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RESUMO

Varios estudos tém demonstrado que o consumo de 6leos vegetais, como o
oleo de soja, ricos em acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) exerce efeitos
benéficos a saude, por prevenir ou reduzir os fatores de risco das doencas
cardiovasculares. Embora a demonstracao dos efeitos benéficos do consumo
de acidos graxos insaturados sobre o sistema cardiovascular tem sido
comprovada fisiologicamente em nivel macroscépico, pouco se sabe sobre os
mecanismos celulares/moleculares responsaveis pelo efeito cardioprotetor dos
acidos graxos insaturados. Neste trabalho, foi utilizada uma abordagem
protedbmica comparativa, por eletroforese em gel bidimensional (2D) acoplada a
espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF), para investigar diferengcas no
proteoma de coragdes (ventriculo esquerdo - VE) de ratos n&o tratados (grupo
controle - CT) e tratados (grupo tratado - TR) com 0,1mL de 6leo de soja via IM
por 15 dias. O dleo de soja induziu melhoria na fung&o ventricular esquerda, e
uma alteragao significativa no proteoma do VE. Os animais TR, apresentavam
um menor valor da PDfVE. O perfil proteico dos VE revelou diferenga na
expressao de 60 spots proteicos (p <0,05) entre os grupos CT e TR, 14 destes
foram identificadas por MS e MS/MS, sendo 12 proteinas nao redundantes.
Alteracdes robustas foram detectadas em proteinas envolvidas na contragao
muscular, estrutural e sistema antioxidante. Os animais TR apresentavam
aumento da intensidade de proteinas envolvidas na contragdo muscular,
miosina de cadeia leve-3 (MCL-3) e creatina quinase M (CKM), diminuicao da
intensidade da proteina do citoesqueleto, a desmina e aumento da intensidade
da enzima antioxidante tireodoxina. A alteragcdo dos niveis de "expressao"
destas proteinas no grupo TR com éleo de soja podem ser associadas com a

a melhoria da fungao ventricular esquerda.



ABSTRACT

Several studies show that consumption of vegetable oils, such as soybean oil,
rich in polyunsaturated fatty acids (PUFAs) has beneficial health effects by
preventing or reducing the risk factors of cardiovascular diseases. While the
demonstration of the beneficial effects of the consumption of unsaturated fatty
acids on the cardiovascular system has been proven in macroscopic level, the
molecular/cellular mechanisms responsible for this phenomenon are poorly
understood. In this work a comparative proteomic approach, two-dimensional
gel electrophoresis (2D) coupled to mass spectrometry (MALDI-TOF / TOF)
was applied to investigate the rats heart proteome differences (left ventricle -
LV) that not received (control group - CT) and received 0.1mL of soybean oll
intramuscularly for 15 days (treated group - TR). Soybean oil treatment induced
improvement in left ventricular function, and a significant change in LV
proteome in the TR animals. The TR animals present a lower value of LVEDP.
The protein profile of VE revealed differences in the expression of 60 protein
spots (p<0.05) between CT and TR groups, 14 of these were identified by MS
and MS / MS, being 12 non-redundant proteins. Robust changes were detected
in proteins involved in muscular contraction, structural and antioxidant system.
The TR group presented an increase in intensity of proteins involved in muscle
contraction (myosin light chain 3-(3-MCL), creatine kinase M (CKM)) and
tireodoxina antioxidant enzyme. Low intensity cytoskeletal protein, desmin, was
detected. The differences in the intensity levels of these spots-related proteins
in TR group, might be linked to improvement in left ventricular function.
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1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos Epidemiolégicos das Doencas Cardiovasculares

As doencgas cardiovasculares (DCVs) consistem em uma das maiores causas
de morte na atualidade, perfazendo 30% das mortes no mundo. Cerca de 15
milhdes de pessoas, acometidos por alguma DCV, morrem por ano (OMS,
2013). Mais de trés milhdes dessas mortes ocorreram antes dos individuos
completarem 60 anos de idade, e estas poderiam ter sido, em grande parte,
evitadas utilizando medidas de prevengao (OMS, 2011).

No Brasil, no ano de 2012, as DCV foram a principal causa de morbidade de
individuos com mais de 39 anos de idade, o que consiste de 20,95% das
internacdes hospitalares, consumindo boa parte dos recursos do Sistema Unico
de Saude (SUS) (DATASUS, 2013). Sugere-se que 80% dos casos de morte
por doengas cardiovasculares estejam associados a fatores de risco ja
conhecidos (Mackay e Mensah, 2004). A Organizagdo Pan-Americana de
Saude (OPAS) reconhece a necessidade de uma agdo integrada para a
prevencao das DCV, e propde aos paises membros o estabelecimento de
metas globais para reducdo, em 20%, da taxa de mortalidade por DCV nesta
década (2011-2020) em relag&o a década passada.

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, estima-se que até 2030 as
DVC serao a maior causa de morte da populagao. Contrariamente, a incidéncia
e a prevaléncia das DCV vém apresentando declinio, em anos recentes, em
paises desenvolvidos. Nos EUA a prevaléncia de DCV decresceu 0,7% no
periodo de 2006-2010 (CDC/USA, 2011). Na Inglaterra, de 2002 a 2010, a taxa
de mortalidade por essas doencas foi reduzida em 50%, enquanto a incidéncia
de infarto agudo do miocardio (IAM), uma DCV, e a taxa de mortalidade
imediata reduziram cerca de 30% (Smolina et al., 2012). A redugédo desses
indices tem sido atribuida a melhoria nas medidas de prevengdo e no
tratamento médico imediato das DCV.
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A doencga cardiovascular ocorre em consequéncia de uma série complexa de
eventos que se inicia com um desequilibrio na homeostase do organismo,
causado por interacbes anormais do ambiente associadas a alteragdes
genéticas (Aguirre et al., 1994; Mehta et al., 2001). As manifestagdes clinicas
mais comuns das DCV incluem: (i) infarto agudo do miocardio (IAM); (ii)
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC); (iii) acidente vascular cerebral (AVC);
(iv) angina, (v) morte subita entre os 50 e 60 anos em homens, e entre os 60 e
70 anos em mulheres, sendo que o indice de mortalidade aumenta

progressivamente com a idade; e (vi) cardiomiopatias.

1.20leos vegetais: fonte de acidos graxos

Os Odleos vegetais de diversos tipos de frutos e sementes apresentam
triacilglicerois esterificados com uma maior propor¢cdo de acidos graxos
poliinsaturados do que acidos graxos saturados. Sendo, portanto, considerado
uma fonte importante de acidos graxos poliinsaturados. Os acidos graxos s&o
acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas de comprimentos variados,
que podem ser classificadas como acidos graxos de cadeia curta (2 a 4
carbonos), média (6 a 10 carbonos) e longa (acima de doze carbonos). Os
acidos graxos também podem ser classificados em saturados e insaturados,
dependendo da presenca de duplas ligagbes em sua cadeia. Quando o acido
graxo possui uma unica dupla ligacdo, € denominado monoinsaturado, se

contém duas ou mais duplas ligagdes, poliinsaturado (PUFAS).

O grau de insaturagdo dos acidos graxos influencia o seu ponto de fusao,
quanto maior o indice de insaturagdo menor o ponto de fusdo de uma gordura.
A insaturagdo de acidos graxos, devido a sua configuragdo geomeétrica cis,
provoca uma curvatura na cadeia do hidrocarboneto, dificultando o
empacotamento da rede cristalina. Consequentemente a interacéo entre eles é
mais fraca e gasta-se menos energia para desfazer estas interagdes. Portanto,
Oleos vegetais ricos em acidos graxos insaturados sdo liquidos quando em

temperatura ambiente, 25 °C .
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Os acidos graxos insaturados séo classificados de acordo com a posigao da
primeira dupla ligagéo a partir do grupo metila terminal: dmega-3 (w-3), sendo o
acido alfa linolénico (18:3, A*'?'®) um representante desta classe; (i) dmega-6
(w-6) sendo o acido linoleico (18:2, A*'?) (fig.1); (iii) dmega-9 (w-3 ou n-3). O
grau de insaturagdo dos acidos graxos implica nas diferentes propriedades

quimicas, nutricionais e funcionais.

Dentre os acidos graxos insaturados, alguns dos PUFAs como o 6mega-3 e
Omega-6 sdo necessarios a dieta, e entdo classificados como essenciais. O
organismo de mamiferos € incapaz de sintetizar estes compostos pois n&o
possuem dessaturases A12 e A15 (que introduzem duplas entre os carbonos
12 - 13 e 15 — 16 por oxidagdo), as quais sao responsaveis pela sintese destes
PUFAs.

Acido Linoléico (18:2, A%1?)

H3C ‘/_,/'\ ‘\//"\ G _/,ﬁ;"‘-\;//'i'/'\ _\/,,-\\\\/_,"\\\ _/,/'\ COOH

6

s

(') - P T~ ~ - - ~
& \\\j/ \_4’ N \\-// B \\‘/ COOH

HC 3

Figura 1: Estrutura dos acidos graxos essenciais. (a) Linoléico (w-6) e (b) a-
Linolénico (w-3).
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1.3 Oleos vegetais e a DCV

A OMS estima que o indice de mortalidade cardiovascular poderia ser
diminuido em 75% com mudancas no estilo de vida da populagdo. Varias
mudancgas no estilo de vida sdo recomendadas para prevencdo das DCV. A
pratica de atividade fisica, o controle de peso, o consumo moderado de alcool,
o abandono do tabagismo e uma alimentagdo saudavel sdo recomendados. A
pratica de alimentagcdo saudavel, entre outros alimentos, tem incluido o
consumo de alimentos ricos em acidos graxos poliinsaturados, como peixes,

oleo de soja, canola, mostarda (SBC, 2013).

Diversos oleos sdo utilizados pela populacdo. Dentre os principais podemos
citar os Oleos de: canola, girassol, gergelim, amendoim, milho, oliva, e soja (o
mais usado na nossa culinaria). Este ultimo é composto por 54,5% de Acido
Linoléico (18:2, A9,12), 7,2% de Acido a-Linolénico (18:3, A*'2"%), 232 % de
Acido Oléico (18:1 A%), 10,5% de Acido Palmitico (16:0) e 4,6% de outros
acidos graxos (Ohara et al., 2008).

As primeiras evidéncias dos beneficios do consumo de acidos graxos
poliinsaturados na reducao de DCV apareceram no final de 1970, decorrentes
de estudos epidemioldgicos realizados em populagbes que consumiam
grandes quantidades de peixes que sao ricos em PUFAs (Ayerza e Coates,
2005). Em 1986, estudos revelaram uma baixa prevaléncia de aterosclerose e
doenga coronariana entre os esquimdés da Groelédndia e em algumas
comunidades japonesas, onde as dietas eram ricas em gorduras PUFA n-3
derivada de peixes e animais marinhos (Lee et al., 1986). Desde entdo a
relagdo benéfica entre os acidos graxos insaturados e as doencgas

cardiovasculares tem sido amplamente estudada.

