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Em um experimento que envolve
analise da expressao de proteinas (pro-
tedbmico), o passo mais determinante é
a extracdo das proteinas. As proteinas
podem ser isoladas de qualquer amos-
tra biolégica, como bactérias, leveduras,
tecidos e/ou 6rgdos de origem animal
elou vegetal, entre outros. Conhecer
as particularidades fisico-quimicas da
amostra trabalhada é essencial para es-
colher o método de extracdo, que deve
possibilitar a obtencdo de amostras
proteicas com concentragédo 6tima entre
5-10 mg.mL" de proteina (GORG et al.,
2007) e livres de contaminantes.

Dois protocolos basicos foram apre-
sentados durante as ultimas décadas,
sendo um com base em fenol e outro
com base em acido ftricloroacético
(TCA), passando por alteragdes confor-
me a fonte de material do qual se deseja
extrair as proteinas. A extragao fendlica
foi desenvolvida por Hurkman e Tanaka
(1986), sendo uma alternativa para o iso-
lamento de proteinas de tecidos ricos em
componentes fendlicos. A extragdo com
TCA/acetona surgiu no mesmo ano e foi

elaborada por Damerval et al. (1986),
sendo um método rapido e eficiente.
Ambos os métodos vém se mostrando
eficientes para extracao de proteinas
de tecidos vegetais (CARPENTIER et
al., 2005). Wang et al. (2003) posterior-
mente combinaram os dois protocolos,
associando a precipitagdo através de
TCA/acetona a extragdo com o fenol.

Mesmo com os protocolos padrées
disponiveis, é necessario adaptar e oti-
mizar a metodologia usada de acordo,
principalmente, com a origem de seu
material de estudo. Gorg et al. (2004)
apresentaram as seguintes sugestoes:
Para garantir a reprodutibilidade, o mé-
todo deve ser simples e deve minimizar
ao maximo a degradacao das proteinas
durante o processo. As etapas funda-
mentais para o preparo da amostra pro-
teica sao resumidamente: rompimento
celular e extragdo das proteinas, remo-
¢ao de contaminantes, enriquecimento
proteico e solubilizagdo da amostra
(BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).
A eficiéncia da extragdo pode variar de
acordo com os solventes utilizados e



os procedimentos executados e fatores
como temperatura ambiente também
podem influenciar no processo.

Apos a obtengdo da sua
amostra biolégica, ou seja, amostra do
organismo/tecido a partir do qual serao
purificadas as proteinas, a mesma deve
ser acondicionada para que nao ocorra
alteragéo nas propriedades da(s) pro-
teina(s) a serem extraidas. Em seguida,
procede-se o rompimento da célula para
possibilitar o acesso a toda proteina
contida na mesma. A célula pode ser
rompida de diversas formas, tais como:
lise por osmose ou detergente, sonica-
¢&0, maceragao, entre outros (GORG et
al., 2004). Com o rompimento obtém-se
uma mistura de macromoléculas, como
as proteinas de interesse e contami-
nantes nao proteicos: polifendis, lipi-
deos, acidos nucleicos (DNA e RNA) e
pigmentos (WANG et al., 2003). Apds o
rompimento celular, deve haver a remo-
¢do e/ou desativacdo dos detritos néo
proteicos, para que 0s mesmos nao in-
terfiram em analises posteriores (GORG
et al., 2004). Em alguns protocolos,
inibidores de proteases sdo comumente
utilizados para prevenir a degradagcao
proteica, porém sua adigdo pode cau-
sar alguma modificagdo nas proteinas
a serem extraidas, dessa forma outro
método para inibir a atividade de pro-
tease seria a redugéo do pH (GORG et
al., 2004). Na etapa de solubilizagao é
esperado que seja adquirida a mesma
composicao proteica por todo o volume
da amostra, em outras palavras, esta
precisa estar homogénea. A quebra das
interacdes presentes nos aglomerados

proteicos, como as ligagdes de hidrogé-
nio, leva a desaglomeragéo das molécu-
las, possibilitando a solubilizagao destas
(WILKINS et al., 1996). As vezes é ne-
cessaria a adicao de agentes caotropicos
(Ex: ureia e/ou tioureia), detergentes
(Ex.: triton X-100) e agentes redutores
(Ex.: ditiotreitol) para favorecer aquele
efeito (GORG et al., 2004).

