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RESUMO

As proteinas sdo fundamentais nos processos bioldgicos e estudos da sua composicgéo,
estrutura e funcdo séo importantes para compreendé-los. Estudos de proteoma envolvem
diversas etapas e a preparacdo de amostras de qualidade é essencial. Listeria
monocytogenes € uma bactéria de importancia médica e sanitaria, portanto analises de
suas proteinas podem abordar conhecimentos acerca de seus processos fisiologicos,
patogenicidade e resisténcia. Foram avaliados métodos de extracdo de proteinas totais e
de superficie de L. monocytogenes ATCC 7644, a fim de verificar a eficiéncia,
reprodutibilidade e perfil proteico do microrganismo sob condi¢cdes O6timas de
crescimento. As extracfes de proteinas totais foram realizadas pelo método de extracdo
com ultrassom e método de extracdo com nitrogénio liquido (N,), para os quais se
obtiveram concentracGes de proteinas variando de 0,169 a 1,890 mg/mL e 0,273 a 0,778
mg/mL, respectivamente. Para as proteinas de superficie, foram realizadas trés
metodologias de extracdo que envolveram tampado Tris Ureia + EDTA, tripsina e
BICAM e tripsina e Tris, gerando concentracdes de proteinas de 2,609 a 2,868 mg/mL,
3,201 a 3,790 mg/mL e 3,151 a 3,359 mg/mL, respectivamente. As amostras foram
analisadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) revelando que as extracfes de
proteinas totais foram pouco eficientes e reprodutiveis, porém a extracdo com N, exibiu
maior diversidade e quantidade de proteinas. As extracdes de proteinas de superficie
foram eficientes e reprodutiveis, sendo Uteis para estudos do proteoma. A padronizacao
de protocolos de extracdo é fundamental para obtencdo de bons e eficientes resultados,

sendo necessarias analises posteriores para identificacdo das proteinas.
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1. INTRODUCAO

As proteinas desempenham papeis extremamente importantes na maioria dos
processos biologicos, atuando como enzimas, hormoénios, neurotransmissores,
transportadores através das membranas celulares, componentes estruturais, entre outros
(Lee et al. 2007; Kessel e Ben-Tal 2018). Além disso, as proteinas sdo importantes
marcadores biologicos de enfermidades e servem como alvos para o desenvolvimento
de terapias farmacologicas. Estudos sobre a composicao, estrutura e fungdo de proteinas
sdo fundamentais para o entendimento dos diferentes sistemas bioldgicos e suas

interacdes (Pandey e Mann 2000).

O proteoma pode ser definido como o conteudo total de proteinas de uma célula,
que é caracterizado em relagdo a sua localizacdo, interagdes, modificacdes pds-traducao
e turnover (Aslam et al. 2017). Os estudos de proteoma permitem identificar e
quantificar quais proteinas estdo sendo expressas em determinado momento numa célula
ou organismo, fornecendo informagdes abrangentes sobre o funcionamento de sistemas
biolbgicos, e que envolve uma sequéncia de etapas como (1) extracdo de proteinas da
amostra bioldgica, (2) identificacdo dos peptideos por espectrometria de massas, e (3)

analise dos dados usando ferramentas de bioinformatica (Chandramouli & Qian 2009).

Independentemente da abordagem utilizada, a quantidade e a qualidade da
amostra sdo partes essenciais do experimento, pois a validade de uma analise
protedmica depende das proteinas presentes na amostra (Feist e Hummon 2015).
Portanto, a etapa de extracdo de proteinas deve ser investigada com detalhamento para
fornecer a melhor amostra possivel. O uso de diferentes procedimentos de preparacdo
de amostras e extracdo de proteinas de um mesmo microrganismo revelam resultados

distintos (Gajdosik et al. 2013) e, segundo Bhaduri & Demchik (1983), para obter-se o



extrato proteico ideal € importante levar em consideracdo o0 microrganismo e a
quantidade de proteinas necessaria para determinado tipo de andlise, sendo que as
técnicas podem variar em relacdo a reprodutibilidade e a representacdo do proteoma

total do organismo em estudo (Zhang e Shen 2013).

Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa,
patogénica e resistente a diversas condi¢cdes ambientais, tais como baixas temperaturas,
baixo pH e alta concentracio salina. E capaz de se aderir e formar biofilme em
superficies abioticas, 0 que pode aumentar sua resisténcia a desidratacéo e a sanitizantes
(Bernbom et al. 2011). E um microrganismo de importancia sanitaria, contaminante de
produtos alimenticios que pode causar, em condi¢des severas, infecgdes na corrente
sanguinea e no sistema nervoso central (Gajdosik et al. 2013; Miyamoto et al. 2015). Os
componentes da parede celular das bactérias Gram-positivas garantem a viabilidade das
mesmas, sendo as proteinas 0s componentes que interagem com o ambiente e/ou
hospedeiro (Cabanes et al. 2002), portanto a extracdo de proteinas totais e posterior
caracterizacdo por andlise protedbmica utilizando ferramentas de bioinformatica, sdo
meios eficazes para adquirir conhecimento mais especifico e fiel do comportamento
fisico, fisiologico e ecoldgico do microrganismo (Zhang et al. 1999; Norbeck 2006).
Segundo Tiong et al (2015), esses estudos podem contribuir para a identificacdo da base
molecular da aderéncia de L. monocytogenes e outros mecanismos de patogenicidade e

resisténcia.

A eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE é um método analitico,
amplamente utilizado para verificar a eficiéncia das metodologias aplicadas a extracdo
de proteinas e separacdo 0s componentes do extrato proteico, que envolve a

desnaturacdo das proteinas presentes em uma amostra com o detergente dodecil sulfato



de sodio (SDS), o que confere carga negativa as proteinas, € 0 uso de uma corrente
elétrica que as impulsiona através do gel de poliacrilamida (Al-Tubuly 2000). Embora
seja um método ndo quantitativo, permite a comparacao de perfis de proteinas obtidas
de diferentes amostras e/ou por diferentes métodos de extracdo e, de acordo com Al-
Tubuly (2000), constitui o passo inicial para analises proteicas através de técnicas como
a espectrometria de massas, western blot, entre outras. Sendo assim, o estudo teve como
objetivo extrair proteinas totais e de superficie da bactéria L. monocytogenes ATCC
7644 utilizando diferentes metodologias, a fim de verificar sua eficiéncia e

reprodutibilidade, sob condic¢des étimas de crescimento do microrganismo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Curva de crescimento bacteriano

Previamente as extracGes de proteinas da cepa Listeria monocytogenes ATCC
7644, foi realizada uma curva de crescimento bacteriano a fim de determinar o inicio da
fase logaritmica. A partir de um pré-inéculo em caldo BHI (Brain Heart Infusion),
mantido em incubadora orbital a 37°C, 130 rpm por 24 horas, foi retirada uma aliquota
de 100 pL do cultivo bacteriano a qual foi inoculada em 100 mL de um novo caldo
BHI, mantida sob as mesmas condicGes. Deste, foi medida a densidade 6ptica (OD 600
nm) em espectrofotdmetro nos tempos 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h e 24h,

possibilitando a determinacédo da curva de crescimento do referido microrganismo.

2.2. Extracdo de Proteinas Totais

Para cada metodologia de extragdo de proteinas totais, foi realizado o pré-
inoculo de L. monocytogenes em caldo BHI, mantido em incubadora orbital a 37°C, 130

rpm por 24 horas. Em seguida, uma aliquota de 100 uL foi inoculada em novo caldo



BHI (100 mL), o qual foi mantido sob as mesmas condicGes descritas anteriormente.
Quando completadas 6 h de incubacdo, amostras de 20 mL foram submetidas as

metodologias de extracdo, conforme protocolos especificos, em triplicata.

2.2.1. Extracdo com ultrassom

Conforme a metodologia de Miyamoto et al. (2015), as amostras foram
centrifugadas (4500 rpm) por 10 minutos a 4°C e os pellets de células lavados 5 vezes
com Tris-HCI 20 mM pH 8,0. Apds, foram submetidas a tratamento por ultrassom, em
banho de gelo, por 6 ciclos de 30 segundos, com intervalos de 60 segundos entre cada

ciclo.

