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RESUMO

Estimulos atuantes durante periodos fetal e neonatal desencadeiam modificagfes fisiologicas e
metabOlicas permanentes no individuo, fenémeno bastante estudado em Nutricdo através de
manipulacdo nutricional. Para pesquisa de alteragbes biomoleculares, o soro sanguineo é fonte
potencial de biomarcadores protéicos. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
desnutricdo protéica neonatal sobre o perfil protedmico do soro sanguineo de ratos adultos. Foram
utilizados 8 ratos Wistar, machos, adultos, que foram divididos em 2 grupos, de acordo com a dieta
disponibilizada do 1° ao 21° dia de vida (periodo de lactacdo): grupo nutrido (GN), formado por
filhotes cujas mées receberam dieta com 17 % de caseina e grupo desnutrido (GD), no qual as maes
alimentaram-se de dieta com 8 % de caseina. No periodo de reposicdo nutricional, a partir do
desmame (22° dia), os filhotes passaram a receber dieta padrdo normoprotéica. Os animais foram
pesados diariamente durante aleitamento e, posteriormente, em dias alternados. Na idade adulta, a
partir do 90° dia de vida, os animais foram anestesiados e submetidos a puncéo cardiaca para coleta
de sangue (4mL). Apds coagulacdo, este foi centrifugado, a camada de soro coletada e
acondicionada a -20°C. Aliquotas foram inicialmente diluidas (1:10) para analise eletroforética
monodimensional pela tecnologia lab-on-a-chip, utilizando os kits Agilent Protein 80 e 230. Para
analise bidimensional, proteinas presentes em 50 pL de soro foram precipitadas em acetona,
ressolubilizadas em solugdo (200 uL) contendo uréia (7 M), tiouréia (2 M) e CHAPS (2 %), sendo
100 pL da solucdo de proteinas reservados para 1% dimensdo (fitas de 13 cm, pH 3-10). A 28
dimensdo foi realizada em geis de poliacrilamida (10 %) que foram corados com Azul de
Coomassie. Os spots detectados foram analisados em software especifico. Para analise dos dados,
utilizaram-se os testes t-Student e Mann-Whitney, considerando-se p<0,05. Animais GD
apresentaram valores de peso corporal menores do que GN a partir do 5° dia de vida (GN:
12,55+3,35g e GD: 10,41+2,03g, p=0,0262), condicdo que permaneceu até o 90° dia (p<0,0007).
Além disso, na idade adulta, apresentaram menor quantidade de faixas de pesos moleculares
detectadas e aumento de concentracdo de proteinas de peso 32,92 a 32,34 kDa (GN: 6,3 ng/uL e
GD: 7,45 ng/uL, p=0,041) no perfil monodimensional. Na analise bidimensional, observaram-se
alteracdes aparentes nos tipos e intensidade de alguns spots. A desnutricdo protéica neonatal
ocasionou deficit permanente de peso corporal até 90° dia de vida e, no animal adulto, provocou
modificacdes nos perfis protedmicos das amostras de soro analisadas. Em decorréncia da
administracdo de uma dieta hipoprotéica durante periodo critico de desenvolvimento, modificacdes
no proteoma podem ser correlacionadas a alteracfes metabdlicas que, potencialmente, estejam
associadas ao desenvolvimento de patologias no individuo adulto.

Palavras-chaves: Desnutricdo neonatal; soro sanguineo; perfil protedmico; eletroforese
bidimensional; tecnologia lab-on-a-chip.



ABSTRACT

Stimuli acting during fetal and neonatal periods bring about physiologic and metabolic changes to
individuals, phenomenon widely studied in Nutrition by means of nutritional manipulations. For
researches on biomolecular changes, the serum is considered a potential source of biomarkers. This
study aimed to evaluate the effects of neonatal protein malnutrition on serum proteomic profile of
adult rats. A total of 8 adult, male, Wistar rats was used and they were divided into 2 groups
according to the diet received from the 1% to 2™ day of life (the lactation period): nourished (NG),
consisting of pups whose mothers were fed with 17 % casein-diet and malnourished (MG) in which
the mothers received a 8 % casein-diet. During nutritional replacement period, from the weaning
(22" day), pups were fed with a normoproteic diet. The animals were daily weighed during
lactation and, later, in alternate days. In the adult life, from the 90 day, they were anesthetized and
undergoing cardiac puncture for blood collection (4 mL). After clotting, the blood was centrifuged,
the serum layer collected and stored at -20 °C. Aliquots were initially diluted (1:10) for
monodimensional electrophoretic analysis through lab-on-a-chip technology using the Agilent
Protein 80 and 230 kits. For bidimensional analysis, proteins that were present in 50 pL of serum
were precipitated in acetone and solubilize in 200 pL of solution containing urea (7 M), thiourea (2
M), CHAPS (2 %). 100 pL of this protein solution were reserved for the 1% dimension (13 cm
strips, pH 3-10). The 2" dimension was performed on polyacrylamide gels (10 %) that were stained
with Coomassie Blue. The detected spots were analyzed using specific software. Student-t test and
Mann-Whitney test were used for data analysis (p< 0.05). MG animals showed body weight values
lower than the NG ones from the 5™ day of life (NG: 12.55 + 3.35 g and MG: 10.41 +2.03 g, p =
0.0262), condition that remained until day 90 (p <0.0007). Furthermore, in adulthood, MG animals
had lower amounts of detected molecular weight ranges and increased 32.92 to 32.34 kDa protein
concentration (NG: 6.3 ng/uL and MG: 7.45 ng/uL, p = 0.041) in monodimensional profile.

Apparent changes in the types and intensities of some spots were observed in bidimensional
analysis. Therefore, neonatal malnutrition caused permanent loss of body weights until the 90" day
of life, and in the adult animal, it caused changes in the proteomic profiles of the analyzed serum
samples. In consequence of low protein diet intake during this critical period of development,
changes in proteome may be correlated to metabolic changes potentially associated to the
emergence of pathologies in adulthood.

Keywords: Neonatal malnutrition; blood serum; proteomic profile; bidimensional electrophoresis;
lab-on-a-chip technology.
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Introducao



As formas de méa nutricdo, resultantes de deficit ou excesso de nutrientes essenciais e de alto
valor bioldgico, sdo consideradas um grave problema de salde publica mundial. A desnutricdo
caracteriza-se pela falta de elementos nutricionais na dieta como, por exemplo, proteinas,
carboidratos e micronutrientes. De acordo com a Organizacao das NacGes Unidas para Agricultura e
Alimentagcdo (FAO), 925 milhdes de pessoas no mundo foram acometidas pela desnutrigéo
energético-protéica em 2010, sendo 98 % residentes em paises de economia emergente (FAO,
2010).

Muitos estudos tém relacionado processos de desenvolvimento que ocorrem durante estagios
iniciais de vida com o estado de salde na vida adulta do individuo, desde a época de Hipdcrates,
passando por Forsdahl em 1977 e Barker et al. nos anos 80. Este Gltimo foi o primeiro pesquisador
a trabalhar o conceito de origens desenvolvimentistas da salde e da doenca, ao associar 0 baixo
peso ao nascer com a ocorréncia de doencas relacionadas a sindrome metab6lica no adulto como
hipertenséo e diabetes tipo Il. Dessa forma, a hipdtese de Barker foi formulada para indicar que a
acdo de fatores ambientais, as quais 0 organismo foi submetido durante periodo fetal e pos-natal -
0s estagios iniciais de vida -possivelmente pode programar efeitos tardios sobre diferentes funcdes
corporais.

Neste contexto, o termo “programacao metabolica” passou a ser bastante usado, nos ultimos
20 anos, para descrever o processo através do qual os fatores ambientais - tais como 0s nutricionais
- atuantes em periodos criticos de desenvolvimento, como suposto por Barker, podem desencadear
modificagdes permanentes na fisiologia e no metabolismo do organismo. A aplicacdo de
ferramentas “Oomicas” na area da Nutricdo tem permitido estudar as alteragdes biomoleculares que
ocorrem em resposta a fatores nutricionais. Dentre estas, a protedmica pode ser utilizada para
obtencdo do perfil de proteinas presentes numa amostra biolégica, possibilitando o entendimento do
estado fisioldgico do individuo em determinado momento.