Quando se trabalha com amostras ve-
getais, algumas peculiaridades tornam o
procedimento de extragao proteica mais
complexo. Uma das particularidades é a
presenca de parede celular nas células
vegetais, fator que demanda sua ruptura
para posterior lise celular, de modo que a
extracao seja bem-sucedida. Outro fato
relevante diz respeito a massa celular
que em grande parte € composta pela
prépria parede celular e pelo vacuolo, o
que leva a um menor rendimento da ex-
tracao proteica quando comparado a ou-
tros materiais (ISAACSON et al., 2006),
sendo necessario o ajuste da massa de
amostra de tecido inicial a ser empre-
gada na extracdo. As células vegetais
apresentam alguns compostos que
podem interferir tanto na extragao, sepa-
racao quanto identificacao de proteinas.
Os compostos que mais interferem sao
os compostos fendlicos, os terpenos,
0s pigmentos, acidos organicos, lipi-
dios, enzimas proteoliticas e oxidativas,
ions, acidos nucleicos e polissacarideos
(WANG et al., 2008; WU et al., 2014).

As metodologias que utilizam a pre-
cipitacdo com TCA/acetona seguida de
ressolubilizagdo em tampao contendo
detergentes e substancias caotrépicas



s&0 as mais utilizadas na maioria dos es-
tudos de proteinas vegetais (SANTONI
et al., 1998), assim como métodos que
empregam a extragao fendlica combina-
da com a precipitagcdo com TCA/acetona
(WANG et al., 2006). Para garantir bons
resultados em estudos de protebmica
€ necessario o estabelecimento de um
protocolo que seja mais compativel com
a amostra bioldgica analisada.

Neste sentido, foram testados
trés protocolos de extragcdo de
proteinas: (a) Extracdo com ureia/
tioureia, (b) Extragcdo com TCA/acetona
e (c) Extracado fenodlica combinada com
TCA/acetona. Cada procedimento foi
realizado com triplicata bioldgica. As
amostras de folha de feijoeiro, inoculado
com a estirpe CIAT899 de Rhizobium
tropici, foram obtidas de um experimento
conduzido em vasos do tipo “Leonard”
contendo areia e vermiculita como
substrato estéril na proporcédo 2:1.
Foram semeadas quatro sementes pré-
germinadas da cultivar Ouro Negro por
vaso seguido da inoculagao das estirpes.
As folhas do feijoeiro foram coletadas
quando estavam na fase do surgimento
dos botbes florais e armazenadas a
-80°C. Posteriormente, as folhas foram
maceradas com auxilio de gral e pistilo
na presencga de nitrogénio liquido, ja que
seu uso minimiza a protedlise e outras
formas de degradagdo proteica que
ocorrem durante a maceragdo (WANG
et al., 2008).

Metodos de extracao

(a) Protocolo 1: Extracao
com ureia/tioureia

A metodologia usada nesta extragao
foi baseada no trabalho de Balbuena et
al. (2009), com algumas modificacdes:
500 mg de amostras de tecido previa-
mente macerado foram transferidos
para microtubos com capacidade para 2
mL, foram adicionados 1,5 mL de tam-
pao de extracdo contendo 7 M de ureia,
2 M de tioureia, 1% de ditiotreitol (DTT),
2% de triton X-100, 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) e inibidor de
protease. Apds a homogeneizagdo, as
amostras foram mantidas em gelo por
30 minutos e, em seguida, submetidas a
centrifugacdo a 12.000 x g por 5 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para novos tubos, e a este foi adiciona-
da solugao de TCA a 10% em acetona
(p/v) para a precipitagdo das proteinas
através de incubagéo por 30 minutos, a
4°C. Em seguida foi efetuada uma nova
centrifugacdo, o sobrenadante foi des-
cartado e o precipitado lavado 3 vezes
com acetona a 100% gelada (v/v). Por
fim, as proteinas extraidas foram res-
solubilizadas em 500 pL de tampao de
extracdo e armazenadas a -20°C para
posterior quantificagao.