Varios beneficios do uso da suplementagdo com ac. graxos poliinsaturados tém
sido descritos na literatura, os quais incluem: diminuicdo dos niveis de
triglicerideos sanguineos (Phillipson et al., 1985); reducdo da agregagao
plaquetaria e producao de tromboxano; aumento da producao de prostaciclinas
(Guivernau et al., 1994), e prevengao de trombose e aterosclerose (Dyerberg et
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al., 1978). Todos esses beneficios tém sido fortemente correlacionados a
presenca do acido a-Linolénico (oméga-3) (18:3, A*'?"%) e tém sido relatados

em inumeros estudos na literatura.

Baylin et al (2003) realizaram um estudo com uma amostragem de individuos
da regido metropolitana de Sédo José, Costa Rica, composta de 482 pacientes
sobreviventes de um infarto agudo do miocardio (IAM) e de 482 da populagéo
controle. Neste estudo a concentragdo de alfa-linolénico, gorduras trans e
acido-linoleico foi mensurada no tecido adiposo dos pacientes, por
cromatografia gasosa, e foi demonstrado que existe uma correlagéo inversa

entre a concentragéo de alfa-linolénico no tecido adiposo e o risco de infarto.

Em 2004, em um estudo epidemiolégico na india, Rastogi e colaboradores
obtiveram informag¢des socioecondmicas e nutricionais por meio de aplicagao
de um questionario, durante um ano, para 350 pacientes com idade entre 24-71
anos, acometidos por um IAM e 700 controles. Foi observada uma correlagéo
significativa, dose dependente inversa entre a ingestdo de vegetais (rico em
acido a-linolénico) e risco de IAM. Esta correlacéo foi ainda mais evidente em
individuos que ingeriram em média 3,5 porgbes/semana de vegetais de folhas
verdes em comparagcdo com aqueles que consumiram 0,5 por¢gao/semana, 0s
primeiros ainda apresentavam 6,7% de reducdo de risco de IAM. Os autores
demonstraram que a utilizagao do 6leo de mostarda é melhor do que a do 6leo
de girassol (comumente utilizado no preparo dos alimentos neste pais), ja que
seu uso foi associado com um menor risco do desenvolvimento de doencas

cardiovasculares (Rastogi et al., 2004).

Um estudo longitudinal realizado com homens saudaveis (40-75 anos) durante
6 anos, demonstrou uma diminuicdo de 40% do risco de DCV fatal, em
individuos com o consumo de acido a-linolénico aumentado de 1%. Além disto,
foi demonstrado que homens que ingeriam cinco vezes mais de gordura
saturada apresentavam risco relativo de infarto do miocardio 1,22 e para a
doenca cardiaca coronaria fatal foi 2,21 maior que os com consumo moderado.

A ingestdo de acido linolénico foi inversamente associada com o risco de
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infarto do miocardio, reduzindo o risco para 0,53 (0,30-0,95) com o aumento de
apenas 1% na ingesta (Ascherio et al., 1996).

1.40leos vegetais e seu metabolismo

Embora ndo possam ser sintetizados por mamiferos, os acidos graxos
essenciais, como o acido a-Linolénico e a-Linoléico, sdo importantes pois
servem como precursores de acidos graxos com maior numero de carbono e
de insaturagdes, os quais estdo envolvidos em varios processos fisiologicos. O
acido araquiddnico (AA 20:4 delta 5,8,11,14) proveniente do acido linoléico, o
acido eicosapentaenodico (EPA 20:5) e acido docosahexaenodico (DHA 22:6
delta), provenientes do acido a-linolénico (Ratnayake and Galli, 2009)(figura 2),
sdo exemplos destes.

As modificagbes ocorrem na porgao carboxi-terminal e envolvem reagdes de
dessaturagédo e alongamento, ou retirada de carbonos da cadeia, que ocorrem
no reticulo endoplasmatico. As reagdes de dessaturacédo sao catalisadas pelas
Acil-CoA graxo dessaturases, as quais sdo oxidases de fungdo mista. O
alongamento da cadeia ocorre através do sistema de alongamento dos acidos
graxos o qual consiste de 4 reagbes: adicdo de dois carbonos, seguida por
reducédo desidratacdo e reducdo. Para formacdo dos acidos graxos derivados
inicialmente, o acido a-Linolénico (18:3 A®'?"°) forma o 18:4 A% % "2 ° por agao
da A-6 dessaturase, em seguida ocorre o alongamento formando o 20:4 w-3 e
entdo € convertido ao acido eicosapentaenocico (EPA, 20:5 w-3) pela A-5
dessaturase. O EPA pode ser elongado pela elongase-2 para 22:5 w-3 e entédo
até 22:5 w-3, seguido por uma A-6 dessaturase para formar o acido

docosahexaenoico (DHA, 22:6 w-3).

A figura 2 mostra um esquema das reagdes destas modificacbes. Como pode
ser observado na figura, as insaturagbes presentes na porgdo metila do acido
graxo permanecem inalteradas, sendo esses acidos derivados considerados
também w-3. Estes w--3 s&o precursores de prostandides série-3 e
leucotrienos série-5, que estdo associados as propriedades anti-inflamatérias e
antitrombdticas (McKenney e Sica, 2007). O acido araquidénico, um w-6 (20:4
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A>3 "6 um importante precursor dos eicosandides, prostandides série-2 e

leucotrienos série-4, que estdo associados as atividades pré-inflamatoria e pro-
trombdtica. Este acido € derivado do acido linoleico, formado por reacdes de
dessaturagéo 6, alongamento e dessaturase 5.

Pepe e McLennam (2002) demonstraram os efeitos benéficos de uma dieta rica
em o6leo de peixe sobre a hemodinamica ventricular e consumo de oxigénio do
miocardio. Neste estudo foram avaliados os efeitos de 3 dietas: (i) uma dieta
padrao rica em acidos graxos poliinsaturados (w-6); (ii)) uma dieta rica em
gordura animal saturada; e (iii) uma dieta rica em acidos graxos poliinsaturados
(w-3). A dieta rica em acidos graxos w-3 foi capaz de reduzir marcadores
isquémicos como acidose, concentragdo de K* extracelular, lactato, atividade
da creatina quinase, e aumentou a contratiidade cardiaca durante a
reperfusdo. Contrapondo este resultado, os animais que receberam a dieta rica
em gordura animal saturada apresentaram diminui¢gdo na taxa do consumo de
oxigénio, baixa reserva de perfusdo coronaria e piora na recuperagao da
funcdo contratil durante a reperfusdo. Assim, a melhora da funcédo contratil
cardiaca poés-isquémica em ratos, pode ser atribuida a incorporagcdo destes
acidos graxos (EPA e DHA) a lipideos plasmaticos e lipideos teciduais (Pepe e
McLennam, 2002).
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Figura 2: Sintese de acidos w3 a partir do acido a- linolénico. (A) Formacao do
acido eicosapentaenoico (EPA). (B) Formacdo do acido docosa-hexaenoico

(DHA).

Como ja descrito, a suplementagdo com acidos graxos poliinsaturados contribui
para: modulacdo da composicao, fluidez, permeabilidade seletiva da membrana
celular, sinalizagdo celular e regulacdo da expressdo de genes. Estes
compostos sdo considerados potentes ativadores de PPARs (receptores
ativados por proliferadores peroxissomos) que, por sua vez, controlam a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo de glicose, lipidio, e
adipogénese (Sirtori e Galli, 2002; Lombardo e Chicco, 2006).

Os PPAR sdo membros da superfamilia de receptores de horménios esterdides
que atuam como fatores de transcrigdo ativados por ligantes. Tais receptores
possuem trés isoformas diferentes (a, /& e y), que exibem padroes de

expressao tecido-especificos e modulam a transcricdo de diferentes genes
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envolvidos na homeostase e no metabolismo dos lipideos (Staels et al., 1997;
Schoonjans et al., 1997). Quando ativados, os PPAR formam heterodimeros
com o receptor do acido 9-cis retindico (RXR), que se ligam a elementos
responsivos (PPRE) na regido promotora dos genes alvos, alterando sua
velocidade de transcricdo (Schoonjans et al.,, 1997; Fruchart et al.,, 1999). Ja
foram identificados mais de 300 genes alvos de PPAR (Michalik et al., 1999), e
seus ligantes naturais conhecidos sdo os acidos graxos, preferencialmente os
de cadeia longa, como os acidos graxos poliinsaturados DHA (acido
docosahexaenaico), linoléico, araquidénico e seus derivados (leucotrienos,

prostaglandinas e os saturados C6-C18).

Além disto em um trabalho recente Ribeiro Jr e colaboradores (2010) avaliaram
os efeitos do tratamento de 6leo de soja (0,1mL) via intramuscular por 15 dias
na pressdo arterial e ventricular; na mecéanica do miocardio e nas proteinas
envolvidas no processo de contracdo muscular e foi demonstrado que o
tratamento com 6leo de soja aumenta o desempenho do VE sem alterar a
pressao arterial. Estas mudancas foram associadas com um aumento na

atividade da ATPase miosinica e da expressdo da SERCA2a.

As alteragdes na expressao proteica induzidas pelo oleo de soja no VE,
observadas por estes ultimos autores, foram pontuais. Considerando que ja
estd bem descrito que os PUFAs presentes no 6leo de soja controlam a
expressao de genes envolvidos em processos fisioldgicos, este trabalho propds
avaliar de forma global as alteragbes proteicas induzidas pelo 6leo de soja no
VE. Para isto, utilizamos uma analise protedbmica comparativa por eletroforese
bidimensional (2DE) acoplada a espectrometria de massas do VE de ratos

tratados e nado tratados com 6leo de soja.
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1.1 Protedmica

O termo proteoma surgiu pela primeira vez em 1995 e foi usado por Marc
Wilkins, para designar o complemento proteico total expresso por um genoma,
por uma célula ou por um tipo de tecido. Atualmente, o termo proteoma é
definido como o conjunto de todas as proteinas presentes em uma célula ou
em um organismo, num dado momento, incluindo ndo somente aquelas
traduzidas diretamente a partir do material genético, mas também as proteinas
modificadas a partir de “splicing” alternativo, processamento pos-traducional,
ou de uma combinagdo de ambos, resultando em modificagdes que tém o

potencial de alterar a estrutura e/ou a fungao proteica (Apweiler et al., 2009).

Determinar as fungbes das proteinas e suas interagdes representa um grande
desafio. A protedmica, entretanto, pode ajudar a estudar a complexidade das
proteinas, seu papel nos organismos e sua fungdo biologica. A analise
protedbmica consiste em um amplo grupo de tecnologias decorrentes de
métodos fisico-quimicos de analise de proteinas e envolve: métodos de
separagdo e analise de proteinas (cromatografias, focalizagdo isoelétrica,
eletroforeses e espectrometria de massas) e bioinformatica (Van Eyk, 2011).

