranhos que entram na

cavidade celémica ®©. (Figura 5)

16 Filopodial
- . v SNy ]

Outros tipos de coelomocitos Fagocitos

Figura 5 - Coelomacitos encontrados do fluido celémico da Marthasterias glacialis. As células com maior abundancia sdo os
coelomécitos do tipo fagécitos, que foram encontrados em diferentes tipologias, petaloide (inativa) e filopodial (ativa). Estdo
representados também outros tipos de coelomdécitos, menos abundantes mas igualmente encontrados no fluido celémico. (imagem

adaptada da referencia 8)

Alguns destes tipos de coelomdcitos sdo encontrados em todas as espécies de equinodermes, mas

existem outros que sdo exclusivos apenas de algumas. A distribuicdo dos coelomdcitos é muito
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dindmica, alterando de acordo com a fisiologia ou com o estado imunitario do animal. Em ouricos-
do-mar existem, em média, 7,5 x 10° coelomécitos por mililitro de fluido celémico, variando entre 3
a 20 pm de tamanho 2. Em estrelas-do-mar mais de 90% dos coelomdcitos existentes sdo do tipo
fagdcitos e amoebdcitos. Coelomdcitos do tipo fagdcitos desempenham papéis tais como rejeicdo de
tecidos, quimiotaxia, producdo de espécies reativas de oxigénio, encapsulacdo, citotoxicidade,
expressao de genes, aglutinacdo e coagulacdo. Os fagdcitos sdo caracterizados pelo seu tamanho e
morfologia, sendo esta classificacdo distinta para cada equinoderme. Os amoebdcitos sdo
caracterizados pela presenca de vesiculas no citoplasma, podendo apresentar pigmentacdo. Tém um
tamanho que varia entre 8 a 20 um e a sua distribuicdo varia substancialmente entre espécies. Sao
frequentemente associados a atividade antibacteriana, resposta inflamatoria, remodelacdo da matriz
extracelular e processos de cicatrizagdo 3.

Estudos realizados em Asterias rubens (estrela-do-mar comum europeia) mostraram que a
agregacao dos coelomacitos a partir de tecidos adjacentes tem uma elevada contribui¢cdo na reparacao
de tecidos. Por outro lado, a perda do fluido celomico afetava seriamente todas as funcdes
fisiologicas °.

Outros estudos também realizados em Asterias rubens, com objetivo de investigar a atividade
celular e bioquimica dos coelomdcitos, evidenciaram a sua resposta a stress traumatico por
amputacdo do braco. A contagem de coelomdcitos em circulacdo foi realizada ao longo do tempo
entre as 0 e as 24 horas pés-amputacdo, tendo-se verificado um aumento da quantidade total de
coelomdcitos entre a primeira hora apds-amputacédo e as seis horas seguintes. Os niveis de expressao
da protefna Hsp70 também aumentaram simultaneamente com os coelomécitos em circulagdo @29,

Em ourigos-do-mar foi evidenciado um aumento de coelomécitos do tipo amoebdcitos e em
semelhanca ao descrito anteriormente, também foi observado um aumento de expressao da Hsp70,
em resposta a stress traumatico por ferimentos. As proteinas Hsp70 parecem estar também
envolvidas na cicatrizagdo e regeneragdo de tecidos. Estudos anteriores reportaram uma associacao
entre 0 aumento do numero total de coelomdcitos em resposta a ferimentos em simultaneo com
inducdo de hipoxia *¥.

Como em muitos outros organismos, posteriormente a amputacéo existe uma fase de cicatrizacéo
que, nos equinodermes, é mediada por coelomdcitos. Estes migram até a zona lesada para prevenir o
sangramento através da contragdo muscular e da interacdo com a matriz extracelular ®®. Varios
trabalhos em regeneracdo reportaram a existéncia de acumulacdo de coelomacitos na zona inferior a
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epiderme apds amputacdo do braco, mas ndo a sua proliferacdo. O que sugere que a migracdo dos
coelomacitos € recrutada ndo apenas para eventos de cicatrizacdo, mas também para uma fase mais
posterior, eventualmente na regeneracéo.* 28

Vérias sdo as evidéncias da funcdo dos coelomdcitos na regeneracdo, no entanto as proteinas
envolvidas ainda permanecem desconhecidas. Um estudo realizado anteriormente em estrelas do mar
M.glacialis teve como objetivo caracterizar o proteoma dos coelomacitos nesta espécie, através da
combinacdo de 1-DE e 2-DE PAGE acoplado com espectrometria de massa. Neste estudo foram
identificadas 358 proteinas, nas quais 30% apresentaram homologia com outras espécies de
equinodermes e 34% homologia com os cordados. As proteinas identificadas desempenham funcdes
ao nivel da reorganizacdo da dinamica do citoesqueleto, regulacdo da adesdo celular, regulacdo da
divisdo celular, ciclo celular e apoptose, proteinas de transducdo de sinal, regulacdo de
trafego/migracdo de células imunitérias, proteinas envolvidas na inflamacédo, proteinas de secrecao

vesicular e regulacdo da proliferacdo celular 7.

1.5. Protedmica em regeneracdo animal

Todos os processos celulares envolvem proteinas e por isso, a identificacdo das proteinas e a
caracterizacdo da sua atividade funcional tornam-se cada vez mais importantes para perceber os
processos bioldgicos dos seres vivos. As abordagens em protedmica experimental baseiam-se na
identificacdo de todas as proteinas de um tecido, para obtencdo de informacdes relativamente a
protedmica funcional, quantificagdo e identificacdo de proteinas diferencialmente expressas num
tecido em condi¢des distintas, identificacdo de interacdes entre proteinas e caracterizacdo de
alteracdes pés-traducio ©.

Poucos séo os estudos sobre proteinas envolvidas em processos de regeneragdo. A maior parte
dos estudos de larga escala tém sido realizados principalmente por técnicas de transcriptdmica ou
gendmica. No entanto sabe-se que os niveis de RNA mensageiro ndo correspondem necessariamente
a mesma quantidade de proteina nas células, uma vez que os niveis de proteina sdo determinados por
varios processos pos-transcricdo a que o RNA é sujeito. Por estes motivos, técnicas como as de
protedmica sdo de extrema importancia, dado que permitem a quantificacao relativa das proteinas.
Neste trabalho foi utilizada uma abordagem protedmica conjunta com espectrometria de massa com o
objectivo de perceber mais sobre os processos de regeneragdo em equinodermes, numa tentativa de

explorar o proteoma diferencial das células mediadoras da resposta imune celular em M.glacialis ©°.
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1.5.1. Electroforese bidimensional (2-DE)

O principio de separacdo 2-DE, tal como 0 nome indica consiste na separacdo de proteinas em
duas dimensdes distintas e independentes entre si. Na primeira dimensdo da separacédo, designada por
focagem isoelétrica (IEF), depende do ponto isoeléctrico” (pl) de cada proteina. Na segunda
dimenséo as proteinas sdo separadas de acordo com a sua massa molecular num gel de poliacrilamida
em condicOes desnaturantes. (Figura 6) O facto de se conseguir separar as proteinas por carga e por
massa, permite ainda separar diferentes isoformas da mesma proteina, uma vez que proteinas com a
mesma massa molecular podem ser separadas de acordo com o seu diferente ponto isoelétrico. Esta
metodologia permite a separacdo de amostras complexas de proteinas, e numa Unica analise fornecer
informacdes sobre a sua carga, abundancia (acoplando com densitometria), localizacdo, distribuicao
de isoformas e presenca de alteracdes pos-tradugdo ©%. Através desta técnica é possivel detetar cerca
de 600-2000 proteinas numa tnica amostra biolégica com boa resolugdo ?°.

pH

Massa molecular
-

- »

v

Figura 6 — Electroforese Bidimensional. A primeira dimensdo, focagem isoeléctrica (IEF), é depende do ponto
isoeléctrico (pl) de cada proteina; a segunda dimensao consiste na separacdo das proteinas por massa molecular através de

electroforese desnaturante, num gel de poliacrilamida.

No entanto, quando o estudo incide na determinacdo de proteinas diferencialmente expressas
num conjunto de amostras expostas a diferentes condigdes, torna-se dificil usar 2-DE convencional,
uma vez que esta metodologia s6 permite correr uma amostra por gel, a redundancia e a falta de
reprodutibilidade da técnica dificultam a analise diferencial 2.

Por outro lado, a elevada sensibilidade da técnica analitica DIGE simplifica o processo de anélise

de imagens de géis. Esta metodologia consiste num método de fluorescéncia, onde cada amostra é

¢ Valor de pH no qual a carga da proteina é zero.
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previamente marcada covalentemente com um conjunto de fldorocromos (Cy2, Cy3 e Cy5), o que
permite a corrida de duas amostras e um padrdo num unico gel. Estruturalmente os trés fluorocromos
tém massas moleculares muito aproximadas (Cy2 - 550.6kDa, Cy3 - 582.8 kDa e Cy5 - 580kDa),
mas diferentes maximos de absorcdo (480 nm, 540 nm e 620 nm, respetivamente) ©Y. Como s&o
carregados positivamente, sofrem reacdes de substituicdo nucleofilica com os grupos amina das
lisinas. A marcacgdo das amostras com os fliorocromos ocorre em condi¢fes desnaturantes a um pH
6timo que varia entre 8.0-8.5. A reacdo de quenching de fluorescéncia ocorre através da saturacdo
por excesso de aminas primarias provenientes da adicdo de lisina ®¥. Apés a marcacéo efetuada,
quantidades iguais de proteina sdo submetidas a separacdo bidimensional seguida por detecdo das
proteinas por fluorescéncia. As imagens geradas sdo posteriormente alinhadas num software de forma
a identificar proteinas com expresséao diferencial nas diferentes condic6es estudadas.