(b) Protocolo 2: Extracao
com TCA/acetona

O protocolo utilizado foi desenvolvi-
do por Damerval et al. (1986) e sofreu



pequenas modificagdes. Apds transferir
os 500 mg de amostra de tecido mace-
rado para micro tubos com capacidade
para 1,5 mL, 1 mL de TCA/Acetona
contendo 20 mM de DTT foram adicio-
nados, a mistura foi homogeneizada ri-
gorosamente com auxilio de agitador de
tubos do tipo vortex e incubada a -20°C
por uma hora para precipitacao das pro-
teinas. Apos esse periodo as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Em seguida o precipitado
foi lavado 3 vezes com acetona 100%
gelada, seco ao ar e, em seguida foi
adicionado 1 mL de tampé&o de extragéao,
0 mesmo usado no protocolo anterior. A
amostra foi homogeneizada e mantida
por 1 hora a 4°C. Depois de centrifuga-
¢éo a 16.000 x g por 15 minutos, 4°C, o
sobrenadante foi transferido para novos
tubos que foram armazenados a -20°C
para posterior quantificagao.

(c) Protocolo 3: Extracao
fendlica com TCA/acetona

Este protocolo foi baseado no traba-
Iho de Wang et al. (2006) com algumas
modificagdes. Primeiramente foram
transferidos 300 mg de amostra de te-
cido previamente macerado para tubos
de microcentrifuga com capacidade
para 2 mL. A solugcdo de TCA/acetona
foi adicionada até o volume maximo
dos tubos. Apés a homogeneizacgao, os
tubos foram incubados a -20°C por uma
hora, sendo posteriormente centrifuga-
dos a 14.000 x g por 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e ao
precipitado foi adicionada a solugao de

0,1 M de acetato de amonio em metanol
a 80% (p/v) até o volume maximo. Em
seguida, o sistema foi homogeneizado
e centrifugado nas mesmas condi¢oes
anteriores, descartando-se novamente o
sobrenadante. Em seguida, ao sedimen-
to foi adicionada acetona 80% (v/v) no
volume maximo, seguido pelos mesmos
processos de homogeneizagdo, centri-
fugagdo e descarte de sobrenadante.
O sedimento obtido foi seco em estufa
a 37°C por cerca de uma hora e, entéao
transferido para tubos de 15 mL com
auxilio de espatula, onde foi adicionada
solugéo de lise composta de 30% de
sacarose (p/v), 2% de dodecil sulfato de
sodio (SDS) (p/v), 5% de DTT (v/v), 0,1
M de Tris-HCI pH 8,0 na proporgéo 1:8
(mg de sedimento seco/uL de solugao
de lise). O conteudo foi homogeneizado
vigorosamente com auxilio de agitador
de tubos do tipo vortex por 30 segundos
e, em sequéncia, incubado sob agitagao
por 20 minutos a temperatura ambiente.
Ao término daincubacgao, adicionou-se 1
volume de fenol equilibrado com tampéo
Tris-HCI (pH 8,0). Apds breve agitacao,
o conteudo foi incubado por 5 minutos a
30°C e, em seguida, submetido a nova
agitacédo, sendo incubado em gelo por
5 minutos. Para a separacao da fase
fendlica e aquosa, o material foi centri-
fugado durante 20 minutos, a 6.000 x g
a 4°C. Afase fendlica foi transferida para
um novo tubo e foram acrescentados
5 volumes de solugédo de acetato de
aménio a 0,1 M em metanol absoluto
gelado. Depois de homogeneizado e
incubado por 40 minutos a temperatu-
ra de -20°C, o conteudo foi mais uma



vez centrifugado, e o sobrenadante foi
descartado. As proteinas obtidas foram
ressolubilizadas em 2 mL de metanol
a 100%, o sistema foi homogeneizado,
e entdo transferido para microtubos,
que foram centrifugados a 14.000 x g.
O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi lavado com solugédo de
acetona a 80% e seco em temperatura
ambiente por no maximo 5 minutos. Por
fim, as proteinas foram ressolubilizadas
em 500 pL tampéao de solubilizacdo de
ureia/tioureia e armazenadas em -20°C
para posterior quantificagao.

