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Let us fight for a world of reason,
a world where science and progress will lead to all men’s happiness.

Charles Chaplin (The Great Dictator)

v



Dedico esta dissertagdo aos meus pais,
pelo incentivo, compreensao e carinho

em todos 0s momentos.



Agradeco,

Ao Prof. Dr. José Camillo Novello, pela confianca, orientacdo e pela oportunidade de
conhecer e desenvolver o trabalho académico, desde a iniciagédo cientifica até hoje.

A Prof. Dra. Helena Coutinho Franco de Oliveira, ao Prof. Dr. Anibal Eugenio Vercesi
e a Dra. Luciane Carla Alberici, pela colaboracdo e confianca ao me fornecer as amostras
necessarias ao projeto.

A Prof. Dra. Fernanda Ramos Gadelha e ao Kiko, pela colaboragdo, sugestdes e

auxilio fundamental nos isolamentos das mitocondrias.

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Labate e ao Dr. Alexander de Andrade, pelo apoio e por

ter permitido usar o seu laboratério para as analises das proteinas pelo Q-ToF.

Ao Prof. Dr. Claudio Chrysostomo Werneck pela amizade e ajuda durante a reta final,
da qualificagdo a defesa.

Ao Prof. Dr. Sergio Marangoni e ao Paulinho Baldasso, pela ajuda na época de
LAQUIP.

A Mestre Flavia V. Winck, minha “mentora” desde a iniciacao cientifica, mais do que
simplesmente pela orientacdo, paciéncia e ensinamentos, mas pelo exemplo ao qual

procurarei sempre me espelhar como pesquisador e ser humano, além da grande amizade.
Aos grandes amigos e companheiros de trabalho no laboratério: Java, Bruno, Shin,
Erich e Karina, dos mais experientes aos mais novos, aprendendo e ensinando, todos vocés

igualmente tornaram mais prazeroso e divertido o trabalho em equipe.

As ex-estagiarias técnicas Natalia e Dayane, pelas aliquotas, solucdes e momentos
de descontracédo proporcionados.

A minha querida irma Cinthia, pelo carinho e amor incondicional, pelos bons

momentos de nossas vidas e pela ajuda com seu inglés infalivel quando mais precisei.

vi



A Diana, parceira de Libertadores, Brasileirdes, 2.10 e cinemas, e futura comentarista
de futebol da minha mesa redonda.

Aos grandes e verdadeiros amigos Dudu, Boz6é e Daniel, oncas que, apesar da
distancia, desde a graduacdao foram companheiros de tantas caminhadas e enormes
enrascadas. Com o tempo a gente melhora...

Aos grandes amigos P.A., Filipe, Roberton, Theo, Mauricio, Mineiro, Renata, Manuel,
Fido, Roberto, Rose, Toby e Mel, comparsas responsaveis por elevar o nome Republica

Milhouse ao status de mito.

As secretarias do departamento Marina e Andréia, pela simpatia e ajuda nos servicos

burocraticos.

A todos aqueles amigos, colegas e colaboradores que de alguma maneira
participaram deste trabalho.

A FAPESP pelo apoio financeiro.

Muito obrigado!

Vil



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS IX
LISTA DE TABELAS X
RESUMO XI
ABSTRACT XII
1. INTRODUCAO 13
2. REFERENCIAL TEORICO 15
2.1 — HIPERTRIGLICERIDEMIA E O METABOLISMO DE LIPIDIOS .........ccooiviiiiiiiieeciieeeeeeireeeeeieee e e e 15
2.2 - CAMUNDONGOS TRANSGENICOS .......ooieiiieiiieiitieetieesiteesiteesseasseeesseassseassseesssessssseessseessseesssessssesansees 19
2.3 - IMIITOCONDRIA ........covviiieiteeeeeeeeeeeeetteeeeeeteeeeeeaeeeeeeaseeeeeetreeeeereeeeeessseeeetaeeeeesteeeeentseeseetreeeennreeeeesreens 20
2.4 -PROTEOMICA ........ocooiuuieieieteeeeeeeee e eeeteeeeeeteeeeeetaeeeeeeteeeeeeetaeeeeebeeeeeetseeeeetaeeeeetteeeeentseeeeatreeeensreeeeeareens 22
2.5 - ELETROFORESE DE DUAS DIMENSOES EM GEL DE POLIACRILAMIDA ...........cccooiiuiiieieeeeiiiiiirreeeeeeeeennns 24
2.6 - ANALISE COMPARATIVA DA EXPRESSAO DE PROTEINAS........cccviiiiiiiiiiiiiiie et eeeree et 28
2.7 - IDENTIFICACAO DE PROTEINAS .......coovviiiiiitiiiiiiieee et e ettt eetee e e et e e et e e e et e e e eetaeeeeeateeeeenareeeeennnes 29
2.7.1 - MALDI-ToF (“Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of FIight”)..........cccccccoeeennnne. 32

2.7.2 - Q-ToF (“Quadrupole — Time Of FIIGRE”) ......c.c.couveiiiiiiiiiiii ittt 34
3-OBJETIVOS 37
4 — JUSTIFICATIVA 38
5 - MATERIAIS E METODOS 40
5.1 - PREPARACAO DA AMOSTRA ......oooiiiieiiititiieeeeeeeeiiitteeeeeeeeeaeettsseseeeeeeseetsssesseeeesasissssesseeessesisssseeaeeesaniaes 40
SLid = ATUIAIS ..ottt et e et e e e et e e e et e e e et e s 40

5.1.2 - Isolamento das MITOCONATIAS. .........cccc......ouuuvveeeiieiieiiieeei et e e ees 40

5.1.3 - DOSAZEIM e PTOTETNAS .......vveeeeeeeeeiiieeee e e eeeie et e e e e ettt e e e e e s sabbaeeeeeeeesabbbaeeeeeesennsasaeeaeeesnnnes 41

5.2 - ELETROFORESE DE DUAS DIMENSOES (2D) .....ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaaeaaasaaaaaaasaasaannes 42
5.2.1 - I50eletrofocalizaAgao (IEF) ........c.ouuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiee ettt ettt e e s e 42

5.2.2 - INCUDACAO AAS “SIFIPS " ....eeeeniieeeee ettt ettt st e s e e 42

5.2.3 - SDS PAGE — 29 DIINEHSGO «.........oveeeieeeeeeeiieeeeeeeeeeiieee e et e e e e ettt e e e e e e s e e e e e e et eees 43

5.2.4 - Detecgdo das proteinas em gel de poliacrilamida....................cccoocoueiimnieiiiniiieiiniiiiiniieeeeeeeenn. 44

5.3 -ANALISEDE IMAGEM 2D .......cooiiiiiiiiiiiieieeieee e et e ettt e et e e et e e e et e e eeataeeeeetreeeeenaes 44
5.3.1 - Determinagdo do pl e da massa molecular....................cccccouviiiiiiiiiiiniiiiiiiieieiie e 45

5.4 —IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS .....ccocvviiiiitriieeiiieeeeereeeeesveeeeennes 46

6 - RESULTADOS E DISCUSSAO 48
6.1 — PREPARACAO DA AMOSTRA E ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2D) .....ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeees 48
6.2 — ANALISE COMPUTACIONAL DE IMAGENS 2D .......ooiiiiiiiiiiiiiice e 56
6.3 —IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS .....coovviiiiiiiiieeiieeeeeeieeeeeeneeeeennes 62

7 — CONCLUSOES 76
8 —PERSPECTIVAS ...uuuiiiiitiiininnticnsnsticsssssicsssssssesssssssossssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssss 77
9 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .78
ENDERECOS ELETRONICOS CONSULTADOS: .....cooiiiiiiiititteieeeeeeiiiitreeeeeeeeeeiissseeeseeeesesisssseeseeeesesssseseseeeesanines 87
AINEXO: ..ottt et ettt ettt tttteete——tttt——————t————————————————————————————————————————————— 88

viil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

PAG.
Vias de transporte de lipidios N0 plasma........ccooeueeeioiriiiieeiee e 18
Perfil bidimensional de um gel da 2DE.........cc.cccoi e 26
Espectro de massas dos peptideos triptiCoS........ccceeeeeiiiiieie e 30
Ampliagdo de uma das regides do espectro da figura 3.......cccoevieeriiiiiiiininnnnee. 31
Esquema da identificagdo de proteina por espectrometria de massas............... 32
lonizagao realizada por MALDI...........ooi e e 33
lonizagao realizada Por ES........cocviiiiiiieiie e e 35
Estratégia metodolOgiCaL. . .......cuiiiiiiiiiiiii e 39
Comparagéo de dois perfis bidimensionais de animais controle feitos antes e
depois do estabelecimento do protocolo padrdo da isoeletrofocalizagéo............ 50
Comparagéo de dois perfis bidimensionais de animais transgénicos em géis
de poliacrilamida de concentracdo 12.5% € 11.5%...cccccceeviiiieniiiiicci i 51
Comparagéo da sensibilidade dos métodos de coloragéo testados.................... 53
Géis 2D reprodutiveis e representativos de amostra de proteinas de
mitocondria de trés diferentes extragies. .......ouvvvirieiriieie e 55
Comparagéo dos géis 2D através da sobreposi¢do das imagens com detecgao
dos spots pelo software Image Master 2D elite v.3.1.....ccoereviiiiiieceeeee, 58
Gel bidimensional da amostra de mitocéndria controle contendo os spots
diferencialmente expressos indicados € NUMErados..........ovveeeeeiieeeeeesiieeeeeeene 59
Gel bidimensional da amostra de mitocéndria transgénica contendo os spots
diferencialmente expressos indicados € NUMErados.........oovveeveeeeiiiieeereiieeeeeeenne 60
Histogramas representativos de 5 dos 7 spots estatisticamente relevantes........ 61
Comparagéao dos espectros obtidos do mesmo spot submetido a dois tipos
diferentes de PreParaGao.......cue i ueiiiiii et 64

iX



Figura 18 (@11 lo o - T =1 - TSRO 68
Figura 19 Estrutura da carbamoil fosfato SINtetase...........cccuvveerniiininicinnc e 69
Figura 20 Perfil bidimensional de amostra de animal transgénico, com as setas

apontando os spots 33 e 40, ambos identificados como CPS, mas com mW

bem distintas da proteina original.............oooeiiiiiiiie e 72
LISTA DE TABELAS
PAG.
Tabela 1 Proteinas identificadas por MALDI-TOF ........cccociiiiieiie et 66
Tabela 2 Proteinas super expressas em géis de animais controle identificadas por



RESUMO

A protedbmica tem-se tornado ao longo dos ultimos anos uma area de estudo cada
vez mais essencial para o melhor entendimento dos mecanismos efetores e regulatorios das
células e suas interagdes em sistemas biolégicos.

Patologias de origem genética como a hipertrigliceridemia, que geralmente modificam
o perfil lipidico com o aumento dos niveis de triglicérides e colesterol, estdo fortemente
relacionadas com diversas doencas cardiovasculares. Estudos com animais e humanos tém
sido realizados em busca do entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
implicados nestas patologias para potenciais intervengées terapéuticas e preventivas.

Estudos em camundongos geneticamente hipertrigliceridémicos para super
expressarem a apolipoproteina C-Ill humana demonstraram que elevadas concentragbes
plasmaticas de triglicérides e acidos graxos livres constituem uma condicao metabdlica que
altera a funcionalidade mitocondrial. Essas mudangas no controle respiratério das
mitocéndrias transgénicas representam uma adaptagao atribuida a diferengas estruturais ou
funcionais das membranas internas da mitocdndria transgénica. Assim, foi feito o estudo
comparativo do proteoma de mitocondria obtido destes animais transgénicos
hipertrigliceridémicos com o proteoma de camundongos controles ndo transgénicos. Para
tanto, apds o isolamento das mitocdndrias normais e transgénicas, foram utilizadas técnicas
de eletroforese bidimensional (2DE) e espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF e Q-
ToF para a identificagdo das proteinas diferencialmente expressas. Dentre elas foram
identificadas as proteinas Hidroximetilglutaril-CoA sintase, Carbamoil-fosfato sintetase e
Flavoproteina transferidora de elétrons. Estas e outras proteinas podem representar
interessantes alvos moleculares para o estudo da funcionalidade mitocondrial, visando
futuras aplicagdes clinicas para o tratamento de determinadas condigbes patolégicas como a

hipertrigliceridemia.
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ABSTRACT

Along the last years, Proteomics has become an area of study each more essential to
the better understanding of the effective and regulatory mechanisms of the cells and their
interactions inside biological systems.

Pathologies of genetic origin like the hypertriglyceridemia, that usually modify the lipid
profile with the increase in the triglycerides and cholesterol levels, are strongly related to
various cardiovascular diseases. Studies with animals and humans have been made in
search of the understanding of cell and molecular mechanisms implied in these pathologies
for potential therapeutic and preventive interventions.