2.2.2. Extracdo com nitrogénio liquido (N2)

Seguindo o método descrito por Santi et al. (2014), com modificacdes, as
amostras foram lavadas com PBS (tampdo fosfato- salino) pH 7,4 e centrifugadas
(10.000 rpm) por 5 minutos. Apos, o sobrenadante foi descartado e o procedimento de
lavagem foi realizado por mais 2 vezes. Os pellets resultantes foram liofilizados e
macerados com nitrogénio liquido (N). As amostras foram transferidas para
microtubos, as quais foi adicionado 100 pL de tampdo de extracdo (Tris-HCI 50 mM pH
7.5 e Halt Protease) a fim de inibir a atividade de enzimas proteoliticas. A seguir, as
mesmas foram agitadas em vortex 5 vezes durante 1 minuto, intercalados por 1 minuto
em banho de gelo. Apos, foram centrifugadas novamente (14.000 rpm) por 15 minutos e
0s sobrenadantes transferidos para novos microtubos e reservados. Aos pellets restantes,
foi adicionado 50 L de tampéo de extracdo e repetidas as agitagdes em vortex, como
descrito anteriormente. Ao final, as amostras foram centrifugadas e, mais uma vez, o

sobrenadante foi coletado e acrescentado aquele previamente reservado. As amostras



finais foram liofilizadas, a fim de concentrar as proteinas, e solubilizadas em 300 pL de

tampéo PBS.

2.3. Extracdo de Proteinas de Superficie

Anterior a extracdo de proteinas, foi realizado um pré-inéculo de L.
monocytogenes ATCC 7644 em 40 mL de caldo BHI, mantido em incubadora orbital a
37°C, 130 rpm por 24 horas. Ap6s, uma aliquota de 1 mL foi inoculada em 300 mL de
um novo caldo BHI mantido sob as mesmas condic¢Ges descritas anteriormente. Quando
completadas 6 h de incubacdo, foram realizadas as extracbes, em triplicata. Os
protocolos foram modificados de Tiong et al. (2015). Os pellets formados a partir de
100 mL de cultura em caldo BHI, foram centrifugados (7.000 rpm) por 6 minutos a

10°C e lavados 3 vezes com tampédo PBS 10 mM pH 7,4.

A fim de verificar possiveis contaminacGes com peptideos citoplasmaticos
devido a lise celular, foram preparadas laminas com amostras do pellet resultante de
cada metodologia de extracdo e os resultados foram comparados com um controle
consistindo em células de Listeria suspensas em PBS. As amostras foram coradas pelo
método de coloracdo de Gram e visualizadas em microscopio 6ptico no aumento 1000X

utilizando-se 6leo de imerséao.

2.3.1. Extragdo com Tris Ureia + EDTA

Os pellets foram suspensos em 300 puL de tampdo 8M Tris- Ureia contendo 5
mM de EDTA e incubados em temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos,
intercalando 5 minutos de incubacdo com 1 minuto de agitacdo em vortex. Apds, as
amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm por 6 minutos e o sobrenadante filtrado

através de filtros de 0,22 pm e congelado (-20°C).



2.3.2. Extragdo com tripsina e BICAM

Os pellets foram suspensos em 300 pL de tampdo 50 mM de bicarbonato de
amonia (BICAM) pH 8,5 contendo 0,5 M de sacarose. Foi adicionado tripsina (2 pg por
mg de célula) as amostras, as quais foram incubadas por 45 minutos a 37°C (banho
seco), intercalando 8 minutos de banho seco com 1 minuto de agitacdo em vortex. Apos,
as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm por 6 minutos, o sobrenadante filtrado

(0,22 um) e congelado (-20°C).

2.3.3. Extracgdo com tripsina e Tris

O protocolo segue 0s mesmos passos de extracdo da secdo 2.3.2, exceto que 0

tampéo BICAM foi substituido por Tris 50 mM pH 7.4.

2.4. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford
(Bradford, 1976), em que se realizou curvas padrdo usando albumina sérica bovina
(BSA) nas concentracbes de 1 e 5 mg/mL. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro a 595 nm, em triplicata, e, quando necessario, as amostras foram

diluidas em tampédo PBS 10 mM pH 7 4.

2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise das proteinas foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE a concentragdo de 12%, seguindo o método descrito por Laemmli (1970). As
proteinas foram visualizadas atraves da coloragdo por nitrato de prata (Blum et al. 1987)

e Coomassie Brilliant Blue G-250.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Curva de crescimento bacteriano

A fim de identificar o melhor ponto para a coleta das amostras para a extragdo

das proteinas, foi realizada uma curva de crescimento bacteriano, a qual indicou que a

fase logaritmica se inicia em 6 horas de cultivo a 37°C, como indicado pela linha

tracejada em vermelho (Figura 1).
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Figura 1: Curva de crescimento bacteriano para L. monocytogenes ATCC 7644 a 37°C.