Métodos de analise
da eficiéncia dos
metodos de extracao

A partir de trés critérios foi possivel
avaliar a eficiéncia de cada metodologia
utilizada nas extragbes: rendimento,
diversidade proteica e laboriosidade. O
rendimento é estipulado por espectrofo-
tometria, através da quantificacdo com
Kit 2D Quant conforme as instrugdes do
fabricante GE Healthcare Life Sciences.

Para a analise da diversidade foi
empregada a eletroforese uni e bidimen-
sional, em dimens&o Unica as amostras
migraram em géis de poliacrilamida a
10% com 1,5 mm de espessura, en-
quanto que para a eletroforese bidimen-
sional, foram escolhidos um exemplar
de cada amostra com diferentes méto-
dos de extragéo e posteriormente foram
isoeletrofocalizadas pelo sistema Ettan
IPGphor lll. Em seguida, as tiras foram

equilibradas por 30 minutos em tampao
de equilibrio contendo 0,05 M de Tris-
HCI (pH 8,8), 6 M de ureia (p/v), 30%
de glicerol (v/v), 2% de SDS (p/v) e 20
mM de DTT (p/v) e na sequéncia mais
30 minutos com o mesmo tampao con-
tendo 125 mM de iodoacetamida, sem
o DTT. Apods o equilibrio, as tiras foram
acomodadas em géis de poliacrilamida
com concentragéao de 10% com 1,5
mm de espessura, sendo programadas
para migrar a 90 mA. Com o término
da migracao, os géis foram fixados em
solucao contendo acido acético e etanol,
corados com Coomassie Brilliant Blue
G-250 e digitalizados com o aparelho
ImageScanner lll. Por fim, a laboriosida-
de foi estimada pelo numero de etapas
e tempo de duragao para execugao dos
protocolos.

Analise comparativa
dos métodos

Ao avaliar os trés protocolos, pode-se
antecipar que para o critério laborio-
sidade, o terceiro método, de Wang et
al. (2006), é o pior avaliado, ja que o
mesmo é uma combinag¢ao do protoco-
lo com TCA/acetona, também testado
neste estudo, com o protocolo fendlico
descrito por Wang et al. (2003). A combi-
nagao dos dois protocolos tem o intuito
de aperfeicoar os métodos de extracao,
ja que as lavagens com TCA/acetona
além de precipitar as proteinas, remove
0s contaminantes nao protéicos (WANG
et al., 2003) e é eficiente na inibicdo de
proteases (DAMERVAL et al., 1986).



Devido a seus beneficios, a precipitagao
com TCA/acetona esta presente nos
trés protocolos testados.

A tabela 1 mostra os resultados
quanto ao critério rendimento, com os
dados de quantificacdo de proteinas
totais. Os protocolos 1 e 2 apresen-
taram médias de rendimento muito
proximas de 3,86 ug.uL"' e 3,84 ug.uL™,
respectivamente, e em ambos foram
utilizados 500 mg de material vegetal,
enquanto que o protocolo 3 apresentou
um rendimento superior a 4,91 ug.uL™,
mesmo sendo utilizada uma quantida-
de menor de amostra (300 mg). Essa
maior eficiéncia do protocolo 3 pode
ser devido a minimizagcao de protedlise
durante a extracdo, fator este obser-
vado por Schuster e Davies (1983) em
métodos de extragao com base fendlica.
Em todos os protocolos testados foram
obtidos valores maiores que 0,1 pg.uL™
de proteina, quantidade minima exigida
para ensaios protedbmicos baseados
em 2DE, tendo em vista podem existir
perdas de proteinas pela adsorcao
das mesmas nos suportes aos quais
sdo aplicadas durante o processo de
isoletrofocalizagdo. Como mencionado
por Gorg et al. (2007), a concentragéo
o6tima de proteinas deve estar entre
5-10 pg.pyL'. O uso desse parametro
como referéncia sugere o protocolo 3
como aquele que mais se aproxima da
concentragdo o6tima, contudo, os trés
protocolos ultrapassam o valor minimo.
A concentragao de proteina em todos os
protocolos pode nao ter atingido o valor
6timo devido ao fato da maceragéao néo
apresentar a textura de talco, sugerindo

Tabela 1. Rendimento de extragao de prote-
inas de tecido de folha de feijoeiro utilizando
os trés (03) protocolos de extragéo testados.