Proteinas sdo consideradas moléculas biomarcadoras, que indicam alteracdes fisiologicas,
podendo indicar a progressao e a predisposi¢do do individuo a doengas. Diversas tecnologias tém
sido usadas para descoberta de novos biomarcadores protéicos presentes em fluidos bioldgicos. O
soro, por exemplo, é uma das fontes de biomarcadores mais estudadas, sendo constituido por
proteinas classicas (albumina, imunoglobulinas, proteinas de fase aguda) e ndo-classicas ou
transitorias (provenientes de lise celular ou secretadas), além de véarias pequenas moléculas como
sais, lipideos, aminoécidos e acucares. Em diversas situacGes, alteracGes na concentracdo dessas
proteinas podem refletir o estado fisiologico de tecidos e érgaos.

A eletroforese bidimensional (2-DE), embora tenha sido introduzida por Klose e O’ Farrel
em 1975, ainda é considerada a técnica mais utilizada para separacdo, uma vez que permite a

separagdo e a visualizacdo de diversas proteinas presentes numa amostra a0 mesmo tempo. A
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combinagdo da espectrometria de massas - por exemplo, Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization - Time-of-Flight (MALDI-TOF-MS) - com a eletroforese bidimensional vem
sendo rotineiramente empregada para analise de misturas complexas, proporcionando descoberta de
novas proteinas ou a identificacdo das ja conhecidas.

Recentemente, um sistema de eletroforese baseada em chip foi desenvolvido para analise de
proteinas, RNA e DNA. Esta tecnologia, denominada lab-on-a-chip, possui muitas vantagens em
relacdo aos métodos tradicionalmente utilizados para analise de biomoléculas, integrando as etapas
de preparacdo, separacdo, deteccdo e analise das amostras em apenas um microchip (Agilent
Technologies). Para analise de proteinas, as vantagens de sua utilizacdo sdo: ampla faixa de
deteccdo de peso molecular (5 a 250 kDa), detec¢do de até quatro ordens de magnitude, minino
consumo de amostra — concentracdo de proteinas de pg/pL a pg/pL — e resultados gerados
eletronicamente, sob a forma de gel e de eletroferograma.

Tendo em vista a importancia social e econdmica do tema, este estudo objetivou avaliar 0s
efeitos de um modelo de desnutricdo protéica neonatal sobre o perfil de proteinas do soro sanguineo
de ratos adultos, através da aplicacdo de tecnologias de separacéo eletroforética, como lab-on-a-
chip e eletroforese bidimensional, e de espectrometria de massas por MALDI-TOF.
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1 Desnutrigao

Desnutricdo é um termo geral que indica a falta de alguns ou todos o0s elementos nutricionais
necessarios a saude humana. De acordo com dados recentes da Organizacdo das Nac¢Ges Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAO), o nimero de pessoas desnutridas no mundo foi de 925
milhdes em 2010, maior do que o registrado antes da recente crise econdmica de 2008-2009 (Figura
1). Em paises de economia emergente, as formas de ma nutricdo constituem um problema grave de
salde publica, reunindo 98 % de pessoas desnutridas no mundo (FAO, 2010; MEDLINE PLUS,
2011).
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Figura 1: Numero de pessoas desnutridas no mundo 1969 a 2010. Fonte: FAO, 2010.

Entre os principais fatores responsaveis pela desnutricdo em paises emergentes, destacam-se
a pobreza, instabilidade politica e socioeconémica, condi¢Ges sanitarias precarias, costumes
alimentares e religiosos, habitos de amamentacao e eficacia dos programas voltados para nutrigéo.
Apesar dos indices decrescentes, a desnutricdo ndo se encontra erradicada na sociedade brasileira e
ainda é considerada resultante de processos sociais de exploracdo, no qual o individuo submete-se a
uma pauta dietética de baixo valor biolégico (SCHAIBLE; KAUFMANN, 2007).

Existem dois tipos basicos de desnutricdo. A primeira e mais importante é a desnutricdo
energético-protéica que se caracteriza pela baixa ingestdo de alimentos ricos em proteina e energia.
E o tipo mais letal de desnutricdo, sendo referida quando o problema da fome mundial é discutido.
O segundo tipo refere-se a deficiéncia de micronutrientes, como vitaminas e minerais (WORLD
HUNGER, 2010).



1.1 Dieta utilizada no presente estudo

Em pesquisas que visam entender a funcdo ou efeitos da presenga/auséncia de determinado
nutriente na dieta, é necessario o conhecimento exato da composicdo da dieta utilizada. No presente
estudo, que tem como objetivo avaliar efeitos da desnutricdo protéica durante periodo neonatal em
ratos foi utilizada a formulacdo da dieta desenvolvida pelo American Institute of Nutrition em 1993
(AIN-93), designada como substituta da dieta AIN-76 (REEVES et al., 1993a) (Tabela 1).

A dieta AIN-76 foi reformulada para a AIN-93 devido a problemas que foram descobertos
ao longo de anos através de pesquisas experimentais. A formulacdo da nova dieta obedeceu alguns
critérios como maior disponibilidade e menor custo dos ingredientes, composicao consistente e
reproduzivel e ampla possibilidade de aplicacdes. Além disso, essa nova dieta é comercializada em
duas versdes: AIN-93G utilizada para animais que estdo nas fases de crescimento e reproducéo e
AIN-93M para manutengédo do animal na vida adulta (REEVES, 1997).

Tabela 1: Formulacdo da dieta AIN-93G para crescimento rapido de
roedores quando a caseina é usada como fonte de proteina

Ingrediente AIN-93G
0/Kg de dieta

Amido 397,486
Caseina (>85 % de proteina) 200,00
Amido dextrinizado (90-94 % de tetrassacarideos) 132,00
Sacarose 100,00
Oleo de soja (sem aditivos) 70,00
Fibra 50,00
Mix mineral (AIN-93G-Mix) 35,00
Mix de vitaminas (AIN-93-VX) 10,00
L-Cistina 3,00
Bitartarato de colina 2,5
tert-Butilhidroguinona (TBHQ), mg 14,00

Fonte: Reeves, 1997 (modificado).



1.2 Programagcéo nutricional do desenvolvimento

O conceito de que a saude na idade adulta pode ser influenciada por processos de
desenvolvimento ocorridos em estagios iniciais de vida é conhecido desde a época de Hipdcrates.
Em 1977, Forsdahl descobriu uma correlagdo geogréfica entre taxas de mortalidade por doencas
cardiacas entre os anos 1964-1967 e taxas de mortalidade infantil registradas 70 anos antes. O autor
sugeriu que o crescimento da crianga em areas carentes causaria “danos permanentes” devido,
provavelmente, a déficits nutricionais que resultariam em “vulnerabilidade em longo prazo” para
um estilo de vida adulto de habitos alimentares afluentes (excesso de alimentos ricos em gorduras)
(HANSON; GLUCKMAN, 2007; FALL, 2009).

Nos anos 80, David J.P. Barker foi o primeiro pesquisador a trabalhar o conceito de origens
desenvolvimentistas da satde e da doenca, ao sugerir que a nutricdo deficiente em estagios iniciais
de vida aumenta a susceptibilidade aos efeitos de uma dieta afluente. Estes autores também
correlacionaram, posteriormente, a ocorréncia de acidentes cerebrovasculares na década de 1970 ao
aumento da mortalidade infantil nas seis décadas anteriores durante 1911 a 1914. Os trabalhos de
Barker e colaboradores, de maneira geral, associavam o0 baixo peso ao nascer com a ocorréncia de
doencas relacionadas a sindrome metabdlica no adulto (BARKER; OSMOND, 1986a; BARKER;
OSMOND, 1987; GHEORGHE et al., 2010; LIMA, 2011).