Studies in genetically hypertriglyceridemic mice to overexpressing the human
apolipoprotein C-lll showed that high plasmatic concentrations of triglycerides and free fatty
acids constitute a metabolic condition that changes the mitochondrial functionality. These
changes in the breathing control of the transgenic mitochondria represent an adaptation
attributed to structural or functional differences on the inner membrane of transgenic
mitochondria. This way, we made the comparative study of the mitochondrial proteome
obtained from these hypertriglyceridemic transgenic animals with the proteome from non-
transgenic control mice. For such, after the isolation of the normal and transgenic
mitochondria, we used two-dimensional gel electrophoresis (2DE) and MALDI-ToF and Q-
ToF mass spectrometry techniques to identify the differentially expressed proteins. Among
them we identified the proteins Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, Carbamoyl-phosphate
synthase and Electron transfer flavoprotein. These and other proteins can represent
interesting molecular targets for the study of the mitochondrial functionality, aiming future
clinical applications for the treatment of certain pathological conditions like

hypertriglyceridemia.
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1. INTRODUCAO

Doengas cardiovasculares como aterosclerose, infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral (AVC) e doencga vascular periférica sdo responsaveis por uma em cada
trés mortes no mundo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2003). Nos
Estados Unidos o numero de mortes anual ultrapassa a 2,3 milhées e no Brasil mais de 800
mil. Algumas patologias de origem genética como diabetes, obesidade, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, ou ambientais como estresse, fumo e sedentarismo, sdo fatores de
risco para estas doencas. Estas patologias muitas vezes se inter-relacionam e geralmente
modificam o perfil lipidico, aumentando os niveis de triglicérides, colesterol, LDL
(lipoproteina de baixa densidade) e diminuindo os niveis de HDL (lipoproteina de alta
densidade). Estudos com animais e humanos tém sido realizados em busca do
entendimento dos mecanismos celulares e moleculares implicados nestas patologias para
potenciais intervengdes terapéuticas e preventivas.

Pesquisas em camundongos geneticamente hipertrigliceridémicos para super
expressarem a apolipoproteina C-Ill (apoC-lll) humana demonstraram que o baixo valor do
controle respiratério mitocondrial (CR, razao entre as velocidades de respiragao mitocondrial
nos estados Ill e IV) no camundongo transgénico € resultado de uma elevada velocidade de
respiracdo de repouso (estado IV) de suas mitocdndrias. Camundongos geneticamente
modificados para super expressarem a apolipoproteina C-lll humana apresentam, assim,
uma elevada respiragdo de repouso (estado IV) mitocondrial. Essa alteracdo na
funcionalidade mitocondrial esta possivelmente associada as elevadas concentracdes
plasmaticas de triglicérides e acidos graxos. Por se tratar de um mecanismo adaptativo de
dissipacédo de energia independente de proteinas desacopladoras (UCPs) (ALBERICI et al,
2003), essa alteracdo pode estar relacionada a uma possivel expressdo diferencial de

proteinas mitocondriais presentes nessas organelas de camundongos transgénicos.
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Considerando que a analise proteémica de um organismo permite a obtencao de
uma descricao detalhada dos produtos protéicos codificados pelo seu genoma, o estudo
comparativo do proteoma de camundongos controle ndo-transgénicos com o proteoma de
camundongos transgénicos para apoC-lll revela-se uma interessante forma de deteccao de
possiveis proteinas diferencialmente expressas. Este trabalho pode auxiliar na identificacao
de novos alvos moleculares envolvidos com a regulacdo da respiragdo mitocondrial em
diversos estados associados a hipertrigliceridemia, como obesidade, diabetes,

aterosclerose, dentre outros.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Hipertrigliceridemia e o metabolismo de lipidios

Diversos estudos epidemiologicos tém demonstrado que as concentracdes de
triglicérides e lipoproteinas ricas em triglicérides estdo positivamente associadas a maior
incidéncia de aterotrombose, representando um fator de risco independente para doencas
coronarianas (MALLQOY, 2001). As conseqiiéncias patoldgicas da hipertrigliceridemia (HTG)
incluem acentuada captacao de lipoproteinas ricas em triglicérides e seus remanescentes
por macrofagos, sintese aumentada de fatores pro-trombéticos, e predomindncia de
particulas de LDL pr6 aterogénicas (MILLER, 2000).

A hipertrigliceridemia pode ser primaria (origem genética), ou secundaria a fatores
ambientais ou outras patologias. As HTG de origens primarias podem ser ocasionadas por
deficiéncia de lipoproteina lipase, por elevada sintese ou reduzido catabolismo de VLDL
(lipoproteina de densidade muito baixa), resultando em acumulo plasmatico de colesterol e
triglicérides. As HTG secundérias podem decorrer de fatores ambientais como &lcool, dieta
desequilibrada, beta-bloqueadores, sequestradores de &acido biliar, estrégenos orais,
retindides e esterdides (MILLER, 2000), podendo modificar o sistema de sintese e
transporte de lipidios, principalmente os triglicérides (TG). As HTG associadas a patologias
como diabetes (GINSBERG, 2001) e sindrome metabdlica X (REAVEN, 1994a), podem
resultar no primeiro caso em aumento de TG e reducdo de HDL (lipoproteina de alta
densidade)-colesterol (REAVEN, 1994a e HANSEN, 1999), e no segundo em elevados
niveis plasmaticos de TG e acidos graxos livres, podendo, portanto levar ao aumento da
trigliceridemia.

O metabolismo de lipidios é controlado por um complexo sistema que envolve a
interacdo de diversos transportadores de lipidios, proteinas de transferéncia plasmaticas,

receptores de lipoproteinas e enzimas regulatérias de sintese e modificagao de lipoproteinas.
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Lipoproteinas (LP) sdo complexos macromoleculares que consistem em lipidios hidrofobicos
(triglicérides e ésteres de colesterol) envolvidos por uma camada de lipidios anfipaticos
(fosfolipidios e colesterol livre) e de proteinas especificas, denominadas apoliproteinas
(apoLP). As LP tém fungao de transportar seus componentes hidrofébicos provenientes da
dieta (via exdgena) ou sintetizados endogenamente (via endégena) para os tecidos através
da corrente sanguinea.

O transporte de lipidios de origem alimentar (via exdgena) esta esquematizado na
Figura 1A. Colesterol (COL) e triglicérides (TG), derivados da absorcdo intestinal, sao
complexados as apoLP no enterdcito e secretados na linfa mesentérica na forma de
quilomicrons (QM). Pelo ducto linfatico toracico eles entram na circulagdo sanguinea e
incorporam as apoC-Il, apoC-lll e apoE, vindas de transferéncia de outras LP circulantes. No
plasma, as lipoproteinas sofrem acéo da lipoproteina lipase periférica (LPL), liberando acidos
graxos livres (AGL). A LPL é uma enzima ativada pela apoC-Il e hidrolisa os TG em acidos
graxos e glicerol. Os acidos graxos liberados podem ser re-esterificados e armazenados nos
adipécitos ou oxidados nos musculos e outros tecidos (GOLDBERG et al, 2001). Os AGL
ligados a albumina plasmatica sdo também captados pelo figado e outros tecidos. Os
remanescentes de QM (QM-rem) possuem grande quantidade de ésteres de colesterol (CE),
pois também os recebe das HDL através acdo da proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP). Esse rearranjo favorece a incorporacado de apoE nos QM e, ao mesmo
tempo, a saida de fosfolipidios (PL), colesterol livre (CL) e apoLP dos grupos C e A, que
podem retornar as HDL. Os QM-rem tém meia vida curta (minutos), sendo rapidamente
conduzidos ao hepatécito, onde sdo removidos por vias que incluem o receptor de particulas
remanescentes (LRP:LDL receptor related protein ou receptor E). O colesterol liberado na
célula hepética pode ser convertido em &cidos biliares ou ser secretado na bile sem sofrer
alteracdes e pode ainda ser novamente secretado para a circulagao sanguinea na forma de

VLDL.
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Pela via enddgena de transporte de lipidios no figado, AG provenientes da circulagao
sao oxidados ou esterificados a TG e CE, os quais sdo secretados associados com apoB-
100, apoC-Il, apoC-Ill e apoE formando as VLDL (Figura 1B). No plasma, esta lipoproteina
sofre acao da LPL, como na via exdgena, liberando AGL para os tecidos extra-hepaticos. Os
AG captados podem ser re-esterificados e armazenados nos adipdcitos ou oxidados nos
musculos e outros tecidos. Os remanescentes de VLDL, chamados IDL, tém meia vida curta
(minutos a algumas horas) e sao parcialmente removidos pelos hepatécitos através de dois
receptores, o LRP e o receptor de LDL, também chamado de receptor B/E, que interagem
com residuos de arginina da apoB-100 e da apoE. As IDL nao removidas sofrem a a¢do da
lipoproteina lipase hepética (LLH) e perdem mais TG e PL, e sdo entdo denominadas LDL,
ricas em CE. Estas constituem uma fonte de colesterol para sintese de horménios esterdides
nas gbnadas e adrenal, membranas plasmaticas em tecidos em proliferacao e acidos biliares
no figado. As células que necessitam de colesterol expressam grandes quantidades de

receptores de LDL e assim captam-na por endocitose.
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Figura 1. Vias de transporte de lipidios no plasma. A) Via exégena; B) Via enddgena; TG, triglicerideo;
CE, colesteril éster; apolipoproteinas A-l, A-IV, C-II, C-lll, E, B-100, B-48; LDL, lipoproteinas de baixa
densidade; LDLR, receptor de LDL; LRP, proteina relacionada ao receptor de LDL; VLDL, lipoproteina
de densidade muito baixa; IDL, lipoproteinas de densidade intermediaria. (Adaptado de WITZTUM,
1996)

Fibratos e acidos graxos de cadeia longa sdo ligantes de receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos (subtipo a), que atuam no DNA, ativando ou reprimindo a
expressao de diversos genes, incluindo proteinas ligantes de acidos graxos e enzimas
oxidativas de mitocéndrias e peroxissomos. Estas drogas séo utilizadas para o tratamento da
hipertrigliceridemia por reduzirem a sintese de TG e aumentarem a oxidagdo dos AGL
(STAELS et al, 1998).

Os &acidos graxos livres tém a habilidade de desacoplar a fosforilagdo oxidativa da
respiracdo mitocondrial, atuando direta ou indiretamente e também de induzir a transigdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM). Um leve desacoplamento da fosforilacdo oxidativa pode

representar um mecanismo de dissipar energia e/ou protecao contra estresses oxidativos.
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Por outro lado, a TPM causada pela abertura de poros na membrana interna da mitocondria,
além de dissipar o gradiente eletroquimico de protons prevenindo a producdo de ATP pela
fosforilagdo oxidativa, libera moléculas apoptogénicas e dependendo do numero de
mitocondrias afetadas pode levar a célula a morte por necrose ou apoptose (KOWALTOWSKI

et al, 1996).

2.2 - Camundongos transgénicos

A apolipoproteina C-Ill é a mais abundante apoC no plasma humano, onde esta
presente como uma glicoproteina de 8.8 kDa (JONG et al, 2000). Camundongos
geneticamente modificados para super expressar a apoC-lll humana séo um bom modelo
para o estudo das consequUéncias da hipertrigliceridemia, sem outros fatores metabdlicos
relacionados, que poderiam confundir as andlises.

A apoC-lIl é produzida em pequenas quantidades pelo figado e intestino, secretada
como constituinte das VLDL e QM (GARCIA e OLIVEIRA, 1992). A presencga de mais apoC-ll|
nas VLDL reduz a velocidade de remogao dessas lipoproteinas e seus remanescentes do
compartimento plasmatico por dificultar ou inibir sua interagdo com receptores especificos,
principalmente o LRP (proteina relacionada com o receptor de lipoproteina) (AALTO-SETALA
et al, 1992).

Desse modo, a meia-vida estendida dessas lipoproteinas no compartimento
plasmatico resulta principalmente em elevados niveis de TG, o que implica em aumento da
geragao de AGL pela acao da LPL (AALTO SETALA et al, 1996; ITO et al, 1990).

Por outro lado, a deficiéncia de apoC-lll em camundongos agrava a obesidade
induzida por dieta, provavelmente através de aumento da lipdlise de lipoproteinas ricas em
TG, aumentando a captagédo de acidos graxos no tecido adiposo (DUIVENVOORDEN et al,

2005).
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Em condicdes padrées de manutencdo da colénia, os camundongos transgénicos
para apoC-Illl ndo diferem dos camundongos controle com respeito a ciclo de vida, peso,
curva de crescimento, funcdo reprodutiva e comportamento. Porém, quando submetidos a
dietas ricas em colesterol e acidos graxos, os camundongos transgénicos para apoC-Ili
desenvolvem uma aterosclerose mais severa do que os camundongos controle (HAYEK et al,
1995). A homeostase glicémica dos animais controle e transgénicos quando submetidos a
dieta balanceada nao se apresenta diferente.

Em camundongos transgénicos tratados com ciprofibrato ocorre uma diminuicéo
significativa no estado IV de respiracao, e um aumento no controle respiratério mitocondrial
do animal transgénico a niveis préximos aos encontrados nos animais controle. O alto escape
de protons observado no estado IV da respiragdo mitocondrial transgénica desaparece sob

condicoes de fosforilagao (ALBERICI et al, 2003).

2.3 - Mitocondria

As mitocOndrias estdo presentes em quase todas as células eucaribticas vegetais e
animais. Sao as organelas responsaveis pela conversao de energia de 6xido-reducao para a
forma de energia quimica necessaria para os processos celulares. Este processo de
conversdo de energia de o6xido redugcdo em energia quimica, na forma de ATP, é
denominado de fosforilagdo oxidativa e envolve uma série de complexos transportadores de
elétrons e a enzima ATP sintetase localizada na membrana mitocondrial interna.

Mitocdndrias de figado de camundongos geneticamente obesos apresentam maior
conteudo de proteina desacopladora 2 (UCP2) (CHAVIN et al., 1999), uma proteina da
membrana mitocondrial interna ativada por acidos graxos livres que dissipa o potencial
eletroquimico de membrana e, desse modo, desacopla a cadeia respiratoria da fosforilagcao

oxidativa, reduzindo a concentracdo intracelular de ATP.
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O conteudo protéico das membranas mitocondriais varia entre 60 e 65%, e pode
chegar a 75% na membrana mitocondrial interna (LEHNINGER, 1964; NICHOLLS e
FERGUSON, 2002). Devido ao alto conteudo protéico da membrana mitocondrial interna, é
esperado que estas proteinas sejam um dos principais alvos das espécies reativas de
oxigénio geradas pela mitocdndria. Realmente, as proteinas da membrana mitocondrial
sofrem extensa oxidacdo em condicdes de estresse oxidativo mitocondrial induzido por Ca?*
(FAGIAN et al., 1990; VALLE et al., 1993; CASTILHO et al., 1995, 1996; KOWALTOWSKI et
al 1996A, 1996B).