Enquanto o genona é relativamente constante, o proteoma é altamente
dindmico e varia de acordo com o tipo e o estado funcional da célula, podendo
refletir mudangas caracteristicas e imediatas, em resposta, por exemplo, a
estimulos externos e a processos patologicos (Apweiler et al., 2009). Proteinas
estdo diretamente envolvidas em praticamente todos os processos celulares,
influenciando assim o fenaétipo celular e, portanto, o tecido ou érgéo (Lam et al.,
2006). Portanto, a analise do proteoma mostra-se significativamente mais
estimulante e complexa do que o sequenciamento do genoma (Rotilio et al.,
2012).

Uma das grandes inovagdes prometidas pelo conhecimento do proteoma, além
do mapeamento das vias metabdlicas celulares, € a possibilidade de
identificacdo de moléculas que, em ultima analise, podem ser utilizadas como

alvos de drogas especificas ou como marcadores biologicos. A identificagdo
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dos mecanismos fisiopatologicos de doengas por meio da comparagédo e
analise diferencial da expressao proteica, denominada analise proteémica
comparativa, pode fornecer informagdes valiosas para o diagndstico;
tratamento médico; e progndstico. A analise proteémica tem sido amplamente
aplicada em varias areas da ciéncia como; no estudo de tumores,
envelhecimento, exercicio fisico e recentemente nas doencas cardiovasculares.
Esta andlise esta na fronteira da ciéncia moderna e da tecnologia, fornecendo
uma perspectiva global para a compreensdo de muitos fendmenos
fisiopatol6gicos importantes, uma vez que o conhecimento apenas do genoma

nao seria suficiente para inferir sobre o proteoma de um individuo.

Dentre as técnicas usadas na analise protebmica para fracionar misturas
proteicas complexas, uma das principais € a eletroforese bidimensional (2DE).
Esta técnica foi desenvolvida ha mais de 30 anos por O'Farrell (1975) e Klose
(1975), sendo, desde entdo, aperfeigoada. Nesta técnica as proteinas s&o
separadas em duas etapas (dimensdes): 1% dimensdo (IEF - focalizagéo
isoelétrica), nesta as proteinas s&o separadas de acordo com sua propriedades
de carga (pl), migrando em diregdo ao eletrodo carregado, através de um
gradiente especifico de pH presente no gel, até alcangar seu pl, no qual a
carga liquida da proteina é zero, sob condigbes desnaturantes; seguida pela 22
dimensdo (SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio), na qual a separagdo ocorre de acordo com sua massa

molecular relativa (McGregor e Dunn, 2006; Gorg et al., 2004).

Um dos maiores desafios encontrados na analise por 2DE é o qudo bem
resolvidas estdo as proteinas e quantas destas proteinas estio visiveis no gel
2DE (Aldred et al, 2004). Apesar de ser amplamente usada, a técnica
apresenta algumas limitagdes relacionadas com a solubilizagdo de proteinas de
membrana (altamente hidrofobicas) e segregacdo de proteinas de pontos
isoelétricos (pl) e tamanhos extremos (geralmente limitada entre 10 e 120 kDa).
Porém, mesmo com essas limitagdes, a eletroforese bidimensional (2DE) ainda
consiste de uma ferramenta capaz de analisar milhares de proteinas
simultaneamente, justificando seu uso na identificagcdo de proteomas (Gorg et
al., 2004; Vercauteren et al., 2007).
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Apos a revelagao do gel bidimensional, uma imagem digital do perfil proteico &
produzida e a analise das imagens dos diferentes perfis € executada utilizando-
se software especializado, capaz de quantificar o tamanho e a intensidade dos
spots proteicos. Os estudos protedmicos comparativos tipicamente envolvem a
comparagao das imagens de géis obtidos de diferentes grupos experimentais
(tratado/controle; doente/sadio) para a identificagdo de expressao proteica
diferencial (Lam et al., 2006). Apos analise, os spots proteicos sdo removidos
e digeridos no gel com tripsina. Os fragmentos tripticos resultantes sao
extraidos do gel e analisados por espectrometria de massas (MS) “in tandem”,
sendo a tecnologia MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) uma das

mais utilizadas.

Em geral, a abordagem protedmica por 2DE acoplada a espectrometria de
massas € utilizada com a finalidade de obter um mapa de referéncia e/ou o
perfil de expressdo proteica de um determinado organismo. O perfil de
expressao proteica, por sua vez, pode ser utilizado para identificar proteinas
envolvidas em determinados processos fisiolégicos como: comparagdo da
expressao proteica em resposta a estimulos externos (Guina et al., 2003; Kan
et al., 2004); mapeamento de alvos moleculares de drogas (Singh et al., 2001).

O primeiro estudo a utilizar uma abordagem proteémica para analise de tecido
cardiaco data do fim da década de 90 (Arnott et al., 1998). Desde ent&o, houve
um aumento continuo do numero de publicagbes (no PubMed) de estudos
cardiovasculares que utilizaram essa abordagem (Van Eyk, 2011). Apesar
desse aumento continuo no numero de estudos em protebmica, as doencas
cardiovasculares ainda representam um novo campo de aplicacdo dessa area
(Agnetti et al., 2007).

As alteragcbes protéicas acarretadas pelas DCV podem ser dinamicamente
analisadas por esta metodologia. Estudos apontam que a analise protebmica
pode fornecer um forte apoio para o diagnostico precoce e tratamento das
doencas cardiovasculares (Pinet, 2007; Ouzounian et al., 2007). Em um estudo

recente, Juan e colaboradores (2012) utilizaram uma abordagem proteémica
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para identificar diferencas no proteoma de tecido cardiaco de animais
infartados, e demonstraram o envolvimento de proteinas relacionadas com o
metabolismo energético, citoesqueleto, e proteinas antioxidantes neste
processo fisiopatoldgico. Assim, a protebmica se mostra como um campo
promissor, ndo sO para proporcionar um maior conhecimento cientifico do
musculo cardiaco e das doencas relacionadas ao coracdo, mas também para
ajudar a desenvolver alvos terapéuticos adicionais para aumentar nossa

capacidade de monitorar pacientes cardiacos.

A literatura acima descrita nos motivou a utilizar a analise protedmica
comparativa para a investigagdo das proteinas envolvidas neste processo de
prevencao de DCV pelo dleo de soja. O objetivo deste trabalho foi comparar o
perfil proteico do tecido cardiaco de animais tratados ou n&o com 6leo de soja
por eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massas, visando
detectar proteinas com diferentes intensidades de expressao, as quais podem
contribuir para desvendar mecanismos moleculares associados a aparente

protecao cardiovascular oferecida pelas moléculas presentes neste 6leo.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral:

Identificar proteinas diferencialmente expressas no tecido muscular cardiaco
(VE) de ratos tratados e ndo tratados com O6leo de soja, por eletroforese
bidimensional acoplada a espectrometria de massas.

2.20bjetivos especificos:

= Obter o0s parametros hemodindmicos/ponderais dos animais
experimentais (tratados e n&o tratados com éleo de soja);

= Padronizar condi¢des ideais para a melhor resolucdo das proteinas do
VE por eletroforese bidimensional (2-DE);

= Obter o perfil proteico (proteoma) do VE dos animais tratados e nao
tratados com oOleo de soja;

» Realizar analise comparativa dos perfis proteicos do VE dos grupos
experimentais;

= |dentificar proteinas diferencialmente expressas entre os grupos de
animais, por espectrometria de massas;

= Correlacionar as proteinas identificadas com os beneficios
hemodinamicos acarretados pelo 6leo de soja.



MATERIAIS E

METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

A utilizagdo dos animais para o desenvolvimento deste projeto foi aprovada
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias da
Saude, sob registro no CEP, protocolo no 052/2013. Todos os experimentos
seguiram as normas da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 200-230g no inicio dos
procedimentos experimentais. Os animais foram provenientes do Biotério da
Universidade Federal do Espirito Santo. Estes foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (cinco por caixa) com dimensdes de 58x49x20 cm, com acesso a agua e
racao ad libtum em ciclo claro/escuro de 12h em alternancia.

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram randomizados em 2 grupos experimentais:

Grupo Controle (CT): os animais deste grupo receberam por via IM 0,1mL de
solugao de NaCl a 0,9% diariamente por um periodo de 15 dias (n=8).

Grupo Tratado (TR): os animais deste grupo receberam por via IM 0,1mL de
oleo de soja diariamente por um periodo de 15 dias (n=8).

3.4 Medidas de Parametros Hemodinamicos

Ao final do tratamento, os animais foram pesados e anestesiados com uma
injecdo intraperitonial de uretana (1.2g/kg i.p). A artéria cardtida direita foi
dissecada e canulada com um cateter de polietieno (PE-50) o qual foi
conectado a um transdutor de pressao (TSD104A-Biopac) acoplado a um
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sistema de aquisi¢cado de dados (MP 36 Byopac System, Inc: CA-PC Pentium 4).
O cateter inserido na carodtida foi conduzido até a aorta para registros de:
pressdao diastolica (PAD), pressédo sistolica (PAS), pressao arterial média
(PAM), e frequéncia cardiaca (FC). Posteriormente, o cateter foi direcionado
até o VE e entdo foram mensuradas as pressoes: sistolica (PSVE), diastdlica
final (PDfVE); a primeira derivada da pressao positiva e negativa (dP/dt+ VE,
dP/dt- VE).

3.5 Sacrificio dos animais e coleta de amostras

ApOs obtencdo dos parametros hemodinamicos, os animais foram sacrificados
para dissecacgdo do coragao. Imediatamente apds, para a remogéo do sangue
circulante, o coracgao foi lavado sequencialmente; 4x com solug¢ao de Krebs a
temperatura ambiente, 4x com solugao salina a 4°C e 1x em agua Milli-Q a 4°C.
Em seguida, os atrios e tecidos adjacentes foram removidos, e a massa
restante do coragdo (ventriculos) foi separada em: ventriculo esquerdo (VE) e
ventriculo direito (VD). O tecido correspondente ao VE foi pesado e alocado em
criotubo, o qual foi imediatamente imerso em nitrogénio liquido. Além do
coragao, foram dissecados, pesados e congelados o pulmao, figado e rim.
Todas estas amostras foram armazenadas a -80°C.