Estudos anteriores e muitos outros realizados até os dias atuais, baseados nos trabalhos de
Barker e colaboradores, tém indicado que o baixo peso ao nascer ndo é determinado por variacdes
genéticas, mas pelo ambiente prenatal. Além disso, 0 peso ao nascer e as taxas de crescimento nos
dois ou trés anos de vida sdo fortemente dependentes de influéncias ambientais e tém sido
associados a ocorréncia de hipertenséo e diabetes tipo 11 no individuo adulto (DOVER, 2009).

A hipdtese de Barker, portanto, evidencia que a acdo de fatores ambientais, as quais o
organismo foi submetido durante periodo fetal e pds-natal - os estagios iniciais de vida -, podem
programar efeitos tardios sobre diferentes funcdes corporais. Esta condicdo pode influenciar de
forma consideravel a suscetibilidade a doencas que acometem o individuo na vida adulta, como
diabetes tipo 1, depresséo, doencas cardiovasculares, osteoporose entre outras (KAJANTIE, 2008).

Nos ultimos 20 anos, o termo programacdo (em inglés, programming) tem sido usado para
descrever o processo através do qual a exposicdo a estimulos ambientais durante fases criticas do
desenvolvimento desencadeia modificacbes permanentes na fisiologia e no metabolismo do
organismo (LUCAS, 1991; LANGLEY-EVANS, 2009). HipOteses atuais tém proposto que

adaptacOes as condicGes maternas oferecidas ao filho influenciam a estrutura e funcdo de 6rgéos e



tecidos (SWANSON et al., 2009). Acredita-se que este processo é decorrente da plasticidade
presente em linhagens celulares durante os periodos criticos de desenvolvimento, que permitem a
programacdo de sinais intracelulares, interacfes entre células e vias metabolicas (DOVER, 2009;
LANGLEY-EVANS, 2009).

Um dos primeiros estudos que evidenciou este processo foi realizado por Arai e Gorski em
1968. Estes pesquisadores submeteram ratas, nos primeiros dias de vida, a tratamento com
testosterona e perceberam que a funcgdo reprodutiva delas permaneceu alterada durante toda a vida
adulta. Desta forma, perceberam que o contato com este horménio numa fase critica de
desenvolvimento provocou remodelamento de regibes do hipotdlamo que controlam o eixo
reprodutivo e a formagdo do arquétipo feminino, resultando em efeitos androgénicos permanentes
(ARAI; GORSKI, 1968).

Em humanos, um exemplo interessante ocorrido na época da Segunda Guerra Mundial
demonstrou que a interacdo com o ambiente durante periodo pés-natal pode causar mudancas
fisiologicas permanentes. Militares japoneses observaram que individuos nascidos em lugares de
temperaturas mais elevadas eram mais bem adaptados a viver nestas regifes, do que aqueles
nascidos em climas frios que apresentaram mais dificuldades para lidar com o calor. Esta
observacdo levou a descoberta de que, logo nos primeiros dias de vida, a temperatura do ambiente
determina o numero de glandulas sudoriparas do individuo, o qual ndo pode ser alterado ao longo
da vida (LANGLEY-EVANS, 2009).

A hipotese da programacéo é apoiada por varios estudos sobre programacéo nutricional em
animais experimentais. Em ratos, a desnutricdo protéica materna durante periodo de gestacao
provoca hipertensédo arterial, resisténcia a insulina, arquitetura e funcédo hepatica alteradas no animal
adulto. Durante lactacdo, a restricdo de proteina na dieta pode programar o individuo para o
sobrepeso. Em ratas lactantes, a desnutricdo esta associada a deficiéncia na producdo de leite
causada por hipoprolactinemia (FALL, 2009; LIMA et al., 2011).

Em relacdo a suscetibilidade a doencas na vida adulta do individuo, esta pode ser decorrente
da atuacdo de diversos fatores. Dentre estes, 0s mais estudados atualmente, causadores de mudancas
fisiologicas, sdo toxinas (tabagismo), medicamentos (antidepressivos) e deficiéncias nutricionais
(&cido folico, proteinas entre outros) (SWANSON et al., 2009). A Figura 2 esquematiza como
estimulos ambientais adversos provenientes da mée sdo sinalizados para o feto e/ou para o infante.
(LANGLEY-EVANS, 2009).
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Figura 2: Origem fetal/neonatal de doencas que acometem o individuo adulto e respostas adaptativas para assegurar a
sobrevivéncia imediata. Fonte: Langley-Evans, 2009 (modificada).

A figura também destaca o papel central desempenhado pelo estado nutricional materno
como um determinante do processo de programacdo. As condi¢cdes prevalentes durante
desenvolvimento fetal podem ser suficientemente severas provocando a morte do feto.
Alternativamente, podem permitir que o feto lance méo de respostas adaptativas para assegurar sua
sobrevivéncia imediata. Uma destas respostas pode ser um atraso no crescimento ou respostas
especificas em 6rgdos e tecidos que modificardo a fisiologia, 0 metabolismo e a funcdo dos mesmos
(LANGLEY-EVANS, 2009).

Quando ocorrida nos primeiros anos de vida, a desnutricdo pode gerar conseqiiéncias
severas para 0 organismo (BROWN; POLLITT, 1996), mas a intensidade dos efeitos depende do
estagio de vida em que foi aplicada (WIDDOWSON; McCANCE, 1963 apud Alippi et al., 2002).
A subnutricdo durante periodo fetal ou neonatal determina se o crescimento do individuo ocorrera
apenas parcialmente ou ndo (CHOW,; LEE, 1964; McCANCE; WIDDOWSON, 1962; WINICK et
al., 1968; SASAKI et al., 1982 apud ALIPPI et al., 2002). De forma geral, os efeitos da desnutri¢do
sd0 mais intensos e permanentes quanto mais precocemente ocorrer a agressao e mais tarde for
iniciada a reabilitacdo nutricional (GURMINI et al., 2005).

Em seres humanos, o periodo critico de desenvolvimento tem inicio no Gltimo trimestre de
gestacdo e dura até os primeiros trés ou quatro anos de vida pds-natal (DOBBING, 1968). Em ratos,
0 periodo de lactacdo ou aleitamento, que constitui as primeiras trés semanas de vida pds-natal, é
uma fase em que os sistemas organicos do animal encontram-se altamente vulneraveis a estimulos
hostis (DOBBING; SANDS, 1971; MORGANE et al., 1978; ROCHA-DE-MELO et al., 2006) e
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muitos eventos relacionados ao periodo critico de desenvolvimento podem ocorrer (BARROS et al.,
2006).

Pesquisas recentes tém focado no estudo de como fatores atuantes em estagios iniciais de
vida desempenham efeitos no individuo mesmo na auséncia de sinais e sintomas evidentes para
determinada doencas. Neste contexto, acredita-se que o desenvolvimento de doenca no adulto é
resultante de um longo periodo de processos patoldgicos precedentes (CAGAMPANG; POORE;
HANSON, 2011).

1.3 Interagéo gene-nutriente e desenvolvimento da Nutrigendmica

Com o término do sequenciamento do genoma humano, iniciaram-se novos estudos que se
voltaram a elucidacdo das funcdes dos genes, bem como a caracterizagdo de suas interagdes com
fatores ambientais. Foi neste contexto que surgiu um novo conceito em nutricdo, a nutrigenémica.
Os estudos de nutrigendmica baseiam-se nas interacfes gene-nutriente, as quais podem ocorrer de
duas formas distintas: 1%) refere-se aos nutrientes e compostos dos alimentos que exercem
influéncia sobre o funcionamento do genoma; 2%) correspondem as variagcbes no genoma que
determinam a maneira pela qual o individuo responde a dieta (FIALHO; MORENO; ONG, 2008).