As alteragbes oxidativas das proteinas da membrana mitocondrial interna, que
ocorrem na presenca de Ca?*, levam a uma permeabilizacdo nao especifica da membrana
mitocondrial interna, conhecida como transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM)
(ZORATTI e SZABO, 1995; VERCESI et al., 1997). A TPM é caracterizada por uma
permeabilizacdo progressiva da membrana mitocondrial interna, que gradativamente se
torna permeavel a prétons, ions, suporte osmético e até mesmo pequenas proteinas. A TPM
induzida por acidos graxos (AG) nao é provocada somente pela diminuicdo do potencial
elétrico de membrana mitocondrial, mas sim pela acao direta do AG no poro de transi¢cao de
permeabilidade (PTP) (WIECKOSWISCK e WOJTCZAK, 1998; CHAVEZ et al.,, 1999).
Enquanto o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa representa um mecanismo de
dissipacédo de energia (SKULACHEV, 1991), TPM & uma condigdo que pode levar a morte
celular, tanto por necrose ou por apoptose (LEMASTERS et al., 1998).

Recentemente mostrou-se que elevadas concentra¢des plasmaticas de triglicérides e
acidos graxos livres constituem uma condigdo metabdlica que altera a funcionalidade
mitocondrial e foi proposto que as mudangas no controle respiratério de mitocondria de
camundongos transgénicos para apoC-Ill podem representar uma adaptacao regulada para
oxidar o excesso de acidos graxos livres no animal transgénico. Esta adaptacdo ndao pode

ser atribuida a alta atividade das UCP’s que diminuiriam a razdo de consumo ADP/O nas
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mitocondrias, mas deveriam ser atribuidos a outras diferencas estruturais ou funcionais das
membranas internas da mitocondria transgénica (ALBERICI et al, 2003).

Alguns estudos demonstraram que mitocéndrias isoladas de figados e de células
mononucleares de baco de camundongos hipertrigliceridémicos apresentaram velocidades
respiratorias elevadas comparadas aos camundongos controle. Mudancas no consumo de
oxigénio em mitocéndrias de figados de camundongos hipertrigliceridémicos foram sensiveis
a ATP, diazoxido e acido 5-hidroxidecandico (5-HD) indicando que o consumo pode ser
atribuido a atividade dos canais de K+ sensiveis a ATP (mitoKarp). Do mesmo modo, as
mitocondrias de animais hipertrigliceridémicos apresentaram um maior inchamento na
presenca de ions K+, sensivel aos agonistas e antagonistas do mitoKarp. O aumento da
velocidade do metabolismo foi evidenciado por um aumento no consumo de oxigénio no
figado (sensivel ao tratamento agudo in vivo pela administracdo de 5-HD), elevada
temperatura retal e maior produgao corporal de CO, nesses camundongos. De acordo com a
velocidade metabdlica elevada, a ingestdo alimentar foi significantemente maior em
camundongos com HTG, sem concomitante aumento de peso. Esses resultados
demonstram que a hiperlipidemia primaria leva ao aumento da atividade dos mitoKarp em
figados, 0 que pode representar uma adaptacao regulada para oxidar o excesso de &acidos

graxos em camundongos hipertrigliceridémicos (ALBERICI et al, 2006).

2.4 - Prote6mica

Com o advento do estudo do genoma, os genes tém sido descobertos aos milhares,
incluindo muitos que codificam proteinas sem fungdes ainda conhecidas (hipotéticas).
Diversos projetos de seqlenciamento genémico feitos nos ultimos anos langaram novas
percepcdes sobre os mecanismos de funcionamento celular responsaveis pela regulagéo da
fisiologia dos organismos sequenciados. No entanto, toda essa informacdo ainda ndo é

suficiente, sendo necessaria a complementacdo desses dados genéticos com a
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determinacao dos niveis de expressao de proteinas e mRNA, codificados por esses genes
sob diferentes condigoes.

A fim de descrever todo o perfil protéico codificado por esses genes de um dado
organismo em determinadas condicdes fisiolégicas ou experimentais, 0os pesquisadores
cunharam o termo proteoma. A andlise do proteoma é cada vez mais importante e
informativa para a compreensao da fungao da seqtiéncia gendémica, pois visa o estudo das
varias propriedades das proteinas como sua sequiéncia, atividade e estrutura. Ela permite
determinar quais proteinas sdo condicionalmente expressas, seus niveis de expressao, sua
distribuicdo dentro de uma célula e a ocorréncia de modificagbes pos-traducionais. Com
isso, a protedbmica assume um papel cada vez maior nas pesquisas sobre 0s mecanismos
de regulagdo celular de organismos tanto procariéticos quanto eucaridticos, e suas
interacoes em sistemas bioldgicos (PANDEY & MANN, 2000).

As informacdes geradas via protebmica tém sido complementares ao
sequienciamento do DNA e mRNA por focalizar o produto do genoma que € a proteina. Tem-
se observado que em muitos casos nao existe uma correlagdo direta entre a expresséao do
mRNA e o nivel protéico, sendo necesséaria sua avaliagdo experimental (GRIFFIN et al,
2002).

As diferentes aplicagbes da protedmica tornaram-se possiveis através da integragéo
e do avango de diferentes técnicas analiticas e da bioinformatica, que permitiu gerenciar,
analisar e integrar os dados.

A eletroforese bidimensional (2D-PAGE) combinada com a identificagéo de proteinas
por espectrometria de massas continuam sendo as técnicas mais usadas em protedmica
(GORG et al, 2004).

A taxa de producdo de dados na protedmica, bem como a complexidade deste
conjunto de informagdes, tem aumentado gradativamente a medida que novas técnicas e

abordagens surgem e se desenvolvem. Ao mesmo tempo, a descoberta de diversas
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modificagcbes protéicas sob determinadas condigcbes tem-se mostrado algo bastante
promissor para se elucidar patogenias, visando o desenvolvimento de novos diagnésticos e
tratamentos terapéuticos (HANASH, 2004). Dessa forma a proteémica clinica surge com o
objetivo de se obter diagndsticos mais precoces e precisos, melhores estratégias
terapéuticas, e melhor avaliagao de prognésticos e prevencao de doencas. O objetivo final é
a identificacao de novos alvos terapéuticos, drogas e vacinas.

Tendo em vista a grande quantidade de descobertas relacionadas a doencas e a alta
complexidade do proteoma humano, alguns esforcos tém sido realizados para se melhor
integrar esse conhecimento, buscando assim uma melhor compreensdo do proteoma de
humanos. Uma dessas iniciativas foi o advento da Human Proteome Organization (HUPO),
uma organizacdo criada com diversos propositos, entre eles integrar projetos de pesquisa
em larga-escala, como o estudo do proteoma do plasma humano, do cérebro e do figado

(TAYLOR et al, 2006).

2.5 - Eletroforese de duas dimensoes em gel de poliacrilamida

A eletroforese em duas dimensbées em gel de poliacrilamida (2DE) é uma técnica
altamente sensivel para o processo de separagdao de misturas complexas de proteinas,
sendo assim um dos métodos fundamentais da prote6mica. Ela é baseada na separagao
através do ponto isoelétrico das proteinas e sua massa molecular.

O primeiro passo € a separagdo das proteinas pelo seu ponto isoelétrico (pl) através
da focalizagéo isoelétrica (IEF), ou primeira dimensao da 2DE. Sob a agdo de um campo
elétrico é estabelecido um gradiente de pH ao longo de um gel. Dessa forma, quando uma
mistura protéica é aplicada nesse gel, cada proteina ird migrar até alcancar a regiao de pH
igual ao seu pl. O pl pode entdo ser definido como o valor de pH especifico no qual a

proteina permanece em uma posi¢ao estacionaria, aonde sua carga total € zero.
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O segundo passo é a solubilizacdo das proteinas contidas no gel da primeira
dimensao em tampao contendo SDS e a sua separacao por eletroforese do tipo SDS-PAGE,
baseada no peso molecular das proteinas. Assim, separa-se as proteinas de peso molecular
idéntico que diferem no valor de seus pl, ou proteinas com valores de pl semelhantes mas
que apresentam pesos moleculares distintos.

O resultado final dessas separagdes € um perfil de pontos ou spots, que sao
visualizados por coloracdo por prata ou Coomassie Blue, onde cada spot representa uma
proteina e cujo volume é proporcional a sua quantidade. Esse perfil bidimensional (2D)
segue um sistema cartesiano onde, da esquerda para a direita, observa-se um aumento do
pl contido sobre o eixo X, enquanto que, de baixo para cima, sobre o eixo Y ha o aumento
da massa molecular. A alta resolugdo da 2DE resulta do fato da primeira e segunda
dimensdes serem baseadas em parametros independentes (pl e massa molecular das

proteinas) (Figura 2).

25



Massa Molecular

Ponto Isoelétrico
Figura 2. Perfil bidimensional de um gel da 2DE. Plano cartesiano onde os pontos

representam os spots, que sao teoricamente proteinas purificadas da célula ou tecido em
questéao.

Feito isso, é possivel analisar as imagens dos géis 2D através de sistemas e
programas de computador especializados, capazes de digitalizar essas imagens. Tais
programas permitem a deteccdo dos spots e sua quantificacdo relativa, bem como
estimativas sobre pl e peso molecular de cada spot, sendo indispensaveis para o
armazenamento dos dados coletados e analises comparativas de géis 2D.

Essa analise protebmica classica permite a separagdo de milhares de proteinas
simultaneamente, possibilitando a verificagdo de alteragées dos niveis de expressao das

proteinas envolvidas com um determinado fenémeno biolégico. Estas informacoes
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adicionam uma visdo ampla a respeito de mudancas e conjuntos de proteinas que podem
estar atuando em um determinado evento biolégico. Através da 2DE é possivel ainda
visualizar algumas modificagdes pds-traducionais através da mobilidade eletroforética
alterada de alguns conjuntos de proteinas.

A técnica da 2DE ainda aparece como uma das técnicas disponiveis mais poderosas
e amplamente utilizadas em estudos relacionados a andlise quantitativa de misturas
complexas de proteinas expressas entre duas ou mais amostras (WESTERMEIER, 1997),
apesar das conhecidas limitacdes que apresenta, tais como a exclusao de proteinas muito
pequenas (< 6000 Da), muito grandes (250000 Da), muito acidas (pl < 3.5), muito basicas
(PI'> 9) e muito hidrofébicas (GYGI et al, 2000).

Porém, uma das mais severas limitagbes dos estudos de proteoma utilizando a
eletroforese bidimensional ainda € a dificuldade de deteccdo de proteinas de baixa
abundancia, o que pode reduzir as chances de identificacdo de proteinas regulatorias,
geralmente pouco expressas, € que em muitos casos sao consideradas como a parte mais
interessante do estudo de um proteoma (HAMDAN & RIGHETTI, 2003).

Ao longo dos anos, a técnica da eletroforese bidimensional foi sofrendo gradativos
avancgos a fim de contornar essas limitagdes, dentre os quais a introdugdo dos géis com
gradientes de pH imobilizados para a IEF, em substituicao aos sistemas de pH formados por
anfélitos carreadores. Além disso, outro grande obstaculo freqiientemente enfrentado, em
especial nas separagdes de proteinas de membranas, tem sido as dificuldades na
solubilizagcdo dessas moléculas para as etapas da eletroforese em fungédo de sua natureza
hidrofébica, o que compromete a separacao e a resolucao final da 2DE. Porém, com o
progresso na area protedémica nos ultimos anos novos reagentes tém sido introduzidos para
o aperfeicoamento na preparagdo das amostras, nas solubilizacbes das proteinas de

membrana, entre eles agentes caotrdpicos, detergentes e agentes redutores, além de novas
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estratégias para o processo de separacao com o objetivo de minimizar a perda de proteinas
e a baixa resolucao da segunda dimensao (MARTINS DE SOUZA et al, 2008).

As proteinas separadas por 2DE podem ser detectadas por diversos métodos
colorimétricos, fluorescentes ou radiograficos pré ou pos-eletroforese (PATTON, 2002 e

MILLER et al, 2006).

2.6 - Analise comparativa da expressao de proteinas

Qualquer que seja a forma de detecgdo, a imagem do gel é posteriormente
digitalizada para que seja feita a analise quantitativa das proteinas detectadas através de
programas computacionais especificos para analises de perfis 2D. Tais programas contém
algoritmos capazes de detectar os spots, quantificar os spots através de seu volume relativo,
eliminar possiveis artefatos que ndo sejam propriamente proteinas e calibrar o pl e a massa
molecular (MW) dos géis de acordo com a faixa de pl e porosidade do gel utilizada.

Nestes softwares ainda é possivel comparar diferentes amostras de um mesmo tipo
celular em diferentes condigbes, através da sobreposicdo dos perfis 2D: os spots
correspondentes nos diferentes géis sdo detectados e seus volumes comparados a fim de se
estabelecer uma relagdo da expressdo de cada uma das proteinas detectadas. Este
processo de comparacao dos volumes dos spots é conhecido como analise densitométrica.

Assim, a analise comparativa nos permite identificar variagdes quantitativas da
expressao de proteinas, bem como variagbes qualitativas, avaliando-se aqueles genes que
supostamente estdo sendo diferencialmente expressos.