Nesta abordagem é importante a presenca de um controlo interno, formado a partir da mistura de
todas as amostras a serem analisadas. O uso do padrdo interno em cada gel compreende uma
quantidade igual de cada uma das amostras e permite calcular racios para o spot da proteina dentro do
préprio gel e/ou entre géis. (Figura 7)

Controlo interno  Amostra | Amostra 2

&y Gy

‘ Cy5

|

.
Misturada das
| amostras

V

Separagdo bidimensional

Cy2

Figura 7 - Esquema representativo do protocolo 2-D DIGE (electroforese diferencial) para a marcacdo de 2 amostras
diferentes e do controlo interno e respetiva separacdo bidimensional; esta técnica consiste num método de fluorescéncia,

onde cada amostra é cova (imagem adaptada da referéncia 31)
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1.5.2. Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa (MS) é um conjunto de metodologias que permitem a identificacéo e
caracterizacdo das proteinas em misturas complexas; o estudo de interacGes entre proteinas; e a
identificacéo de proteomas de amostras biolégicas, recorrendo a um espectrémetro de massa %, Este
altimo utiliza um campo elétrico e magnético para exercer forcas em particulas carregadas (i6es) em
vacuo. Desta forma, o composto deve ser ionizado ou ter carga de forma a possibilitar a sua analise
pelo espectrometro de massa. Além disso, os ides devem estar na fase gasosa, onde sdo separados de
acordo com o0 seu racio massa/carga (m/z). Esta razdo m/z corresponde a divisdo da massa, em escala
atémica de cada ido, pela sua carga ®®. As proteinas sdo moléculas polares ndo volateis,
termicamente instaveis requerendo um método de ionizacgdo eficiente que transfira o analito para uma
fase gasosa, sem provocar a degradacdo do mesmo. Portanto, o primeiro componente de um
espectrometro de massa é uma fonte de ionizacdo que ioniza 0 composto a ser analisado. Seguindo-se
a passagem pelo analisador de massa que mede a razdo m/z do composto, e finalmente um detetor
que regista o nimero de ides por cada valor de m/z. ¢*3

O método de ionizacdo a ser utilizado, deve ser eficiente, sensivel e “suave” o suficiente para
ionizar mas nao destruir o analito. Para proteinas, os métodos de ioniza¢do mais utilizados sdo uma
fonte de Electrospray ou ionizacdo através da interacdo com uma matriz, Matrix Assisted Laser
Desorption lonization (MALDI). (Figura 8)

MALDI consiste na irradiacdo de uma luz laser intensa, de
elevada energia sobre uma amostra de moléculas. As proteinas e
péptidos sdo incapazes de absorver este tipo de radia¢do por isso
o laser incide sobre uma matriz cristalizada, que é composta pela
amostra e por pequenas moléculas organicas, como acido a-
ciano-4-hidroxicinamico ou 4&cido dihidrobenzdico. A matriz

absorve a energia proveniente da luz laser, ionizando as

Figura 8 — MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization) consiste num método de
ionizagdo, que utiliza uma de fonte de luz laser
que incide sobre uma matriz cristalizada
composta pela amostra e por pequenas

moléculas organicas.

moléculas tanto da amostra como as da propria matriz. Os ides
resultantes sdo posteriormente acelerados no analisador TOF-1
(Time-Of-Light), que mede o tempo de voo dos ides na presenca
de um campo elétrico ®*. O principio do TOF-1 corresponde a

fase onde os ifes sdo separados pela sua razdo massa/carga

atraves do tempo que levam a percorrer o analisador de massa, desde a fonte de ionizacdo até ao
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detetor. Todas as moléculas estdo perante 0 mesmo campo elétrico e apresentam a mesma energia
cinética. Durante o percurso as varias moléculas sdo separadas, moléculas mais pesadas levam mais
tempo a percorrer o analisador de massa e moléculas mais leves percorrem-no mais rapidamente.
Deste modo, cada molécula produz um sinal distinto que € usado para a detecdo e caracterizacdo das
proteinas. Os resultados da analise sdo compilados num espectro MS. Num espectro MS, no eixo das

abcissas esta representada a escala m/z, e nas ordenadas o numero relativo de iGes que apresentam
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Figura 9 - Espetro MS/MS da fragmentacdo de um péptido. As proteinas sdo digeridas com tripsina e as massas dos péptidos
resultantes identificados por MS. Posteriormente cada péptido € individualmente identificado através dos dados MS/MS. As massas
tedricas dos péptidos presentes nas bases de dados sdo macthed com a massa experimental obtida por MS associado a um erro

experimental. Para cada péptido é esperado uma lista de fragmentos gerados por fragmentacdo dentro do analisador de massas.

Para obter informacfes adicionais quanto a sequéncia dos péptidos utiliza-se a abordagem
MS/MS (Figura 9), onde normalmente sdo usados dois analisadores de massa em sequéncia TOF-1 e
TOF-2. No modo MS/MS os percursores i0nicos mais intensos, resultante do modo MS, sédo
fragmentados numa camara de dissociacdo por colisdo induzida (CID) atraves da colisdo dos ides
com gas atmosférico a alta pressdo. As particulas geradas sao reaceleradas no segundo analisador na
presenca de um campo elétrico e sdo separadas da mesma forma que ocorre no TOF-1, até chegarem

ao detetor, onde é obtido o valor de m/z dos fragmentos resultantes 4.
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O procedimento experimental normalmente utilizado para estudos de protedmica diferencial de

uma amostra bioldgica submetida a diferentes condicdes, esta representado no esquema da figura 10.

Amostras biologicas

Extracdo de Proteinas

v

2D-PAGE
e ——
Andlise de géis |————> &
Expressao Diferencial Digestio
com tripsina

100

m Lo

1200

l

Base de dados

Figura 10 — Esquema experimental da metodologia utilizada neste estudo para determinar a expressédo diferencial das proteinas
dos coelomdcitos submetidas a duas condigBes, regeneracdo e controlo. O estudo abrange duas fases distintas: 1) As proteinas séo
inicialmente extraidas das células e separadas por DIGE para analise diferencial, onde sdo selecionadas as proteinas de interesse
diferencialmente expressas. 2) As proteinas sdo extraidas das células para separagdo bidimensional convencional e excisdo dos sptos
que na fase 1) foram selecionados como diferencialmente expressos. Estes spots sdo digeridos (digestdo triptica) e analisados por
espectrometria de massa para identificagdo. A identificacdo é realizada por homologia recorrendo a bases de dados de sequéncias de

proteinas.
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2. Objetivo

Este estudo visa contribuir para um melhor conhecimento das proteinas envolvidas nos processos
de regeneracdo em equinodermes, avaliando a expressao diferencial do proteoma dos coelomdcitos,
células mediadoras do sistema imunitario nestes animais. A andlise de diferentes fases de
regeneracdo, 48horas, 13 dias e 10 semanas apds amputacdo do braco da estrela-do-mar
Marthasterias glacialis, permite entender qual o papel dos coelomdcitos ao longo deste processo
bioldgico, e em que fases € significativa a sua contribuicdo (fase inicial de cicatrizacdo, no inicio ou
manutencdo da regeneracdo). Para tal as proteinas extraidas dos coelomdcitos foram separadas e
analisadas através da metodologia DIGE de forma a selecionar as proteinas que apresentam
expressdo diferencial. Posteriormente, as proteinas de interesse foram identificadas por

espectrometria de massa usando um espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF.
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3. Material e Métodos

3.1. Captura e manipulacéo dos animais

As estrelas-do-mar utilizadas no estudo foram capturadas na costa do Estoril (Concelho de
Cascais) durante o inverno, e mantidas em cativeiro num sistema de tanques com agua em
recirculacdo permanente, mantida a uma temperatura 15°C e com salinidade de 33%., proporcionado
pelo aquério Vasco da Gama (Dafundo, Oeiras). Os animais foram alimentados com moluscos
recolhidos semanalmente no mesmo local da captura das estrelas-do-mar. Foram todos mantidos no
mesmo tanque, mas fisicamente individualizados de forma a criar 3 grupos distintos, para manter as
mesmas condicdes ambientais tanto para os animais controlo como para 0s animais testados. Cada
divisdria representava uma condicdo de estudo. (48horas, 13 dias e 10 semanas pds-amputacdo da
ponta do braco). Cada divisoria continha 12 animais, 6 controlos (animais nos quais ndo foi induzida
a regeneracdo) e 6 animais em regeneracdo, de acordo com a figura 11. A regeneracéo foi induzida a
partir da amputacdo da ponta de um unico braco e o fluido celémico recolhido nos tempos

mencionados.

48 horas 13 dias 10 semanas
\}\A\—: 6 replicados controlo »;\A\'; 6 replicados controlo )\//{1\?; 6 replicados controlo
> 6 replicados em regeneragdo \A:i 6 replicados em regeneragdo ‘7,4{' 6 replicados em regeneracdo
A\ A 7
Divisdo A Divisdo B Divisdo C

Figura 11 - Esquema experimental para o tratamento dos animais para o estudo. Cada divisdria representa uma fase de regeneragdo do
estudo. Divisoria A: animias controlo e regeneragdo correspondentes a primeira fase de regeneragdo (48horas apds-amputagdo);
Diviséria B: animais controlos e animais em regeneragao correspondentes a segunda fase de regeneracdo (13 dias apds-amputacao);
Finalmente, a divisGria C, animais controlos e animais em regeneragdo, correspondentes a terceira fase de regeneracdo estudada (10
semanas apos-amputacdo). Cada tempo de regeneragao estudado teve os seus préprios controlos.

3.2. Recolha do Fluido Celémico e isolamento dos coelomécitos

A recolha do fluido celomico foi realizado através da perfuracdo da epiderme da ponta do bragos
das estrelas com uma agulha, e deixado fluir por gravidade para dentro de um recipiente mantido em

gelo, contendo uma mistura de inibidores de proteases para prevenir a proteélise endégena. Seguiu-se
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um passo de centrifugacdo a 800g, a 4°C durante 20minutos para separar o fluido celémico em duas
fracdes, componentes celulares e componentes ndo-celulares. Apos centrifugacdo o pellet, contendo
os coelomacitos, foi congelado com azoto liquido e preservado a -80°C até a sua utilizacdo no
presente estudo.

3.3. Extracgdo de Proteinas

Foram testados véarios métodos de forma a maximizar a quantidade proteina extraida das
amostras em questdo, tais como o uso do microdesmembranador (Sartorius), extracdo com
homogeneizador manual, extracdo simples com tampao, e finalmente, extracdo por sonicacdo. O
método escolhido para extracdo das proteinas dos coelomacitos foi sonicacdo com sonda diretamente
inserida na amostra (figura 12). O método de disrupcdo celular através de ultrassons €
frequentemente usado para destruir as membranas celulares e libertar todos os componentes contidos
no seu interior. Este método usa a energia dos ultrassons para provocar agitacdo das particulas da
membrana celular de forma a quebrar as interacdes intermoleculares. A frequéncia adequada para a
disrupcédo celular sem causar danos para as células é 25 kHz. O tempo de exposi¢do das células aos
ultrassons e a sua intensidade depende do tipo de células, da quantidade de amostra e da concentragdo
celular ©¢73®).

Os coelomdcitos foram suspensos em tampao (7M Ureia, 2M Tioreia, 30mM Tris, 4% (m/v)
CHAPS, pH 8.5). O volume de tampdo adicionado as amostras foi calculado de acordo com a massa
celular presente em cada tubo, de forma a obterem-se as mesmas concentragdes em todos o0s
replicados bioldgicos e com isso maior reprodutibilidade durante 0 método de extracdo. A suspensdo
celular foi submetida a sonicacdo atraveés da sonda Sonifier W-450D (Brason), com emissdo
ultrassonica de 10% de amplitude, emitida de forma ciclica com curtos pulsos de vibragdes (Tempo
ON de ultrassons:5 segundos; Tempo OFF de ultrassons:10 segundos; tempo total: 50segundos).