3.6 Analise comparativa do VE dos animais dos dois experimentais
POR 2DE/MS-MS/MS

A figura 3 mostra um fluxograma das etapas experimentais utilizadas para esta

analise.
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3.6.1 Obtencao do extrato proteico dos ventriculos esquerdos

Para extragcdo das proteinas das amostras de ventriculo esquerdo, utilizou-se a
metodologia descrita por Burniston (2009), com algumas modificagbes. Amostras do
VE foram pulverizadas sob atmosfera de nitrogénio liquido em grau de porcelana. Ao
po resultante foi adicionado tampéo de lise na proporg¢ao de 1:10 (p/v), o qual continha
8M de uréia, 2M de tiouréia, 40mM de Tris base, 4% (p/v) de CHAPS, 65 mM DTT
(dithiothreitol) e coquetel de inibidor de proteases. A mistura obtida foi submetida a
sonicagao (3 ciclos de 20 segundos, 15 Hz, com intervalos também de 20 segundos),
usando um sonicador ultrassénico (Qsonica XL-2000), em banho de gelo a 4°C. Para
remocgao do material insolGvel, o lisado celular obtido foi centrifugado a 12000 g por
30min a 4°C. Os sobrenadantes, denominados EPVE (Extrato Proteico de Ventriculo
Esquerdo). O conteudo proteico do EPVE foi quantificado utilizando-se o kit de
dosagem de proteina 2-D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences), conforme as
indicagoes do fabricante. As amostras foram armazenadas a -80°C para posterior

anadlise por Eletroforese Bidimensional (2DE - PAGE).
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3.6.2 Eletroforese bidimensional dos VE dos animais experimentais

OS EPVE de quatro animais de cada grupo (CT e TR) escolhidos por
randomizacgdo, foram submetidos a eletroforese bidimensional utilizando as
condi¢cbes nas quais foi obtida maior resolugdo das proteinas do EPVE nos
géis.

3.6.3 Focalizagao isoelétrica (12 dimensao)

Amostras de 800ug do EPVE (obtidas conforme o item 3.6.1) foram diluidas em
tampéo de reidratacéo (Destreak) contendo 0,2% de anfdlitos, e 60mM de DTT
para um volume final de 350uL. As solugdes resultantes foram transferidas
para uma bandeja de reidratag&o, e sobre estas foram colocadas as |IPG strips
desidratadas (17cm, pH 3-10 NL*). Para a eletrofocalizagdo foi utilizado um
sistema IEFCell (Bio-Rad). As IPG strips foram reidratadas por processo ativo a
20°C com corrente maxima de 50mA/gel, por 20h. As etapas da focalizag&o
isoelétrica foram: 1?2 etapa: 300V por 3horas; 22 etapa: 4000V por 2horas; 32
etapa: acumulo de 10.000Vh; 42 etapa: 500V por 2horas.

3.6.4 Reducao e alquilacdo das proteinas eletrofocalizadas

Apos a eletrofocalizacdo das proteinas, as strips foram submetidas a reducao e
alquilagdo. O processo consistiu de incubagao sequenciada com: (i) tampao de
equilibrio (50mM Tris-HCI pH 8,8, 6M de uréia, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS
e 0,002% de azul de bromofenol) contendo 10mg/mL de DTT, durante 15min; e
(i) tamp&o de equilibrio contendo 25mg/mL de iodoacetamida durante 15min, a

temperatura ambiente.

(*) Escolha baseada em experimentos anteriores realizados em nosso laboratorio.
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3.6.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS PAGE - (22
dimenséo)

A segunda dimenséao foi conduzida em géis de poliacrilamida 12,5%, em condigbes
desnaturantes (SDS-PAGE), seguindo o método descrito por Laemmli (1970) em
sistema Ettan DALTsix eletrophoresis unit (GE Healthcare life sciences). As IPG strips
contendo as proteinas reduzidas e alquiladas foram transferidas para a superficie do
gel, as quais foram seladas com solugao de agarose 0,5% preparada no tampéao
(Tris/Glicina/SDS, pH 8,8) de corrida. A eletroforese foi conduzida a 40mA/gel até o

termino da corrida.

Os géis foram preparados misturando-se: 116,8mL de solugcao
Acrilamida/BisAcrilamida 37,5:1; 70mL de solugdo Tris-HCI, 1,5M pH 8.8; 2,8mL de
SDS (10% p/v); 88,8mL de agua Milli-Q; 2,8mL de PSA (10% p/v) e 280uL de temed
(volumes usados para o preparo de 4 géis). A solugao foi rapidamente agitada e o gel

polimerizado em placas de 25,5cmx21cm.

3.6.6 Coloragao com Coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250)

Ao final da corrida o gel foi retirado da placa e submetido a coloragéo pelo
meétodo Coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250) seguindo a metodologia
proposta por Neuhoff e Arold (1988), com modificagdes. Inicialmente o gel foi
incubado trés vezes (30mim cada) com solugdo de acido ortofosforico 2% em
etanol 30%; em seguida lavado trés vezes (10min cada) com solugéo de acido
ortofosférico 2%. Posteriormente, o gel foi incubado por 30mim com solug¢ao de
acido ortofosforico 2% em etanol 30% com 12% de sulfato de amdnio. Em
seguida, o gel foi corado durante 5 dias pela adicdo de Coomassie G-250, na
solucdo acima para concentragado final 0,01%. O excesso do corante foi
removido do gel com agua ultrapura (Milli-Q).



37

3.6.7 Aquisig¢ao, processamento e analise das imagens

Para obtengdo das imagens, os géis bidimensionais foram digitalizados
utilizando scanner ImageScanner Il (GE Healthcare Life Sciences) no modo de
transmissao calibrado. Foram obtidos geéis bidimensionais do VE de quatro
animais de cada grupo, perfazendo um total de oito imagens. As imagens
foram analisadas pelo software Image Master 2D Platinun v 7.05 (GE
Healthcare Life Sciences). A autenticidade de cada spot foi validada por
inspecao visual e reeditada quando necessario.

Apos normalizagdo da intensidade de cada spof em % do volume total dos
spots, utilizando a equacao descrita abaixo, foram realizadas as analises
quantitativas para a identificacdo de spots com diferentes intensidades de
expressao proteica.

Vol

% Vol = x 100

n

Z Vol,
=1

Onde: Vol = area da base do pico do “spot” (a 75% do cume) x intensidade do
“spot”.

Vols € o volume do “spot” s em um gel contendo n “spots”.

3.6.8 Identificacdo das proteinas com diferenga de expressao entre os
grupos

As fragbes dos géis contendo os spots de interesse foram manualmente
removidas do gel e processados de acordo com Vergote et al., 2005. Estas
foram fragmentadas e descoradas por 3 lavagens de 15 minutos com 400uL de
solugao de acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de aménio 25mM pH 8,0, sob
agitacdo. Apos a remogao do descorante, as fragcdes dos géis foram tratadas
com 200 uL de acetonitrila, até a opacificagdo do gel. Em seguida este solvente
foi removido da amostra por concentrador a vacuo (Concentrador Plus,

Eppendorf). As fragdes do gel foram entado reidratadas com 10uL de solugao de
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bicarbonato de amobnio 50mM, contendo 20ng/uL de tripsina (Golden) e
mantidas por 30 minutos em banho de gelo para incorporag&o da solugdo. Para
manter as fracdes umidas durante a hidrélise triptica, 20uL de solucdo de
bicarbornato de aménio 50mM foram adicionados, e a mistura foi incubada por
14 horas a 37°C.

Em seguida, a solugdo n&o incorporada ao gel foi recolhida e as fragées do gel
foram submetidas a duas lavagens sucessivas com 30uL de solugéo de acido
férmico 5% em acetonitrila 50% (30 minutos cada, sob agitagdo). As solugdes
foram agrupadas e o volume resultante foi reduzido até aproximadamente

10uL, por concentragao a vacuo.

As amostras obtidas foram dessalinizadas em micro coluna Zip-Tip (resina
C18; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA) equilibrada com solug¢do 0,1% de
acido trifluoracetico (TFA). Os fragmentos da hidrdlise enzimatica foram eluidos

da resina com 6L de solugédo 50% de acetonitrila, contendo 0,1% de TFA.

Aliquotas de 0,3uL de cada solugdo dos fragmentos dessalinizados foram
aplicadas em placa anchorship 600 (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA) e em
seguida co-cristalizada com 0,3uL de solugédo saturada da matrix (5mg/mL de
CHCA em acetonitrila 70% / TFA 0,1%) a temperatura ambiente. Os espectros
de massas foram obtidos em sistema MALDI-TOF/TOF — Autoflex [lITM,
softwares FlexControlTM e FlexAnalysisTM (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA),
operando no modo positivo/refletor. A calibracdo externa do modo MS foi
realizada utilizando a mistura de peptideos Peptide Calibration Standard I
(bradicinina m/z = 757,39; angiotensina Il m/z = 1046,54; angiotensina | m/z =
1296,68; sustancia P m/z = 1347,73; bombesina m/z = 1619,82; substrato da
renina m/z = 1758,93; ACTH (1-17) m/z = 2093,08; ACTH (18-39) m/z =
2465,19; e somatostatina (28) m/z =3147,47) da Bruker Daltonics, Bilerica
(EUA). Os sinais dos ions mais intensos foram selecionados como precursor
para aquisicao do MS/MS.
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3.6.9 Pesquisa em banco de dados

Os espectros de massas (MS e MS/MS) obtidos de cada spot proteico foram
combinados pelo software BioTools (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA) e
posteriormente investigados nos bancos de dados do Centro Nacional de
Informagdes Biotecnoldgicas ndo redundante (NCBInr), por meio do software
MASCOTR (www.matrixscience.com). Os parametros de busca utilizados no
MASCOTR foram: Rattus como taxonomia; peptideos tripticos com auséncia de
um unico fragmento; auséncia de restrigbes no peso molecular da proteina;
oxidagdo da metionina e carbamidometilacdo da cisteina como modifica¢des
variavel e fixa, respectivamente; valores de massa monoisotépica; carga do
peptideo 1+; e tolerancia de 0,6 Da na massa do MS e do MS/MS. Score global
do MASCOTR correspondente a significancia estatistica de a<0,05 foi utilizado
para validacdo da identificacdo das proteinas, quando estas apresentavam
homologia com Rattus novergicus. A categorizagdo funcional das proteinas
identificadas foi realizada por meio das anotagdes dos processos biologicos e
fungcdes moleculares obtidas nos bancos de dados do “Gene Ontology” (GO) e
PANTHER (Thomas et al., 2003) para Rattus norvegicus.

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
A analise de fatores, foi realizada com auxilio do software Image Master 2D
Platinun v 7.05, utilizando os oito géis como fatores. As demais analises foram
feitas com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0. As compara¢des dos
parametros entre os grupos foram realizadas através da analise teste t n&o
pareado. Os valores de volume normalizado dos spots entre dois grupos foram
analisados por meio de teste t ndo pareado. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes quando p<0,05.
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3.8 Padronizacao de condi¢oes ideais para Eletroforese Bidimensional
do EPVE.

Anteriormente a realizagdo da 2DE descrita acima, varias condigbes
foram avaliadas, para melhorar a resolugao das proteinas do EPVE no gel. Em
todas as condicdes testadas, uma mesma amostra de EPVE, foi utilizada.

3.8.1 Testes de precipitagao das proteinas do EPVE

Precipitagdo com Acetona: a um tubo contendo 120ug do EPVE foram adicionados
37,7uL de PBS e 150uL de acetona. A mistura permaneceu “over nigth” em banho de
gelo e foi centrifugada a 10000 g por 30mim a 4°C. Apods centrifugagdo o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido em tampao de
reidratacdo (Destreak - GE) contendo 0,2% de anfdlitos (BioLyte 3-10 buffer - GE),

para um volume final de 120L.