Na protedmica quantitativa uma abordagem classica € a deteccao dos spots
presentes nos géis bidimensionais e a comparacdo dos volumes dos spots entre as
diferentes amostras biolégicas (MARENGO et al, 2005). A técnica da 2DE é capaz de
visualizar mais de 500 spots de proteinas em um Unico gel, para posterior quantificacao

através da analise computacional de imagens. Entretanto, pelo fato da 2DE ser uma técnica
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que consome muito tempo, em geral poucas réplicas sdo produzidas nesses experimentos.
A fim de se conseguir uma analise de expressao diferencial confiavel das proteinas, sao
feitas analises estatisticas sobre todo o conjunto de dados obtidos. O objetivo é identificar os
spots cuja diferenca de volume entre as duas amostras seja significativa para um valor pré-
definido (o = 5 %, o tipo de grau de admissédo geralmente usado na biologia). Para isso, o
teste t de Student tem sido o teste estatistico mais empregado em mais de 60 % dos estudos

recentes (MEUNIER et al, 2005).

2.7 - Identificacao de proteinas

O passo seguinte ap0s a separagao das proteinas pela 2DE e a detecgao dos spots é
uma analise mais detalhada de cada spot. Depois de determinados o pl e o peso molecular
observados de todos os spots outras técnicas de analise podem ser empregadas, dentre as
quais se destaca atualmente a espectrometria de massas, que visa dentre muitos objetivos a
identificacdo de proteinas.

A analise dos spots detectados é realizada de forma que a proteina contida em cada
spot extraido do gel 2D é submetida a um processo de digestdo “in gel” com tripsina,
obtendo-se assim todos os seus peptideos. Apds o processo de digestao, os peptideos sao
extraidos do gel e contaminantes residuais como detergentes, sais, corantes e outros, séo
removidos para evitar interferéncia com a analise por “mass spectrometry” (MS).

No espectrdmetro, os peptideos sdo ionizados, separados segundo suas razdes
massa/carga (m/z) e entdo detectados. Em diferentes tipos de espectrdmetros de massa os
processos de ionizacdo e separagdao ocorrem por diferentes principios fisicos. Todos os
instrumentos geram espectros de massa que sao tipicamente representados como um
gréafico de duas dimensdes contendo valores de m/z no eixo x e intensidade relativas no eixo

y (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de massas dos peptideos tripticos. Cada um dos picos
numerados representa um peptideo.
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Nos espectros gerados em instrumentos de alta resolu¢do, cada peptideo aparece
como um conjunto de isétopos (Figura 4), conseqiiéncia do fato de que 1.1% dos carbonos
naturalmente existente sdo o isotopicamente pesado 'C. Como os peptideos contém
grandes quantidades de atomos de carbono, fragcdo significativa dos peptideos irdo conter
3C (e um valor de massa aumentado em 1 unidade de massa comparado ao ion contendo
apenas '?C), ou dois '*C (e um valor de massa aumentado em 2 unidades de massa
comparado ao ion contendo apenas '°C), e assim por diante. A escala do eixo x do espectro
é definida pelo usuério e tipicamente ajustado entre 500 e 3000 Da, a regidao de massa mais
utilizada para analise de peptideos por MS (AEBERSOLD & GOODLETT, 2001; CORTHALS
et al, 1999).
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Figura 4. Ampliacéo de uma das regides do espectro da figura 3 mostrando o conjunto de isétopos de
um dos picos de peptideo.

Varias moléculas podem ser analisadas no mesmo experimento, ou seja, peptideos

provenientes da digestao triptica de um spot sdo analisados simultaneamente (Figura 5).
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Figura 5. Esquema da identificagdo de proteina por espectrometria de massas.

2.7.1 - MALDI-ToF (“Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight”)

Em um espectrémetro de massas do tipo MALDI-ToF (“Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight”), a amostra a ser analisada € misturada a um solvente
contendo um material capaz de absorver luz no comprimento de onda do laser e dissipa-la
termicamente. Esse material € chamado de matriz. A matriz absorve e transfere a energia do
laser, causando a vaporizagao da matriz, que simultaneamente langa a amostra ionizada
(ion) na fase gasosa (HILLENKAMP et al, 1991).

A matriz e a amostra sdo aplicadas em uma placa de metal e apds a evaporagéo do
solvente, as moléculas da amostra cristalizam-se junto com a matriz. Esses cristais séo

entdo bombardeados, com um feixe de raio laser ionizando as moléculas (Figura 6).
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Figura 6. lonizagao realizada por MALDI (STEEN & MANN, 2004)

Tradicionalmente, o analisador conjugado com o MALDI tem sido o ToF (Time of
Flight). A amostra é aplicada sobre uma superficie carregada, de forma que haja um forte
campo elétrico para forcar a sua entrada rapidamente, com diferentes velocidades, de
acordo com a relagdo massa sobre carga (m/z) (MANN et al., 2001; WYSOCKI et al., 2005).
A obtencdo das massas dos peptideos é resultado da medicdo do “tempo de v6o” dos
diferentes ions desde a fonte de ionizacao até o detector. Estabelece-se entdo uma relacao
da massa com o tempo que a molécula leva para atravessar o tubo. O detector € a parte do
espectrdmetro de massas que vai colher os dados analisados e passar isso para o programa
computacional do aparelho.

Dessa forma, cada spot, representado por uma mistura de peptideos resultara em um
pool de massas (dados experimentais). Os valores das massas dos peptideos séo
correlacionados com dados pré-existentes em bancos de dados de seqliéncias, geralmente

de sequencias de proteinas, cDNA, DNA gendmico ou “expressed sequence tags” (EST),
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através de um software que encontra a correlacdo das massas obtidas experimentalmente
com as massas tedricas dos bancos de dados. Dessa forma podemos, através da
semelhanca entre as massas, inferir qual proteina contém os peptideos analisados e
conseqlientemente encontrar qual a ORF (“open reading frame®) nas sequéncias gendmicas
esta relacionada a proteina analisada. Esta técnica, chamada “Peptide Mass Finger-printing”
(PMF), é uma ferramenta a ser aplicada para analise de proteinas de organismos que ja
tenham seu genoma sequienciado. O aparelho utilizado para PMF é geralmente o MALDI-

ToF MS (CORTHALS et al, 1999; AEBERSOLD & GOODLETT, 2001).

2.7.2 - Q-ToF (“Quadrupole — Time of Flight”)

Dependendo do organismo em questdo, a complexidade do genoma pode gerar
proteinas que contenham peptideos semelhantes, dificultando sua identificacao precisa por
PMF, visto que essa “impressao digital” pode ser encontrada em mais de uma proteina. Isso
eventualmente acontece nas analises do proteoma de mamiferos para algumas proteinas.
Nestes casos, mais dados da proteina sdo necessarios para a sua identificagao inequivoca.
Assim, equipamentos mais sofisticados foram desenvolvidos e os espectrometros de massas
hibridos (conhecidos como MS/MS), que contém mais de um analisador em série, tornaram-
se maquinas poderosas na resolugdo de dados das moléculas analisadas. Estes
espectrdmetros permitem selecionar no espectro de massas peptideos para que estes sejam
fragmentados numa cé&mara de colisdo. Os fragmentos, dos mais diferentes tamanhos,
desde o peptideo até um simples amino4cido tém as massas medidas e entdo a seqliéncia
de aminoacidos do peptideo € resolvida, gerando um dado muito mais robusto a
identificacdo da proteina (GEVAERT et al, 2000).

Um equipamento muito utilizado em estudos de proteoma e que se encaixa bem de
acordo com as necessidades de estudos como o0 que desenvolvemos € o Q-ToF, aonde os

espectros podem ser adquiridos em modo MS/MS. Na primeira anélise ocorre a obtencao do
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PMF e na segunda analise € medida a massa de fragmentos dos peptideos selecionados,
gerando a sequéncia de aminoacidos destes.

Diferentemente dos espectrometros de massa do tipo MALDI-ToF, no Q-ToF a
ionizacdo das moléculas de peptideos ocorre por eletronebulizacdo (ESI — electrospray
ionization).

Na analise por ES| a amostra de peptideos é dissolvida em um solvente volatil. O ESI
encontra-se prontamente acoplado a um sistema de separacao por cromatografia liquida. A
amostra entao passa por um estreito tubo capilar metalico, ao qual é aplicada uma voltagem,
sendo gerado um aerossol de analito e solvente. Com a evaporagao do solvente originam-se
jons, sob pressdo atmosférica. Os ions sdo subsequentemente submetidos a alto vacuo,
acelerados através de um campo elétrico para o analisador de massas do espectrometro e

separados de acordo com sua razao m/z (Figura 7).
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Figura 7. lonizacdo realizada por ESI (STEEN & MANN, 2004)

Seu analisador chamado de quadrupolo/ToF encontra-se acoplado ao sistema de

ESI. Basicamente o Q-ToF é capaz de gerar espectros de fragmentos de ions através de
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determinados ions precursores selecionados. Assim, ions que possuem certa relagdo m/z
sao selecionados em um primeiro analisador de massas, fragmentados em uma célula de
colisdo e as massas do fragmento de ion séo “lidas” por um analisador do tipo ToF. Dessa
forma, os peptideos sdo fragmentados e a medida que eles passam pelas camaras de
colisdo de ions, as sequéncias das proteinas sao obtidas (CHERNUSHEVICH et al, 2001;
AEBERSOLD & MANN, 2003).

O desenvolvimento de analisadores de massa em sequéncia (tandem) levou a um
grande aumento na resolugcdo e sensibilidade do método, tornando-o uma ferramenta
obrigatoria nas analises estruturais e quimicas de peptideos e proteinas. Os espectrometros
de massas atuais permitem selecionar uma s6 molécula ionizada, fragmenta-la e através da
andlise das massas dos fragmentos conhecer a estrutura da molécula original, permitindo
determinar, por exemplo, a seqiiéncia de aminoacidos de um peptideo ou uma alteragao
quimica especifica em algum residuo de aminoacido (PATTERSON & AEBERSOLD, 2003 e
STEEN & MANN, 2004).

Diversos laboratorios tém adotado o uso do MALDI e do ESI em suas estratégias de
identificacdo e seqlienciamento de proteinas. Por usarem principios de ionizagao diferentes
e possuirem distintas limitagées, o uso dos dois métodos tem levado a um maior nimero de
moléculas identificadas, além de aumentar a rapidez e a confiabilidade das andlises.
Normalmente o MALDI-ToF-MS é usado primeiramente para determinar a massa da proteina
e apds a sua digestdo com tripsina, seus peptideos sdo separados, normalmente por
cromatografia liquida acoplada diretamente no espectrdbmetro de massas (ESI-ToF-MS/MS)

e seqlenciadas (GIORGIANNI, 2003).
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3 - OBJETIVOS

« Confeccao de mapas 2D comparativos do proteoma de camundongos transgénicos
para apoC-Illl e do proteoma de camundongos nao transgénicos controle.

+ Identificacao de proteinas diferencialmente expressas por espectrometria de massas
do tipo MALDI-ToF e Q-ToF que possam estar envolvidas na regulagéao da respiracao
mitocondrial do estado IV encontrada em camundongos transgénicos

hipertrigliceridémicos.
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4 - JUSTIFICATIVA

Algumas patologias de origem genética como a hipertrigliceridemia, que provocam o
aumento dos niveis de triglicérides e acidos graxos, estdo relacionadas com diversas
doencas cardiovasculares. Camundongos geneticamente modificados para super
expressarem a apolipoproteina C-lll humana apresentam uma elevada respiragédo de
repouso (estado IV) mitocondrial. Essa alteracdo na funcionalidade mitocondrial esta
possivelmente associada as elevadas concentragdes plasmaticas de triglicérides e acidos
graxos e pode estar relacionada a uma possivel expressao diferencial de proteinas
mitocondriais presentes nessas organelas de camundongos transgénicos.

Considerando que a andlise protedmica de um organismo permite a obtencdo de uma
descricdo detalhada dos produtos protéicos codificados pelo seu genoma, o estudo
comparativo do proteoma de camundongos controle ndo-transgénicos com o proteoma de
camundongos transgénicos para apoC-lll (Figura 8) pode ser uma interessante forma de
deteccao de possiveis proteinas diferencialmente expressas, trabalho que podera auxiliar na
identificacdo de novos alvos moleculares envolvidos com a regulagdo da respiracao
mitocondrial em diversos estados associados a hipertrigliceridemia, como obesidade,

diabetes, aterosclerose, dentre outros.
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Figura 8. Estratégia metodolégica: andlise comparativa dos proteomas dos animais controles versus
animais transgénicos para apoC-Ill humana.
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5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - Preparacao da amostra
5.1.1 - Animais

Camundongos transgénicos para apolipoproteina C-Ill humana foram originalmente
doados pelo Dr. Alan R. Tall em 1996 (Columbia University, NY), e sua colbnia foi mantida
pelo biotério do laboratério da Prof2 Helena C.F. Oliveira no Depto. de Fisiologia e Biofisica
do 1B, UNICAMP (CQB 069/98). Os experimentos foram aprovados pela Comissao de Etica
em Experimentacdo Animal IB/UNICAMP. Os camundongos tiveram acesso a dieta padrao
(Nuvital CR1, PR, Brasil) e agua a vontade. Foram criados e mantidos em sala climatizada
em 22 + 2°C com ciclo claro-escuro de 12 horas. Fémeas transgénicas para apoC-lll e irmas

nao-transgénicas (controles) de 4 meses de idade foram utilizados neste estudo.

5.1.2 - Isolamento das mitocéndrias

As mitocéndrias de camundongos transgénicos para a apoC-lll e de camundongos
controle foram isoladas no Laboratério do Prof. Anibal E. Vercesi — Nucleo de Medicina e
Cirurgia Experimental (NMCE) — UNICAMP.