Nesta fase, ocorre 0o aumento do numero de células bacterianas com alta

atividade metabdlica e espera-se obter maior quantidade de proteinas. Este mesmo

padréo de crescimento de L. monocytogenes ATCC 7644 foi relatado anteriormente, por

Miyamoto et al. (2015).

3.2. Quantificacdo de proteinas e analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE)

3.2.1. Quantificacdo de proteinas



O alto rendimento, a preparacdo da amostra e a obtencdo do maior nimero
possivel de proteinas sdo desafios na busca de técnicas eficientes para extracdo (Fodor
et al. 2017; Mehmet et al. 2011). Para os cinco métodos analisados neste estudo, a
quantificacdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford (1976) e esta
apresentada abaixo na Tabela 1. No caso de L. monocytogenes ATCC 7644, as
extracOes de proteinas totais foram pouco reprodutiveis e algumas extragdes geraram
pequena quantidade por amostra, sendo pouco eficientes. Através da metodologia de
extracdo com ultrassom, as concentracfes variaram de 0,169 a 1,890 mg/mL entre as
triplicatas; ja para a metodologia de extracdo com N, liquido, as concentracdes de

proteinas variaram de 0,273 a 0,778 mg/mL.

Tabela 1. Valores de concentracdes de proteinas obtidas nas triplicatas das extracfes de
proteinas totais e extracdes de proteinas de superficie. Legenda: PT1- proteinas totais
extraidas com ultrassom; PT2- proteinas totais extraidas com nitrogénio liquido; PS1-
proteinas de superficie extraidas com Tris Ureia + EDTA; PS2- proteinas de superficie
extraidas com tripsina e BICAM; PS3- proteinas de superficie extraidas com tripsina e
Tris.

PROTEINAS TOTAIS

Amostra mg/mL Amostra mg/mL
PT1A 1,89 PT2A 0,778
PT1B 0,955 PT2B 0,273
PT1C 0,169 PT2C 0,703

PROTEINAS DE SUPERFICIE

Amostra mg/mL Amostra mg/mL Amostra mg/mL
PS1A 2,868 £ 0,084 PS2A 3,201 +0,218 PS3A 3,195 +0,028
PS1B 2,770 £ 0,015 PS2B  3,535+0,019 PS3B 3,359 + 0,088
PS1C 2,609 £ 0,099 PS2C 3,790 +£0,199 PS3C 3,151 +0,059

Para as amostras de proteinas de superficie, as trés metodologias foram
eficientes e reprodutiveis, sendo possivel obter valores de concentragdo proximas entre

as triplicatas, que variaram de 2,609 a 2,868 mg/mL para extracdo com Tris Ureia +



EDTA, de 3,201 a 3,790 mg/mL para extracdo com tripsina e BICAM e 3,151 a 3,359

mg/mL para a extragdo com tripsina e Tris.

Juntamente as demais substancias secretadas para o ambiente, a identificacdo de
proteinas de superficie de L. monocytogenes sdo um interessante ponto de partida para
entender e possivelmente evitar os eventos de contaminagbes persistentes no
processamento de alimentos, tendo em vista que a formacdo dos biofilmes ocorre por
uma série de sinais secretados através das proteinas ancoradas a parede celular da
bactéria (Tiong et al. 2015). Além disso, esta comprovado que existem diferencas na
capacidade de aderéncia a superficies abidticas em L. monocytogenes na comparagao
entre diferentes linhagens, observando-se que aquelas com maior capacidade de
aderéncia, também se mostram as mais invasivas em tecidos vivos (Kushwaha &

Muriana, 2010).

3.2.2. Andlise do gel SDS-PAGE

A extracdo de proteinas pode ser dificil, inconsistente e tem sido um problema
para os cientistas, porém, muitas técnicas, incluindo métodos fisicos e aqueles baseados
em detergentes, estdo disponiveis e sdo usados para diversos propositos (Malafaia et al.
2015). De acordo com Tan et al. (2011), um isolamento proteico eficiente deve ser
testado a fim de determinar a eficiéncia para a amostra utilizada, com o objetivo de

obter reprodutibilidade nos resultados.