Gerador de ultrasons

—— Sonda

o @ Suspensdo de
@ _"e g ceolomdcitos

Figura 12 - Modelo de Sonicacdo utilizado para a extragdo de proteinas. Sonda ultrassénica inserida diretamente na

suspensdo de coelomacitos.
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3.4. Quantificacdo de Proteinas

Em electroforese de proteinas é importante a quantificacdo reprodutivel de proteina total, para se
carregar em diferentes geis a mesma quantidade de proteina, principalmente se tivermos perante
proteémica diferencial. Os métodos de quantificacdo utilizados usualmente incluem a determinacao
da absorvancia a 280 nm, métodos colorimétricos e métodos de fluorescéncia ©9.

A escolha de método de quantificacdo apropriado depende da preparagdo da amostra,
especialmente da composicdo do seu tampdo de extragdo/lise celular. E importante notar que o
tampdo frequentemente utilizado para solubilizar as proteinas em andlise 2DE, contém substancias
que interferem com a maioria dos métodos de quantificacdo, tais como ureia e tioreia, e por isso, 0
mais utilizado sd0 métodos baseados em reacdes de reducéo do cobre (Cu** — Cu"). No entanto,
esses métodos sdo dispendiosos e exigem grande quantidade de amostra para quantificagdo “%. Neste
trabalho foi desenvolvido um método de quantificacdo de proteinas usando as capacidades do
espetrofotémetro Nanodrop™ 2000c (ThermoScientific), através de um método modificado de
absorcdo a 280 (A280). A utilizacdo desta metodologia, apesar do seu baixo limite de detecdo,
(minimo quantificavel 3 pg/ul) permitiu quantificar amostras padrao (BSA e pB-caseina) com 2 pl de
volume com boa exatid&o e reprodutibilidade, combinando as propriedades da tensdo superficial dos
liquidos com as propriedades da fibra 6tica. (Anexo 1)

As amostras padrdo foram preparadas em 3 replicados do mesmo volume, e seguidamente
submetidas a um passo de precipitacdo (1h30 a 4°C) com uma solucdo de 22% (v/v) TCA e 0.14%
(v/v) beta-mercaptoetanol. Seguiu-se um passo de centrifugagdo (20minuts; 21000 g a 4°C), remocéo
de sobrenadante e conservacdo do pellet. Procedeu-se a lavagem do pellet com acetona e a secagem
das amostras no speed vac para remocdo dos residuos de acetona. No final foi adicionada uma
solucdo de solubilizagdo (1% (m/v) SDS e 1M NaOH). A absorvéncia das amostras foi determinada
no espectrofotdmetro Nanodrop, no comprimento de onda 280 nm, no modo Protein A280, padrdo
BSA. No entanto, o método mostrou ter uma fraca reprodutibilidade para esta amostra,
eventualmente devido a presenca de interferentes ndo proteicos para 0 comprimento de onda
utilizado.

Devido a elevada sensibilidade da metodologia DIGE o método utilizado neste trabalho foi a
quantificacdo com o 2D Quant kit (GE Healthcare). As quantificacbes foram avaliadas

qualitativamente através de separacdo num gel de SDS-PAGE.

18



3.5. Separacéo de Proteinas

3.5.1. SDS-PAGE

Para a separacdo das proteinas foram usados géis de 7 cm de poliacrilamida em condicdes
desnaturantes (12.5% (v/v) acrilamida, 1.5M Tris-HCI, 10% (m/v) SDS, 10% (m/v) persulfato de
amonio, 0.5% (m/v) TEMED). Em cada poco do gel foi carregada a quantidade de amostra
correspondente a 20ug de proteina total em tampéo (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8; 20%(v/v) glicerol;
azul bromofenol). Para estabelecimento do gradiente elétrico foi usado tampédo (25mM Tris, 0.19M
glicina, 0.1% (m/v) SDS, pH 8) a 50V durante 30minutos, e a 150V durante 1hora, numa tina de
electroforese (Bio-rad) até o azul de bromofenol atingir a extremidade inferior do gel. O método
utilizado para a coloracdo dos géis foi o Colloidal Coomassie Brilliant Blue, que consiste num passo
de fixacdo das proteinas no gel através de incubacdo numa solu¢do com 50% (v/v) etanol, 2,55%
(v/v) &cido ortofosforico, durante 18horas. Posteriormente uma pré-incubacéo em solucdo 24% (v/v)
metanol, 17% (m/v) sulfato de amonio e 2.55% (v/v) &cido ortofostorico, durante 1hora. Por fim, as
proteinas foram coradas com Coomassie brilliant blue (350g/l Coomassie G-250) aproximadamente
48horas. Subsequentemente procedeu-se a descoloracdo dos géis, lavados trés a quatro vezes em agua

bidestilada para remover o fundo azul adquirido durante a coloragéo.

3.5.2. Electroforese bidimensional (2-DE)

Os extratos proteicos de coelomdcitos foram submetidos a separagdo bidimensional (2-DE). A
focagem isoelétrica das proteinas foi realizada num sistema IPGphor Il (GE Healthcare). Para
otimizacdo dos pardmetros IEF, foram inicialmente utilizadas tiras de 7cm, pH 3-10 (Immobiline Dry
Strips, GE Healthcare), carregadas com 60 pg de proteina, em tampéo de rehidratacdo (8M ureia, 4%
(m/v) CHAPS, 50mM DTE, tampé&o IPG 3-10) com um volume final de 125 pl. Nesta fase, foram
testadas varias concentragdes de anfdlitos (0,5%; 0,75%; 1%) para otimizagdo do processo de
separacdo. As tiras foram cobertas com DryStrip Cover Fluid (GE Healthcare) para manter a tira
hidratada. O processo de rehidratacdo adotado foi o de rehidratacdo ativa durante 18horas a 30V.
(Tabela 1) Posteriormente, o programa de primeira dimens&o atingiu os 18 kVh totais.

A preparacdo das proteinas para a segunda dimenséo, foi realizada através do equilibrio das tiras
em 6M Ureia, 2% (m/v) SDS, 50mM Tris pH 8.8, 0.02% (m/v) azul bromofenol, 30% glicerol

contento 2%(m/v) DTE para reducdo dos pontes persulfureto (15 min, agitacdo suave, temperatura
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ambiente) e posteriormente com 3% (m/v) iodocetaminda de forma a evitar restabelecimento dessas
ligacGes através de conversdo quimica irreversivel dos grupos tiol na cadeia lateral das cisteinas (15
min, agitacdo suave, no escuro e a temperatura ambiente). A separacdo das proteinas em SDS-PAGE
(2° dimenséo) foi realizada nas mesmas condic¢des que no ponto 3.5.1.

Passo Modo Voltagem (V) Voltagem total (Vh) Tempo (h)
1 | Step “n” hold 100V 600 -
2 | Step “n” hold 150V 300 -
3 | Step “n” hold 300V 600 -
4 | Step “n” hold 1000V 2000 -
5 | Gradiente 3000V - 1:00
6 | Step “n” hold 3000V 12000

Tabela 1 — Programa de focagem isoeléctrica utilizado para tiras 7cm, no sistema IPGphor.

Posteriormente foi realizada electroforese bidimensional com tiras de 24cm pH 3-10
(Immobiline Dry Strips, GE Healthcare) para se obter uma melhor resolucdo das proteinas nos géis,
carregados com 600 pg de proteina, 0.5% (v/v) anfolitos (GE Healthcare) em tampé&o de rehidratacéo,
num volume final 450pl. Neste ensaio foram executados trés géis, utilizando tamp&o de rehidratacéo
variando as concentragdes de DTE (13mM DTE e outro com 50mM DTE) e outro gel com DeStreak
(Ge Healthcare), com o objetivo otimizar a resolucdo das proteinas. As tiras foram cobertas por
DryStrip Cover Fluid (GE Healthcare) nos sarcofagos.

Numa segunda fase, foram utilizadas tiras de 24cm pH 4-7 (Immobiline Dry Strips, GE
Healthcare) devido a prevaléncia de spots na zona acida dos géis obtidos nos ensaios preliminares.
Foram carregados igualmente 600 pg de proteina em tampéo de rehidratacdo (8 M Ureia, 4% (m/v)
CHAPS, 50mM DTE, 0.5% (v/v) tampdo IPG 4-7). O programa de focagem isoeléctrica utilizado
para as tiras de 24 cm esté presentado na tabela 2. O programa atingiu os 90 kVh totais.
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Passo Modo Voltagem (V) Voltagem total (\VVh) Tempo (h)

1 Step “n” hold 150 600

2 Step “n” hold 500 1250

3 Gradiente 1000 - 1:30
4 Gradiente 3500 - 2:30
5 Step “n” hold 3500 5000

6 Gradiente 5000 - 1:.00
7 Step “n” hold 5000 5000

8 Gradiente 8000 - 2:00
9 Step “n” hold 8000 48200

Tabela 2 - Protocolo IEF, para tira 24cm géis preparativos

Procedeu-se ao equilibrio das tiras com solucdo de equilibracdo como descrito anteriormente
para tiras de 7cm. A segunda dimensdo para os géis de 24 cm foi realizada em géis de poliacrilamida
(12.5% (m/v) acrilamida, 1.5M Tris-HCI, 10% (m/v) SDS, 10% (m/v) APS, 10% (v/v) Temed) numa
tina de electroforese Ettan Dalt SIX (GE Healthcare). Foi utilizada solugéo de agarose (25mM Tris,
19mM Glicina,0.1% (m/s) SDS, azul bromofenol) para selar as tiras e manté-las em contato com o
gel. A segunda dimensdo ocorreu nas seguintes condi¢es: 10 mA/gel, 80V, 1W/gel durante lhora;
38mA/gel, 500 V, 13W/gel durante 5horas. Para estabelecer um gradiente elétrico durante a corrida
utilizou-se tampéo (25mM Tris, 0.19M glicina, 0.1% (m/v) SDS, pH 8.0) na camara externa e 0
tampdo (50mM Tris, 0.38M glicina; 0.2% (m/v) SDS, pH 8.0) na cadmara interna. A tina de
electroforese foi mantida refrigerada de forma a manter constante a temperatura de 25°C durante a

corrida. A coloracdo dos géis foi efetuada da mesma forma descrita no ponto 3.5.1.