As mitocdndrias foram isoladas de figado de camundongos adultos utilizando-se a
técnica de centrifugacao diferencial, segundo SCHNEIDER e HOGEBOOM (1950), apos
jejum de 16hs. O figado, retirado apds a morte do animal por deslocamento cervical, foi
lavado em solugdo contendo 250 mM sacarose, 10 mM HEPES pH 7.2, 0.5 mM EGTA e
inibidores de proteases [Coquetel de inibidores de protease Il Calbiochem (1 mM AEBSF,
0.8 uM aprotinina, 50 uM bestanina, 15 uM E-64, 20 uM leupeptina, 10 uM pepstatina A), 20
UM Inibidores de proteassoma | Calbiochem, 20 uM Lactacystin e 20 uM MG-132] em uma
concentracdo de aproximadamente 50 mg de proteina por ml, picado com tesoura e

homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvejhem. O material foi centrifugado durante 10
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minutos a 387 x g, sendo o sobrenadante coletado e centrifugado durante 10 minutos a 3964
x g. Em seqguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 250 mM
sacarose, 10 mM HEPES pH 7.2, 0.3 mM EGTA e inibidores de proteases nas mesmas
concentracdes anteriores. Essa fragcdo correspondente as mitocdndrias isoladas foi colocada
em tubos contendo gradientes descontinuos de Percoll (7%, 19%, 52% e 62%), sendo
centrifugadas durante 12 minutos a 84792 x g (TURKO et al, 2003). A fracdo mitocondrial
purificada foi retirada utilizando-se uma pipeta Pasteur e ressuspensa em solugdo de 250
mM sacarose, 10 mM HEPES pH 7.2 e inibidores de proteases nas mesmas concentracoes
anteriores, dessa vez isenta de EGTA.

As amostras de mitocondrias isoladas na presenga de inibidores de proteases e de
proteassoma foram fracionadas e congeladas a —80°C, sendo mantidas no Laboratério de

Proteémica do Prof. José Camillo Novello — Depto. de Bioquimica — IB - UNICAMP.

5.1.3 - Dosagem de proteinas

A concentracdo das proteinas mitocondriais do camundongo controle e do
camundongo transgénico hipertrigliceridémico foi determinada pelo método de biureto. O
principio do método baseia-se na determinacdo da concentracdo de ligacdes peptidicas
através da medida da absorbancia do complexo cobre-nitrogénio. Este complexo absorve
em comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia é considerada diretamente proporcional
a concentragdo de proteina na solugao analisada, onde uma solugdo de BSA (albumina de
soro bovina) a 2 % foi utilizada para a série de diluicbes para determinagéo da curva padrao.

Aproximadamente 500 ug de proteinas foram entédo diluidos no tampéao de lise (1 %
SDS, 20 mM Tris-HCI pH 8.8, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 100 mM DTT) em uma propor¢ao

1:1 (v/v), sendo homogeneizadas com auxilio de micro-seringas.
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5.2 - Eletroforese de duas dimensoes (2D)
As proteinas de mitocondria dos camundongos controles e dos hipertrigliceridémicos
foram submetidas a eletroforese bidimensional a fim de separa-las de acordo com o seu

ponto isoelétrico (pl) e peso molecular.

5.2.1 - Isoeletrofocalizacao (IEF)

Na isoeletrofocalizagdo, uma quantidade pré-estabelecida de proteinas (500 ug) foi
separada, utilizando-se géis de poliacrilamida desidratados pré-feitos de gradiente fixo nao
linear com faixa de pH 3 a 10 (Amersham Biosciences (GE Healthcare), Chalfont St. Giles,
United Kingdom) utilizando-se equipamento IPGphor (Amersham Biosciences (GE
Healthcare), Chalfont St. Giles, United Kingdom) (TAYLOR & COORSEN, 2006).

Para a solubilizagdo das amostras de proteinas nessa primeira etapa foi utilizado
tampao SB1D [7 M Uréia, 2 M Tiouréia, 4 % CHAPS, 70 mM DTT, 2 % anfélitos (v/v), 0.001
% azul de bromofenol] completando o volume para 350 ul. As amostras foram
homogeneizadas em vortex por 1 minuto e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente,
sendo posteriormente centrifugadas em temperatura ambiente a 15777 x g por 2 minutos e o
sobrenadante foi utilizado na IEF.

Os parametros elétricos para esta corrida foram: rehidratacdo por 12hs, 500 V
durante 1h, 4500 V durante 4h e 8000 V até acumularem-se 60 kVh totais de corrida. A IEF
transcorreu sob refrigeracdo constante de 20°C e amperagem maxima de 50 uA por gel ou

“strip”. Apos a IEF as “strips” foram armazenadas a -80°C para uso posterior.

5.2.2 - Incubagao das “strips”

Para a separagéao das proteinas de acordo com seus respectivos pesos moleculares

€ necessario que as mesmas sejam incubadas em tampdes cujo reagente principal € o
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detergente sodio dodecil sulfato (SDS) que atuard solvatando as moléculas protéicas
atribuindo-as carga total negativa.

Neste passo as “strips” provenientes da IEF foram incubadas no tampao 1 (50 mM
Tris-HCI pH 8.8, 6 M Uréia, 30 % Gilicerol, 2 % SDS, 2 % DTT) por 8 minutos
(posteriormente 12 min.) e no tampéao 2 (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M Uréia, 30 % Gilicerol, 2
% SDS, 2.5 % lodoacetamida) por 12 minutos. Em seguida foram acrescentados 200 ul de
tampéo Tris-HCI pH 6.8 em cada “strip” por mais 2 minutos. Subseqglientemente a este passo

as “strips” foram submetidas a segunda dimenséao da 2D.

5.2.3 - SDS PAGE - 22 Dimensao

Na segunda dimens&o da 2D h4 a separagdo das proteinas de acordo com a massa
molecular apresentada por cada molécula de proteina.

Neste passo foram confeccionados géis de poliacrilamida de concentragéo de 11.5 %
[11.5 % solugao acrilamida (30 % acrilamida: 0.8 % bis-acrilamida), 0.04 % PSA, 0.05 %
TEMED, 0.37M Tris-HCI pH 8.8] de dimensdes 15 cm x 16 cm x 1.5 mm, 0s quais serviram
de matriz para a separagao das proteinas contidas nas “strips” provenientes da 12 dimensao
da 2D.

Sobre os géis da 22 dimensao foram colocados aproximadamente 2 ml de agarose
0.5 % aquecida a 80°C e sobre ela a “strip” proveniente da incubagado com tamp&o contendo
SDS.

As corridas foram realizadas no aparato para eletroforese modelo SE-600 (Hoefer,
Holliston, MA, United States) sob refrigeracdo constante de 20 °C e com uso de tampao de

corrida (14.42 % glicina, 1 % SDS, 3 % Tris).
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5.2.4 - Deteccao das proteinas em gel de poliacrilamida

Para a deteccédo das proteinas os géis 2D foram lavados com agua deionizada por 5
min apds o término da corrida eletroforética e colocados diretamente em solugdo corante
contendo 40 % metanol, 10 % acido acético, 0.2 % Coomassie B. Blue R-250, onde
permaneceram overnight. Em seguida, foram descorados com trocas sucessivas de solugao
descorante composta de 40 % metanol e 10 % acido acético.

Posteriormente, durante o desenvolvimento do projeto outro método de coloracao
para deteccao das proteinas foi testado e utilizado, o0 método de coloracdo de Coomassie B.
Blue G-250 coloidal (CANDIANO et al, 2004). Apés o término da 2D os géis foram colocados
diretamente em uma solugéo fixadora (30 % etanol, 2 % acido fosférico) por no minimo 5
horas sob agitagdo constante. Em seguida, os géis foram lavados em trés trocas sucessivas
de H,O durante 1 hora e colocados na solugao corante (10 % sulfato de aménio, 10 % acido
fosférico, 0.12 % Coomassie B. Blue G-250, 20 % metanol) durante trés dias ou mais.
Posteriormente os géis foram novamente lavados em trés trocas sucessivas de H,O durante

1 hora em outro recipiente limpo, até a nitida visualizagao dos spots nos géis.

5.3 - Analise de imagem 2D

Utilizando-se o “scanner” Sharp Scanner JX-330 (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) especifico para digitalizacdo de imagens de géis e membranas de
blotting, as imagens dos géis foram adquiridas e digitalizadas, em resolucdo de 300 dpi e
sendo armazenadas em formato TIF (8 bits).

O densitdmetro detecta e registra a densidade Optica de toda a imagem do gel, o que
permite a analise diferencial da expresséao das proteinas através da diferenca de intensidade
apresentada pelos spots.

Todos os géis obtidos foram submetidos a ajustes de imagem para melhor

visualizagdo dos spots e reducdo da interferéncia do “background” na quantificagdo dos
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spots. Este procedimento permite maior precisdo na identificacdo do volume total e relativo
dos spots, auxiliando nas analises comparativas entre géis de diferentes amostras.

Estas imagens processadas foram usadas para a andlise e determinacao dos pesos
moleculares (mW) e pontos isoelétricos (pl) aparentes dos spots contidos nos géis com o
uso do software Image Master 2D elite versao 3.1 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden).

A quantificacdo dos spots foi realizada analisando-se o volume (area x intensidade)
de cada spot e normalizando-se os valores encontrados de volume de cada spot dividido
pela soma do volume de todos os spots contidos no gel, gerando assim uma relagdo de
porcentagem de cada spot em relagao a totalidade. Dessa forma foi possivel compararmos
os diferentes géis e verificar as diferencas de expressao de proteinas através da analise das
imagens dos géis.

Por fim, os spots diferencialmente expressos foram detectados e analisados
utilizando-se o programa Melanie versao 5.02 (Geneva Bioinformatics (GeneBio) S.A., Swiss
Institute of Bioinformatics, Geneva, Switzerland). Neste programa, trés géis 2D de cada
condicdo foram agrupados e o0s spots foram automaticamente detectados. Os valores
obtidos da densidade 6ptica foram normalizados e os spots comparados. Automaticamente,
foi criado um gel virtual ou sintético que possibilitou as andlises estatisticas comparativas
entre os dois grupos de géis (Teste-T) e as andlises quantitativas, permitindo o

reconhecimento dos spots diferencialmente expressos.

5.3.1 - Determinacao do pl e da massa molecular

Para a utilizagdo do software Image Master 2D elite versédo 3.1 (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) foi necessario que nos géis 2D fossem corridos
padroes de amostras de proteinas com peso molecular conhecido que serviram de

referéncia para a calibragcdo do peso molecular das proteinas. Para a calibragdo do pl das

45



proteinas foi necessario realizar a analise do pl de algumas proteinas através de calculos
que correlacionam a distancia de migracao das proteinas na primeira dimensdo com o pl
apresentado e o0 uso de padroes de proteinas com pl conhecido.

Através do software Image Master 2D elite versdao 3.1 (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) foi realizada a calibracdo do pl e da mW dos spots. Com a
utilizacdo de proteinas com peso molecular e pl conhecidos foi possivel a criacdo de um
sistema cartesiano de pontos no qual através do método de La Grange o software realizou o
ajuste dos pontos deste sistema cartesiano e conseguiu através das interpolacoes das
coordenadas dos pontos referentes a cada spot obter os valores de pl e peso molecular
observados. Dessa forma foi possivel prever o pl e a mW aparente de todos os spots

detectados nos géis.

5.4 - Identificacao de proteinas por espectrometria de massas

Para a identificacdo de proteinas, os spots detectados nos géis bidimensionais foram
extraidos do gel 2D e digeridos para a obtengdo de seus peptideos. Esta mistura de
peptideos € passivel de ser analisada em um espectrdmetro de massas, onde cada spot
resultara em um pool de massas ou Peptide mass fingerprint (dados experimentais).

As proteinas detectadas nos géis foram recortadas e processadas para a
identificacdo por MS de acordo o protocolo modificado de Schevechenko (1996). Os
peptideos tripticos obtidos apds a digestdo In-gel das proteinas foram entdo analisados em
um espectrdmetro de massas modelo Voyager DE-PRO MALDI-ToF (Applied Biosystems,
Foster City, CA, United States) (Laboratério de Protedmica — UNICAMP). Foram também
realizadas identificagcdes e seqlienciamento das proteinas utilizando-se um espectrémetro de
massas Q-ToF-Ultima API (ESI-MS/MS quadrupole orthogonal time-of-flight) (Waters-

Micromass, Milford, MA, United States) acoplado a um sistema on-line de HPLC capilar,

46



CaplC (Waters, Milford, MA, United States) em colaboracdo com o Prof. Dr. Carlos Alberto
Labate do Laboratério Max Feffer de Genética de Plantas — ESALQ-USP.

Quando submetidos ao MALDI-ToF, os peptideos foram previamente purificados em
colunas ZipTip C18 (Millipore) para eluicao direta na placa de amostras com a solucao de
matriz (2 % acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 60 % acetonitrila e 0.1 % TFA). A matriz € uma
espécie quimica capaz de ionizar a amostra perante um agente ionizador.

Para calibracdo interna e externa dos espectros de massas foram utilizadas misturas
de calibrantes (massas (Da): 904.4681, 1296.6853 e 1570.6774 — Applied Biosystems,
Foster City, CA, United States).

Para identificacdo das proteinas por “peptide mass fingerprint”, as massas dos picos
monoisotopicos dos peptideos com intensidade maior que 2 % obtidos da digestéo triptica
foram analisadas contra o banco de dados de proteinas do SwissProt (http://www.expasy.ch)
utiizando o programa MS-FIT (UCSF; http://prospector.ucsf.edu/) e o programa Aldente:
Peptide Mass Fingerprinting Tool (ExPASy; http://expasy.org/tools/aldente/), sendo limitado a
4 o numero minimo de peptideos necessarios para obtengdo de “matching” no banco de
dados.