Nutrientes podem desempenhar efeitos moleculares que, dependendo de quais genes sejam
afetados, serdo benéficos ou ndo ao organismo. Nesse sentido, bastante interesse tem sido
depositado na capacidade que os nutrientes tém de alterar a expressdo, uma vez que podem atuar em
diferentes alvos moleculares e modificar todas as etapas da expressao génica (FIALHO; MORENO;
ONG, 2008; KUSSMANN; RAYMOND; AFFOLTER, 2006). E sabido que processos epigenéticos
—e.g., metilacdo de DNA e acetilacdo de histonas - estdo envolvidos na diferenciacdo celular e que
0s epigenomas sdo estabelecidos em estagios iniciais do desenvolvimento, determinando a
formacdo de tecidos e orgaos (SWANSON et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3: Visdo geral dos mecanismos epigenéticos de regulacdo génica e seus efeitos sobre fenémenos bioldgicos.
Fonte: Nakao, 2001 (modificada).

Durante periodos embrionario, fetal e pds-natal, a desnutricdo pode modificar
irreversivelmente a metilacdo do DNA. Desta forma, mesmo um breve periodo de nutricdo
deficiente pode alterar a expressdo génica por um longo periodo, podendo comprometer a fisiologia
normal e o metabolismo (LANGLEY-EVANS, 2009). Em um dos primeiros estudos acerca do
tema, Waterland e Jirtle (2003) demonstraram que fatores nutricionais atuantes durante periodo
fetal sdo capazes de alterar a expressdao de genes. A pesquisa, utilizando camundongos, estudou o
locus Avy cuja super-expressdo determina a cor amarelada da pelagem.

Os autores observaram que a super-expressao deste gene é devida a hipometilacdo de ilhas
CpG, porém quando foram alimentados com &cido félico, vitamina B12 e outros nutrientes, a taxa
de metilacdo aumentou na ninhada. Este acontecimento resultou em maior quantidade de
camundongos com pelagem de cor intermediaria nascidos de maes que se alimentaram dos
respectivos nutrientes (WATERLAND; JIRTLE, 2003).

Atualmente, diversas pesquisas tém relatado mudancas na expressdo génica devido a
agressdes nutricionais ocorridas nos periodos prenatal e pds-natal. Por exemplo, é sabido que a
expressao génica do receptor AT2 da angiotensina 2 € modificada em consequéncia da alimentacéo
do feto com dieta hipoprotéica (McMULLEN; GARDNER; LANGLEY-EVANS, 2004). Estudos
de microarray tém mostrado alteracdes na expressdo de 102 genes hipotalamicos e 36 renais devido
a restricdo protéica na dieta ofertada durante periodos criticos de desenvolvimento (LANGLEY-
EVANS et al. 2005).

O surgimento da nutrigendmica, portanto, foi favorecido pelo desenvolvimento e aplicacdo
de ferramentas de gendmica funcional na area da nutricdo, destacando-se a transcritdmica, a

protedmica e a metaboldmica (Figura 4). Estas ferramentas estudam, respectivamente, o conjunto
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de transcritos, proteinas e metabolitos que sofrem alteracBes constantes, em resposta a diferentes
fatores ambientais, incluindo a alimentacdo. Uma maneira de se observar mudancas na expresséo
génica é através da obtencdo do perfil protebmico, ou seja, do proteoma, de uma amostra biolégica
especifica (FIALHO; MORENO; ONG, 2008).

Genémica Transcriptdmica Protedmica Metaboldmica
3 — =
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- i st )
P b B [ {
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Figura 4: Ferramentas dmicas na nutricdo e salide. Gendmica, protedmica e metabol6mica integradas na Ciéncia da

Nutricdo e na promocéo de satde. Fonte: Fialho; Moreno; Ong, 2008.

2 Aplicacéo de técnicas protedmicas para analise de biomarcadores

A analise protedmica - identificacdo do conteudo completo de proteinas de um tecido ou de
uma preparacdo celular em determinado momento fisioldgico - requer métodos confiaveis para a
identificacdo de proteinas e de suas modificacdes. Desta forma, tem se tornado uma ferramenta
indispensavel para a realizacdo de pesquisas biomédicas. Devido a sua alta sensibilidade e
especificidade, constitui 0 método mais escolhido para identificacdo de proteinas e peptideos

presentes em amostras biologicas de diversas origens (MELEADY et al., 2008).
2.1 Biomarcadores e 0 soro sanguineo

Um biomarcador pode ser definido como uma molécula que indica uma alteracéo
fisiologica, podendo fornecer evidéncias sobre susceptibilidade genética, progressdo e
predisposicdo a doencas, assim como resposta a medicamentos. Dessa forma, podem fornecer
informacGes valiosas sobre diagndstico e prognostico de doengas, o que pode facilitar a medicina
personalizada (ARDEKANI et al., 2002; CARTER et al., 2002; BISCHOFF et al., 2004).

Nos ultimos anos, muitas tecnologias tém sido usadas para descoberta de genes e proteinas
que funcionem como novos biomarcadores (KOHNA et al., 2007). Atualmente, bastante atencédo
tem sido destinada aos fluidos bioldgicos como novas fontes de biomarcadores. Os mais

comumente usados sdo os fluidos cérebro-espinhal, a urina e o sangue (soro e plasma) (GOOD et
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al., 2007). Além da facilidade de obtencdo e utilizacdo de amostras provenientes do sangue em
analises bioquimicas, variacbes protéicas no soro tém sido associadas a diferentes condigdes
fisioldgicas e patoldgicas (HAYNES et al., 1998; ZHONG; TAYLOR; WHITTINGTON, 2010).

Alteraces na concentracdo de proteinas séricas podem refletir o estado fisioldégico de
tecidos em diversas situacdes, como doencas, infec¢bes, desnutrigdo, entre outras (BURTIS;
ASHWOOD; BRUNS, 2008). A correlacdo destas mudancas com o que estd ocorrendo nas células
e tecidos poderia indicar alvos protéicos Uteis para o diagnostico de doencas e monitoramento de
seu tratamento (JACOBS et al., 2005).

O soro é derivado do plasma e ndo contém fatores de coagulacdo. Possui cerca de 60-80 mg
de proteinas/mL, incluindo combinagfes residuais e potencialmente detectaveis de todos os sub-
proteomas do corpo, além de véarias pequenas moléculas como sais, lipideos, aminoécidos e
acucares (ADKINS et al., 2002; JACOBS et al., 2005). Os principais constituintes protéicos
incluem albumina, imunoglobulinas, transferrina, haptoglobina e lipoproteinas. Cerca de 10.000
proteinas estdo comumente presentes no soro, porém a maioria delas encontra-se em concentracoes
relativamente baixas (ADKINS et al., 2002).

O proteoma do plasma/soro pode ser dividido em duas principais categorias: 1) inclui as
proteinas consideradas ‘“classicas” cuja fungdo depende de sua presenca no plasma e 2) proteinas
transtorias, provenientes de lise de células ou secretadas cuja funcdo ndo esta diretamente atrelada a
sua presenca no plasma, o qual é utilizado como uma via de circulacao/transporte (JACOBS et al.,

2005). A Figura 5 mostra o perfil global de constituicdo protéica do plasma/soro.
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Figura 5: Constituicdo protéica global do plasma/soro de humanos. Fonte: Jacobs et al., 2005 (modificada).

Proteinas de alta abundancia — dentre as quais encontram-se as proteinas de fase aguda
(GRUYS et al., 2005) - estdo classificadas na categoria “classica”. Estas proteinas sdo muito bem
caracterizadas e muitas tém sido utilizadas como indicadoras de diagnostico de varias condicfes
e/ou doencas, por exemplo: Apo B100 como marcador de niveis de LDL, ferritina e trasnferrina
como indicadores de deficiéncia de ferro e anemia e niveis elevados de mioglobina para diagnostico
de infarto do miocardio (RIDKER, 2000; JACOBS et al., 2005).

