Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €9379109453, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.9453

Extracdo de proteinas de tecidos de animais pelo protocolo SDS 2%
Extraction of proteins from animal tissues by the SDS 2% protocol
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Resumo

Em condicBes territoriais extensas do Brasil hd muitas necessidades de recursos para
realizacdo de pesquisas. Muitas Universidades Federais e Estaduais dependem de recursos
para investir em tecnologias para analise em sistemas biologicos. Inovagdes que permitam
diminuir os custos na execucdo da pesquisa, torna-las préaticas a nivel de campo e responsivas
na realizacdo da pesquisa. Para isso foi proposto um protocolo de extracdo de proteinas a base
de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 2% com o intuito de diminuir a quantidade de solventes
organicos utilizados, sem prejudicar a viabilidade das proteinas, a viabilidade de outras
técnicas de analise protedmica: SDS-PAGE e Espectrometria de massas, justamente pela
diminuigcdo do acumulo de residuos produzidos pela lise celular. Considerando o SDS como
componente no processo SDS-PAGE, este ndo causa acumulo de residuo por solventes
organicos externos a técnica, além de baratear os custos e de reduzir o efeito toxicoldgico em
laboratério. Os resultados obtidos mostraram que este protocolo se mostra viavel para
extragdo de proteinas de tecidos de animais, comprovada pela técnica SDS-PAGE que
permitiu a visualizacdo nitida dos fragmentos das proteinas extraidas e auséncia de rastros
proteicos provenientes ao excesso de lise celular.

Palavras-chave: Protocolo; Inovacdo; Extracdo de proteina.




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €9379109453, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.9453

Abstract

Under extensive territorial conditions in Brazil there are many needs of resources to conduct
research. Many Federal and State Universities rely on resources to invest in technologies for
analysis in biological systems. Innovations that allow reducing the costs in the execution of
the research, makes them practical at the field level and responsive in the realization of the
research. For this purpose, a 2% sodium dodecyl sulfate (SDS) protein extraction protocol
was proposed in order to reduce the amount of solvents organic scans used, without harming
the viability of proteins, the feasibility of other proteomic analysis techniques: SDS-PAGE
and Mass Spectrometry, precisely due to the reduction of the accumulation of waste produced
by cell lysis. Considering SDS as a component in the SDS-PAGE process, this does not cause
accumulation of residue by organic solvents external to the technique, besides cheapening
costs and reducing the toxicological effect in the laboratory. The results obtained showed that
this protocol proves to be viable for protein extraction from animal tissues, proven by the
SDS-PAGE technique that allowed a clear visualization of the fragments of the extracted
proteins and the absence of protein traces from excess cell lysis.

Keywords: Protocol; Innovation; Protein extraction.

Resumen

Bajo condiciones territoriales extensivas en Brasil, hay muchas necesidades de recursos para
realizar investigaciones. Muchas universidades federales y estatales dependen de recursos
para invertir en tecnologias de analisis de sistemas bioldgicos. Innovaciones que permiten
reducir los costos en la ejecucion de la investigacion, las hace précticas a nivel de campo y
receptivas en la realizacién de la investigacion. Para ello, se propuso un protocolo de
extraccion de proteinas de dodecilo sulfato de sodio (SDS) del 2% con el fin de reducir la
cantidad de disolventes organicos utilizados, sin dafiar la viabilidad de las proteinas, la
viabilidad de otras técnicas de analisis protedmico: SDS-PAGE y espectrometria de masas,
precisamente por la disminucion de la acumulacion de residuos producida por la lisis celular.
Considerando al SDS como un componente en el proceso SDS-PAGE, no provoca
acumulacién de residuos por disolventes organicos externos a la técnica, ademas de abaratar
costes y reducir el efecto toxicologico en el laboratorio. Los resultados obtenidos mostraron
que este protocolo resulta viable para la extraccion de proteinas de tejidos animales,
comprobado por la técnica SDS-PAGE que permitid la visualizacion clara de los fragmentos
de proteina extraidos y la ausencia de trazas proteicas por exceso de lisis celular.