Precipitacdo com TCA/Acetona: a um tubo contendo 120ug do EPVE foram
adicionados 187,7uL de PBS e 40uL de uma solugdo de TCA (60%). A mistura
permaneceu over nigth em banho de gelo e foi centrifugada a 10000 g por 30min a
4°C. Ao precipitado foi adicionado 100uL de acetona (90%) e a mistura permaneceu
em banho de gelo por 15min. Apds este tempo, a mistura foi novamente centrifugada
a 10000 g por 30mim a 4°C. Apds centrifugagdo o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi ressuspendido em tampéo de reidratagdo (Destreak) contendo 0,2% de

anfolitos, para um volume final de 120uL.

As amostras proteicas obtidas dos processos de precipitagdo foram avaliadas por 2DE
e comparadas com EPVE. A 2DE foi conduzida de acordo com o item 3.6. A
focalizacao isoelétrica (12 dimenséao) foi conduzida no sistema IEFCell (Bio-Rad), em
strip de 7cm, pH 3-10 NL, e a 2 @ dimens3o realizada em sistema Mini-PROTEAN® 2
(BioRad life sciences) em gel 12,5%.
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3.8.2 Adi¢ao de DTT ao tampé&o da amostra

Outra condicédo testada foi um aumento da concentragdo do agente
redutor DTT no tampao da amostra (DeStreak). Amostras de 100ug de EPVE
foram solubilizadas em DeStreak, ou DeStreak adicionado mais 60mM de DTT

para um volume final de 120uL.

A focalizagdo isoelétrica (12 dimensao) foi conduzida no sistema IEFCell (Bio-
Rad), usando strip de 7cm, pH 3-10 NL, e a 22 dimens&o realizada em sistema
Mini-PROTEAN® 2 (BioRad life sciences) em gel 12,5%.

3.8.3 Avaliagao da quantidade proteica aplicada no gel

Para avaliar a quantidade proteica na qual se obtém melhor resolucéo na 2DE,
foram testadas 4 concentra¢cdes de EPVE: 500ug; 650ug; 800ug e 1000ug.
Estas, foram diluidas em tamp&o de reidratacdo (Destreak) contendo 0,2% de
anfélitos, e 60mM de DTT para um volume final de 350uL. As amostras foram
avaliadas por 2DE, de acordo com o item 3.6.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Medidas Ponderais

Os parametros ponderais dos grupos estudados foram avaliados no primeiro
dia apds o final do tratamento e estdo mostrados na tabela 1. Nao foram
observadas diferengas significativas entre os animais dos grupos néo tratado e
tratado com relagdo: ao peso corporal (PC) dos animais; ao peso do VE (PVE);
ao peso de VE dividido pelo peso corporal (PVE/PC); ao peso do pulmao umido
(PPu); e ao peso do pulm&o umido dividido pelo peso corporal (PPu/PC).
Entretanto, o peso médio do VD dos animais do grupo tratado com soja foi
maior do que o dos animais controle. Este aumento foi confirmado pela relacao
PVD/PC.

Tabela 1: Valores das medidas ponderais obtidas no primeiro dia apods o final
do tratamento dos grupos controle (CT) e tratado (TR).

CT (n=6) TR (n=6)

PC (9) 310,0+11,67 3019,28
PVE (mg) 0,71%0,038 0,620,05
PVE/PC (mg/g) 0,0022+0,00009 0,0022+0,00015
PVD (mg) 0,1920,01* 0,220,005*
PVD/PC (mg/g) 0,0006+0,00002** 0,0007+0,00002**
PPu (mg) 1,50+0,06 1,6310,16
PPu/PC (mg/g) 0,005+0,0001 0,005+0,0005

(PC: peso corporal; PVE: peso do ventriculo esquerdo; PVE/PC: peso do ventriculo esquerdo
dividido pelo peso corporal; PVD: peso do ventriculo direito; PVD/PC: peso do ventriculo direito
dividido pelo peso corporal; PPu: peso do pulmio umido; PPu/PC: peso do pulmdo Umido
dividido pelo peso corporal. (*)Diferente para p<0,05.

4.2Medidas Hemodinamicas

Para avaliagao da funcao ventricular esquerda, os parametros hemodinamicos
foram obtidos por meio de registro pressorico por cateterismo arterial “in vivo”,
e sao mostrados na tabela 2. Como pode ser observado nao foram

encontradas diferengas significativas na frequéncia cardiaca, presséo arterial
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sistdlica, pressao arterial diastdlica, pressao sistélica de ventriculo esquerdo
entre os grupos. Entretanto os animais do TR apresentaram um menor valor da

PDfVE (29,2%) quando comparados ao controle.

Tabela 2: Parametros hemodindmicos obtidos no primeiro dia apods o final do
tratamento com 6leo de soja.

CT (n=8) TR (n=8)
FC (bpm) 373,82+18,23 342,20+14,72
PAS (mmHg) 114,86+4,62 102,57+4,88
PAD (mmHg) 81,60+5,86 73,75+5,44
PSVE (mmHg) 128,43+6,59 118,82+5,07
PDfVE (mmHg) 6,08+0,41** 4,31%0,26*
dP/dt+ (mmHg/s) 6656,30+691,59 6065,97+433,83
dP/dt- (mmHg/s) -8061,32+397,59 -6993,63+413,83

FC: frequéncia cardiaca; PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial
diastélica; PSVE pressao sistolica de ventriculo esquerdo; PDfVE: pressao
diastélica final de ventriculo esquerdo; dP/dt + e -: derivadas de pressao sobre
a derivada de tempo maximas positiva e negativa. (*)Diferente para p<0,05.

4.3 Avaliagcao da Padronizagao da Eletroforese Bidimensional

As figuras 4, 5 e 6 mostram os resultados dos testes realizados para definir
condicbes experimentais para melhor resolucdo das proteinas do EPVE na
2DE.

A figura 4 mostra os perfis proteicos 2DE das amostras EPVE e EPVE submetidas a
precipitagdo com acetona e acetona/TCA. Como pode ser observado, os géis das
amostras obtidas por precipitacdo apresentam um numero menor de spots proteicos
que a amostra bruta, demonstrando que estes processos acarretam perda de

proteinas e prejuizo na obtengao do proteoma das amostras.
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Figura 4: Perfis proteicos 2DE: (a) EPVE (b) Proteinas de EPVE apés
precipitacao com acetona. (c) Proteinas de EPVE apds precipitacdo com
acetona/TCA. Amostras foram focalizadas em “IPG strip” pH 3-10 e SDS-
PAGE 12,5% foi usada para a segunda dimensao. Os géis foram corados com
Coomassie G-250.

A figura 5 mostra os perfis proteicos (2DE) obtidos de EPVE solubilizadas em
DestreaK (tampao de reidratagcdo) e DestreaK adicionado de 60mM de DTT.
Pode-se observar que a adicdo de maior quantidade de DTT melhora a
resolugcédo da 2D-SDS- PAGE, principalmente na regiao basica.
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Figura 5: Perfis proteicos 2DE obtidos com processo de adigdo de DTT ao
tamp&o da amostra. Extrato proteico soluvel de VE foi separado por IEF em
“IPG strip” pH 3-10. Segunda dimenséao realizada em SDS-PAGE 12,5%. Os
geis foram corados com Coomassie G-250. (a) tamp&o da amostra em
concentragdo normal de DTT. (b) adi¢do de DTT ao tampao da amostra.
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A figura 6 mostra o perfil proteico quando diferentes quantidades proteicas de EPVE
(500-650-800-1000ug) foram submetidas a 2DE. A utilizagdo de 800ug foi a mais
adequada pois obteve-se spots altamente resolvidos. Quantidades menores de
amostras foram insuficientes para a analise das proteinas do ventriculo esquerdo. O

uso de 1000 ug acarreta perda de resolugéo das proteinas.

Considerando essas analises preliminares para o desenvolvimento deste trabalho,
foram acrescentados no tampao de reidratacdo 60mM de DTT, e foram utilizadas
amostras de EPVE contendo 800ug.

Flgura 6: Perfls protelcos 2DE de EPVE (a) 500 Mg (b)650pg (c) 800 pug e
(d)1000ug de proteinas obtidos com diferentes quantidades de proteinas
aplicadas a strip. Extrato proteico soluvel de VE separado por IEF em “IPG
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strip” pH 3-10. Segunda dimenséo realizada em SDS-PAGE 12,5%. Os géis
foram corados com Coomassie G-250.

4.4 Analise comparativa do proteoma do ventriculo esquerdo de ratos
controle e tratado com 6leo de soja.

Foram obtidos 8 géis bidimensionais (quatro géis por grupo) para a analise
protebmica comparativa do VE de ratos nao tratados e tratados com dleo de
soja (Figura 7), correspondendo a 4 replicatas biolégicas dos animais controle
e dos tratados. A tabela 3 mostra o numero de spots observados por gel apos a

edicdo dos mesmos pelo software Image Master 2D Platinun v 7.05.

Tabela 3: Numero de spots observados no 2DE/SDS-PAGE para cada replicata
bioldgica.

Grupo Amostras de Numero de spots Média do
VE dos no gel numero de
animais. spots

CT7 465
CT2 422

Controle CT5 401 401
CTe6 319
TR 8 416

Tratado TR 6 347 367
TR 3 401
TR 1 304

O gel que apresentava o maior numero de spots de cada grupo foi escolhido
como o gel de referéncia do grupo (CT7 e TR8). O coeficiente de correlagéo
entre o gel referéncia com os demais de cada grupo, préximo de 1 (0,8008-
0,9458), e a equacgao da regressao linear que correlaciona a % de volume dos
“spots” estdo mostrados na Tabela 4.

Na equagao y = slope *x + offset, o primeiro membro da equacao indica o

quanto em meédia os volumes dos “spots” sdo maiores (>1) ou menores (<1)
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que o volume do respectivo “spot” no gel de referéncia. O segundo membro da
equacao representa, por meio de uma unidade relativa, o deslocamento médio

dos “spots” em relagdo aos respectivos “spots” no gel de referéncia.

Estes dados mostram que os perfis proteicos obtidos apresentaram elevada
reprodutibilidade em termos do numero total, intensidade e posi¢ao relativa dos

“spots” proteicos, dentro de cada grupo.

Tabela 4: Analise de reprodutibilidade das imagens dos géis intragrupos. As
imagens foram relacionadas com a imagem do gel de referéncia de cada

grupo.