Proteinas de fase aguda sdo produzidas pelo figado em resposta a processos de inflamacéo.
De acordo com alteracGes em suas concentracOes, sdo classificadas como positivas — quando ha
aumento - e negativas — quando ha diminuicdo de concentracéo (Tabela 2). Dentre elas, a albumina
é a proteina de maior abundancia no soro de humanos. Desempenha a funcéo de transporte e se liga
a uma grande variedade de compostos incluindo horménios, lipoproteinas e aminoacidos (BURTIS;
ASHWOOD, 2001).
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Tabela 2: Proteinas séricas de fase aguda negativas e positivas encontradas em humanos.

PROTEINA MEIA-VIDA FUNCAO COMENTARIOS
Proteina Ligadora 12 horas Transporte de vitamina A Reduzida apds disfuncédo
de Retinol (PLR) hepatocelular; reduzida com dano
tecidual extenso
Pré-Albumina 48 horas Transporte de horménios da tiredide e Reduzida apds disfuncéo
vitamina A (complexada com a PLR) hepatocelular; reduzida com dano
tecidual extenso
Albumina 15-19 horas Manutencéo da pressao osmotica; Aumenta na desidratagdo. Diminui
transporte de hormonios, acidos graxos, na inflamac&o, doencas renais,
drogas, bilirrubina, ions metalicos, hepéticas, ma nutricdo e edemas.
fosfolipideos
al-Antitripsina 4 dias Inibidor de protease (especialmente Aumenta em casos de inflamacéo
elastase) aguda
al-Glicoproteina 5 dias Funcéo obscura; liga-se a drogas e Aumenta principalmente na
Acida hormdnios inflamac&o gastrointestinal.
Haptoglobina 2 dias Liga-se a hemoglobina para preservacao Diminui em caso de hemolise.
de ferro Aumenta com infeccdes,
gueimaduras.
02- 5 dias Inibidor de enzimas proteoliticas em Responde lentamente a inflamacao.
Macroglobulina geral
Ceruloplasmina 4-5 dias Oxidante-antioxidante, transporte de Aumenta na inflamac&o e necrose
cobre tecidual.
Transferrina 7 dias Transporte de ferro Aumenta quando as reservas de
ferro estdo reduzidas. Reduzidas
em condicOes de perda protéica e
inflamacéo.
Fator de 2 dias Fator do sistema de complemento (acéo Respondem tardiamente a
Complemento 3 inflamatdria, eliminagdo de antigenos) inflamacé&o.
(C3)
Fator de 2 dias Fator do sistema de complemento (acéo Respondem tardiamente a
Complemento 4 inflamatoria, eliminacdo de antigenos) inflamacéo.
(C4)
Proteina C Reativa 13-16 horas Defesa ndo-especifica de agentes Respondem rapidamente a
(PCR) infecciosos; remocao de restos celulares inflamacéo.

Fonte: Burtis; Ashwood; Bruns, 2008; Lazarim, 20009.

Imunoglobulinas também constituem proteinas abundantes no soro, possuem a funcéo

imunolodgica, reconhecendo antigenos no sangue e iniciando sua destruicdo pelo sistema de defesa.

Para reconhecer a enorme variedade de antigenos presentes no sangue, as imunoglobulinas contém

regibes variaveis que sdo fontes de sequéncias peptidicas randomizadas (ADKINS et al., 2002;
ANDERSON; ANDERSON, 2002). Existem 5 isoformas de imunoglobulinas denominadas A, D,

E, G e M com funcdo e concentracdes distintas, como mostrado no Tabela 3.

Tabela 3: Isoformas de imunoglobulinas.

Imunoglobulina Fungéo Concentragéo
(em relagéo ao total de imunoglobulinas)
A Neutraliza virus, enzimas e toxinas e ativa sistema 10-15%
de complemento

D Receptor de superficie para o antigeno 1%

E Ativa reacdo alérgica Tracos

G Principal anticorpo. Neutraliza virus, bactérias e 70-75%

fungos.
M Ativa o sistema de complemento e macréfagos 5-10%

Fonte: Burtis; Ashwood; Bruns, 2008; Lazarim, 20009.
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A segunda classe de proteinas é a maior e a partir da qual se originam as mais novas
identificacOes protedmicas. Estdo incluidos os hormonios, ligantes de receptores e citocinas que
utilizam o plasma para transporte, localizagédo e mediagdo de respostas celulares. Outras originam-
se da lise celular devido a danos ou injurias. Devido ao fluxo existente entre o fluido intersticial e 0
plasma circulante, também podem ser encontradas proteinas extracelulares, secretadas localmente e
de membrana. Proteinas celulares localizadas exclusivamente no tecido vascular e nos componentes
celulares circulantes do sangue - eritrocitos, linfécitos, mondcitos, plaquetas etc. - podem estar
presentes no soro (SCHWEITZER et al., 2002). Adkins et al., em 2002, identificou vérias destas

proteinas no soro de humanos (Tabela 4).

Tabela 4: Proteinas “ndo-classicas” presentes no soro de humanos.

Proteina antioxidante 1, arginosuccinase, hexoquinase 3, hidrolase de
folato 1, nicotinamida nucleotideo transidrogenase, fosfodiesterase
5A, fosfoglicerato quinase 1, triacilglicerol lipase, metilmalonil
coenzima A mutase, tioredoxina-perdxido dependente redutase

Fator natriurético atrial, horménio de crescimento humano,
interleucina 12a, interferon (proteina 27 a-induzivel), fator de
crescimento de fibroblasto-12, antigeno prostata-especifico, fator de
crescimento/diferenciacdo 5

Receptor de quimocina 1 (CX3C), receptor acoplado a proteina G 1,
Peptideos derivados de proteinas receptor do acido y-aminobutirico B, receptor de prostaglandina
canais e receptores (subtipo EP3), familia de carreadores de soluto 5, receptor do fator de
necrose tumoral, receptor para interleucina 2, integrina o (4, 8 ¢ E)
Queratina (1, 2 e 9), proteina associada a microtubo, sintaxina,
elastina, quinase 5 MAP/ERK, colagenos (IV e XI), receptor do fator
de crescimento de epiderme

Fonte: Adkins et al., 2002 (modificada).

Enzimas

Citocinas e hormoénios

Outras proteinas (estruturais,
nucleares, etc.)

Em estudo realizado com ratos, Gianazza e colaboradores (1998) encontraram 34 proteinas
homalogas as de humanos. Haynes et al. (1998) identificaram 56 spots principais correspondentes a
22 proteinas no padrdo de eletroforese bidimensional de ratos machos adultos. Os autores também
descreveram diferencas entre amostras de soro de ratos e humanos no que diz respeito a abundancia

relativa de proteinas individuais e a variacdo de parametros moleculares para proteinas homélogas.

2.2 Analise protedbmica

Uma das técnicas utilizadas em analises protebmicas € a eletroforese bidimensional (2-DE),
a qual permite separacdo e visualizacdo de diversas proteinas ao mesmo tempo (ROHNER;
STAAB; STOECKLI, 2005). Embora tenha sido introduzida por Klose ¢ O’ Farrel em 1975, a 2-
DE ainda € considerada a técnica mais utilizada para separacao de proteinas. Dessa forma, constitui
uma ferramenta poderosa para separacdo de proteinas provenientes de misturas complexas, como

células, tecidos e outras amostras bioldgicas. Tem sido um método critico para o desenvolvimento
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dos conhecimentos existentes atualmente sobre a complexidade e variedade de proteinas de células
e fluidos bioldgicos (ADKINS et al., 2002; KOSSOWSKA et al., 2009).

Esta técnica permite a separacdo de proteinas combinando-se duas técnicas diferentes que
constituem: 1) primeira dimensao ou focalizacdo isoelétrica e 2) segunda dimensdo ou eletroforese
em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). A focalizacdo isoelétrica é o método que separa
proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos (pl) — i.e., valor especifico de pH no qual a carga
liquida da proteina é igual a zero. Proteinas apresentam-se positivamente carregadas quando o pH
do meio é menor do que o pl e negativamente carregadas quando em pH acima dos valores de pl
(GE HEALTHCARE, 2004).

