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responsaveis pela regeneracao em estrelas-do-mar — uma abordagem protedmica

Introdugao
O potencial de regeneragdo tem nos equinodermes a sua maxima expressdo, no entanto estudos

preliminares de regeneragdo em equinodermes baseiam-se na determinacdo de taxas de
crescimento e alteragbes morfoldgicas. Portanto, estdo disponiveis dados importantes sobre as
alteragGes histoldgicas e sobre as bases celulares deste fenédmeno, mas pouco se sabe sobre as
moléculas reguladoras envolvidas. Alguns dos avangos importantes para compreender os eventos
da regeneragdo foram atingidos através da construgdo de bibliotecas de cADN de equinodermes
em estado normal e a regenerar tecidos, seguida da sequencia¢do de ESTs. A identificacdo de
algumas proteinas importantes na regenera¢do de equinodermes resultou essencialmente de
estudos de imunolocalizagdo especificos, cujas proteinas candidatas eram conhecidos alvos com
impacto relevante na regeneragdo de outros organismos. Contudo, ndo estdo disponiveis estudos
em grande escala de identificagdo de proteinas envolvidos no processo de regeneragdo dos
equinodermes. Esta informagdo é obtida com sucesso através da anadlise de proteomas
diferenciais, ou seja, pela comparac¢do dos niveis de expressao de proteinas entre drgdos intactos
e em regeneragao.

O trabalho ja desenvolvido no nosso Laboratério incide no estudo de uma espécie de estrela-do-
mar comum na costa Portuguesa com elevada capacidade de regeneragcdo, a Marthasterias
glacialis. O processo de manipulagdo das estrelas, ou seja, a amputac¢do dos bragos e recolha dos
tecidos foram estabelecidos, assim como o desenvolvimento de protocolos de preparagdo de
extractos proteicos, separagdo por electroforese bidimensional e identificagdo de proteinas por
espectrometria de massa (MALDI-TOF/TOF) e pesquisa em bases de dados de sequéncias de
proteinas (UniProt). Foi atingido um sucesso de 70% na identificacdo de proteinas homdlogas as
da estrela do mar. Esta concluida a caracterizagdo do proteoma do nervo radial (CF Franco, R

Santos, AV Coelho Exploring the proteome of an echinoderm nervous system: 2DE of the sea star
radial nerve cord and the synaptosomal membranes subproteome, Proteomics, in press) e dos

coelomdcitos (CF Franco, R Santos, AV Coelho Proteome characterization of sea star coelomocytes
— the innate immune effector cells of echinoderms, Proteomics, submitted) e a analise de

protedmica diferencial do nervo em trés fases distintas de regeneragdo do brago.

Tema |: Determinagao das proteinas diferencialmente expressas nos coelomdécitos
da estrela do mar Marthasterias glacialis durante 3 fases distintas da regeneracao



Plano de trabalhos

Os resultados obtidos compelem-nos a prosseguir com a determina¢do das diferengas de
expressao de proteinas dos coelomdécitos, células em circulagdo no fluido interno, também
designado como os efectores do sistema imunoldgico inato dos equinodermes. Pretende-se com o
tema proposto contribuir para a melhor compreensdo dos fendmenos de regeneragdo, usando a
abordagem “top-down” de proteémica/MS na identificagdo de proteinas com fungdes
importantes neste extraordindrio processo bioldgico. Para cumprir os objectivos propostos, o
proteoma diferencial serd analisado através da combinag¢do das abordagens de 2D-DIGE
(electroforese bidimensional diferencial) e MS, permitindo, respectivamente, a separagdao de

misturas complexas de proteinas, determinagdo das variagdes de expressao e a sua identificagdo.
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Tema Il: Determinagao das proteinas diferencialmente expressas no fluido celémico
da estrela do mar Marthasterias glacialis durante 3 fases distintas da regeneracao
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O fluido celdmico da estrela-do-mar, uma vez que banha todo o interior do corpo da mesma, é
extremamente rico em moléculas que participam nos processos de sinalizagdo celular, tais como
factores de crescimento, hormonas e neuropéptidos.

Pretende-se com o tema proposto entender quais destas moléculas presentes no fluido celémico
(péptidos e/ou proteinas) poderdo ter um papel fundamental no fendémeno de regeneragdo dos
orgdos da estrela-do-mar. Sera utilizada a abordagem “top-down” de proteémica/espectrometria

de massa de forma a caracterizar o proteoma diferencial. As proteinas seleccionadas serdo

identificadas/sequenciadas de novo por MALDI-TOF/TOF MS.
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