Concentragao de proteina

Protocolo* (gL
1 3,86 +1,2
2 3,84+04
3 491+0,7

* 1: Ureialtioureia; 2: TCA/acetona; e 3: fenol com TCA/
acetona. As quantificacdes foram realizadas utilizando-se
0 2D Quant Kit e os resultados estao expressos na forma
de média + desvio padrao (n=3).

que a etapa de rompimento das células
tenha sido insatisfatéria. Gorg et al.
(2007) também alertam que alguns ini-
bidores de protease sao inativados por
DTT, composto este presente em todos
os protocolos de extragao testados.

A analise das amostras em gel SDS-
PAGE (Figura 1) evidencia a perda
de uma banda muito expressiva, de
proteinas de alta massa molecular no
protocolo 1, banda esta obtida tanto no
protocolo 2 quanto no 3. Na realidade,
os perfis obtidos nos protocolos 2 e 3
sdo bem similares. Quando analisados
por eletroforese bidimensional (2-DE),
conforme observado no gel (Figura 2),
verifica-se que o protocolo 1 apresentou
interferéncia durante a primeira etapa
de separagéo por pH, a isoeletrofocali-
zacgéao (IEF). Essa interferéncia pode ser
visualizada devido a formacéao de estrias
no gel 2-DE, indicadas com setas em
vermelho, ndo sendo possivel diferen-
ciar as proteinas pelo seu pH.

Essa interferéncia pode ter sido cau-
sada pela grande quantidade de sais



Figura 1. Extratos proteicos de folhas de
feijoeiro obtidos por diferentes métodos.
Gel de poliacrilamida a 10% em condig¢bes
desnaturantes (SDS-PAGE) corado com
Coomassie Brilliant Blue. (i) Marcador de
massa molecular Bench Marker™ Protein
Ladder (Invitrogen) (KDa), Extratos proteicos
obtidos com emprego dos protocolos 1 (ii), 2
(iii) e 3 (iv).

presentes na amostra. Gorg et al. (2000)
sugerem que sais em concentragdes
maiores que 100 mM podem precipitar
nos locais de aplicagao da amostra pro-
teica no gel, resultando em estrias hori-
zontais e/ou verticais. Essas estrias séo
observadas no protocolo 1 sugerindo,
portanto, a interferéncia durante o pro-
cessamento das amostras. Nesse caso,
pode-se concluir que os protocolos 2 e
3 apresentam maior pureza, frente ao
resultado observado no gel 2-DE (Figura
2). Métodos com base em TCA/acetona
e fenol ja haviam se destacados, em
outro estudo (SHEORAN et al., 2009),
como métodos mais compativeis para
andlise em gel 2-DE e espectrometria
de massa.

Com base nos critérios estabelecidos
para determinar o método mais apropria-
do para extracao de proteinas verificou-
-se que o protocolo 2 (TCA/acetona) foi
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Figura 2. Extratos proteicos
de folhas de P. vulgaris obti-
dos por diferentes métodos.
Géis  bidimensionais  de
poliacrilamida (2-DE) a 10%
corados com Coomassie
Brilliant Blue. (i) Marcador
de massa molecular Bench
. Marker™  Protein Ladder
'~ | (Invitrogen) (KDa), Extratos
proteicos obtidos com
emprego dos protocolos 2
(if), 1 (iii), e 3 (iv). Setas em

vermelho indicam as estrias.




0 que apresentou o melhor resultado e,
desta forma, foi escolhido como o mais
apropriado para extracdo de folhas de
feijoeiro ja que ultrapassou a concentra-
¢ao minima de 0,1 pg.uL™" (JING et al.,
2004; GORG et al., 2007), apresentou
maior diversidade de proteinas em géis
de eletroforese unidimensionais, tanto
de alta quanto baixa massa molecular,
e spots bem definidos em géis 2-DE,
além de ser um protocolo simples e
de facil execugcdo, o que aumenta sua
processividade.
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