Palabras clave: Protocolo; Innovacion; Extraccion de proteinas.
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1. Introducgéo

O dodecil sulfato de sédio (SDS) é um solvente organico pertencente a classe de
surfactantes anidnicos (carga polarizada negativa), também denominados de tensoativos. Os
surfactantes s&o muito utilizados em ampla escala nos diversos setores industriais (Franzetti et
al.,, 2010; Fu et al., 2014), apresenta capacidade de alterar propriedades superficiais e
interfaciais da solucdo. Tais substancias exigem uma analise do seu descarte no ambiente,
além de uma caracterizacdo em niveis ecotoxicoldgicos (Johann et al., 2016).

Segundo Doyle (2010), a sociedade Americana de Cancer deixa claro que o SDS néo
apresenta relacdo de efeito carcinogénico aos vertebrados superiores e animais selvagens,
além de apresentar baixa toxidade para seres humanos. Em algumas situagfes o0 SDS também
¢ utilizado nos processos de biorremediacdo de solos contaminados (Doong et al., 1998).
Deve -se atentar que 0 impacto da toxidade do SDS é dependente do tipo e concentracdo do
composto e do organismo (Lewis, 1990).

Sabendo que o SDS tem propriedades anibnicas, este foi empregado em técnicas
eletroforéticas por permitir condi¢cGes ao meio a transferéncia de cargas elétricas. A técnica de
SDS-PAGE é utilizada para separagdo de fragmentos bioldgicos (Saroman et al., 2016).

Nos protocolos de extracdo proteica geralmente esta presente o Triton X-100, outro
surfactante com acdo ndo-ibnica que permite desdobrar e manter a conformacéo da estrutura
das proteinas. No ambiente este surfactante recebe uma degradacéo primaria, caracterizada
pela perda do éster ligado ao grupo sulfato promovendo metabdlitos recalcitrantes e toxicos
(Roig et al., 1998). Apesar do comportamento biodegradante do Triton X-100, o subproduto
resultante deste processo de degradacdo causa toxicidade potencialmente alta no ambiente
aquatico (Sidim, 2016).

Dessa forma considerando o menor impacto que o SDS tem no ambiente, por sua
baixa toxidade e por apresentar menor acimulo de residuo a técnica SDS - PAGE, foi
desenvolvido o protocolo para extracdo de proteinas de tecidos animais, dentro do que é

proposto pela metodologia de pesquisa cientifica (Pereira et al., 2018).
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2. Metodologia

Protocolo SDS 2%

Para a realizacdo deste protocolo de extracdo de proteinas de tecidos de animais por
solventes orgénicos, foi realizada uma simplificacdo de protocolos e metodologias ja
estabelecidas na literatura cientifica para extracdo e purificacdo de proteinas (Scopes, 1982;
Scopes & Smith, 2006; Sperotto, 2014).

Para testar o protocolo foi utilizado amostras do aparelho reprodutivo de Gallus gallus
domesticus. As amostras foram submetidas ao processo de liofilizagdo para retirada de agua
dos tecidos. Para a obtencdo de um extrato proteico as amostras foram maceradas em solucéo
de lise celular, com o intuito de romper a membrana celular. Para realizar este processo foi
utilizado um vortex para homogeneizar as amostras. Apds 20 minutos, foram realizadas
centrifugacdes para separar os debris celulares e proteinas eluidas na solugdo. As amostras
processadas foram quantificadas por método quantitativo de Bradford (Bradford, 1976) e
analisadas por SDS-PAGE (Gallagher, 2006).

Extracdo de proteinas: Solucéo de lise

1. Dissecar 1 cm? de amostra e pesar cerca de 100 mg; Observacéo: Realizar todo o
procedimento com as amostras em contato com gelo para evitar degradagdo das
proteinas.

2. Fatiar a amostra em uma placa de petri utilizando tesoura de ponta fina ou lamina
de bisturi e acondicionar as amostras em microtubos e rotula-los devidamente;

3. Adicionar 500 uL de Tampdo de lise nos microtubos com as amostras;

Para um volume de 50 ml foi utilizado: 2% de SDS que equivale a 1,0g do produto
sem inibidor de protease. Observacdo: pesar 0 reagente em pd e apds ressuspender
estes em 40 mL de H2O ultrapura e completar até 50 mL). Fazer no dia da extracao,
mantendo-o gelado.