Quando analisadas por Q-ToF, a separacdo dos peptideos foi realizada usando-se
uma pré-coluna C18 (Sentry Guard Column C18 Waters, Milford, MA, United States) seguida
por uma coluna de fase reversa C18 (Symmetry C18 Waters, Milford, MA, United States). Os
espectros de massas foram analisados e processados usando o programa ProteinLynx
versdo 2.1 (Waters-Micromass, Milford, MA, United States), As proteinas foram identificadas
através de busca em bancos de dados utlizando o software MASCOT
(http://www.matrixscience.co.uk/) a partir da sequéncia de dois ou mais peptideos.

Através da analise dos espectros de massas em associagdo com os dados de pl e
mW estimados pela analise da imagem dos géis bidimensionais foi possivel a identificagao

inequivoca das proteinas (AEBERSOLD & MANN, 2003; JOHNSON et al, 2005).
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6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 — Preparacao da amostra e Eletroforese Bidimensional (2D)

Durante a primeira metade do periodo de desenvolvimento deste projeto foram
realizadas as atividades de padronizacdo das condicbes de preparo das amostras,
isoeletrofocalizacdo das proteinas e concentracdo do gel SDS-PAGE, com intuito de
atingirmos a melhor reprodutibilidade dos perfis 2D de proteinas e garantir a reducéo de
possiveis interferentes ou contaminantes das amostras.

Tendo em vista os objetivos do projeto inicialmente tracados, conseguiu-se chegar a
um protocolo ideal com relacdo a todas as etapas da extragéo das proteinas mitocondriais e
da Eletroforese Bidimensional (2D). Isso pdde ser comprovado pela reprodutibilidade dos
mapas 2D obtidos em todas as extracoes de amostra feitas, com o auxilio das andlises de
imagem realizadas.

Uma das preocupagdes iniciais do trabalho foi a de ndo somente encontrar as
melhores condigbes para a separagao das proteinas totais, mas também ao mesmo tempo
de definir parametros que permitissem a maxima resolugao possivel das proteinas menos
abundantes, representadas pelos spots de menor tamanho. Durante o periodo inicial de
padronizagbes da 2DE foram testadas diferentes condigbes para as etapas de
isoeletrofocalizagéo das proteinas, SDS-PAGE e coloracdo de géis.

Na isoeletrofocalizacdo, em geral, as condi¢des de separacao das proteinas devem
ser ajustadas de acordo com a natureza e composi¢cao da amostra analisada. Linhas e
arrastes horizontais dos spots no gel, por exemplo, podem ser devido a varios fatores, dentre
eles o tempo de focalizagdo, que ndo deve ser muito curto nem muito longo, fazendo com
que as proteinas ndo se estabilizem nos seus respectivos pls. Nos primeiros experimentos
diversos arrastes horizontais foram provocados devido ao excesso de tempo de focalizagéao,

especialmente nas regides mais basicas dos géis (a direita do gel) (Figura 9-A). Isso é
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conseqliéncia da ocorréncia de eletroendosmose da agua e da migracao das proteinas para
além do seu pl. Dessa forma, inicialmente foi necessario encontrar o tempo de focalizagao
ideal para as amostras consideradas, representado pela voltagem final acumulada durante a
IEF. Essa ficou estabelecida depois de alguns testes como sendo por volta de 60 kVh totais.

Simultaneamente, para se eliminar os arrastes verticais foram feitas algumas
modificagbes em relagdo ao protocolo inicial de incubagdo das “strips” em tampdes de
equilibrio contendo SDS, mudando-se o tempo de incubacao das “strips” no tampéao 1, que
contém DTT, de 8 min, originalmente previstos, para 12 min. O DTT é um agente redutor
responsavel por romper quaisquer pontes dissulfeto presentes nas proteinas. Um tempo de
incubacéo insuficiente em tampao contendo SDS e DTT faz com que muitas das proteinas
nao tenham as moléculas de SDS devidamente incorporadas a elas. Isso provoca diferentes
graus de separagdo de uma determinada proteina ao longo do gel pela sua massa
molecular, ocasionando o arraste vertical desta proteina.

Decidiu-se também por aumentar a quantidade de proteinas a ser aplicada nos
experimentos, de 400 ug inicialmente planejados para 500 pg de proteinas mitocondriais
totais, a fim de se conseguir melhor visualizar as proteinas de baixa abundéancia e devido a
necessidade de termos uma quantidade razoavel de proteina no gel para obter uma boa
identificagdo por MS mais adiante. Todas essas alteragbes foram realizadas com a finalidade
de se aprimorar a resolucao final dos perfis bidimensionais das amostras, estando
representadas na figura 9 através da comparacao de dois géis feitos antes (Figura 9-A) e

depois (Figura 9-B) do estabelecimento do melhor protocolo padrdo da isoeletrofocalizagéo.
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Figura 9. (A) Perfil bidimensional de proteinas da amostra de mitocdndria controle:
400 pg de proteinas foram aplicadas. O tempo de incubacgéo para o tampao 1 foi de 8
min, e a voltagem acumulada de 97 kVh totais. (B) Perfil bidimensional de proteinas
da amostra de mitocéndria controle: 500 ug de proteinas foram aplicadas. O tempo de
incubacao para o tampao 1 foi de 12 min, e a voltagem acumulada de 60 kVh totais.
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Apbs a padronizagao do protocolo da IEF, o préximo passo foi padronizar a etapa da
2DE, em especial na escolha da melhor concentracdo do gel SDS-PAGE. Assim, foram
confeccionados géis bidimensionais de poliacrilamida nas concentracées de 11.5 % e 12.5
% para a escolha da malha de gel que mais se adequasse a separacao das proteinas das
amostras. Dessa forma, foi possivel comparar o perfil 2D de uma mesma amostra em géis
de concentracdes diferentes, corridas sob as mesmas condigdes eletroforéticas, a fim de se
estabelecer as melhores condi¢cdes para a separacao das proteinas, caracterizada por uma
melhor distribuicdo dos spots ao longo do gel.

Como se pode observar na figura 10 foi possivel obter a melhor distribuigdo dos
spots, representada pela disposicdo mais uniforme dos spots por toda a area do gel, no
mapa 2D de concentragdo 11.5 % (figura 10-B), ficando assim estabelecida como a
concentracdo a ser utilizada na confecgdo do restante dos géis, em virtude da melhor

separagao das proteinas observada para as amostras.

Figura 10. (A) Perfil bidimensional de proteinas de uma amostra de mitocondria de animal
transgénico em gel de poliacrilamida de concentragdo 12.5 %. (B) Perfil bidimensional de
proteinas da mesma amostra de animal transgénico em gel de poliacrilamida de concentracdo
11.5 %.
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O préximo passo foi a escolha do método de detecgao (coloragdo) mais adequado a
fim de se detectar com maior eficacia as proteinas nos géis, em especial, as proteinas de
menor abundancia. Trata-se de um importante determinante da sensibilidade e da qualidade
da quantificagao.

Os métodos mais comuns utilizados sdo colorimétricos reversiveis pds-eletroforese,
dentre eles a coloracao com Coomassie brilliant blue (CBB) ou nitrato de prata (Ag). Ambos
tém inimeros protocolos descritos e sdo simples, de baixo custo e compativeis com a
espectrometria de massas para analises subseqlentes.

A coloragao por Ag é o método colorimétrico mais sensivel existente (1-10 ng/spot),
porém de dificil quantificagao visto que a intensidade da coloracédo é saturavel, depende do
tempo de revelagdo, e ndo oferece grande linearidade entre a intensidade do spot e a
quantidade de uma determinada proteina, tornando dificil uma comparagao mais precisa,
especialmente entre diferentes géis (RABILLOUD, 1999).

A coloracdo com CBB (FAZEKAS de ST. GROTH et al, 1963) € o método
colorimétrico pds-eletroforese mais confiavel para quantificagdo dos spots ja que apresenta
linearidade quantitativa na faixa de concentracao de proteina de 10-100 ng/spot (POLAND et
al, 2005). O corante coomassie (R ou G) liga-se as proteinas por interagao eletrostatica ou
hidrofébica em meio &acido. Entretanto, a sensibilidade € 5 a 50 vezes mais baixa que a
coloragédo por Ag se usado um protocolo de CBB simples (utilizando como corante o
Coomassie-R250).

Assim, seria necessdria uma técnica de coloracdo mais sensivel que o método de
Coomassie B. Blue tradicional, que se aproximasse da sensibilidade da coloragao por nitrato
de prata, mas que mantivesse a propriedade da detecgado quantitativa que o método de CBB
simples possui, mais apropriado para andlises diferenciais do proteoma. E que, além disso,

também fosse compativel com espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF e Q-ToF.
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A solugcédo encontrada foi o0 método de coloracao de Coomassie B. Blue coloidal,
também chamado de “Blue Silver” devido a sua alta sensibilidade que pode chegar até 1 ng
de proteina/spot, pr6xima da técnica do nitrato de prata convencional (CANDIANO et al,
2004). Dessa maneira, o estabelecimento do método de coloragdo por Coomassie B. Blue
coloidal, mais sensivel, mostrou-se mais adequado para a andlise das proteinas de baixa
expressao, comprovada pela eficacia do experimento em suas sucessivas repeticoes,

comparando-se com a técnica da coloragao por Coomassie Blue tradicional (Figura 11).
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Figura 11. Comparacdo da sensibilidade dos meétodos de coloragao
testados (A = Coomassie B. Blue tradicional, B = Coomassie B. Blue
coloidal ou “Blue Silver”). As duas figuras correspondentes mostram as
regibes aumentadas dos mapas 2D de uma mesma amostra controle
corrida em dois géis diferentes. Nos dois casos a quantidade de proteina
aplicada foi a mesma (500 pg).

Consequentemente, todos os experimentos apresentaram uma boa reprodutibilidade
com relacdo a resolucdo dos spots. Assim, foi possivel a confeccdo de mapas 2D

reprodutiveis comparativos do proteoma de camundongos transgénicos para apoC-Ill e do
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proteoma de camundongos nao transgénicos controle, alcancando um dos objetivos iniciais
do trabalho.

Apés a padronizacao das condi¢des da 2DE para as amostras de mitocondria, foram
feitos testes de reprodutibilidade dos géis a fim de encontrarmos os melhores géis e mais
representativos de nossas amostras. Nesta etapa foram confeccionados mais de trinta géis
para se atingir o grau de reprodutibilidade alcangado nos resultados finais. Este € um ponto
fundamental a ser considerado em proteémica: a necessidade de grandes quantidades de
amostra para a confecgao dos géis bidimensionais, o que torna o alcance de uma boa
reprodutibilidade extremamente laboriosa e custosa para estudos comparativos.

A confecgao dos géis bidimensionais das duas amostras foi realizada em triplicata e
trés géis de cada animal diferente foram comparados. Na figura 12 estdo indicados os
melhores géis resultantes de trés processos de extragdo de mitocdndria de seis animais

diferentes.
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Figura 12. Géis 2D reprodutiveis de amostra de proteinas de mitocéndria das trés diferentes
extracoes. Géis 1C, 2C e 3C foram obtidos de trés diferentes extragbes de mitocdndria de
animais controle. Géis 1H, 2H e 3H foram obtidos de trés diferentes extracdes de mitocondria de

animais transgénicos hipertrigliceridémicos.
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6.2 — Analise computacional de imagens 2D

Tendo alcancado uma boa reprodutibilidade na etapa de confeccdo dos géis
bidimensionais, a proxima etapa inerente ao estudo comparativo foi a posterior deteccao dos
spots diferencialmente expressos através da analise computacional das imagens dos géis
digitalizados.

A 2DE tem como caracteristica mais marcante a sua grande capacidade de separar
simultaneamente centenas de proteinas para subseqlente comparacdo quantitativa e
identificacdo. Para isso, ha a necessidade de se analisar quantitativamente uma colecao
numerosa de géis bidimensionais a fim de se detectar diferengas de expressdo protéica
entre as amostras. Em face dessa grande quantidade de dados, a escolha e o uso adequado
do software para andlises computacionais das imagens dos géis tornam-se de extrema
importancia (MARENGO et al, 2005).

Sendo assim, foram testados e analisados dois diferentes softwares de andlise de
imagens: Image Master 2D elite versdo 3.1 (Amershan Biosciences) e Melanie versao 5.02
(Geneva Bioinformatics (GeneBio) S.A., Swiss Institute of Bioinformatics, Geneva,
Switzerland).

O programa Image Master 2D elite ndo possui ferramentas para andlises estatisticas
dos spots diferencialmente expressos. No entanto, ele e suas versdes mais recentes, como
o Image Master 2D versao Platinum ainda sdo um dos softwares mais utilizados para andlise
de géis bidimensionais em estudos protedmicos (LIU et al, 2005).

O software Melanie é um programa desenvolvido e continuamente atualizado pelo
Swiss Institute of Bioinformatics. Ele é comercializado sob o nome de ImageMaster 2D
Platinum pela GE Healthcare em colaboracdo com a GeneBio (VOORDIJK et al, 2003).
Sendo assim, ambas as interfaces sdo muito semelhantes. Considerando isso e tendo em

vista a similaridade entre os dois programas, a presenca de ferramentas de analises
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estatisticas além de outras ferramentas mais completas e atualizadas por parte do software
Melanie, optou-se pelo seu uso para a maior parte das analises.