3.5.3. Eletroforese diferencial (2-D DIGE)
Preparacdo das amostras para marcacao

Antes de fazer a marcacdo das amostras foi verificado o seu pH, que deve estar ajustado entre pH
8.0 e 8.5. Para as amostras em estudo ndo houve necessidade de efetuar o respetivo ajuste porque
todos os replicados compreendiam esse intervalo de pH. Fez-se a diluicdo das amostras a
concentragdo minima quantificada (8,0 pg/ul), uma vez que o valor de concentragdo maximo para o
protoloco de marcacdo com DIGE é 10 pg/ul. As amostras foram manuseadas na camara fria (4°C)
sempre mantidas em gelo, de forma a manter a integridade de todas as proteinas e reduzir o maximo a

atividade das protéases.
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Controlos internos e desenho experimental

Preparam-se trés controlos internos, com o pool de todos os replicados biologicos, cada um
correspondente a uma fase de regeneragéo em estudo. Para o pool dos controlos internos foi utilizada
quantidade de proteina igual de cada replicado biolégico. As amostras (cada replicado biolégico com
50 g de proteina) foram marcadas com os Fluor minimal Dyes de acordo com a tabela 3. Utilizou-se
0s Cy3 e Cyb5 para marcacéo das amostras individuais, e 0 Cy2 para marcacao dos controlos internos,
numa concentracao de 400pmol por 50ug de proteina. Ap6s adi¢do dos CyDye, incubou-se no escuro
durante 30 minutos em gelo. Posteriormente, adicionou-se de 1ul de 10mM de Lisina durante

10minutos, deixado em gelo no escuro.

N.°géis Cy2 Cy3 Cyb
1 pool 1 H1 CNT2
2 Pool 1 CNT1 H3
3 pool 1 H2 H5
4 pool 1 CNT4 H6
5 pool 1 CNT3 CNT6
6 pool 1 H4 CNTS
7 pool 2 CNT12 D2
pool 2 D1 CNT9
9 pool 2 CNT10 CNT7
10 Pool 2 D3 D5
11 pool 2 CNT11 D4
12 pool 2 D6 CNTS8
13 pool 3 S1 S6
14 pool 3 CNT14 S3
15 pool 3 S2 CNT18
16 pool 3 CNT13 CNT17
17 pool 3 CNT16 S7
18 pool 3 S4 CNT15

Tabela 3 - Desenho experimental analises 2-D DIGE das amostras de coelomdcitos em regeneragdo (H1-H6; D1-D6, S1-S6) e controlo
(CNT1-CNT18). A letra H corresponde as amostras recolhidas do fluido celomico 48H po6s-amputacdo; Letra D corresponde as
amostras recolhidas 13 dias pos-amputacdo; Letra S corresponde as amostras recolhidas 10 semanas p6s-amputacdo. O pool 1, 2 e 3

corresponde aos controlos internos para as varias condigdes (48 horas, 13 dias e 10 semanas, respetivamente)
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Multiplexing das amostras marcadas

Procedeu-se a mistura das amostras a correr em cada gel (150 pg total) marcadas com os trés
fliorocromos (Cy2, Cy3 e Cy5) de acordo com o desenho experimental da tabela 3. Adicionou-se as
amostras o tampéo (8M Ureia, 4% (m/v) CHAPS, 130mM DTE, 1% (v/v) tampé&o IPG 4-7) na razéo
de 1:1 amostra/tampéo e, posteriormente adicionou-se o tampdo de rehidratacdo (8 M Ureia, 4%
(m/v) CHAPS, 50mM DTE, 0.5% (v/v) tampéo IPG 4-7) até perfazer 450 ul. As amostras foram
centrifugadas antes da aplicacdo nos sarcofagos (5 min; 10 000 x g). Usou-se DryStrip Cover Fluid
(GE Healthcare) para cobrir as tiras nos sarcofagos. A focagem isoelétrica decorreu segundo o

programa apresentado na tabela 4 perfazendo 85800 VHr totais. (Tabela 4)

Voltagem Voltagem
Step Modo V) final (Vh) Hora (h)

1 Step “n” hold 150 75

2 Step “n” hold 250 750

3 Gradiente 1000 - 3:00

4 Step “n” hold 1000 3000

5 Gradiente 4000 - 3:00

6 Step “n” hold 4000 12000

7 Gradiente 8000 - 2:00

8 Step “n” hold 8000 48200

Tabela 4 - Programa de focagem isoelétrica utilizado para o ensaio DIGE

Apos a corrida da primeira dimensdo as proteinas foram alquiladas e reduzidas da forma descrita
no ponto 3.5.2.

A segunda dimenséo foi realizada com vidros de baixa fluorescéncia de 1mm (GE Healthcare),
em géis de poliacrilamida (12.5% acrilamida, 1.5M Tris-HCI, 10% SDS, 10% TEMED, 10% Amonio
Persulfato), e as tiras seladas com solugdo de agarose. A corrida decorreu durante 1hora a 80 V, 1
W/Gel, 12 mA/Gel e posteriormente durante 14 horas a 150 V, 12 mA/gel, 2 W/gel.

3.5.4. Aquisicao de Imagem e Analise de géis
As imagens dos géis analiticos DIGE foram obtidas utilizando um scanner equipado com 3
lasers de comprimentos de onda distintos (FLA-5100; GE), com resolugdo 100 um. A digitalizacao

foi efetuada a 532 nm e 635 nm de excitagdo (duplo-filtro DGR1) para o Cy3 e Cy5, respetivamente
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e 473 nm de excitacdo para o Cy2 (filtro LBP). A anélise da expressao diferencial das proteinas nos
géis foi realizada através do software Progenesis SameSpots versdo 3.3.1 (NonLinear Dynamics).
Todas as imagens foram alinhadas relativamente ao controlo interno de referéncia (correspondente a
imagem mais representativa do conjunto de géis analisado). Fez-se a detecdo e a avaliagdo dos spots
selecionados, e posteriormente a separacdo das imagens por grupos de acordo com as duas condigdes
em estudo, grupo controlo (CNT) e grupo regeneracdo (RGN). As alteracdes significativas na
abundéancia das proteinas (a partir da area e intensidade dos spots) foram analisadas através de varios
critérios estatisticos disponiveis no software. A analise da variancia estatistica (ANOVA), onde foi
estabelecido um score p-value maximo de 0.05, a fim de comparar os spots agrupados nos Varios
replicados bioldgicos e detetar variacdes entre eles. O valor de Fold minimo foi 1.5, que corresponde
a razdo das intensidades do mesmo spot em duas condic¢Bes diferentes. O nimero de replicados
biologicos necessarios para excluir a variabilidade inter-individual foi dado pelo valor do power
analysis, que para este caso foi estabelecido como 0,5. Por fim, foi realizada a analise PCA
(Principle Component Analysis) que procurou analisar a distribuicdo dos replicados biologicos,
controlo e regeneracdo, avaliando a sua correlagao.

As imagens dos géis corados com coomassie foram adquiridas através do scanner-laser (FLA-

5100; GE), ao comprimento de onda 532 nm (filtro LPFR) com uma resolugdo 100um.

3.6. Anadlise por espetrometria de massa

Ap0s analise das imagens dos géis DIGE, fez-se uma listagem dos spots de interesse e seguiu-se
para a preparacdo dos geis com coloracdo de coomassie colloidal para a excisdo dos spots
diferencialmente expressos. Os spots selecionados foram excisados e descorados com 50% (v/v)
acetonitrilo (ACN). Posteriormente, adicionou-se 100% (v/v) ACN para desidratacdo dos spots e
procedeu-se a sua secagem em vacuo durante aproxidamente 20 minutos. A digestdo de proteinas em
gel foi realizada através da adigdo de 20 pl de 6.7 ng/ul tripsina (Promega) em 50mM NH4COs. Os
spots incubados em solucdo de tripsina absorveram a protease durante 30minutos em gelo, para a
ocorréncia de infiltracdo no gel. Apds 30 min de incubacdo foi removida a tripsina e em excesso
adicionado o tampéo de digestdo 20-40 pl de 50mM NH4CO;3; (de modo a cobrir os spots na
totalidade) e manteve-se em incubacdo durante 16h-18h a 37°C, temperatura ideal de digestdo. Para

inibir a acdo da tripsina e evitar protedlise, adicionou-se 5% (v/v) de &cido férmico (AF). O digerido
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foi concentrado e filtrado em microcolunas (GELoader tip, Eppendorf) com resina C18, indicadas
para péptidos. As microcolunas foram lavadas com 5% (v/v) AF. Os péptidos foram eluidos sobre a
placa MALDI com 0.6 ul de solucdo de matriz (4cido a-ciano-4-hidroxicindmico 5gL™ em 50% (v/v)
acetonitrilo).

Os espetros MS e MS/MS foram obtidos atraves do espectrometro de massa MALDI TOF/TOF
4800 plus (ABI SCIEX). Os dados MS foram adquiridos em modo reflex&o positivo. A calibracéo do
instrumento foi efetuada utilizando uma mistura de péptidos, PepMix1 (LaserBio Labs) antes da
aquisicdo dos espectros. Cada espetro MS foi recolhido no intervalo 850-4000Da com uma
intensidade de laser fixa 3200V (720 shots laser por amostra). Os quinze iGes mais intensos foram
selecionados para fragmentacdo MS/MS, sendo a fragmentacdo de acordo com a intensidade dos
percursores (ides mais intensos sdo fragmentados primeiro e assim sucessivamente). Os dados
MS/MS foram adquiridos através da técnica de fragmentacdo CID, no qual os ibes sdo fragmentados
por colisdo com ar atmosférico (energia de colisdo 1kV) dentro de uma camara de colisdo a pressdo
de 1 x 10° torr. A intensidade laser fixa utilizada para MS/MS foi 4300V, onde foram obtidos 1400
espectros por amostra. Adicionalmente fez-se uma lista de exclusdo de forma a impedir a
fragmentacdo de m/z correspondentes aos péptidos resultantes de autdlise® da tripsina. O
processamento dos espectros MS e MS/MS foram executados através software 4000 Series

Explorer™ (Applied Biosystems).

3.7. ldentificacdo de Proteinas

Como o genoma da estrela-do-mar M. glacialis ndo estd sequenciado, a identificacdo das
proteinas dos coelomacitos foi realizada por homologia utilizando bases de dados de sequéncias de
proteinas gerais e de ourigo-do-mar. A identificacdo de proteinas foi realizada usando trés algoritmos
de busca diferentes, MOWSE (através do MASCQOT), o Paragon (através do ProteinPilot), o PEAKS
DB (através do PEAKS para busca normal) e PEAKS denovo (atraves do PEAKS para busca de
Novo), na tentativa de identificar todas as proteinas diferencialmente expressas. As buscas foram
realizadas em diferentes bases de dados de proteinas: NCBInr (atualizada: 2012-07; 18962629
sequéncias; 6499263859 residuos), S.purpuratus (atualizada: 2012; 22709 sequéncias; 12419887

residuos) e SwissProt concatenada com a S.purpuratus (atualizada: 2011-01; 566840 sequéncias;

¢ Processo no qual a proteina se autodestrdi espontaneamente
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203332110 residuos). Na figura 13 esta representado o fluxograma com do procedimento adotado
para a identificacdo das proteinas de interesse utilizando os varios algoritmos, e as varias bases de
dados.