4. Homogeneizar as amostras em homogeneizador, 5x de 1 minuto ou até a obtengéo
de extrato aquoso. Adicionar 650 ul de alcool etilico 100% gelado e misturar até
formar uma emulséo.

5. Centrifugar a amostra a 12.000 rpm, por 1 hora a 4 °C;
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6. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para novos microtubos, separar uma
aliquota de 30 pL para quantificacdo de proteinas. Identificar e armazenar a -20°C.

Descartar o pellet.

3. Resultados

Para testar a eficacia do protocolo de extracdo de proteinas pelo protocolo de SDS 2%,
foi realizado um teste laboratorial (Figura 1) com outros protocolos comumente utilizados
para extrair proteinas de origem animal (Scopes & Smith, 2006; Sperotto, 2014). Em
comparacdo aos demais protocolos, o protocolo de SDS 2% se mostrou eficaz, produzindo

boa separacdo dos fragmentos proteicos e auséncia de rastros de proteinas.

Figura 1. Amostra: Testiculo de Gallus gallus domesticus. MPC — Marcador de peso
molecular com amostra conhecida de plasma seminal — ovino; Tx — Extracdo de proteinas
pelo protocolo Triton X-100 1%; SDS — Extracao de proteinas pelo protocolo SDS 2%; U —
Extracdo de proteinas pelo protocolo Uréia 8M e TH — Extracdo de proteinas pelo protocolo
Tris -HCI. Gel de policrilamida 12,5% corados com comassie blue R- 250. Concentragédo de

30pL de proteina por pogo amostral.
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Fonte: Autores.
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Se visualizarmos com atengdo cada fragmento (enumerado de 1 a 20) na imagem do
gel (SDS-PAGE), é possivel perceber com nitidez os fragmentos nas posi¢Ges de um (1) a
oito (8). Os demais fragmentos apresentam distor¢cGes ou borrdes, resultantes de alguma
interferéncia fisico-quimica durante o processo de migracédo eletroforética dos fragmentos das
proteinas. No geral ha eficiéncia de todos os protocolos testados, porém os protocolos que
permitiram melhor visualizacdo dos fragmentos no gel, menor interferéncia por distor¢oes
durante a migracéo dos fragmentos, e melhor separacéo dos fragmentos de proteina, foram os
protocolos: SDS 2%, Tris -HCI, Uréia e Triton X-100 1% respectivamente.

Por se tratar de um componente que ja faz parte do processo de eletroforese o uso do
SDS néo contribui na quantidade de residuos adicionais a técnica, assim menor sao 0S riscos
de causar dano aos filtros de massas, quando submetidos a técnica de espectrometria de
massas (MS). Substrato proteico digerido por acdo enzimatico com presenca de componentes
residuais a técnica além de causar entupimentos nos filtros de massa, favorecem a diminuicéo
na identificacdo do ion carga dos peptideos produzidos, prejudicando a leitura dos fragmentos

de massas (Ewing, 1997).

4. Considerac0es Finais

A utilizagdo de um novo protocolo para extracdo de proteinas de origem animal se fez
necessario uma vez que ha a necessidade constante de economizar recursos publicos, reduzir
0 uso de componentes tdxicos dentro do ambiente laboratorial e minimizar reducdes destes
poluentes no meio ambiente.

Como o intuito do protocolo SDS 2% foi propor o uso da menor quantidade de
solvente organico, no qual pudesse permitir a lise celular sem comprometer as estruturas das
proteinas e sem interferir na migracdo de proteinas no gel SDS-PAGE, este se provou viavel.

Para reforcar o uso deste protocolo seria interessante propor e incentivar pesquisas que
demonstrassem o efeito direto deste nas técnicas SDS-PAGE para gel 1D e 2D; submete-los
posteriormente a técnica de Espectrometria de massas, e assim verificar como se daria 0

processo final de identificagdo e caracterizacdo de proteina extraidas pelo protocolo SDS 2%.
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