Os perfis bidimensionais do proteoma mitocondrial de camundongo transgénico
hipertrigliceridémico e do proteoma mitocondrial de camundongo controle quando
comparados revelaram, desde o inicio, um alto nivel de similaridades entre as duas
amostras no que diz respeito ao perfil dos spots totais. Foram observadas poucas alteracdes
diferenciais, com exclusividade sobre os spots de menor tamanho. Esses spots representam
o conjunto de proteinas que podem ser classificadas como proteinas de baixa abundancia,
gue sdo expressas em baixa quantidade relativa no proteoma do tecido, da célula ou da
organela analisada.

Com as andlises computacionais foi possivel a comparagao dos géis (Figura 13) e as
andlises sobre as alteragdes na intensidade dos spots, utilizando-se determinados recursos
dos softwares como a normalizagédo da intensidade dos géis e a criagdo de um gel sintético
para cada uma das condigdes.

Apoés a detecgado automatica, foi realizada uma edigdo manual com correcao, adi¢ao
e remocgao dos spots, porém sempre mantendo uma intervengcdo humana minima durante a
andlise. Os géis das amostras de mitocéndria de animais controle apresentaram uma média
de numero de spots igual a 411, com desvio padrdao (DP) igual a 10. Os géis das amostras
de mitocéndria de animais transgénicos apresentaram média de numero de spots igual a 398
e DP igual a 14. Se considerarmos tais valores, perceberemos que ocorreu apenas uma

pequena alteragdo do numero de spots totais entre as duas condigdes analisadas.
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Figura 13. Comparacao dos géis 2D através da sobreposi¢cdo das imagens com detecgao dos
spots pelo software Image Master 2D elite v.3.1. Cada spot detectado é circundado por uma
linha. Os spots vermelhos sao referentes ao gel da amostra da mitocéndria controle. Os spots
azuis sao referentes ao gel da amostra hipertrigliceridémica.

Utilizando a ferramenta de analise estatistica presente no préprio programa Melanie,
foram realizadas as andlises estatisticas através de teste t, a fim de se detectar os spots
com variagdo estatistica significativa (p<0.05). Dessa forma, pelas andlises qualitativas e
quantitativas foi possivel detectar quais spots de uma condi¢cdo estavam com seus niveis de

intensidade aumentados pelo menos 2 vezes em relagdo ao mesmo spot de outra condi¢ao.
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Nestas primeiras andlises, do total de spots analisados e comparados, 7 spots foram
considerados como estatisticamente relevantes, apresentando alteragdes de intensidade.
Dentre eles, 2 spots estavam no minimo 2 vezes mais abundantes no grupo de géis de
amostras de animais controle (Figura 14) e 5 spots estavam no minimo 2 vezes mais

abundantes nos géis de animais transgénicos hipertrigliceridémicos (Figura 15).
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Figura 14. Gel bidimensional da amostra de mitocondria controle contendo os spots
diferencialmente expressos indicados € numerados (spots 20 e 56). A andlise foi feita utilizando
o software Melanie versao 5.02.
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Figura 15. Gel bidimensional da amostra de mitocéndria transgénica contendo os spots
diferencialmente expressos indicados e numerados (spots 33, 40, 49, 61 e 65). A analise foi feita

utilizando o software Melanie versao 5.02.
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As andlises estatisticas dos spots diferencialmente expressos detectados com seus
respectivos histogramas de variacdo de volumes estdo representadas na figura 16. Nela,
cada um dos histogramas representa as analises estatisticas de cada um dos spots
diferencialmente expressos, com as variacées dos volumes relativos dos spots entre os géis.
Nos histogramas de cada um dos spots (56, 49, 40, 33 e 20), os géis de amostras controle
estdo representados pelas letras e, f, g, h. Os géis de amostras transgénicas estao
representados por a, b, ¢, d. As barras verticais laranjas correspondem aos valores de
volume dos spots, a linha horizontal azul representa a tendéncia central e as linhas
vermelhas delimitam os limites extremos, que sdo definidos por [Valor central — Valor de

dispersao, Valor central + Valor de dispersao].
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Figura 16. Histogramas representativos de 5 dos 7 spots estatisticamente relevantes. Cada um
dos histogramas mostra os volumes relativos de cada um dos spots (56, 49, 40, 33 e 20) nos
géis de amostras controle (e, f, g, h) e nos géis de amostras transgénicas (a, b, c, d),

E importante destacar que o0 sucesso da andlise de imagem depende

fundamentalmente da qualidade e reprodutibilidade dos perfis 2D a serem comparados,

61



principalmente nos géis onde métodos colorimétricos pds-eletroforese como CBB coloidal

sao aplicados.

6.3 — Identificacao de proteinas por espectrometria de massas

Os spots diferencialmente expressos selecionados foram posteriormente identificados
utilizando-se espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF e Q-ToF, onde as massas dos
peptideos obtidos da digestao triptica foram analisadas e comparadas com banco de dados.

Uma das mais severas limitacdes dos estudos de proteoma utilizando a eletroforese
bidimensional ainda é a dificuldade de deteccdo de proteinas de baixa abundancia por MS,
por causa do reduzido nimero de copias dessas proteinas presentes no gel. Isso pode
reduzir a chance da identificacdo de proteinas regulatérias, geralmente pouco expressas, e
que em muitos casos sao consideradas como a parte mais interessante do estudo de um
proteoma. Tendo isso em mente, a busca por métodos e estratégias de extracéo, digestdo e
obtencgao dos peptideos pouco abundantes para quantificagao e identificagao inequivoca das
proteinas por MS foi um dos maiores desafios do projeto.

Para a identificagdo das proteinas diferencialmente expressas por espectrometria de
massas, tanto do tipo MALDI-ToF quanto Q-ToF, foram realizadas algumas modificagcoes
nos protocolos iniciais. Pelo fato dos spots pequenos apresentarem poucas cépias de sua
respectiva proteina presentes no gel, diversos testes preliminares para identificacdo por MS
foram realizados.

Os peptideos, previamente purificados em colunas ZipTip C18 (Millipore), ao invés de
serem eluidos diretamente na placa de MALDI com a solu¢do de matriz (2 % alfa-ciano, 60
% acetonitrila e 0.1 % TFA), sofreram uma etapa de preparagao adicional em relacao ao
protocolo modificado de Schevechenko (1996), a fim de se concentrar uma maior quantidade

de peptideos na placa de MALDI. Apés a purificacdo e coleta dos peptideos em colunas

62



ZipTip, os peptideos foram eluidos com 20 ul de uma solugéo de 60 % acetonitrila e 0.1 %
TFA em um eppendorf separado. Esse volume foi secado em SpeedVac (Savant AES) até 2
ul, sendo entdo essa quantidade de peptideos presentes de forma mais concentrada
aplicada sobre 1 ul da solucdo de matriz ainda liquida na superficie da placa. Assim, uma
maior quantidade de cdpias purificadas dos peptideos de cada amostra pode ser detectada.
Os resultados exibidos na Figura 17 mostram que quanto maior a concentracdo dos
peptideos, maior € a intensidade do sinal dos espectros de massas obtidos, aumentando
assim a confiabilidade dos resultados. Essa metodologia adotada na digestdo e eluicédo
demonstrou ser eficiente através dos testes preliminares realizados, aumentando a

probabilidade de identificagao das proteinas.
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Figura 17. Comparacao dos espectros obtidos do mesmo spot submetido a dois tipos diferentes de
preparagao. O espectro A contém as massas dos peptideos eluidos diretamente na placa de MALDI
com a solugdo de matriz. O espectro B contém as massas dos peptideos purificados € mais
concentrados através do método modificado de preparacao.

Dentre todas as proteinas diferencialmente expressas, trés proteinas super-

expressas nos animais transgénicos (spots 33, 40 e 49) e duas proteinas super-expressas

nos animais controle (spots 20 e 56) puderam ser analisadas por espectrometria de massas

e validadas com o uso de banco de dados.

64



A tabela 1 lista as proteinas mitocondriais diferencialmente expressas identificadas
em cada uma das condi¢cdes estudadas utilizando-se o MALDI-ToF, juntamente com o
namero do respectivo spot, valores de massa molecular, pl, score e outros dados. A tabela 2
lista as proteinas mitocondriais diferencialmente expressas identificadas utilizando-se o Q-
ToF.

Nas anadlises dos spots utilizando-se o MALDI-ToF, picos monoisotopicos dos
espectros de massas com intensidade entre 2 % e 4 % foram submetidos a busca no banco
de dados SwissProt (http://www.expasy.ch) pelo software Aldente, considerando tolerancia
em massa de 100 ppm para erros de calibragdo externa e tolerancia maxima de 25 ppm para
erros de calibracdo interna. Para a calibragéo externa e interna dos espectros de massas foi
utilizado o kit Peptide Sequazyme (Applied Biosystems, Foster City, CA, United States) que
contém peptideos com massas conhecidas. Nas buscas no programa Aldent foi mantida a
faixa de maior abrangéncia de pl (0 a 14) e mW (0 a 250 kDa) e foram consideradas
variaveis as modificagcdes de carbamidometilacao e metilacao.

Somente um dos sete spots conseguiu ser identificado utilizando-se o espectrémetro
de massas do tipo Q-ToF, em razdo da baixa quantidade de peptideos presentes. Apesar da
otimizacdo dos protocolos em busca de uma maior concentragdo dos peptideos nas
amostras, muitos deles acabaram sendo perdidos durante as passagens pelas colunas de
cromatografia liquida acoplada. Neste sistema, os peptideos sédo eluidos através da variagao
do gradiente de tampdes contendo acetonitrila e &cido formico em diferentes concentragées.
Durante a corrida de fluxo muitos peptideos acabaram retidos nas colunas, o que diminui

muitas vezes a quantidade de peptideos aplicada.
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Tabela 1. Proteinas identificadas por MALDI-ToF.

Média
No. i No. de Mowse mW Cobertura
Proteina pl* de erro
spot acesso Score (Da)* (%) *
(ppm)
Proteinas super expressas em géis de animais hipertrigliceridémicos
33~ Carbamoyl-phosphate  ngnigg 47 164619 6.5 8 83
synthase
40 Carbamoyl-phosphate  ngnigq g o5es7 164619 6.5 16 34.7
synthase
49 Hydroxymethylgiutaryl- - pryeag 51679 56823 86 22.4 50.4
CoA synthase
Proteinas super expressas em géis de animais controle
Carbamoyl-phosphate )
20 synthase Q8C196 1.58e+10 164619 6.5 15.5 9.22
Electron transfer
56 flavoprotein subunit Q99LC5 2.21e+8 35010 8.6 37.2 1.85
alpha

*pl: ponto isoelétrico predito pelo programa Aldente (teérico); mW: peso molecular predito pelo

programa Aldente (tedrico); Cobertura: porcentagem da seqiiéncia da proteina que foi identificada.

66



Tabela 2. Proteinas super expressas em géis de animais controle identificadas por Q-ToF.

No. . MASCOT | No.de Mw
Proteina . MS/MS Sequence
spot Score * Hits (Da)*
20 Carbamoyl-phosphate 232 19 165.711 ﬁg%{%{g%( A
synthase K. APMFSWPR.L

K.VPAIYGVDTR.M
K.FVHDNYVIR.R
K.IALGIPLPEIK.N
K.TAHIVLEDGTK.M
R.SIFSAVLDELK.V
R.VSQEHPVVLTK.F
K.TLGVDFIDVATK.V
K.TLGVDFIDVATK.V
R.GQNQPVLNITNR.Q

K. AFAMTNQILVER.S
K.GLNSDSVTEETLR.K
K.IAPSFAVESMEDALK.A
K.IEFEGQSVDFVDPNK.Q
R.DGSIDLVINLPNNNTK.F
R.LPTLEQPIIPSDYVAIK.A
K.RLPTLEQPIIPSDYVAIK.A

* MASCOT Score: refere-se a somatoéria dos valores de ion score dos peptideos detectados para a

proteina identificada, considerando um p-value<0.05; mW: peso molecular predito pelo programa

Mascot (tedrico).

Carbamoyl-phosphate synthase

Entre as proteinas identificadas, Carbamoil-fosfato sintetase esteve representada por
mais de um spot. A presenga de multiplos spots de uma mesma proteina no gel pode indicar
a presenca de modificacdes pds-traducionais, ocorréncia de variagdes alélicas de uma
mesma proteina, variagdo isoenzimatica ou eventos provenientes do splicing alternativo
(GION et al, 2005).

A carbamoil-fosfato sintetase | (CPS 1) € a enzima taxa-limitante que catalisa a
primeira etapa comprometida do ciclo da uréia (Figura 18), que representa o sistema
primario para remocgao de nitrogénio nao aproveitado produzido pelo metabolismo de

proteinas. A expressdo de CPS | é limitada a altos niveis no figado e a pequenas
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quantidades na mucosa intestinal. A CPS | é compartimentalizada dentro da mitocondria
embora seja codificada genomicamente. A CPS | madura € uma proteina monomérica de
160 kDa que catalisa a conversdo de amoénia e bicarbonato em carbamoil fosfato (CP) com
gasto de 2 moléculas de ATP. A analise da estrutura da carbamoil-fosfato sintetase revela
dois dominios homdlogos, cada um dos quais catalisa uma etapa dependente de ATP.