A busca no MASCOT foi efetuada de dois modos: 1) utilizando os dados de MS e MS/MS; 2)
usando apenas os dados de MS/MS. A tolerancia utilizada para MS (peptide mass tolerance) foi de
50 ppm, e a tolerancia para MS/MS (fragment mass tolerance) foi de 0.3 Da. Consideraram-se
modificacbes fixas e variaveis, a carbometilacdo das cisteinas e oxidacdo das metioninas,
respetivamente. Os péptidos apenas foram considerados se o score obtido indicasse extensa
homologia (p<0.05).

O Paragon utiliza apenas os dados de MS/MS. A busca foi efetuada sem restricdes e de acordo
com 0s seguintes parametros: alquilacdo das cisteinas com iodocetamida; gel-based 1D; desnaturacao
com ureia; modificaces bioldgicas e substituicdo de aminoacidos. Os péptidos foram considerados
quando o p-value <0.05.

O PEAKS foi utilizado principalmente para fazer busca de novo, mas também para busca
convencional. Os parametros usados incluiram uma peptide tolerance de 30 ppm e fragment
tolerance de 0.3Da; Tripsina como protéase; modificacfes: carbometilacdo e oxidacdo. A
sequenciacdo de novo utiliza uma abordagem computacional para deduzir a sequéncia ou sequéncia
parcial de um péptido diretamente a partir do espectro de fragmentacdo MS/MS. Este método é
essencial na identificacdo de proteinas quando os genomas ainda nao estdo sequenciados nas bases de
dados.

A busca das funcdes bioldgicas das proteinas identificadas foi realizada através do Gene

Ontology (http://www.geneontology.org/) e NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para facilitar a
interpretacdo dos dados, no casos em que o0 motor de busca apresentou identificacOes
“PREDICTED?”, foi realizado um BLAST da sequéncia da proteina através da aplicagio BLAST2GO

(http://www.blast2go.de), para determinar o grau de homologia com outras proteinas, bem como a

familia de proteinas e dominios conversados para confirmar a identificacdo. Fez-se também inspecéo
visual dos padrdes de fragmentacdo (MS/MS) dos spots cuja identificacdo da proteina tenha sido
atribuida utilizando apenas um péptido com confianca superior a 95%.
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Péptidos
tripticos

Analise por espectrometria de massa

dados dados
MS + MS/MS MS/MS

Motores de busca

MASCOT Protein Pilot (paragon)
(MOWSE) PEAKS (PEAKs DB; PEAKs
denovo)

4 4

Bases de dados de sequéncias de proteinas

-NCBI geral
- SwissProt e S.purpuratus
- S.purpuratus

Figura 13 - O MASCOT foi a primeiro software a ser utilizado, no qual foi realizada uma busca utilizando os dados MS+MS/MS e
posteriormente apenas os dados MS/MS. Utiliza as massas dos péptidos tripticos para identificar proteinas a partir da sobreposi¢ao de
massas dos seus percursos ionicos (resultados da fragmentagdo dos péptidos) com as massas tedricas encontradas nas bases de dados de
sequéncias de proteinas; Posteriormente fez-se uma busca com o ProteinPilot para confirmar as identificaces atribuidas pelo
MASCOT e tentar identificar proteinas ainda sem identificacdo, este software utilizada apenas os dados de MS/MS para fazer a busca
por homologia da sequéncia de aminoacidos; Complementarmente fez-se identificagdo utilizando o software PEAKS, onde foi
realizada essencialmente busca De novo, que deduz a sequéncia de um péptido, ou parte dela, diretamente a partir do espectro de
fragmentacdo MS/MS. (27,49)
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4. Resultados

4.1. Otimizacao das condicgdes de extracdo e quantificacdo de proteinas

Numa fase inicial, foram testados varios métodos de extracdo de proteina total. Inicialmente
recorreu-se ao uso de extracdo simples, juntando tampdo a massa celular, seguindo-se o uso do
microdesmembranador, sonicacdo e homogeneizacdo manual. Feita a electroforese bidimensional dos
extratos proteicos obtidos pelos varios métodos, obtiveram-se os géis representados na figura 14. Nao
se realizou separacgdo electroforética para as amostras extraidas com o microdesmembranador devido
a perda de material bioldgico observado durante a extracdo. Observou-se uma maior intensidade e
quantidade de spots nos géis com extracdo simples e por sonicacdo. Com o método de
homogeneizador manual o gel apresentava menos spots, sugerindo alguma perda de material

biolégico ou ma solubilizacdo das proteinas.

B. Sonicacdo

C. Homogeneizagdo manual

Figura 14 - Electroforese bidimensional de géis 24cm, pH 3-10 dos extratos proteicos obtidos pelos diferentes métodos de
extracdo. A) Extratos proteicos obtidos a partir de extracdo simples; B) Extratos proteicos obtidos por sonica¢do; C)

Extratos proteicos obtidos através do uso do homogeneizador manual,

Quando comparados 0 método de extracdo simples com o método de extracdo por sonicacao
através dos geéis obtidos por 2-DE, foram observadas variacdes entre eles. No gel A, foram visiveis
varios spots que ndo apareceram no gel B. Adicionalmente, no gel A foi também observado uma
maior intensidade dos spots e arrastamento horizontal, o que ndo se verificou tdo intenso no gel B.
Dados estes resultados, fez-se a excisdo de alguns spots e procedeu-se a sua identificacdo por MS
(anexo 2). O resultado das identificacbes, mostrou a existéncia de eventos de protedlise ocorrida
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durante a extracdo simples, pois a mesma proteina foi encontrada em varias zonas no gel A. No gel
B, também se verificou esse efeito mas de forma mais reduzida. Dados estes resultados optou-se por
fazer todas as extragdes das amostras por sonicac¢do, uma vez que o efeito proteolitico era reduzido e
0s géis apresentavam melhor resolucéo.

Posteriormente a otimizacao do método de extracdo procedeu-se a quantificacdo da proteina total
nas amostras. O primeiro método de quantificacéo testado foi o de absorcéo a 280 (A280) modificado
recorrendo ao Nanodrop. Os valores de quantificacdo obtidos foram avaliados qualitativamente
através da separacdo dos extratos proteicos por SDS-PAGE, usando duas amostras diferentes (cada
uma aplicada em triplicado). Cada pogo foi carregado com 20 pg de proteina total. No gel resultante
foram observadas variagfes notaveis na quantidade de proteina entre as duas amostras. Quando se
comparou 0s replicados independentes da mesma amostras, as bandas mantinham a mesma

intensidade. O método mostrou portanto ter baixa reprodutibilidade entre amostras diferentes. (Figura

15)
A B )

———

Figura 15 - SDS-PAGE de duas amostras de coelomdcitos quantificadas pelo método A280 modificado. Amostra 1 (replicados A, B,

C); Amostra 2 (replicados D, E, F). Os replicados de cada amostras foram preparados de forma independente. Cada poco foi carregado
com 20ug de proteina total. A intensidade das bandas para as duas amostras é diferente. Concluiu-se entdo que o método apresenta

baixa reprodutibilidade

Como o objetivo deste trabalho incidiu em protedmica diferencial optou-se pela quantificacdo
usando o kit recomendado pela GE healthcare, 2D Quant kit. Para avaliar qualitativamente as
quantificacbes de proteina total, realizou-se um gel SDS-PAGE, da mesma forma que no ensaio

previamente descrito. Cada poco foi carregado com 20 pg de proteina total, e as intensidades das

bandas observadas entre amostras foi similar. (Figura 16)
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Figura 16 - SDS-PAGE das amostras de coelomécitos quantificadas pelo 2D Quant Kit. Cada poco corresponde

a uma amostra independente carregado com 20 pg de proteina. Todas as bandas apresentaram intensidade semelhante.

Para 0 mesmo ensaio, apds quantificacdo testou-se a estabilidade das amostras submetidas a
varias descongelacdes, uma vez que eram muitos replicados bioldgicos, e as amostras ndo foram
tratadas todas na mesma altura. Selecionaram-se duas amostras, amostra 1 (nunca congelada) e
amostra 2 (descongelada uma vez), cada uma preparada com replicados independentes. Observou-se
uma reducdo na intensidade das bandas na amostra previamente descongelada. Sugerindo a
ocorréncia de agregacfes ou protedlise em amostras que sofriam processo de descongelacdo. (Figura
17) Para evitar variabilidade na quantidade de proteina entre replicados, todas as amostras foram
descongelados 0 mesmo nimero de vezes.

G H 1 J K L

1 2

Figura 17 - SDS-PAGE de 2 amostras de coelomdcitos independentes, cada pogo foi carregado com 20 pg de proteina. Amostra
1 (replicados G, H, I) sem sofrer processos de descongelacdo; Amostra 2 (replicados J, K, L) descongelada 1 vez. As bandas da

amostra 1 apresentam-se mais intensas que as bandas da amostra 2.

4.2. Otimizacao da separacao de proteinas por IEF

Foi realizada electroforese bidimensional com tiras de 7cm utilizando diferentes percentagens de
anfélitos na solucdo de rehidratacdo (0.50%, 0.75% e 1.00% anfélitos). Comparando as trés
condicdes observou-se que o gel com melhor resolucdo foi o que continha 0.50% anfolitos, tendo

sido esta a concentracdo escolhida para os ensaios seguintes. Na figura 18 esta representada a
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imagem do gel com 0.50 % de anfolitos. As outras imagens ndo estdo representadas devido a ma

qualidade de imagem que ndo permitiu uma boa visualizacédo das diferencas entre os géis

Figura 18 - Corrida 2DE, 7cm (pH 3-10), com 0.5% de anfolitos.

Para otimizacdo da separacdo dos extratos proteicos em géis de 24 cm, foram testados varios
programas de focagem isoeléctrica, variando a voltagem total e os gradientes, até chegar ao programa
de IEF final mencionado no material e métodos. (anexo 3) Outro ponto que foi alvo de otimizacao foi
a concentracdo de DTE na solucdo de rehidratacdo. Além dos 50mM DTE utilizados para a
preparacdo dos extratos proteicos, testou-se também a solucdo de rehidratacdo com 13mM DTE e
com DeStreak. (Figura 19)

A. DeStreak a subtituir o DTE.
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B. 13 mM DTE

C. 50mM DTE

Figura 19 - Electroferese bidimensional, géis de 24 cm, pH 3-10 com varias concentracdes de DTE na solucdo da
rehidratagdo. A. Usou-te o DeStreak a substituir o DTE; B. Foi utilizada uma solugdo de rehidratacdo com 13mM de DTE; C.

foi utilizada uma solugdo de rehidratagdo com 50mM DTE.