A segunda dimensdo consiste em um método eletroforético que separa polipeptideos de
acordo com o peso molecular (molecular weights, MW). O SDS (dodecil sulfato de so6dio) é um
detergente aniénico que se liga a proteina, formando um complexo negativamente carregado. Uma
vez as proteinas submetidas a acdo de um agente redutor (por exemplo, ditiotreitol - DTT),
previamente a formacdo do complexo, a separacdo no gel de poliacrilamida dependera largamente
do peso molecular do polipeptideo. Dessa forma, quanto maior o MW de uma proteina, menor sera
a distancia de migracéo no gel (GE HEALTHCARE, 2004).

Desde seu surgimento na década de 70, a técnica de 2-DE tem sofrido diversos avancos que
possibilitaram melhor resolucéo e reprodutibilidade dos géis (LIEBOLD; GRAACK; POHL, 2006).
Por exemplo, a utilizacdo de corantes fluorescentes neste tipo de método tem crescido bastante apds
0 desenvolvimento da tecnica de eletroforese bidimensional diferencial (Two-dimensional
differential gel electrophoresis — 2D DIGE). Esta aplicacdo inovadora da 2-DE permite o
processamento e comparacdo de trés amostras em um unico gel atraves da marcacdo das proteinas
com trés diferentes fluoroforos (Cy2, Cy3 e Cy5), aumentando a reprodutibilidade dos
experimentos (CHROMY et al., 2004; MARCUS et al., 2009).

A combinacdo da espectrometria de massas com outras metodologias de separac¢do, como
eletroforese 2-D ou cromatografia liquida, vem sendo utilizada rotineiramente para investigar
misturas complexas de proteinas apds sua extracdo (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001;
JAMESDANIEL; SALVI; COLING, 2009), proporcionando a identificacdo de proteinas ja
conhecidas ou a descoberta de novas biomoléculas. Por conta disso, esta combinacdo de técnicas
tem se tornado um padrdo para analise e identificacdo de proteinas de amostras de tecidos, de
cultura de células, entre outras (BONK; HUMENY, 2001), apesar de, inevitavelmente, as
informacGes sobre a localizacdo espacial destes componentes no tecido serem perdidas nesta
abordagem (MINERVA et al., 2008).

A Espectrometria de Massas por lonizacdo/Desorcdo por Laser Assistida por Matriz -

Tempo-de-V6o (em inglés MALDI-TOF-MS, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time-
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of-Flight Mass Spectrometry) vem sendo amplamente utilizada para o esclarecimento de questdes
bioquimicas e moleculares relacionadas a sistemas bioldgicos. A utilizacdo desta metodologia é
bastante ampla, abrangendo desde estudos gendémicos as analises quimicas e estruturais de proteinas
(BONK; HUMENY, 2001). Utilizando o tempo-de-v6o, polimeros com alto peso molecular (além
de 1 MDa) podem ser analisados (NIELEN, 1999; AUBRY et al., 2010).

Em um espectrometro de massas — aparelho utilizado para medir a massa de 4tomos e
moléculas — o analito percorre as trés divisGes béasicas do aparelho, sdo elas o ionizador, o
analisador e o detector. Na técnica de MALDI, por exemplo, o ionizador consiste em um feixe de
laser que vai transferir sua energia as moléculas embebidas em matriz de &cidos orgéanicos fracos,
transformando o complexo molécula+matriz em gés ionizado. A composicdo da matriz interfere na
ionizacdo do complexo, facilita a desor¢éo e previne a decomposicao dos analitos. Apos ionizacado e
desorcdo, as moléculas serdo analisadas pelo tempo de véo. Por terem adquirido carga poés-
ionizacdo, sdo aceleradas em um campo elétrico e ganham uma energia cinética especifica. As
moléculas ionizadas “voam” por um tubo analitico, podendo-se, dessa forma, determinar com
precisdo a massa da molécula através da relacdo entre o tamanho do tubo e o tempo necessario para
percorré-lo. Por Ultimo, o detector capta os dados analisados, transferindo-os para o programa
computacional do aparelho (Figura 6) (BONK; HUMENY, 2001; SOUZA, 2008).
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Figura 6: A) Principio de lonizagdo/Desorcéo por Laser Assistida por Matriz. B) Esquema de um espectrdmetro de
massas por MALDI-TOF. (Modificada de Bonk & Humeny, 2001).
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Entre as técnicas analiticas atuais utilizadas na caracterizacdo de polimeros sintéticos, a
espectrometria de massas € de importancia crescente (SMITH et al., 1997). Meétodos
tradicionalmente considerados ‘“classicos”, como a cromatografia e a espectrometria de massas
acoplada a eletroforese em gel de poliacrilamida, demonstram fortes restricdes que limitam sua
aplicacdo em analises bioquimicas modernas. Dentre essas restricdes, merecem destaque: a) alta
margem de erro que compromete a acuracia da técnica na determinacdo das massas; b) insuficiéncia
ou ineficiéncia na separacdo de moléculas com propriedades similares (por exemplo, as
isoenzimas); e c) trabalho exaustivo com alto consumo de tempo (BONK; HUMENY, 2001). Além
de ndo possuir tais limitacdes, a espectrometria de massas por MALDI-TOF permite a obtencdo,
com simplicidade, de um espectro de massas sem muitas fragmentacdes, sendo ideal para analise de
proteinas e peptideos (NIELEN, 1999).

O metodo de identificacdo de proteinas por peptide mass fingerprinting (PMF) baseia-se na
utilizacdo uma mistura de peptideos resultantes da digestdo de uma proteina por enzima proteolitica
(por exemplo, a tripsina). A digestdo proteolitica & altamente especifica, caracteristica que
possibilita a obtencdo de um espectro de massa (em m/z) distinto para diferentes proteinas, sendo
frequentemente possivel identificar a proteina de interesse a partir desta informacdo (QUADRONI;
JAMES, 2001). Para identificacdo da proteina a partir da espectrometria de massas, comparam-se 0S
resultados obtidos com bancos de dados (por exemplo, SwissProt e NCBInr) utilizando softwares
de busca, como o Mascot (www.matrixscience.com) (PERKINS et al., 1999).

Um exemplo de aplicacdo da técnica de MALDI-TOF-MS para andlise protedmica de
células-tronco, pode ser observado no trabalho realizado por Celebi e Elgin (2009), no qual foram
gerados mapas protedmicos das células-tronco mesenquimais de medula déssea indiferenciadas e
submetidas a subcultivos. Dos quase 1000 spots detectados no gel de eletroforese 2-D, 106 foram
selecionados e identificados por MALDI-TOF-MS. Alguns trabalhos tém empregado a analise
protedmica de biomarcadores para obtencdo de espectros de massas Unicos que possibilitem a
identificacdo de virus e microrganismos, tais como bactérias, fungos e protistas em nivel de espécie
e subspécie (MOURA et al., 2008).

Tal abordagem metodoldgica também tem sido utilizada para analisar a composicao protéica
de amostras bioldgicas complexas provenientes de fluidos corporais (soro, plasma ou urina, por
exemplo), de tecidos e de células (lisados celulares) e seus compartimentos (MARKLEIN et al.,
2009; BAKRY et al., 2011).

Recentemente, Maltan et al. (2009) utilizaram essa metodologia para determinacdo do perfil
protedmico de biomarcadores em linhagem de células-tronco de carcinoma embrionario
(TERAZ2.cl.SP12) indiferenciadas e submetidas, ap0s sete dias de diferenciacdo, a diferentes

tratamentos com acido retindico e seus anadlogos sintéticos. Os lisados celulares correspondentes a
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cada amostra foram analisados e, como resultado, os autores obtiveram perfis protedmicos
semelhantes aos observados em trabalhos anteriores, relacionados aos efeitos destes compostos
sobre o processo de diferenciagdo da referida linhagem celular.