Neste estudo, foi realizada a analise das extracfes de proteinas totais e de
superficie de L. monocytogenes ATCC 7644 pelo método de eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE, em concentracdo 12%. As amostras submetidas a extracdo

com ultrassom apresentaram padrdo de bandas que se repetiram nas duas amostras



reproduzidas (Figura 2, PT1A e PT1B), as quais em sua maioria variaram para proteinas
entre 30 a 5 kDa, apresentando também peptideos menores que 5 kDa. Apesar de ndo
terem sido reprodutiveis e eficientes, com baixa concentracdo de proteinas, 0s extratos

obtidos apresentaram boa resolucdo no gel SDS-PAGE.
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Figura 2: Andlise SDS-PAGE de extracdo de proteinas totais. PT1- extracdo de
proteinas totais com ultrassom, em que A- amostra PT1A, B- amostra PT1B e C-
amostra PT1C; PT2- extracdo de proteinas totais por congelamento, em que A- amostra
PT2A, B- amostra PT2B e C- amostra PT2C. M- marcador molecular PageRuler™
Unstained Low Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Coloragao por nitrato
de prata.

Segundo Gajdosik et al. (2013, 2015), é fundamental que, além de seguir 0s
passos de preparagdo da amostra e extracdo de proteinas, a ruptura das células seja
suficiente para obter a maior quantidade possivel de extrato proteico. Ainda, ap0s testar
e comparar a extracdo de proteinas de L. monocytogenes, através de ultrassom aliada a

ruptura mecénica e adicdo de tampdo de lise, os autores afirmam que, para bactérias



Gram-positivas, 0 uso de ultrassom pode nédo ser suficiente para a completa destruicdo
celular, sendo necessaria a destruicdo mecanica e posterior extracdo (Gajdosik et al.
2013). Alguns estudos utilizaram tampdes de lise celular, o que auxiliou na ruptura das
células, possibilitou obtencdo de maior quantidade de proteinas e uma boa resolugdo em
gel SDS-PAGE e eletroforese 2-D, quando associado ao ultrassom (Pierre-Alain, 2006;
De Angelis et al. 2001). Mehmeti et al. (2011) utilizou um tampdo a base de Tris HCI
para resuspender o pellet de células de bactérias acido lacticas, submeteu as amostras a
tratamento com ultrassom e ndo obteve resolucdo em gel SDS-PAGE. Ainda assim, ndo
significa que a metodologia ndo seja eficiente e sim que, possivelmente, ndo foi ideal
para obter grande quantidade de amostra e concentracdo suficiente de proteinas para
visualizacdo em gel. Uma extracdo de proteinas eficiente depende da qualidade da
disrupcéo das células (Fodor et al. 2017) e a ruptura por ultrassom possivelmente resulta
em maior variabilidade de extracdo proteica, evidenciada nos diferentes valores obtidos

na quantificacdo de PT1 pelo método de Bradford (Tabela 1).

Outra forma de realizar a ruptura de células e extracdo das proteinas é a
utilizacdo de nitrogénio liquido (N2). Por imersdo em N liquido, Benov & Al-Ibraheem
(2002) obtiveram um rendimento de 0,5 mg/mL de proteinas de Escherichia coli,
enquanto Crestani et al. (2012) obteve cerca de 1,2 mg de fracbes de proteinas
liofilizadas de Cryptococcus gattii, também utilizando N, liquido. Para proteinas de L.
monocytogenes ATCC 7644, a extracdo com N liquido ndo gerou resultados
reprodutiveis nas triplicatas, porém a amostra com menor concentracao foi a Unica que
obteve resolucdo no gel SDS-PAGE (Figura 2, PT2B). Atraves da extracdo PT2,
obteve-se proteinas variando de 30 a 5 kDa e, em grande quantidade, peptideos menores

que 5 kDa. A presenca e acumulo de grande quantidade de pequenos peptideos pode ter



sido significativo para a quantificacdo pelo método de Bradford, que apresenta resposta
andmala para peptideos de baixa massa molecular (Zaia et al. 1998). Novamente,
utilizando a mesma bactéria e procedimento, a ruptura mecanica resulta na obtencéo de
moléculas de diferentes tamanhos, que ndo aparecem da mesma forma na anélise em gel

SDS-PAGE.

Comparando as duas metodologias de extracdo de proteinas totais, € possivel
perceber a similaridade de algumas bandas no gel entre as amostras. Proteinas entre 30 e
15 kDa se repetem nas amostras de PT1 e PT2, além de bandas marcando peptideos em
torno de 10 kDa e menores que 5 kDa. Porém a extragdo com N, parece ser mais
eficiente quanto a obtencéo de maior diversidade de proteinas, de diferentes tamanhos, e

de maior quantidade, visto que as bandas tém coloracdo mais intensa.