Na auséncia de DTE, usando o DeStreak houve uma perda da resolucdo das proteinas, devido
principalmente ao arrastamento horizontal verificado. Também se observou o desaparecimento de
alguns spots em varias zonas do gel, quando comparado com a amostra contendo 50 mM DTE. No
gel correspondente a amostra com 13mM de DTE foi observado a auséncia da maioria dos spots,
evidenciando perda de proteina, eventualmente devido a formagdo de agregados proteicos que ndo
permitiu uma boa separagéo das proteinas durante a focagem isoelétrica. Dados os resultados obtidos,
a concentracdo de DTE usada na solucdo de rehidratacdo foi 50mM, onde os géis apresentaram mais

spots, com melhor resolucéo e onde o arrastamento horizontal foi minimizado.
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4.3. Proteinas diferencialmente expressas (2-D DIGE)

As condicOes utilizadas para a corrida dos géis DIGE foram baseadas nas otimizagbes do
programa de focagem isoelétrica, mas como esta metodologia utiliza uma menor quantidade de
proteina, fez-se alguns ajustes ao nivel dos gradientes e na voltagem final do programa de focagem
isoelétrica, e nas concentragdes dos reagentes, de acordo com o protocolo ja otimizado na referéncia
8. As alteragbes na expressdo das proteinas nas duas condigdes, foram analisadas utilizando o
software Progenesis SameSpots, e 0s critérios estatisticos calculados pelo mesmo. O que resultou,
para cada fase de regeneracdo, numa lista de spots diferencialmente expressos.

Para as 48horas apds-amputacdo do braco, a analise estatistica das intensidades detectou 55 spots
com expresséo diferencial entre o grupo de replicados CNT e o grupo de replicados RGN. Desta lista
foi necessario fazer uma inspecéo visual para descriminar os spots relevantes de eventuais impurezas
e ruido de fundo, o que resultou apenas em 4 spots de interesse (458, 590, 940 e 1991). Através da
tabela 5 (critérios minimos considerados para avaliar as proteinas diferencialmente expressas) e do
grafico 1 (media dos volumes normalizada para cada spot), € possivel observar que nesta primeira
fase de regeneragéo, os spots 590, 940 e 1991 apresentaram uma expressao ligeiramente mais intensa
no grupo RGN, ja o spot 458 apresentou uma expressdo mais intensa no grupo CNT. No entanto, a
diferenca entre a expressao de proteinas entre os dois grupos nao foi muito significativa nesta fase da
regeneracdo. A partir do grafico 2, que representa a variacdo da expressdo das proteinas para todos o0s
replicados bioldgicos das 48horas, foi notdria a existéncia de variabilidade entre amostras na mesma

condicdo, ndo sendo muito evidentes as diferencas entre o grupo CNT e o grupo RGN.

Volumes médios
normalizados (VMN)
Tempos

de estudo Spot | Anova (p <0,05) Fold>15 power > 0,5 Grupo RGN Grupo CNT

458 0.037 1.7 0,582 0.962 1.621

590 0.039 1.8 0,572 1.813 1.007

48 horas 940 0.025 1.6 0.662 1.295 0.792

1991 0.030 1.7 0,625 1.258 0.729

840 0.003 15 0.952 1.488 1.000

13 dias 894 0.016 1.6 0.757 1.617 1.041

975 0.039 16 0.579 1.792 1.116
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991 0.047 1.7 0.540 1974 1.181

1137 8.821e-004 16 0.994 1.295 0.792

13 dias 1177 0.019 1.6 0.730 1.628 1.020
2321 0.014 1.6 0.787 1.230 0.792

2368 0.025 15 0.675 1.408 0.923

3057 0.030 15 0.635 0.910 1.358

10 Semanas 621 0.024 1.9 0.680 0.785 1.473
643 0.007 2 0.878 0.678 1.338

668 0.004 2 0.934 0.553 1.110

Tabela 5 — Tabela contém os critérios estatisticos minimos considerados para sele¢do dos spots diferencialmente

expressos, e 0s respetivos volumes médios normalizados para todos os spots para cada condi¢do do estudo, regeneracao

(RGN) e controlo (CNT), durante as trés fases de regeneracéo.

volume médio normalizado

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

. ORGN OCNT
:
| I T T
' h B B
| 1 I
458 | 590 | 940 1991

ndmero de spot

Gréfico 1 — O gréfico de barras mostra a expressdo diferencial proteinas entre grupos controlo e regeneracdo na

primeira fase de regeneragdo (48 horas ap6s-amputagdo do braco) e respetivo erro-padrao associado.
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Gréfico 2 - Representacdo da variacdo da expressdo das proteinas ao nivel de todos os replicados bioldgicos das
amostras recolhidas 48horas pds-amputacdo do brago e respetivos controlos. Variabilidade entre individuos sujeitos a
mesma condigdo é muito elevada. O grafico nota-se, em alguns casos, uma expressdo ligeiramente superior do grupo
de regeneracéo.

Foi efetuada uma andlise PCA (Principal Component Analysis) para determinar a existéncia de
outliers (uma observacdo que € numericamente distante das outras) e a correlacao entre os replicados
biolégicos dentro de cada grupo. (Grafico 3) A analise PCA permitiu observar os dois grupos
bastante diferenciados resultando de uma expressdo diferencial entre amostras controlo e
regeneracdo. Contudo, no grupo RGN foi visivel muita variabilidade entre os replicados (pontos do
grafico muito dispersos entre si), ja o grupo CNT apesar de apresentar maior homogeneidade quando

comparado com o grupo RGN, ainda se pode observar variabilidade entre individuos.

Principal Components Analysis

005 +

000

o0 4+

< Principal Component2 » 33,70%

010 +

+ + + + + + + + + + + + + + + +
0,10 005 000 005 0,10 015
Principal Component 1 » 48,53%

Gréfico 3 - Representacdo grafica da PCA com os pontos estatisticamente relevantes (p-value inferior a 0,05), do
primeiro tempo do estudo (48horas pos-amputacéo). Pontos azuis correspondem aos individuos controlo e os pontos

rosa correspondem a individuos em regeneracao.
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Nos 13 dias ap6s amputacao, foram detetados um total de 98 spots diferencialmente expressos.
Apds inspecdo visual apenas 9 stpos foram selecionados (840, 894, 975, 991, 1137, 1177, 2321,
3236, 3057). Segundo a tabela 5, e o grafico 4, todos os spots apresentaram uma expressao superior
no grupo RGN, exceto o spot 3075.

Ao analisar o grafico 5, correspondente a expressao das proteinas em todos os replicados
bioldgicos desta fase, ndo foi verificada variabilidade significativa entre amostras. Todos 0s
replicados apresentaram uma expressao homogénea tanto no grupo de RGN como CNT. O que vai de
acordo com o erro padrdo associado as médias dos volumes normalizadas, que é muito reduzido,

tanto no grupo CNT como no grupo RGN.

2,50 1 BRGN  BCNT
S
5 2,00 - T + 1
©
£ s By
o 1,50 - —I—
c _} {_
= T h T
2 1,00 -
(3]
g
S 0,50 -
>
0,00 T T T T T T T T 1
840 894 975 991 1137 1177 2321 2368 3057
Namero do spot

Grafico 4 — O gréfico de barras mostra a expressao diferencial proteinas entre grupos controlo e regeneracdo na

segunda fase de regeneracdo (13 dias apds-amputacdo do brago) e barras do erro-padrdo associado.
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Grafico 5 - Representacdo da variacao da expressao das proteinas ao nivel de todos os replicados biologicos das

amostras recolhidas 13 dias pds-amputacdo do braco e respetivos controlos.

Finalmente a andlise PCA para as amostras dos 13 dias, tal como para as 48 horas,
apresentou dispersdo nos replicados biologicos. No entanto observou-se que tanto o grupo
controlo como 0 grupo regeneracdo estavam devidamente agrupados e separados entre si,
evidenciando a expressdo diferencial das proteinas em ambos os grupos. Nao foram considerados

outliers embora existisse alguma disperséo entre pontos na andlise principalmente no grupo CNT.

Principal Components Analysis
0,10

005 +

000

005 4

00 +

< Principal Component2 |3 9,05%

015 + 4 + +
-0,10 405 000 005 0,10
Principal Component 1 > 73,87%

Grafico 6 - Representacdo grafica da PCA com os pontos estatisticamente relevantes (p-value inferior a 0,05), do
segundo tempo do estudo (13dias pés-amputacdo). Pontos a rosa correspondem ao grupo em regeneragdo; Pontos
azuis correspondem ao grupo controlo.

O tempo de regeneracdo mais longo em estudo foram as 10 semanas ap6s amputacao, onde se
fez igualmente a analise das imagens com 0s mesmos critérios estatisticos. Identificaram-se 7
proteinas diferencialmente expressas, mas s6 foram selecionados 3 spots (668, 664 e 621) apos
inspecdo visual. A tabela 5 mostra o numero atribuido pelo software a cada spot para esta condicgéo, e
0s critérios estatisticos minimos considerados. Contrariamente aos outros tempos estudados, nas 10

semanas pos-amputacdo, 0s spots de interesse apresentaram maior expressao no grupo CNT. Nao

37



foram identificados spots com expressdo aumentada no grupo RGN. O erro padréo associado tambem

esta reduzido tanto no grupo CNT como no grupo RGN. (Grafico 7).
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Grafico 7 - O gréfico de barras mostra a expresséo diferencial proteinas entre grupos controlo e regeneragdo na

Gltima fase de regeneragdo (10 semanas apds-amputacdo do braco) e barras do erro-padrdo associado.

Através da variacdo da expressdo das proteinas de todos os replicados biologicos (grafico 8), foi
observado que as amostras em regeneracdo apresentaram uma expressao com menor variabilidade.

Por outro lado, no grupo CNT a variabilidade entre individuos foi mais evidente.
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Grafico 8 - Representagdo da variacdo da expressdo das proteinas ao nivel de todos os replicados biologicos das

amostras recolhidas 10 semanas pos-amputacdo do braco e respetivos controlos

Através da andlise PCA, observou-se que tanto o grupo controlo como 0 grupo regeneragédo
estavam devidamente agrupados, separados entre si, evidenciando a expressdo diferencial das
proteinas em ambos os grupos. Salientando o grupo CNT como 0 grupo com maior expressdo de
proteinas.
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Gréfico 9 - Representacdo grafica da PCA com os pontos estatisticamente relevantes (p-value inferior a 0,05), do

primeiro tempo do estudo (10 semanas pds-amputacdo e controlos).