Apresenta ainda trés centros ativos diferentes (Figura 19).
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Figura 18. Ciclo da uréia, mostrando a via metabdlica na qual a CPS | estéa inserida
(SUMMAR et al, 2004).
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glutamine

carbamoyl phosphate  allosteric sites

Figura 19. Estrutura da carbamoil fosfato sintetase. E possivel observar
centros ativos para trés reagdes. Ela é constituida de duas cadeias. A
cadeia menor (roxa) contém um local para a hidrélise de glutamina, gerando
amoénia. A maior inclui dois dominios de captura de ATP (verde e azul). Em
um deles (verde), o bicarbonato (HCO3-) é fosforilado a carboxi-fosfato, que
entdo reage com amoénia, gerando acido carbamico. No outro dominio de
captura de ATP (azul), o acido carbamico é fosforilado, produzindo
carbamoil fosfato.
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A deficiéncia hepatica de CPS | compromete a capacidade do figado de remover o
nitrogénio nao aproveitado, resultando em hiperamonemia severa. Modificacbes poés-
traducionais sdo geralmente desconhecidas, além da clivagem dos primeiros 38 residuos
apds sua entrada na mitocéndria (SUMMAR et al, 2004).

Estudos pré-clinicos indicam que o alto consumo de frutose esta associado com o
desenvolvimento de certas sindromes metabdlicas, como intolerancia a glicose,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, e resisténcia a insulina (JURGENS et al, 2005 e
TAGHIBIGLOU et al, 2000). Seguindo essa linha, estudos recentes demonstraram que a
CPS | esta entre as proteinas hepaticas que se encontram sub-expressas em condigoes de
aumento do consumo de frutose, correlacionando com o aumento na infiltracdo de acidos
graxos no figado (ZHANG et al, 2008). No entanto, ainda existem poucas informagdes a
respeito da regulacdo da expressao de CPS | em figados.

Existem evidéncias experimentais de que a TPM pode ser um evento essencial em
mecanismos de morte celular tanto por apoptose como por necrose (LEMASTERS et al,
1998). O aumento sustentado da concentragdo de Ca®* citosdlico e intramitocondrial pode
induzir a TPM. Na morte celular necrética, o aumento do Ca®* citosélico ocorre por faléncia
dos mecanismos de regulacao intracelular da concentragao do cation e a TPM generalizada
leva a deplecdo de ATP seguida de morte celular. No caso da morte por apoptose, a TPM
seria um evento localizado a sitios de aumento regulado de Ca** e a producdo do ATP,
necessario para este tipo de morte celular, seria preservada as custas de mitocéndrias nao
atingidas. A abertura do poro de TPM facilitaria a liberagdo de fatores pré-apoptoticos
mitocondriais. A presenca destes fatores no citosol leva a ativagcdo de proteases
denominadas caspases, que promovem a morte “limpa”. Desta forma, experimentos
sugerem que os animais hipertrigliceridémicos sdo mais susceptiveis a TPM que pode levar
a morte celular, seja por necrose ou apoptose, em situacbes que aumentam os niveis

intracelulares de Ca®*, ou na presenca de agentes pré-oxidantes.

70



As caspases sao ativadas em resposta a multiplos estimulos apoptéticos, sendo
responsaveis pela degradacdo de proteinas-chave, tanto estruturais quanto regulatérias,
durante a apoptose. Diversos alvos moleculares sdo conhecidos como sendo substratos
para as caspases, incluindo enzimas de reparagao de DNA, proteinas estruturais, proteina
quinases, e componentes de transducdo de sinais ou de eventos regulatérios do ciclo
celular. Acredita-se que a protedlise de proteinas estruturais e envolvidas em funcoes
basicas da célula seja necessaria para o desmonte da célula, ao passo que outras proteinas
podem ser usadas como alvo para prevenir a replicacdo de células deterioradas
(NICHOLSON & THORNBERRY, 1997).

Um dos substratos para as caspases € o CAD (carbamoyl phosphate synthetase
ll/aspartate transcarbamoylase/dihydroorotase), um complexo protéico multi-enzimatico de
240 kDa, necessario para a sintese de nucleotideos pirimidina e crescimento celular. Este
complexo compreende trés atividades enzimaticas diferentes. A etapa limitante de sua via de
funcionamento € catalisada pela carbamoil-fosfato sintetase 1l (CPS Il). Estudos
demonstraram que ocorre um rapido declinio na atividade de CPS |l durante apoptose,
havendo uma protedlise seletiva de CAD paralela a perda de atividade de CPS II,
correlacionadas com a ativagao de caspase-3. Dois sitios de clivagem de caspase-3 foram
identificados dentro do dominio CPS Il de CAD, o que poderia explicar a perda de atividade
CPS Il durante apoptose (HUANG et al, 2002). Concomitantes com a perda da atividade de
CAD foram observadas redugdes significativas de pirimidinas celulares nas células
apoptéticas. Deste modo, este estudo de HUANG sugere que a seletiva inativagdo de CAD e
o desacoplamento da via biossintética de pirimidina podem ser importantes fatores para o
processo de apoptose.

Isso poderia explicar nos animais transgénicos a presenca dos spots 33 e 40 (Figura
15) que pertencem a mesma proteina CPS [, pois eles podem ser fragmentos da proteina

inteira. Os spots 33 e 40 apresentam uma massa molecular aparente e aproximada (63 kDa
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e 58 kDa, respectivamente) bem diferente da massa molecular da CPS | inteira, de 165 kDa,

como pode ser visto na figura 20.
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Figura 20. Perfil bidimensional de amostra de animal transgénico, com as setas apontando os
spots 33 e 40, ambos identificados como CPS, mas com mW bem distintas da proteina original

(mW=165 kDa).

Considerando que os animais hipertrigliceridémicos sdo mais susceptiveis a TPM e

consequentemente a ativacdo de caspases, a partir disso é possivel a ocorréncia de uma
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diminuicdo no metabolismo de pirimidinas, devido a atuacao proteolitica de algumas dessas

enzimas sobre moléculas de carbamoil fosfato sintetase.

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase

A proteina Hidroximetilglutaril-CoA sintase foi uma das proteinas encontradas super
expressas nas mitocéndrias de camundongos transgénicos. Essa enzima é responsavel pela
condensagao do acetil-CoA com acetoacil-CoA para formar HMG-CoA (hidroximetilglutaril-
CoA), que é substrato para Hidroximetilglutaril-CoA redutase.

O conjunto de reagdes que inicia a formagdo de corpos cetbnicos, comega com a
formacdo de HMG-CoA mitocondrial a partir de acetil-CoA e acetoacil-CoA. A super
expressdao de HMG-CoA sintase pode ser entendida por causa do excesso de acetil-CoA
vindos da via da B-oxidagao de acidos graxos no camundongo transgénico. A consequéncia
disso € o aumento da via de produgéo de “corpos cetdnicos” (acetoacetato), que s6 séao
formados a partir da acetil-CoA quando ha a predominancia de degradacao de lipideos.

A Hidroximetilglutaril-CoA sintase esté envolvida na via biossintética do colesterol no
figado (ACIMOVIC et al, 2008). Colesterol que juntamente as triglicérides sdo complexados

as apolipoproteinas no figado, formando as VLDL (lipoproteinas de densidade muito baixa).

Electron transfer flavoprotein subunit alpha

A coenzima Q é o ponto de convergéncia de elétrons provenientes de NADH
(Complexo I) e succinato (Complexo Il). Adicionalmente, existem outras vias de transferéncia
de elétrons também convergentes para a coenzima Q. Nestas vias, o substrato € oxidado
por uma desidrogenase, que é uma flavoproteina, com redugdo de FAD a FADH2; os
elétrons, depois de passarem por compostos intermediarios, sdo entregues a coenzima Q.

Exemplos deste tipo de substrato sdo encontrados no metabolismo de triacilglicerdis. Um
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deles, o glicerol 3-fosfato, origina diidroxiacetona fosfato, por acdo da glicerol 3-fosfato
desidrogenase, localizada na face externa da membrana interna da mitocondria. Os elétrons
do substrato passam para o FAD e um centro Fe-S associados a enzima e, em seguida,
para a coenzima Q. Outra via que reduz CoQ inicia-se com a oxidagao de acil-CoA (primeira
reacdo da B-oxidacdo de acidos graxos), catalisada pela acil-CoA desidrogenase, cuja
coenzima, FAD, é reduzida. Os elétrons do FADH2 sao transferidos, pela ETF (flavoproteina
transferidora de elétrons), para outra flavoproteina, que contém um centro Fe-S, a
ubiguinona 6xido-redutase, que, finalmente, doa o par de elétrons para a coenzima Q.
Havendo um aumento no metabolismo de triacilgliceréis, a transferéncia de elétrons
pelo FAD torna-se aumentada pela via do glicerol 3-fosfato. Dessa forma, para
contrabalancear, a outra via de transferéncia de elétrons pelo FAD, a via da ETF, pode estar
diminuida. Esse aumento no metabolismo de triacilglicer6is é algo esperado nos

camundongos hipertrigliceridémicos.

O proteoma mitocondrial tem sido objeto de varios estudos recentes a medida que
proteinas presentes na mitocondria tém sido vastamente elucidadas (FORNER et al, 2006 e
McDONALD et al, 2003). Aproximadamente mais de 650 proteinas mitocondriais ja foram
identificadas. Até mesmo proteinas transitérias originadas de outras organelas (nucleo e
citoplasma) e que passam pela mitocdndria encontram-se potencialmente bem
caracterizadas (SMITH et al, 2008). E possivel encontrar proteinas mitocondriais envolvidas
em diversos quadros clinicos como doenga de Parkinson, diabetes, disfungdo do figado e
envelhecimento (BAILEY et al, 2005 e KANSKI et al, 2005).

Estudos protedmicos de animais que representam modelos para determinados tipos
de doengas, como é o caso do presente estudo, reservam um grande potencial. As
informagbes obtidas neste projeto sdo fundamentais para que se criem fortes precedentes

para o avango funcional da pesquisa em animais modelo para posteriores e possiveis

74



estudos em humanos. Foram assim identificados alvos interessantes para posteriores
estudos sobre possiveis mecanismos fisiolégicos que estejam envolvidos com a regulacao
da respiragao mitocondrial em diversos estados associados a hipertrigliceridemia.

Os avancos na protebmica e suas aplicagbes clinicas tém conduzido os
pesquisadores a exploracdo e descoberta de novos biomarcadores em busca de
diagndsticos mais precoces, a interrogacdo de componentes chaves das vias de sinalizacao
celular, a caracterizacdo de interacdes entre proteinas, do proteoma de organelas, a
identificacdo de modificacdes pds-traducionais e perfis da localizacdo subcelular (PANDEY &
MANN, 2000) (NAKAMURA et al, 2004).

A aplicagédo de dados de estudos proted6micos em estudos clinicos € atualmente uma
das principais areas da proteémica. A protedmica clinica trata da aplicagéo das tecnologias
protedbmicas na descoberta de modificacdes que ocorrem nas células, tecidos e érgaos
sobre determinadas condi¢des patolégicas. Considerando os altos custos experimentais e
em face da grande quantidade de dados gerados, torna-se imperativo um maior esforgo com
o intuito de se integrar cada vez mais a comunidade cientifica, desde biomédicos até
pesquisadores das areas da gendmica, da transcriptémica e da proteémica (MATHIVANAN

& PANDEY, 2008).
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7 — CONCLUSOES

e Foram observadas minimas alteragdes diferenciais entre o proteoma de mitocéndria
obtido de animais transgénicos hipertrigliceridémicos e o proteoma de camundongos
controles ndo transgénicos no que diz respeito ao numero de spots diferencialmente
expressos.

e A separagdo das proteinas das amostras controle e transgénicas por eletroforese
bidimensional revelou diferencas de expressao exclusivamente sobre spots de baixa
abundancia.

e Na maioria dos estudos clinicos diversos biomarcadores sao expressos em baixa
quantidade pelo organismo.

e A proteina Hidroximetilglutaril-CoA sintase é mais abundante em extratos protéicos
de mitocondria de camundongos transgénicos para a proteina apoC-lli
(hipertrigliceridémicos) em comparacdo a extratos de proteina mitocondrial de
camundongos normo trigliceridémicos.

e A combinagdo da eletroforese bidimensional e espectrometria de massas
possibilitam uma separagao reprodutivel e identificacdo das proteinas mitocondriais
diferencialmente expressas em camundongos.

e A utilizagdo de técnicas de andlise protedmica, bem como de seus avangos, ainda
permitem amplas possibilidades para a investigacdo de novos alvos moleculares
envolvidos em determinados tipos de doenga, visando diagndsticos mais precoces e

o desenvolvimento de tratamentos clinicos.
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8 — PERSPECTIVAS

O estudo inédito do proteoma sub-celular de mitocdndria em camundongos
hipertrigliceridémicos revelou interessantes alvos moleculares, possivelmente envolvidos no
metabolismo de lipidios.

Entretanto, embora sejam de fundamental importancia, somente as informacdes
parciais sobre a fungdo das proteinas ndo nos contextualizam em uma viséo fisioldgica
dindmica dos processos celulares (DE KEERSMAECKER et al, 2006). Assim, o
desenvolvimento de novos trabalhos que envolvam andlises mais abrangentes das
alteracbes de expressdo de proteinas observadas em mitocdndrias de animais
hipertrigliceridémicos devem ser realizados.

Para complementar as informagées sobre a funcdo das proteinas detectadas no
presente trabalho e a fim de identificar possiveis novos alvos moleculares envolvidos com a
regulacdo da respiragdo mitocondrial em camundongos hipertrigliceridémicos, estudos
posteriores com o emprego de novas metodologias como, por exemplo, a andlise de
transcriptoma ou a produgao de anticorpos com o objetivo de se rastrear tais proteinas em
humanos, sdo necessarios. Se tais estudos forem empregados, talvez possamos
compreender melhor as questdes fisioldégicas e moleculares que possibilitem fundamentar e
suportar a expressao diferencial das proteinas observadas. Com isso, talvez consigamos
avangar nas analises e interpretacdes sobre os mecanismos envolvidos na funcionalidade

mitocondrial dos camundongos hipertrigliceridémicos.
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