Relagao entre os géis Equacao Coeficiente de correlagao
CT7xCT2 y=0,747x + 0,0555 0,8008
CT7xCT5 y=0,997x + 0,018 0,8191
CT7xCT6 y=0,744x + 0,0582 0,8736
TR8xTR1 y=0,916x + 0,0055 0,8631
TR8xTR3 y=0,984x + 0,000929 0,9064

TR8xTR6 y= 0,885x + 0,00915 0,9458




TRATADO 1

TRATADO 8 N de spots: 416 TRATADO 6 N de spots: 347 TRATADO 3 N* de spots: 401

Figura 7: Perfil proteico dos VE dos animais dos grupos controle e tradado. Aliquotas de 800ug de proteinas soluveis foram
focalizadas em “IPG strip” pH 3-10 NL de 17 cm. As proteinas eletrofocalizadas foram separadas na segunda dimensao utilizando
SDS-PAGE 12,5%. @) triangulo vermelho identifica a imagem selecionada como referéncia.
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A figura 8 mostra o resultados da analise de fatores dos 8 géis obtidos. Nesta
analise os géis séo representados pelos vetores em azul e os “matchs” s&o
representados pelas cruzes vermelhas. Pode-se observar que os géis do VE
dos animais controle e tratados se encontram em quadrantes diferentes, o que
demonstra que CT e o TR sao grupos distintos com relagdo ao proteoma do
VE.

|-
+l.-'|

Figura 8: Analise de fatores. Grafico de projecédo dos géis analisados para
delineamento dos grupos experimentais.

Apos a analise pelo software, autentificagdo por inspecao visual e normalizagao
dos volumes dos spots, foi realizada a anadlise quantitativa comparativa, para
que fossem identificados os spots com diferentes intensidades. Esta analise
revelou um total de 60 “spots” diferencialmente expressos (p<0,05) entre os
grupos experimentais (Figura 9). Dentre estes spots proteicos, 22
apresentavam maior intensidade e 38 menor intensidade no grupo tratado,

quando comparados aos spots do grupo controle.

Axal
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4.5 ldentificagcao dos spots proteicos com diferentes intensidades.

Dos 60 spots proteicos diferencialmente expressos, 39 foram removidos dos
geéis e preparados para a identificacdo proteica. Os demais spots ndo foram
retirados por se localizarem em areas de dificil identificagdo no gel. Estes spots
foram processados para a analise por espectrometria de massas em sistema
MALDI/TOF-TOF. A combinagdo dos espectros de massas resultantes (MS e
MS/MS) foi utilizada para a identificacdo das proteinas, por meio de busca no
banco de dados do NCBInr pelo software MASCOT®. Dentre os 39 spots
proteicos, 14 foram identificados.

Foram identificadas 12 proteinas n&o redundantes, uma vez que duas
proteinas (miosina de cadeia leve-3; creatina kinase tipo-M) estavam presentes
em dois spots. A tabela 5 mostra a identidade dos 14 spots proteicos
identificados.

A categorizagdo funcional das proteinas identificadas foi feita a partir das
anotacgdes de trés bancos de dados: GENE Ontology
(http://www.geneontology.org/); PANTHER  (http://www.pantherdb.org/) e
Uniprot (www.uniprot.com). As proteinas identificadas pertencem a varias
classes funcionais, incluindo metabolismo (carboidratos, lipideos e fosforilagdo
oxidativa), resposta ao estresse oxidativo, contracdo muscular e estruturais. A
tabela 6 mostra os dados da anadlise estatistica e a alteragdo do volume
normalizado dos spots proteicos identificados, além da localizagao celular,
funcdo molecular e os processos biologicos relacionados as proteinas
identificadas.



Tabela 5: Identidade dos “spots” proteicos diferentemente expressos entre os grupos CT e TR, identificados por MS e MS/MS.

Homologia com a taxonomia Rattus norvegicus.
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Spot Nome da proteina NUmero de Sequéncias de peptideos ppm Mascot — score pl MM kDa
ID* acesso” identificadas proteico® (tedrico)®  (tedrico)
1 myosin light chain 3¢ 0i|6981240 ITYGQCGDVLR 15.5 96 5,03 22,2

GYTLPPHCSR 30.6 65
DLFDPIIQDR 25.0 91
LGSSEVEQVQLVVDGVK 28.4 143
TGTAEMSSILEER 31.2 62
2 Creatine kinase tipo-M gi|6671762 FEEILTR 10.9 51 6,58 43,2
GGDDLDPNYVLSSR 18.5 85
SFLVWVNEEDHLR 16.4 126
RGTGGVDTAAVGAVFDISNADR 15.0 117
AEAGDNLGALVR 10.6 82
YEEIDNAPEER 8.86 84
Tu translation elongation ADAVQDSEMVELVELEIR 19.1 133
factor, mitochondrial KYEEIDNAPEER 13.4 104 7,23 44,0
3 (predicted), isoform gi|149067905 LLDAVDTYIPVPTR 15.8 113
GITINAAHVEYSTAAR 15.7 137
GEETPVIVGSALCALEQR 16.1 176
DLEKPFLLPVESVYSIPGR 16.0 191
HVLATLGER 4.22 72
NKDTGTYEDFVEGLR 14.8 124
4 myosin light chain 3¢ 0i|6981240 AAPAPAAAPAAAPEPERPK 18.4 130 5,03 22,2
HVLATLGER 4.22 72
NKDTGTYEDFVEGLR 14.8 124
AAPAPAAAPAAAPEPERPK 18.4 130
6 thioredoxin-dependent
peroxide reductase gi|6680690 SVEETLR 3.56 47 7,15 28,3
8 Creatine kinase tipo-M gi|6671762 GTGGVDTAAVGAVFDISNADR 22.6 231 6,58 43,2
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21

26

31

37

44

45

46
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preprohaptoglobina

Vdac 1 protein

Desmina

NADH dehydrogenase
[ubiquinone] iron-sulfur
protein 4

long-chain-fatty-acid--CoA
ligase 5-like
glycogen phosphorylase,
muscle form
chaperone activity of bc1
complex-like, mitochondrial

ES1 protein homolog,
mitochondrial precursor

gi[204657

qil74204235

gi|11968118

gi|68341995

qi|327277452

gi|158138498

qil61557218

qi|51948422

GSFPWQAK
MGYVSGWGR
YVMLPVADQEK
SCAVAEYGVYVR
GYGFGLIK
LETAVNLAWTAGNSNTR
KLETAVNLAWTAGNSNTR
VNNSSLIGLGYTQTLKPGIK
EHINLGCDVDFDIAGPSIR
WNTDNTLGTEITVEDQLAR
TDEFQLHTNVNDGTEFGGSIYQK

LQEEIQLR
RIESLNEEIAFLK
HGWSYDVEGR
SYGANFSWNKR
LDVTPLTGVPEEHIK

VLKPTIFPVVPR

DYYFALAHTVR
EAGLSGQATSPLGR
EGPAPAYVSSGPFR

ITNLAQLSAANHDAAIFPGGFGAAK

-7.18
-8.50
-10.25
4.51
-3.38
12.4
15.8
16.5
21.0
20.0
32.0

16.6
171

5.22
1.03
-5.17

-24.75

13.6
2.49
1.95

14.9

43
52
48
64
72
98
167
143
207
189
217

65
66
90
33
82

56

98
109
130

98

6,10*

8,55

5,21

10,14

5,67

6,91

6,10

9,11

30,4

30,8

53,4

19,7

76,3

97,7

72,7

28,4

d Homologia com a taxonomia Mus musculus.#NUmero identificador atribuido ao “spot” proteico. bCodigo identificador obtido no NCBI Genlnfo.?Valor obtido segundo Uniprot.
*pl referente ao peptideo em casos nos quais nao foi encontrado o pl do prepetidideo.



CONTROLE 7 N° de spots: 465

Figura 9: Comparacao do perfil proteico dos géis bidimensionais de referéncia
do grupo CT. Os “spots” numerados e circundados sdo os que apresentam
diferenga de expressao entre os grupos. ° spots somente visualizados nos géis
do grupo TR. * spots identificados por MALDI TOF-TOF.




Tabela 6: Dados das proteinas diferentemente expressas entre os grupos controle (CT) e tratado (TR) com 6leo de soja.

95

Match
ID Nome proteina (ID da CcT® TR? Alteragcao Valor Processo Fungao Localizaga
proteina) do de "p" Bioldgico® Molecular® o celular®
volume
do spot®
1 Miosina de cadeia leve-3 5,36+0,535 7,18+0,425 -1.33 0,037 Contracao Motora Complexo
(P09542) muscular da Miosina
cardiaca
Creatina kinase tipo M 1,331+0,099 1,950+0,223 -1.40 0,0442 Processo de Kinase Citoplasma
2 (P00564) biossintese Transferase
fosfocreatina
3 Tu translation elongation
factor, mitochondrial 0,083+0,004 0,136+0,016 -1.63 0,0185 Biossintese de Fator de Mitocondrial
(predicted), isoform proteinas alongamento
(P49411)
Contracao Complexo
4 Miosina de cadeia leve-3  0,119+0,012 0,386+0,074 -3,24 0,0040 muscular Motora da Miosina
(P09542) cardiaca
6 thioredoxin-dependent 0,070+0,010 0,118+0,015 +1,68 0,0087 Antioxidante Oxidoredutase Mitocondria
peroxide reductase Peroxidase
(Q9Z0Ve)
8 Creatina kinase tipo M 0,281+0,068 0,106+0,013 +2,65 0,0449 Biossintese de Kinase Citoplasma
(P00564) fosfocreatina Transferase
21 Preprohaptoglobin =¥ 0,0392+0,005 - - Fase aguda da Antioxidante
(P06866)" Imunidade
26 Vdac 1 protein, partial 0,18110,021 -* - - Apoptose/ Membrana
(Q922L0) transporte de Porina Celular
lons
31 Desmina (P48675) 0,501+0,089 -* - - Proteina Proteina Citoplasma
estrutural muscular




56

37

44

45

46

53

NADH desidrogenase
[ubiquinone] (Q91VD9)
long-chain-fatty-acid-
CoA ligase 1 (P18163)

glycogen phosphorylase,
muscle form (P09812)

chaperone activity of bc1
complex-like,
mitochondrial (Q5BJQO)
ES1 protein homolog,
mitochondrial precursor
(P56571)

0,080+0,018

0,039+0,006

0,044+0,011

0,129+0,047

0,240+0,039

Cadeia
respiratéria

Metabolismo de
lipideos

Metabolismo de
carboidrato
Metabolismo de
glicogénio
Biossintese da
ubiquinona

Atividade da
NADH

desidrogenase
(ubiquinona)
Aciltransferase

/
Transferase

Glicosiltransfer

ase/
Transferase

Chaperona/
Kinase

Membrana
mitocondrial
interna

Membrana
mitocondrial
interna
Reticulo
Sarcoplasm
atico

Mitocondria

Mitocondria

a Média * erro padrao da média do volume normalizado de cada “spot” nos géis obtidos. b Raz&o entre a média do volume normalizado dos “spots” com expresséo proteica aumentada pela média
do volume normalizado dos “spots” com expressao proteica reduzida. (+) indica upregulation, enquanto (-) indica down regulation dos “spots”do grupo controle em relagao ao tratado. ¢ Foram
utilizadas as anotagdes dos bancos de dados do Uniprot e PANTHER para a definicdo dos processos bioldgicos, das fungdes moleculares e das localizagdes celulares. d dados referentes ao
peptideo em casos nos quais nao foi encontrado os dados referentes ao prepropetidideo.*néo foi possivel, por limitagdo da técnica, a visualizagédo deste spot no gel.
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5 DISCUSSAO

Varios estudos tém demonstrado que o consumo de Oleos vegetais, ricos em
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), exerce efeitos benéficos a saude, por
acarretar: diminuicdo dos niveis de triglicerideos sanguineos (Phillipson et al.,
1985); reducao da agregacéo plaquetaria e prevengao na formagao de trombos
e de aterosclerose (Dyerberg et al., 1978), e também aumento da produgao de
prostaciclinas (Guivernau et al., 1994), que podem prevenir o desenvolvimento

de doencas cardiovasculares.