4.4, Identificacdo das Proteinas

Apds a execucdo dos geéis preparativos (geéis carregados com maior quantidade de proteina e
corados com coomassie) excisaram-se 0s spots previamente selecionados, seguidamente procedeu-se
a sua digestdo triptica e identificacdo das proteinas por espectrometria de massa. Nao foram usados
os géis de DIGE para identificacdo de proteinas, devido a pouca quantidade de proteina carregada por
gel (150ug de proteina). Correram-se 5 géis preparativos de 24 cm, sendo as amostras selecionadas
de acordo com os spots diferencialmente expressos segundo o ensaio DIGE. A busca foi efetuada
usando os motores de busca MASCOT, Protein Pilot e PEAKS, nas bases de dados NCBI geral,
swissProt+S.purpuratus (Sp_Sprot) e S.purpuratus (S.P) (parametros de aceitacdo das identificacdo
descritos no ponto 3.7 da secgdo Material e Métodos). Os ficheiros correspondentes as identificagdes
estdo no anexo 7.
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Caédigo Proteina Espécie Massa  Pep.ID Frag. ID Score Score % Fungéo Base Algoritmos
Spot acesso (MS) (MS/MS) proteina min.  Cobertura dados
0i|120972524 A-enolase Asterias Proliferacdo NCBI - MOWSE
590 rubens 40210 - 5 575 54 100 celular; - Paragog
0i||47551035|r cytoskeletal Strongylocent Mobilidade Sp_SProt - MOWSE
621* ef|[NP_999692 actin Cylllb rotus 42147 5 1 85 70 100 cellular - Paragog
A purpuratu
Mobilidade NCBI - MOWSE
643 0i|161376754 beta-actin Rachycentron 42121 - 4 521 54 100 cellular - Paragog
canadum
sp|Q11212|A Mobilidade Sp_SProt - MOWSE
668 CT_S Actin Spodoptera 42108 5 4 536 70 100 cellular - Paragog
POLI (Fragment) littoralis
894* 0i|115712126| Familia das S. purpuratus 18089 - 1 33 28 98.765 Remodelagdo S.P -MOWSE
reflXP_78208 Plexin-A4 citoesqueleto -PTM
4
TRAP-type Magnetospiril 46946 - 1 58 55 97.439 Receptor Ncbi - MOWSE
991* gi|83309330  transport system lum membranar
(permease) magneticum
AMB-1
1177* 0i|126697490 Gelsolina Haliotis 23412 - 1 131 54 100 Agregacéo e - MOWSE
discus discus desagregacéo dos nchi - Paragog
filamentos de
actina
0i|115954769| PREDICTED: 1 18 18 98.536 Organizagéo
2368* ref|X similar to S. purpuratus 24242 epitelial S.P -MOWSE
P_001195685 Plexin-A4 )
]

Tabela 6 — Resultados das identificacdes das proteinas diferencialmente expressas nos coelomdcitos. Estes resultados sdo provenientes da busca realizada com

os 3 algoritmos, em 3 bases de dados de proteinas diferentes (NCBI geral, SwissProt+S.purpuratus, S.purpuratus).

*padroes de fragmentacdo em anexo 8.
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Legenda da tabela

Spot : nimero de identificacdo do spot

N.° acesso: numero de acesso na base de dados em g foi identificada a proteina

Nome da Proteina: Nome da proteina segundo a base de dados.

Espécie: A espécie de onde provém a proteina identificada

Massa: Massa da proteina identificada.

Score da Proteina: As identificacOes apenas foram consideradas para atribuigdes que tivessem acima do score minimo (MASCOT).

Score minimo: valor de score para qual a identificacdo tem uma significancia superior a 0.05.

Péptidos Identificados: Numero de sequéncias de péptidos identificados resultante da busca MS.

Fragmentos identificados: Numero de sequéncias de péptidos identificados com confianga superior a 95% (p<0.05). Resultante da busca MS/MS.
% de cobertura: Cobertura da sequéncia da proteina corresponde ao valor percentual onde a sequéncia analisada contém informag&o de confianca.
Descricdo da proteina: Breve descri¢do da funcdo da proteina identificada.

Algoritmo: algoritmo utilizado para fazer a busca nas bases de dados.
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Dos 16 spots submetidos a busca através do MASCOT apenas se obtiveram 8 identificacGes
validas (tabela 6). Apesar da intensidade nos espectros MS serem boas para a maioria dos spots ndo
identificados, ndo se obteve identificacdo possivelmente devido a contamina¢Ges com queratina ou
mesmo pela auséncia de informacéo nas bases de dados.

Fez-se uma busca com o Protein Pilot e com o PEAKS para confirmar as identificages do
MASCOQOT, e tentar identificar mais spots. Na busca através do ProteinPilot todos 0s novos spots
identificados estavam abaixo dos critérios minimos de aceitacdo. Apenas se conseguiu obter
algumas confirmagdes (tabela 6). A busca efetuada pelo PEAKS resultou na confirmacdo da
identificagdo do spot 894, que embora ndo se encontrasse dentro dos limites estabelecidos, resultou
na mesma identificacdo tanto no PEAKS como no MASCOT.

Complementarmente fez-se uma andalise De Novo para os spots sem identificacdo, que resultou
em valores inconclusivos, exceto para o spot 840, que andlise de novo adquiriu 3 péptidos com
informacdo razoavel, embora o software ndo tenha feito atribuicdo a nenhuma proteina. (tabela 7)

PEAKS Score
Spot Sequéncia de De novo prevista m/z (%)
AHALVLNDPK 1077,6 72
840
RADLVGESVLSKR 1429,747 68
LSANTSLGVDDGALR 1488,77 59

Tabela 7 — Resultados obtidos da busca de sequencias de novo, utilizando o PEAKS Studio 5.3, dos spots cujos 0s outros
software ndo conseguiram uma boa identificacdo. Apenas o spot 840 conseguiu 3 sequencias com um score superior a 50%. N&o

houve atribuigdo a nenhuma proteina.
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5. Discussao dos resultados

Os coelomacitos sdo uma populacdo de células presentes no fluido celémico de equinodermes,
com tipologia e abundancia variada, desempenhando varias fun¢des importantes, nomeadamente ao
nivel da resposta imunitaria. A maioria dos coelomaocitos presentes na classe dos asteridides s&o 0s
do tipo fagocitos, que apresentam uma morfologia dindamica e bastante diversa dependente do
estado fisioldgico do animal, variando de células ativas a células inativas. Estas células apresentam
uma elevada homologia com os macro6fagos em vertebrados, e conseguem distinguir-se a partir da
morfologia do seu citoesqueleto e da organizagdo dos padrdes de mobilidade baseados em actina,
que conferem a mudanca de forma destas células. O aumento do nimero total de coelomdcitos do
tipo fagocito, e as suas alteragdes morfoldgicas sdo notados apds a inducdo de ferimentos e em
condicOes de hipoxia. O processo morfalatico de regeneracdo é o tipo de regeneracdo presente em
estrela-do-mar, que consiste no recrutamento de células pré-existentes proveniente de migracéo de
células ja diferenciadas para locais de acdo, desdiferenciacéo, transdiferenciagdo como representado
na figura 20.

Epitéli
piteio Migracdo de
e

/ células \
—_— E — Desdiferenciacio ——  diferenciagio —— REGENERACAO
\i 'l'ransdiferencia(;ﬁ()/

Tecidos pré-existentes

Amputacao

Tecidos Internos

Figura 20 - Imagem do sistema bioldgico de regeneracdo em estrelas-do-mar. A primeira fase ap6s amputacéo é fase de cicatrizagao,
que é comum a todos os animais, mesmo aqueles que ndo tém capacidades regenerativas tdo notaveis como o0s equinodermes.
Posteriormente da-se inicio ao processo de regeneragdo, desencadeado pela ativagao de trés processos esséncias que recrutam células
pré-existentes para iniciar a remodelagdo da zona amputada. Estas células que respondem aos estimulos provenientes da amputagdo
sofrem posteriormente uma determinacéo e diferenciagdo, resultando em novos tecidos que devem ser funcionalmente integrados nos

tecidos existentes. (Imagem adaptada da referéncia 4)

Através da metodologia DIGE acoplada a espectrometria de massa, foi possivel observar as
alteracdes no proteoma dos coelomaocitos em vaérias fases da regeneracdo, 48horas, 13 dias e 10
semanas apds a amputacdo da ponta do braco. Foram descriminadas 16 proteinas diferencialmente
expressas, observadas entre controlos e regeneracdo nas trés fases. Quatro spots foram selecionados
nas 48horas, nove spots foram selecionados nos 13 dias e trés spots selecionados nas 10 semanas.
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Uma razédo para a escasso nimero de spots, pode ser a possibilidade de nem todos os coelomdcitos
estarem envolvidos do mesmo modo na regeneracdo. Como séo células capazes de migrar e infiltrar
os tecidos, os coelomdcitos diretamente envolvidos nas primeiras fases de regeneracdo podiam ja
ndo estar livres no fluido celémico na altura em que feita a recolha da amostra. Outra razdo para que
as diferencas na expressdo das proteinas ndo fossem muitos evidentes, pode ter sido devido a
variabilidade genética observada entre os individuos utilizados no estudo. Através da analise da
PCA foi comprovado a elevada variabilidade entre individuos, ndo s entre grupos mas tambeém
dentro do préprio grupo, o que pode ter mascarado eventuais diferencas na expressao de proteinas
menos abundantes. Por outro lado, os tempos escolhidos para estudar o envolvimento dos
coelomacitos na regeneracdo, podem nao ter sido os mais adequados. Como o0s coelomdcitos sao
células imunitarias, os primeiros momentos pos-amputacdo podem ser cruciais para encontrar as
proteinas envolvidas no despoletar desde fendmeno bioldgico. Estudos realizados anteriormente
observaram um pico de coelomacitos entre a primeira hora e as seis horas ap6s amputacao do braco
em estrelas-do-mar ©°.

As proteinas de interesse foram submetidas a identificacdo usando o MASCOT como primeiro
motor de busca, onde resultaram 8 identificacbes validas. Posteriormente o Protein Pilot foi
utilizado para obter algumas confirmacoes, e tentar identificar os outros spots que ainda ndo tinham
sido identificados. Desta busca ndo resultaram novas identificagdes. Finalmente foi usado o PEAKS
para fazer busca convencional e analise de novo. N&o foi possivel identificar nenhum dos spots em
falta, apenas se conseguiu a confirmacdo do spot 894 através de busca convencional, e para o spot
840 onde a busca De Novo conseguiu identificar 3 péptidos, no entanto, o software ndo fez

nenhuma atribuicdo a uma proteina.

5.1. Proteinas diferencialmente expressas

5.1.1. Proteinas relacionadas com a regulacéo do citosqueleto
A actina foi observada diferencialmente expressa nas 10 semanas ap0s-amputacdo no grupo
CNT. As actinas sdo um grupo de proteinas globulares altamente conservadas nos seres Vvivos
eucariotas e sdo polimerizadas sob a forma de microfilamentos presentes na composicdo do
citoesqueleto. Estdo envolvidas essencialmente na mobilidade celular, divisdo celular e citocinese,
movimento de vesiculas e organelos, sinalizacéo celular e manutencdo das alteragcdes de forma das
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células “V. Este grupo de proteinas sdo dependentes de ATP extramente importante em células que
precisam continuamente alterar a sua forma na ativacdo celular. Os coelomdcitos sdo células
extramente dindmicas que alteram a sua forma de petaloide a filopoidal, consoante a fisiologia do
sistema imunitario do animal, justificando a presenca deste grupo de proteinas nestas células “2.