De acordo com Cabanes et al. (2002), pelo menos 4,7% da capacidade de
codificacdo do genoma de L. monocytogenes é dedicado a expressdo de proteinas de
superficie, muitas delas relacionadas a viruléncia da bactéria. Para a adesdo ao
hospedeiro, segundo Burkholder et al. (2009) ha muito fatores envolvidos na aderéncia
da bactéria as células epiteliais, principalmente a expressdo de diversas proteinas. Ha
evidéncias de que a otimizacdo de procedimentos de extracdo de proteinas pela
alteracdo de tampdes, agentes caotropicos e detergentes é suficiente para alcancar, com
confianca, a visualizacdo em alta resolugdo de proteinas de membrana (Churchward et

al. 2005).

A andlise das extracOes de proteinas de superficie de L. monocytogenes em gel
SDS-PAGE revelaram grande quantidade e diversidade de proteinas, de diferentes

tamanhos (Figura 3). As trés metodologias realizadas para obtencdo de proteinas de



superficie apresentaram tamanhos que variaram de 3,5 a 55,4 kDa e muitos peptideos
menores que 3,5 kDa. A extracdo com tampao Tris Ureia + EDTA apresentou bandas
maiores que 55,4 kDa (Figura 3, PS1), exibindo perfil proteico com algumas diferencas
em relacdo aos outros dois métodos testados, como maior quantidade e diversidade de

proteinas.

PS1 PS2 PS3

kDa M A B C A B CJ||A B C

Figura 3: Analise SDS-PAGE de extracdo de proteinas de superficie. PS1- extracdo de
proteinas de superficie com Tris Ureia + EDTA, em que A- amostra PS1A, B- amostra
PS1B e C- amostra PS1C; PS2- extracdo de proteinas de superficie com tripsina e
BICAM, em que A- amostra PS2A, B- amostra PS2B e C- amostra PS2C; PS3-
extracdo de proteinas de superficie com tripsina e Tris, em que A- amostra PS3A, B-
amostra PS3B e C- amostra PS3C. M- marcador molecular Mark 12™ Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Colorag&o por Coomassie Brilliant Blue G-250.

As proteinas de superficie bacteriana séo relativamente hidrofobicas, variaveis e
instaveis, o que dificulta a execucdo de uma extracdo eficiente, solubilizacao,
purificacdo e analise em gel (Esbelin et al. 2018). No entanto, a metodologia de

extracdo com Tris Ureia + EDTA se mostrou eficiente quanto a reprodutibilidade e



eficiéncia na extracdo e, apesar de ter menores concentraces de proteinas em relagdo
aos outros métodos (Tabela 1, PS1), apresentou bandas bem marcadas e definidas. De
acordo com Cordwell (2008), a utilizacdo de tampdes contendo ureia tem a finalidade
de solubilizar proteinas hidrofébicas associadas a membrana. No entanto, Tiong et al.
(2015) identificou proteinas citoplasmaticas e de superficie de L. monocytogenes em
extracdo utilizando ureia, afirmando que é possivel minimizar esse resultado através da
precipitacdo das amostras por etanol e resolubilizacdo no mesmo tampédo de extracao e,
apesar disso, é possivel que muitas dessas proteinas citoplasmaticas se comportem

como “moonlight”, associadas a variadas localizagdes, fungdes ou ambas.

E provavel que as amostras de PS1 contenham ndo apenas proteinas de
superficie como também proteinas citoplasmaticas, uma vez que a ureia pode facilitar a
ruptura da membrana celular (Silva e Souza, 2009). A fim de verificar a integridade das
células de L. monocytogenes apos a realizacdo das extracdes de proteinas de superficie,
foram realizadas analises em laminas do pellet resultante para cada extracdo, as quais
sdo apresentadas abaixo, na Figura 4. Foi possivel observar células com morfologia e

coloracdo de Gram normais, além de aglomerados de células.
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Figura 4: Andlise da integridade das células de L. monocytogenes ATCC 7644, depois
de submetidas as metodologias de extracdo de proteinas de superficie. A- amostra da
extragcdo com Tris Ureia + EDTA; B- amostra de extragdo com tripsina e BICAM; C —
amostra de extragcdo com tripsina e Tris. Aumento: 1000x.