Baseados nestes estudos, e motivados pela busca de uma vida longa e
saudavel, o consumo de Oleos ricos em acidos graxos poliinsaturados pela
populacdo tem aumentado. A sociedade brasileira de cardiologia (SBC)
ressalta que, uma suplementagdo com 6mega-3 (~1 g/dia) € recomendada
para diminuir o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares em individuos
que apresentam baixo a moderado risco, e indica a suplementacéo de 2-4 g/dia
de dmega-3 para individuos com hipertrigliceridemia grave (indices maiores
que 500 mg/dL), com risco de pancreatite, refratarios a medidas n&o
farmacoldgicas e tratamento medicamentoso (SBC, 2013).

Embora a demonstragdo dos efeitos benéficos do consumo de acidos graxos
sobre o sistema cardiovascular tem sido comprovada fisiologicamente em nivel
macroscopico, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares e moleculares
responsaveis pelo efeito cardioprotetor dos acidos graxos insaturados. Numa
tentativa inicial de estudar os mecanismos moleculares envolvidos na protegao
oferecida pelos Oleos vegetais as doengas cardiovasculares, nés analisamos,
por eletroforese bidimensional (2DE) comparativa acoplada a espectrometria
de massas, o proteoma do VE de animais nao tratados e tratados com 0,1mL
de dleo de soja via IM por 15 dias. Como ja descrito na introdugéo, trabalhos
anteriores realizados pelo grupo de pesquisa de eletromecénica cardiaca e
reatividade vascular da UFES, liderado pelos pesquisadores Dr. Dalton Vassalo
e Dr lvanita Stefanon, tém demonstrado que o tratamento de ratos com 6leo
de soja acarreta uma melhoria da funcdo ventricular esquerda, tanto em ratos

saudaveis como em ratos infartados.
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Previamente a nossa analise protedmica, alguns parametros ponderais (PVE;
PVE/PC; PVD; PVD/PC; PPu; PPu/PC) e medidas hemodinédmicas (FC; PAS;
PAD; PSVE; PDfVE; dP/dt+; dP/dt-) foram avaliados nos animais em estudo.
Dentre os parametros ponderais avaliados, foi observado que o peso meédio do
ventriculo direito (PVD) dos animais do grupo tratado com 6leo de soja foi 15%
superior ao do grupo nao tratado. Este dado esta em desacordo com o
encontrado por Ribeiro Jr e colaboradores, que n&do observaram nenhuma
alteracdo nos parametros ponderais nos animais tratados com 6leo de soja
(Ribeiro et al., 2010).

Lisboa Jr. num estudo realizado n&o observou alteragdo quando comparou os
parametros ponderais de ratos infartados tratados e nao tratados com dleo de
soja (Lisbda, 2012). Considerando esta incoeréncia entre nossos dados e a
literatura, faz-se necessario a confirmacao da alteragao do PVD, o que poderia
ser feito por analise pato-histologica do ventriculo direito.

No que concerne as medidas pressoricas “in vivo” em nosso trabalho nao
foram observadas alteragbes nos parametros (PAS; PAD; PSVE; dP/dt+; dP/dt-
), resultado que corrobora com o encontrado por Ribeiro Jr. e colaboradores
(Ribeiro et al, 2010). Somente a PDfVE mostrou-se menor no grupo tratado
quando comparada ao grupo controle. Similar aos nossos dados, Lisbba Jr
observou que animais infartados tratados com 6leo de soja (via IM por 15 dias)
aprestavam um valor menor na PDfVE (Lisb6a, 2012).

O ventriculo esquerdo é responsavel pelo bombeamento de sangue através do
corpo pela artéria aorta, vaso de grosso calibre e elastico, que oferece maior
resisténcia ao fluxo de sangue que as artérias de calibre usual. Esta camara
deve, entdo, desenvolver maior forgca e suportar maiores pressées que o
ventriculo direito para bombear o sangue eficientemente através do corpo.
Entretanto, um aumento da frequéncia respiratoria e cardiaca pode causar
danos as paredes internas da cavidade ventricular esquerda pela exposicao
direta ao fluxo aumentado de sangue e ao aumento da pressdo sanguinea, 0s
quais podem acelerar os danos celulares, p. ex. hipertrofia, e substituicdo

tecidual (fibrose) enrijecendo o coragéo.
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Diversos estudos tém demonstrado um aumento da PDfVE em situacdes
fisiopatoldgicas, como no infarto agudo do miocardio (IAM) e na insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC). Pfeffer e colaboradores (1979), Saraiva e
colaboradores (2007) e Santos e colaboradores (2009) demonstraram que
incrementos na PDfVE estdo diretamente associados a variagdes na extensao
do infarto, sendo que o aumento na PDfVE €& bastante expressivo em infartos
extensos, 0 que causa um prejuizo no desempenho da maquinaria cardiaca.
Animais com um quadro de ICC também apresentam aumento significativo na
PDfVE, podendo chegar a 18mmHg (Stefanon et al, 2013). Assim, a
manutencgado da baixa presséo no interior da camara cardiaca pode proteger o
coragao dos danos ja citados. Podemos sugerir que os menores valores da
PDfVE encontrados nos ratos tratados com déleo de soja, no nosso estudo,
podem proteger o ventriculo esquerdo de possiveis danos.

Apos a confirmacdo da melhoria da funcédo ventricular esquerda dos animais
submetidos ao tratamento com d6leo de soja, o perfil proteico do VE destes
animais foi comparado por eletroforese bidimensional ao de animais que nao
receberam o tratamento. Para esta analise, foram obtidos oito géis do VE
(perfis proteicos) de quatro animais tratados e quatro ndo tratados. A analise da
imagem dos géis, pelo Image Master 2D Platinun v 7.05 (GE Healthcare Life
Sciences), revelou uma média de 401 spots para o grupo nao tratado; e 367
spots para o grupo tratado. O coeficiente de correlacdo de 0,80-0,94

demonstrou alta reprodutibilidade entre os géis obtidos.

Quando as imagens obtidas dos géis foram analisados pela ferramenta
estatistica “analise de fatores” (figura 8), os vetores representativos das
replicatas biolégicas dos grupos encontravam-se proximos e dentro do mesmo
quadrante, enquanto o conjunto de vetores representativos dos géis de cada
grupo eram encontrados em quadrantes diferentes. Esta analise demonstra
que os proteomas dos grupos analisados (tratado e nado tratado) sao distintos,
e que o tratamento com Oleo de soja induz uma alteragédo significativa no
proteoma do VE, o que pode sugerir que o 6leo de soja induz alteragdées na

expressao de proteinas que acarretam melhoria na funcéo cardiovascular.
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As diferengas encontradas no proteoma do VE estdo de acordo com dados da
literatura, que demonstram que acidos graxos insaturados s&o potentes
ativadores de receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARS).
Estes receptores controlam a expressdo de genes envolvidos no metabolismo
de glicose, lipidio, e adipogénese (Sirtori e Galli, 2002; Lomardo e Chicco,

2006), e consequentemente a expressao proteica.

Como ja descrito nos resultados, dentre os spots detectados na analise das
imagens dos geéis bidimensionais, 60 apresentaram intensidade diferenciada
entre 0s grupos experimentais (ndo tratado e tratado). Dentre estes spots
proteicos, 22 apresentavam maior intensidade e 38 menor intensidade no

grupo tratado, quando comparados aos spots do grupo controle.

Infelizmente, devido a problemas técnicos, somente 14 (23,3%) dos 60 spots
proteicos com diferenca de intensidade foram identificados com sucesso por
espectrometria de massas (MS e MS/MS). As proteinas identificadas foram
categorizadas como: (i) proteinas de contragdo muscular cardiaca: cadeia leve-
3 (MCL-3); creatina quinase do tipo M (CKMM); (ii) do metabolismo energético:
NADH desidrogenase, fosforilase do glicogénio, acil-CoA sintetase de acidos
graxos de cadeia longa; (iii) estruturais: desmina.; (iv) de estresse: chaperona
bc1, tioredoxina, preprohaptoglobina; (v) proteina de membrana: vdac 1; (vi) de

biossintese proteica: fator de elongamento Tu.

As 14 proteinas identificadas consistiam do produto de 12 genes. O produto de
dois genes foi identificado em dois spot: 0 da miosina de cadeia leve-3 e o da
creatina quinase. A diversidade de produtos génicos oriundos de um unico
gene pode ser devida principalmente aos splicing alternativos dos transcritos,
as modificagdes co- e pods-traducionais das proteinas, e também migracéo
diferenciada de cadeias e/ou subunidades proteicas.

Dentre as proteinas envolvidas na contragdo muscular, os dois spots
identificados como MCL-3 apresentaram maior intensidade nos géis do VE dos

animais tratados, o que pode sugerir aumento de sua expressao nestes
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animais. A miosina € uma das principais proteinas envolvidas na contracao
muscular, processo resultante de sua interagdo com a actina. As quais estao
arranjadas em forma de filamentos que sofrem intera¢des transientes ciclicas,
deslizando uns sobre os outros, produzindo contragcdo muscular. A miosina é
constituida por duas cadeias pesadas (220 kDa), a extremidade carboxi-
terminal destas cadeias apresentam um formato alongado, enquanto a regiao
amino-terminal se apresenta como um dominio globular. A cada uma das
regides globulares estdo associadas duas cadeias leves (20 kDa). As cadeias
leves da miosina sdo componentes essenciais na geragdo da forgca contratil
juntamente com a actina, e alteragdes, como aumento/diminui¢do da expressao
destas proteinas tém sido postuladas por afetar a contratilidade miocardica
(Seguchi et al., 2007; Morano et al., 1998).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a diminuigdo na expressao da miosina
esta associada a disfungdo contratil encontrada na cardiomiopatia dilatada
(Corbett et al., 1998), e a insuficiéncia cardiaca (Van der Velden et al., 2003).
Em estudo de White e colaboradores, alteragdes no grau de fosforilagdo desta
proteina foram ainda associadas a lesdo de isquemia/reperfusao (White et al,
2005 ). O aumento da expressédo da miosina também foi observado no VE de
ratas treinadas por corrida por Diffee (2004), o que esta de acordo com o
aumento da intensidade "over express&o" da miosina de cadeia leve (= 20 kDa)
encontrada no nosso estudo. Podemos sugerir que o aumento da expresséo da
MCL-3 encontrada no grupo de animais tratado com O6leo de soja pode
contribuir para a maior forga de contragdo, o que culmina na melhora da fungao

ventricular esquerda observada nestes animais.