As plexinas foram outro grupo de proteinas encontrado diferencialmente expresso, surgindo
com expressdo mais acentuada no grupo em RGN, 13 dias ap6s amputacdo. Esta familia de
proteinas atua como recetores das semaforinas e estdo envolvidas na remodelagédo do citoesqueleto.
As semaforinas sdo uma classe de proteinas secretadas que atuam na orientacdo axonal e no
desenvolvimento do sistema nervoso. Contudo, existem evidéncias da existéncia de semaforinas
imunitarias que estdo envolvidas em varias fases da resposta imunitaria, regulacdo da ativacéo,
diferenciacéo e trafego de células 2.

A gelsolina também se apresentou mais expressa em individuos em regeneracdo nos 13 dias
ap6s amputacdo. Trata-se de uma proteina intracelular dependente de calcio, que se liga a actina, e
desempenha um papel importante na regulacdo da agregacdo e na desagregacdo dos
microfilamentos de actina “?. Apresenta também varias funcdes como proteina reguladora
estrutural e no metabolismo celular. Dados recentes mostraram que a gelsolina estd associada ao
cancro, apoptose, infecdo e inflamacdo “?). Desta forma, estas proteinas podem estar a atuar nestas
células no sentido de regular a mobilidade celular e as alteragdes de forma das mesmas, permitindo
a sua migracdo até as regides lesadas. Estas proteinas também poderdo estar a participar na

diferenciacdo celular e na resposta inflamatoria ap6s a amputacéo.

5.1.2. Proteinas envolvidas na regulacéo celular

Além de proteinas diretamente envolvidas na remodelacdo do citoesqueleto e diferenciacao,
também foram identificadas proteinas que atuam ao nivel da regulacdo da proliferacdo e do
crescimento celular. A a-enolase foi identificada com expressdo aumentada no grupo RGN nas
48horas ap6s amputacdo. Trata-se de uma isoenzima do grupo das enolases, metaloenzimas
dependentes de magnésio, responsaveis pela catalise da conversdo do 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato, o penultimo passo da glicolise. Sdo enzimas multifuncionais que, além de terem
um papel importante do metabolismo da glicélise, tém também fungdes em varios processos de
controlo de crescimento celular, tolerancia & hipoxia e resposta alérgica “®. A sua expressdo no
grupo RGN evidenciou o seu papel ao nivel da proliferacdo celular, que € um processo biologico

que contribui para a regeneracdo em estrelas-do-mar. As enolases estdo tambem envolvidas na
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estimulacdo de imunoglobulinas, e em vertebrados especificamente, tem sido associada ao
desenvolvimento de doencas autoimunes e no desenvolvimento de cancro “”. Foi observado em
estudos anteriores que algumas isoformas nas enolases, nomeadamente as a-enolase, envolvidas na

degeneragdo e regeneracdo do tecido muscular “®.

5.1.3. Proteinas relacionadas com o transporte de moléculas

Foi identificada também um enzima do tipo permease (TRAP-type transporter system), enzimas
transportadoras, integradas na membrana celular, que atuam no transporte de substancias por
difusdo transmembranar, facilitando a passagem de, por exemplo, aminoacidos e i6es. Ajudam a
regular as concentracdes i6nicas intra e extracelulares “9). Estas proteinas foram identificadas com

expressdo mais acentuada no grupo em RGN nos 13 dias apds amputacéo.

5.2. Eventos de proteo6lise associados a regeneracao

Em vérios casos, observou-se que a mesma proteina foi identificada em mdaltiplos spots e em
diferentes posi¢fes no gel 2-DE. Esta distribuicdo ubiqua das proteinas ao longo do gel foi
observada para a actina e também para a plexina. Isto deve-se provavelmente, a eventos de
clivagem, e em alguns casos devido a vias de proteolise. Esta observacdo da existéncia da mesma
proteina com massas moleculares diferentes foi anteriormente observada em estudos similares em
neurénios de moluscos e no estudo da regeneracdo do nervo em estrelas do mar Masthasterias
glacialis ®. Este tipo de protedlise pode ser considerado uma alteragdo pés-traducdo. A ocorréncia
de eventos de protedlise de certa forma sugere que a regeneracdo depende deste tipo de modificacdo
em simultdneo com a sintese de proteinas. As proteases s@o hidrolases que quebram as ligacOes
peptidicas, representando uma importante e irreversivel modificacdo, responsavel pela ativacdo ou
inativacdo de outras proteinas ou mesmo alterando a sua localiza¢do e/ou fungéo bioldgica. Devido
as enzimas ubiquinadas, é postulado que todas as proteinas em algum ponto do seu ciclo de vida sdo
afetadas por protedlise um processo simples de clivagem atraves de outras proteinas que conduzem
a degradacdo das primeiras. Biologicamente, o processamento de protedlise pode ser altamente
relevante: a remog&o de dois ou quatro residuos pode alterar a fun¢do de uma proteina, ou alterar os

padrdes de migracéo de células ©°.
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5.3. Proteinas n&o identificadas

Das 16 proteinas selecionadas como diferencialmente expressas foram varias as proteinas que
ndo se conseguiram identificar. Nao foi possivel identificagdo com score superior aos critérios pré-
estabelecidos para 8 das proteinas de interesse. Apesar de 6 delas apresentarem bons espectros
MS/MS. A possibilidade da presenca de alteracbes pos-traducdo destas proteinas pode ter levado ao
insucesso das identificacGes por espetrometria de massa, uma vez que as modificacdes pds-traducao
alteram o padrédo de fragmentacdo dos péptidos, e a informacdo relativa a essas alteragdes, esta
muitas vezes, ausente ou incompleta nas bases de dados de sequéncias de proteina ®V. Outra
hip6tese para o insucesso das identificacGes, pode ter sido a existéncia de proteinas nao
caracterizada nas bases de dados. A pouca quantidade de proteina para digestdo triptica e algumas
contaminagdes com queratina, podem estar na origem dos maus padrGes de fragmentacdo

verificados em dois casos, e no insucesso dessas mesmas identificacoes.
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6. Conclusbes e perspetivas futuras

O presente estudo contribuiu para um melhor conhecimento das proteinas existentes nos
coelomocitos, células mediadoras da resposta imune celular em equinodermes. Na tentativa de
elucidar o seu envolvimento na regeneracdo, explorando trés fases distintas, 48horas, 13 dias e 10
semanas, apds amputacdo do bragco em estrelas-do-mar Marthasterias glacialis.

A metodologia utilizada neste trabalho permitiu a comparacdo entre o proteoma dos
coelomacitos de animais em regeneracdo com o proteoma dos coelomacitos de animais controlo,
através da técnica DIGE. A comparagdo das diferencas da expressdo das proteinas entre os dois
proteomas nao foram muito conclusivas, uma vez que foram encontradas apenas 16 proteinas
diferencialmente expressas. Contudo, através de protedmica acoplada a espectrometria de massa, foi
possivel isolar e identificar 8 proteinas de interesse nesta populacao celular.

Na primeira fase de regeneracdo (48 horas) correspondente a fase inicial de cicatrizacdo, a
proteina com mais destaque foi a a-enolases, que apresentou maior expressdo no grupo RGN.

Foi na segunda fase de regeneracdo, correspondente aos 13 dias ap6s amputacdo, que 0s
coelomacitos mostraram ter maior envolvimento, uma vez que foi onde surgiram a maioria das
proteinas diferencialmente expressas. A gelsolina, plexinas, e transportadores TRAP foram
proteinas encontradas mais expressas no grupo RGN. Na ultima fase de regeneracdo, 10 semanas,
as actinas foram as Unicas proteinas encontradas diferencialmente expressa, surgindo com maior
expressdo no grupo CNT.

Através das proteinas identificadas neste trabalho, conclui-se que os tipos de coelomdcitos
estudados neste trabalho experimental ndo tém uma funcéo fulcral na fase inicial de cicatrizagéo,
mas parecem ter algum envolvimento na manutencdo da regeneracdo numa fase mais avancada.
Podendo estarem a atuar ao nivel das células pré-existentes, na regulacdo das alteracbes de forma
das células e na sua migragdo para outros locais.

As proteinas identificadas apresentam papéis importantes ao nivel da resposta imunitaria e
desempenham funcdes principalmente ao nivel da regulacdo celular, nomeadamente processos de
desdiferenciacdo, proliferacdo e crescimento celular promovendo o recrutamento de mais células
para os locais de regeneracdo, que vao ao encontro ao processo morfalatico de regeneragdo que
ocorre nestes animais.

Conclui-se também que associado a regeneracdo estdo as modificacdes poés-traducao,
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nomeadamente prote6lise, pois tanto as actinas como as plexinas foram encontradas distribuidas
ubiquamente ao longo dos géis. A exploragdo das modificacbes pos-traducdo das proteinas
enddgenas e a validacdo dos eventos de protedlise nos coelomocitos seria um estudo futuro
adequado para melhor se entender o papel deste tipo de modificagdo na regeneragéo.

Como outro trabalho posterior, uma abordagem alternativa seria fazer uma separacdo dos
varios tipos de coelomacitos presentes no fluido celdmico, na tentativa de perceber de que forma, as
varias tipologias de células estdo a atuar na regeneracao, e quais 0s tipos que séo responsaveis pelo
despoletar da fase de cicatrizagéo e da fase de regeneragéo.

E sabido que os coelomdcitos em circulagio tém a sua abundancia maxima nas primeiras seis
horas ap6s amputacdo do membro, e 0 seu nimero decrescente a partir desse ponto. Seria de
interesse como abordagem futura, a exploracdo dos primeiros momentos imediatamente apds
amputacdo do membro, através da recolha do fluido celémico e respetiva separacdo dos
componentes celulares nas primeiras 24 horas apos a lesao.

Futuramente outro avango nesta area seria a sequenciacdo do genoma da estrela-do-mar
Masthasterias glacialis para facilitar na identificacdo das proteinas.

A compreensdo da regeneracdo em equinodermes, Ou mMeSMO noutros animais cujas
capacidades regenerativas sdo consideraveis, € um primeiro passo para perceber como este
mecanismo de substituicdo do tecido lesado por tecido funcional, esta a acontecer ao longo do reino
animal ®?. O trabalho efetuado nesta tese permitiu uma pequena contribuicdo nestes estudos, na
tentativa de identificar potenciais proteinas, presentes nas células do sistema imunitario de estrelas-
do-mar, envolvidas na regeneragdo. Os modelos equinodermes tém um grande potencial para
contribuir na compreensdo dos processos bioquimicos envolvidos na regeneracdo, e o facto de
terem uma ancestralidade comum com os cordados, permite que os resultados obtidos em estudos
efetuados nestes modelos animais, sejam de impacto positivo para estudos futuros na regeneragao

em mamiferos.
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