Apesar da importancia incontestavel da 2-DE para o desenvolvimento da protedmica,
existem algumas desvantagens da técnica no que diz respeito a sua aplicacdo para busca de
biomarcadores. A andlise do soro sanguineo, por exemplo, requer remocdo ou separacdo das
proteinas abundantes na amostra (concentracdo maior que mg/mL), pois sua presenca interfere na
identificacdo e quantificacdo de proteinas menos abundantes (concentragdo menor que ng/mL).
Todavia, a deplecdo destas proteinas — como albumina e IgG — também remove outras que sdo
potencialmente Uteis como biomarcadores (por exemplo, proteina C-reativa, osteopontina entre
outras) que estdo presentes em concentracfes na ordem de 7 a 8 vezes menor do que as mais
abundantes no soro (GEORGIOU; RICE; BAKER, 2001; ADKINS et al., 2002).

Devido a isso, os limites de deteccdo dos metodos tradicionalmente utilizados em analises
protedmicas tornam-se, muitas vezes, inadequados para permitir a deteccdo de proteinas pouco
abundantes em amostras de soro. A determinacdo de mudancas nas concentragdes, relativas ou
absolutas, das proteinas € fundamental para descoberta de biomarcadores validos (ADKINS et al.,
2002).

Recentemente, um sistema de eletroforese baseada em chip foi desenvolvido para andlise de
proteinas, RNA e DNA (PENG et al., 2008). Esta tecnologia, denominada lab-on-a-chip, possui
muitas vantagens em relacdo aos métodos tradicionalmente utilizados para analise de biomoléculas,
integrando as etapas de preparacdo, separacdo, deteccdo e analise das amostras em apenas um
microchip. Para proteinas, as vantagens de sua utilizacdo sdo: ampla faixa de deteccdo de peso
molecular (5 a 250 kDa), deteccao de até quatro ordens de magnitude, minino consumo de amostra
— concentracdo de proteinas de pg/pL a pg/pL — e resultados gerados eletronicamente, sob a forma
de gel e de eletroferograma (Figuras 7A e 7B). As amostras podem ser analisadas por trés diferentes

kits, listados na Tabela 5.
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Figura 7: Formas de visualizacdo dos resultados obtidos no Bioanalyzer 2100 ap6s separacdo eletroforética de

proteinas: A) Resultado da corrida de 10 amostras em formato de gel; B) Resultado da corrida de uma das amostras em
formato de eletroferograma.

Tabela 5: Caracteristicas da eletroforese realizada pelo sistema lab-on-chip utilizando trés diferentes ensaios para
analise de proteinas (Agilent Technologies).

Caracteristicas
Faixa de peso Precisao de Tempo de Tempo de Resolucéo
molecular dimensionamento preparacdo da corrida
(MW) amostra
¥, | Kit80 5-80 kDa ~10 min/10 amostras <10 % para proteinas
O - -
S | Kit 230 14-230 kDa <3% 30min | de pesos moleculares
2 i maiores
W | Kit 250 10-250 kDa ~45min/10amostras

* Kits para deteccdo de proteinas nas faixas de MW indicadas.

Fonte: Agilent Technologies.
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Objetivos



1 Geral

Analisar o perfil protedbmico do soro sanguineo de ratos adultos submetidos a desnutrigdo
neonatal.

2 Especificos
Para animais do grupo nutrido e desnutrido:
e Auvaliar a evolugdo ponderal como indicador da eficacia do modelo de desnutricdo neonatal;
e Obter o perfil protebmico monodimensional do soro sanguineo;

e Obter o perfil protedmico bidimensional do soro sanguineo;

e Determinar os espectros de massa de proteinas do soro.
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Abstract

During neonatal period some environmental factors are responsible for the development of
metabolic diseases in the adult animal. In order to evaluate the effects of neonatal protein
malnutrition (NPM), this study aimed to obtain the blood serum proteomic profile of adult rats
submitted to NPM. A total of 8 adult, male, Wistar rats were divided into 2 groups according to the
diet received during the lactation period: nourished (NG) and malnourished (MG), consisting of
pups whose mothers were fed with 17 % and 8 % casein-diet, respectively. Proteomic profile was
assessed when the animal reached adulthood. Monodimensional electrophoresis was carried out by
lab-on-a-chip technology using the Agilent Protein 80 and 230 kits and bidimensional
electrophoresis analysis, occurred at 1% (pH 3-10) and 2" dimensions (10 % polyacrylamide
gels). MG animals showed body weight values lower than the NG ones from the 5™ day of life and
it remained until adulthood. Adult MD rats had lower amounts of molecular weight ranges detected
in monodimensional profile and increased protein concentrations in the range 32.92 - 32.34 kDa.
Apparent changes in the types and intensities of some spots were observed in bidimensional
analysis. Therefore, NPM caused permanent loss of animal body weights and changes in the serum
proteomic profiles of adult rats. These changes can be correlated to the development of metabolic

diseases, although later studies are indispensable for the identification of such target proteins.
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1. Introducéo

As formas de ma nutrigdo, resultantes de deficit ou excesso de nutrientes essenciais e de alto
valor bioldgico, sdo consideradas um grave problema de satde publica mundial. Dentre elas, a
desnutricdo caracteriza-se pela falta de elementos nutricionais na dieta como, por exemplo,
proteinas, carboidratos e micronutrientes. De acordo com a Organizagdo das Nag¢bes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO), 925 milhdes de pessoas no mundo foram acometidas pela

desnutricdo energético-protéica em 2010, sendo 98 % residentes em paises de economia emergente

[1].

Evidéncias tém relatado que estimulos ambientais, durante o inicio da vida, podem ter
um impacto fundamental no desenvolvimento, estrutura, funcdo e tempo de vida de humanos e
modelos animais [2]. Estudos epidemiolégicos demonstram que a regulacdo individual do genoma,
durante os periodos pré-natal e neonatal, pode ser amplamente modificada pelo ambiente

nutricional (quantidade e composi¢édo de nutrientes) [3].

Quando estimulos ambientais agem durante fases criticas do desenvolvimento do individuo
— durante crescimento intra-uterino ou vida pos-natal- sdo desencadeadas mudangas permanentes na
fisiologiae no metabolismo do organismo  [4]. Este fendmeno é denominado de
programacdo metabolica [5]. Barker e colaboradores, na década de 80, foram os primeiros a sugerir
que a nutricdo a qual o individuo é submetido em fases criticas de desenvolvimento pode programar
efeitos tardios sobre diferentes funcbGes corporais. Esta condicdo pode influenciar de forma
consideravel a suscetibilidade a doencas que acometem o individuo na vida adulta, como diabetes

tipo 11, depressdo, doencas cardiovasculares, osteoporose entre outras [2].

Apesar dos processos que conduzema este desenvolvimento desordenado ndo estarem
totalmente elucidados, sugere-se que a programacdo é um produto de expressdo de genes chaves e

de modificacBes epigenéticas, tais como a metilacdo do DNA ou acetilacdo das histonas [6,7].
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VariagOes na expressdo génica podem ser observadas através do estudo do perfil protedmico de
uma amostra bioldgica. A protedbmica tem sido descrita como uma importante ferramenta para o
estudo da expressdo diferencial de proteinas, sua fungdo, interacdes moleculares e estrutura, sendo
de grande relevancia para a descoberta de moléculas  biomarcadoras [8,9]. O
biomarcador é uma biomolécula cuja concentracdo ou caracteristica fisico-quimica indicam
alteraces fisioldgicas, sendo Util para retratar estados de doenca, infeccdo ou desnutrigdo [10]. A
correlacdo destas mudancas com o que esta ocorrendo nas células e tecidos pode indicar alvos
protéicos Uteis para o diagnostico de doencas e monitoramento de seu tratamento [11].