De acordo com Romero- Saavedra (2014), a técnica de extracdo com tripsina
permite uma rapida e seletiva identificacdo de proteinas de superficie, porém leva a
deteccdo de muitas proteinas citoplasmaticas, sendo necessaria posterior identificacdo
por espectrometria de massas. As extracdes realizadas nesse estudo aparentemente nao
ocasionaram a lise celular, sendo assim, € possivel que a maior parte das proteinas

visualizadas no gel SDS-PAGE sejam realmente proteinas de superficie.

Assim como em PS1, as proteinas extraidas com tripsina e BICAM (Figura 3,
PS2) exibiram bandas de 55,4 kDa, as quais ndo aparecem na extragdo com tripsina e
Tris (Figura 3, PS3). O bicarbonato de amonia é um bom tampdo para a reacdo da
tripsina com a ligacdo peptidica (Babu, 2013) e a sacarose mantém a membrana celular
estavel por mais tempo em concentracdo de 0,25M ou mais (Boone et al. 1969). As
extracOes em que se utilizou tripsina e BICAM ou tripsina e Tris apresentaram
resultados muito semelhantes, em que € possivel observar bandas bem definidas de
proteinas de 31, 21,5 e 3,5 kDa . As bandas que indicam tamanhos em torno de 6 kDa
aparecem apenas em PS3 e nota-se a auséncia de proteinas maiores que 55,4 kDa para

PS2 e PS3, as quais aparecem bem definidas em PS1.

O uso de tripsina é vantajoso, pois a enzima tem acesso as proteinas expostas na
superficie da célula bacteriana, 0 que pode limitar a contamina¢do com células do
citoplasma (Bohle et al. 2011) e pode ter contribuido para os altos valores obtidos na
quantificacdo de proteinas de PS2 e PS3. Tjalsma et al. (2008) estudou proteinas de
superficie de Bacillus subtillis utilizando tripsina livre e tripsina ligada a esferas de
vidro para a extracdo, e verificou a presenca de proteinas citoplasmaticas nas amostras
resultantes das extra¢cBes com a enzima livre. No entanto, apos testar a integridade das

células com o marcador citoplasmético GroEL, concluiu que a presenca das proteinas



citoplasmaticas é devido a instabilidade de algumas células e ndo ao tratamento de
extracdo. Por outro lado, Hempel et al. (2011) atribuiu as proteinas citoplasmaticas
encontradas da extracdo de Staphylococcus aureus a lise celular ocasionada pela acdo da
tripsina e o “corte” das proteinas de superficie, ap0s comparacao do tratamento com a
enzima ao controle preparado da mesma forma, porém com adicdo tardia da mesma a

solucéo de extragéo.

Embora as trés metodologias avaliadas para extracdo de proteinas de superficie
apresentaram diversidade de proteinas, as menores concentracGes verificadas
apresentaram melhor resolugéo em gel SDS-PAGE (Tabela 1, PS1; Figura 3, PS1). As
altas concentragdes obtidas nos tratamentos PS2 e PS3 podem ter ocorrido devido a
presenca da tripsina, visto que a enzima pode ter degradado as proteinas maiores
gerando pequenos peptideos o0 que, segundo Zaia et al. (1998) gera resposta falha para a

quantificacdo de Bradford.

Portanto, baseado neste estudo, foi possivel verificar que as metodologias de
extracdo de proteinas totais ndo foram reprodutiveis ou eficientes para se obter
quantidade e qualidade significativa e suficiente para estudo do proteoma total de L.
monocytogenes ATCC 7644. Apesar disso, a extracdo com N apresentou maior
diversidade e quantidade de proteinas do que a metodologia de extracdo com ultrassom,
sendo uma possibilidade gerar melhores resultados a partir do aperfeicoamento e
otimizagdo da técnica. Os protocolos de extracdo de proteinas de superficie
apresentaram bom rendimento e reprodutibilidade, visto que as extracGes foram bastante
similares entre as triplicatas. Esse resultado mostra que os trés métodos de extragdo de
proteinas de superficie podem ser utilizados para 0s estudos de proteoma e de

componentes da superficie celular da bactéria. Ressalta-se a importancia da



padronizacdo das metodologias para a obtencdo de amostras eficientes e fieis aos
objetivos dos estudos aos quais se aplicam. Ainda assim, analises posteriores em
espectrometria de massas serdo fundamentais para identificacdo das proteinas extraidas

e melhor compreenséo da agéo e eficiéncia dos reagentes utilizados nas extracoes.
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