Outra alteracdo de "expressao proteica" encontrada neste trabalho, que
podemos associar com a melhora na fungao ventricular esquerda dos ratos
tratados com o6leo de soja, € a diminuigdo na intensidade de "expressao" da

desmina.

A desmina € uma proteina de filamento intermediario, de massa molecular de
aproximadamente 54 kDa, e constituida por trés grandes dominios: uma haste

conservada em alfa-hélice; uma cabega globular variavel ndo em alfa-hélice; e
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uma cauda carboxi-terminal. A alfa-hélice é constituida por 308 residuos de
aminoacidos, e esta conectada a cabeca, formada por 84 aminoacidos. Esta
parte é importante na montagem do filamento e nas interagbes entre os
dimeros. O dominio cauda é responsavel pela integragdo dos filamentos e da
prépria proteina, as demais proteinas e organelas.

Esta proteina possui como fungdes: a ligacdo do aparelho contratii com as
mitocdndrias, nucleo e sitios de ligagdo célula-célula (por exemplo,
desmossomas); a transmissao de informagdes para regulacédo do metabolismo
celular energético e da contragc&o; além de apresentar um papel essencial na
manutencgao da arquitetura do musculo por formar um arcabougo ao redor do
disco Z; e por conectar o aparato contratii sarcomérico ao citoesqueleto
sarcolemal, ao nucleo e a mitocéndria (Pawlak et al., 2009). Juntamente com a
tubulina e a actina, a desmina pertence ao grupo de proteinas citoesqueléticas

e € a principal proteina musculo-especifica do filamento intermediario tipo IIl.

A diferenca de intensidade da desmina entre nossos grupos experimentais,
diminuicdo no grupo tratado, esta de acordo com os dados da literatura.
Inameros estudos tém demonstrado que na hipertrofia e na insuficiéncia
cardiaca ha acumulo de microtubulos, o que impede o movimento do
sarcomero e contribui para a reducdo da complacéncia ventricular. Faber e
colaboradores, ao realizarem uma analise protebmica do VD de ratos com
hipertrofia patolégica, observaram o aumento da expressdo da desmina neste
quadro (Faber, et al., 2005). Um outro estudo com coragdes de humanos
portadores de insuficiéncia cardiaca congestiva, identificou, por western blott, o

aumento da expressao de desmina (Heling, et al., 2000).

Corroborando com estes achados, Pawlak e colaboradores (2009) relataram
que um acumulo anormal de desmina pode perturbar a fungdo das miofibrilas,
levando a tensdo incomum do sarcolema, como descrito acima e a uma
distribuicdo atipica das organelas celulares. Considerando as informagdes
descritas acima, podemos sugerir que, tanto o aumento na intensidade da
miosina de cadeia leve-3, quanto a diminuicdo da desmina no grupo tratado,
podem ser associados com a melhora da funcéo cardiaca.
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Como ja descrito, a creatina quinase tipo M (CK-M) foi identificada em dois
spots proteicos, com migracdo distinta na primeira dimens&o e similar na
segunda. A creatina quinase (CK) compreende uma familia de isoenzimas de =
43 kDa de massa molecular, e tem papel central na transdug&o de energia em
tecidos com demandas energéticas elevadas, como musculo esquelético,
cérebro e coracdo. A maior parte da creatina quinase se encontra na forma
dimérica, composta por duas subunidades, M (musculo), B (cérebro),
resultando em 3 isoenzimas. A creatina quinase citosélica existe sob a forma
homodimérica (CKMM; CKBB)/heterodimérica (CKMB). Trés formas
citoplasmaticas (CKMM; CKBB e CKMB) e uma isoforma mitocondrial (CKmi)
sdo encontradas nas células cardiacas, entretanto a forma predominante no
miocardio € o heterodimero (CKMB) (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000; Lopes et
al., 2005). Parte da CKMM citosdlica esta associada estruturalmente com as
miofibrilas, com o reticulo sarcoplasmatico, e com membranas sarcolemais

(locais de acoplamento excitagdo-contracao) (Wyss et al., 1992).

A CK-M é uma transferase responsavel por catalisar a transferéncia reversivel
de uma unidade de fosforila entre a creatina e o ATP, da mitocéndria para as
miofibrilas. Spindler e colaboradores (2004) demonstram que, animais
deficientes na producdo de creatina quinase tipo M e mitocondrial apresentam
maior susceptibilidade a sofrer danos cardiacos e disturbios na homeostase de
calcio, apos isquemia e reperfusao (Spindler et al., 2004).

O spot mais basico apresentava-se mais intenso no grupo tratado (1,4 vezes),
enquanto o mais acido apresentava-se menos intenso. Pode-se sugerir que a
forma mais acida encontra-se fosforilada, sendo portanto uma modificacdo pés
traducional da forma basica (PTM). Em estudo recente, foi identificado, por
espectrometria de massas, que uma modificagado pos traducional (fosforilagao)
da creatina quinase no residuo de Ser6 ndo afeta a atividade desta enzima,
mas leva ao aparecimento da enzima fosforilada no reticulo endoplasmatico,
junto a bomba de calcio, local no qual a creatina quinase muscular citosdlica é

conhecida por bombear o Ca** (Rios et al, 2014).
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Considerando que esta proteina desempenha um papel central no
fornecimento de energia para varios tecidos, tais como o musculo esquelético e
cardiaco, e que a energia € crucial para manter o desenvolvimento e regulagéo
da fungdo cardiaca, o aumento na intensidade de expressdo da creatina
quinase tipo M demonstrada neste trabalho nos animais tratados com 6leo,
pode também ser associada com o beneficio do consumo de 6leo vegetal para

a funcéo cardiaca.

Varios estudos tém relatado efeitos benéficos dos agentes antioxidantes,
particularmente no que diz respeito a protegdo cardiovascular (Coppey, et al.,
2001; Thirunavukkarasu, et al., 2007). Os organismos apresentam sistemas
naturais de defesa contra a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
que, além de defender o organismo em situagdes patoldgicas, mantém suas
concentragdes em niveis compativeis com a atividade fisiologica. A produgéo
excessiva de EROs pode levar a estresse oxidativo, perda de fungao celular, e,
em casos mais graves, a apoptose ou necrose. Um equilibrio entre oxidantes
(EROs) e sistemas antioxidantes intracelulares €, portanto, vital para a fungéo,

regulagao e adaptagao celular a diversas condigoes.

Neste trabalho identificamos um aumento significativo (68,5%) na intensidade
da thioredoxina (Trx) no grupo tratado, o que pode ser associado a protegéo
cardiaca oferecida pelos oleos vegetais. A Trx € uma enzima antioxidante que
oferece protegcdo contra EROs. Considerando que doengas cardiovasculares
podem causar desordens e aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), o aumento na intensidade da Trx no VE do grupo tratado pode
contribuir para a protecéo cardiaca oferecida pelo 6leo de soja.

Nossos dados estdo de acordo com Tuncay e colaboradores (2007), que
demonstraram que os niveis da Trx redutase e outras enzimas antioxidantes
que se apresentam diminuidas no coragao diabético, foram normalizadas apos

tratamento com émega-3.

Também observamos maior intensidade (1,63 vezes) do fator de elongamento
Tu no grupo tratado com oleo de soja. Fatores de alongamento consistem de
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um conjunto de proteinas que estdo envolvidos com a sintese proteica,
promovem o alongamento do polipeptideo nascente (referencia). Este fator
promove a ligacdo do aminoacil-tRNA aos ribossomas durante a sintese de
proteinas em células eucarioticas, reagao facilitada pela hidrolise do GTP. Esta
alteracao provavelmente pode indicar que animais suplementados com oleo de

soja (acidos graxos poliinsaturados), apresentam aumento na sintese proteica.

Devido a falta de resolugé&o de algumas regides dos géis do grupo tratado, n&o
conseguimos quantificar a intensidade de alguns dos spots proteicos com
diferencas de intensidade (proteinas do metabolismo energético; chaperona
bc1; e Vdac). Devido a isto optamos por ndo discutir o envolvimento destas
proteinas no presente trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o conhecimento de
alteracdes proteicas no VE induzidas pelo 6leo de soja. O proteoma diferencial
deste tecido possibilitou identificar diferencas de expressao proteicas, que
podem estar associadas com os efeitos benéficos deste dleo. A identificacao
das proteinas diferentemente expressas entre os grupos pode estar associadas
com a reducgédo da PDfVE encontradas nos animais tratados, e que o aumento
na intensidade da Trx podem conferir maior prote¢cao contra agentes oxidantes

nestes animais.

Nossa analise protedbmica diferencial do ventriculo esquerdo de animais nao
tratados e tratados com Oleo de soja, apesar de inicial e descritiva, gerou
alguns dados relevantes sobre este tratamento, que excedem investigagoes
prévias que utilizaram técnicas bioquimicas tradicionais para a analise de
proteinas. Entretanto nosso estudo protebmico apresentou varias limitagdes,
podemos citar: (i) baixa resolugcdo das proteinas na regido basica do gel, (ii)
processo utilizado para extragcdo proteica nao foi efetivo para proteinas de
membranas; (iii) identificacdo de somente 23,3% das proteinas dos spots com
diferengas de intensidade.

Nossos resultados abrem perspectivas para futuras investigagbes na area das
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doencas cardiovasculares versus 6leos vegetais. Temos como metas futuras:
(i) validacdo das proteinas identificadas, utilizando a técnica de Western blot,
(i) aperfeicoamento da técnica, com a utilizagdo de método de maior
sensibilidade para detecgéo proteica; (iii) analise proteébmica e fosfoprotedmica
de organelas celulares; (iv) avaliar o efeito de varios acidos graxos
poliinsaturados puros por via oral e/ou intramuscular. A complementacdo de
nosso trabalho com informagcdes adicionais pode aumentar nosso

conhecimento sobre este tema.
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1. Animais tratados com o6leo de soja via IM apresentam:
v" Menor valor de PDfVE,

v Alteragao significativa no proteoma do VE;

2. Foram identificados 60 spots proteicos com intensidades diferentes entre os

grupos controle e tratado com 6leo de soja por 2-DE.

3. Quatorze spots proteicos foram identificados por espectrometria de massas,
dos quais seis apresentavam maior intensidade e oito menor intensidade no

grupo tratado;

4. Quatro proteinas identificadas podem ser relacionadas com a melhoria da

fungdo cardiaca observada nos animais tratados com 6leo de soja, entre elas:

v' - Aumento da intensidade de proteinas envolvidas na contragcéo
muscular (MCL-3, CKM);

v' - Diminuicdo da intensidade da desmina, proteina musculo especifica do
filamento intermediario tipo lll;

v - Aumento da intensidade da enzima antioxidante tireodoxina.
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