Nos Ultimos anos, varias tecnologias tém sido usadas para a descoberta de genes e proteinas
que funcionem como novos biomarcadores [9], sendo os fluidos bioldgicos, tais como 0 soro
sanguineo, as principais fontes de novos biomarcadores [12]. O soro € constituido por combinagdes
residuais e potencialmente detectaveis de todos o0s sub-proteomas do corpo, além de varias
pequenas moléculas como sais, lipideos, aminoacidos e aglcares [11,13]. Os principais constituintes
proteicos incluem albumina, imunoglobulinas, transferrina, haptoglobina e lipoproteinas. Cerca de
10.000 proteinas estdo comumente presentes, porém a maioria delas encontra-se em concentracfes
relativamente baixas [13]. Nas ultimas décadas, a combinacdo de técnicas protedmicas, como a
eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas, tem contribuido essencialmente para a
descoberta de novas proteinas biomarcadoras. Recentemente, um sistema de eletroforese baseando
em microchip foi  desenvolvido para aanalise deacidos nucléicose proteinas. Essa
tecnologia denominada de lab-on-a-chip apresenta vantagens em relacdo a outros sistemas
eletroforéticos, tais como utilizacdo de pequeno volume da amostra, reduzido tempo de analise,

maior qualidade de resultados e reducdo do custo do procedimento [14,15].

Dessa maneira, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil das proteinas séricas
de ratos adultos submetidos a desnutricdo neonatal, para a busca de possiveis biomarcadores que
possam ser correlacionados com um possivel desenvolvimento de patologias metabdlicas no

individuo adulto.
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2. Métodos

2.1 Local do estudo

Esta pesquisa foi realizada nos setores de Microbiologia Clinica, Bioquimica e Biologia
Molecular do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE).

2.2 Consideraces bioéticas

Este estudo seguiu as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), sendo iniciado apds aprovacio pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, sob o nimero de processo

23076.005556/2009-51.

2.3 Cuidado e manutencéo dos animais em biotério

Foram utilizados 8 ratos machos adultos, albinos, da linhagem Wistar, provenientes da
colénia de criacdo do Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais foram mantidos no biotério
do LIKA, em gaiolas de propileno, translicidas, com 18 cm de altura, a uma temperatura de 22 + 2
°C (60 % de umidade relativa do ar), em ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas e tiveram livre acesso

a agua e a racao.

2.4 Divisdo dos grupos

Os animais, provenientes do biotério do Departamento de Nutricdo — UFPE, foram obtidos

ainda recém-nacidos e divididos em dois grupos, totalizando 4 animais por grupo: Grupo Nutrido
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(GN) constituido por filhotes que foram amamentados por mées submetidas a dieta normoprotéica
(17 % de caseina, AIN-93G) (Rhoster®) durante o periodo de lactacdo, e o Grupo Desnutrido (GD)
formado por filhotes cujas mées receberam dieta hipoprotéica (8 % de caseina, AIN-93G) durante o
mesmo periodo. No periodo de reposi¢ao nutricional, a partir do 22° dia, os animais de ambos 0s
grupos foram separados de suas maes e passaram a receber dieta padrdo do biotério, normoprotéica

(LABINA - Purina®).

2.5 Acompanhamento da evolugdo ponderal

Durante periodo de aleitamento, do 1° ao 21° dia de vida, os animais foram pesados
diariamente, objetivando-se acompanhar a evolucao ponderal durante a manipulagéo nutricional. A
partir do 22° dia de vida até o 90° dia - periodo pds-desmame -, 0 peso corporal dos animais foi
obtido em dias alternados, tendo como finalidade o acompanhamento do crescimento somatico
durante periodo de reposicdo nutricional. As pesagens foram realizadas em balanga eletronica

digital (sensibilidade de 0,01 g e capacidade para 1000 g).

2.6 Coleta do sangue e separacdo do soro

Apos anestesia com combinacdo de cloridratos de xilazina (23 pg/mL) e ketamina (116
png/mL) na dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso do animal, foi realizada toracotomia (Figura 8),
posicionando-se o animal em decubito dorsal sobre superficie plana e estéril e foi realizada a anti-
sepsia da regido toracica. Exposto o coragdo, cerca de 3 - 4 mL de sangue foram aspirados por
puncao cardiaca, utilizando-se seringa de 5 mL e agulha 0,70x25 22G1 (BD Biosciences).

Depois de desacoplar a agulha da extremidade da seringa, 0 volume sanguineo coletado foi
imediatamente transferido para tubo cdnico de 15 mL, delicadamente, para evitar hemolise. Deixou-

se coagular o sangue a temperatura ambiente por cerca de 15 a 30 minutos e, em seguida, foi
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centrifugado a 1.680 g durante 10 min. A camada de soro separada (aproximadamente, 1,5 mL) foi
completamente aspirada e transferida para tubos de 1,5 mL. Todas as amostras foram

acondicionadas a -20 °C.

2.7 Eletroforese das proteinas pela tecnologia lab-on-a-chip

A tecnologia lab-on-a-chip foi utilizada neste trabalho para obter a separacéo eletroforética
das proteinas presentes nos soros dos animais nutridos e desnutridos. Como o soro possui abundante
quantidade de proteinas de diversos tamanhos, foram utilizados os kits Agilent Protein 80 (que
detecta proteinas de 5 a 80 kDa) e o Agilent Protein 230 (para detecgéo de proteinas entre 14 e 230
kDa). Inicialmente, aliquotas foram diluidas na propor¢do 1:10 e todos os procedimentos descritos
para a analise das amostras procederam-se de acordo com as instrucGes do fabricante, alterando-se
apenas o tempo de desnaturacdo, que aumentou de 5 para 10 minutos a fim de garantir a completa
[total desnaturacdo das proteinas.

Os resultados da leitura foram obtidos em, aproximadamente, 30 minutos. A fluorescéncia
emitida foi detectada (670 —700 nm) e convertida em eletroferogramas individuais. As unidades de
fluorescéncia (FU), demonstradas na ordenada do gréafico, correspondem a concentracéo da proteina
na amostra. Na abscissa, esta listado o tempo de migracdo em segundos (S).

Para analise dos dados, calculou-se a massa media das proteinas presentes na faixa de MW
em daltons, considerando os desvios padrées da media (intervalo de 1 a 2 %). Para a busca de
provaveis proteinas que possuam peso molecular dentro da faixa detectada pelo Agilent Bioanalyzer
2100, foi  utilizado o banco de dados da ferramenta  Tagldent tool
(http://expasy.org/tools/tagident.ntml) do Expert Protein Analysis System (ExPASYy), servidor de
protedmica desenvolvido pelo Swiss Institute of Bioinformatics. Em seguida, realizou-se a busca no
banco de dados para a espécie Rattus norvegicus a partir da média das massas das proteinas

considerando seu desvio-padréo (1,5a 2 %).
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2.8 Eletroforese bidimensional das proteinas do soro

Preparacdo das amostras: precipitacdo de proteinas e ressolubilizacdo

Para precipitagdo das proteinas, 50 puL de soro foram transferidos para tubo de 1,5 mL, ao
qual adicionou-se 200 pL de acetona P.A. A mistura foi homogeneizada e as proteinas deixadas
precipitar por, no minimo, 2 horas a -20 °C. Ap0s este periodo, foi centrifugado a 5.600 g por 10
minutos. O precipitado foi lavado com 50 pL de PBS e, em seguida, adicionou-se mais 200 uL de
acetona P.A., deixando precipitar por mais 1 hora. As amostras foram novamente centrifugadas
(5.600 g por 10 min), o sobrenadante descartado e o precipitado, deixado secar ao ar durante 10
min. As proteinas precipitadas foram ressolubilizadas em 200 pL de uma solugdo contendo 7 M de

uréia, 2 M de tiouréia e 2 % de CHAPS.

Eletroforese 12 dimensao: focalizacéo isoelétrica das proteinas

Para a realizacdo da eletroforese 12 dimensédo, 100 uL da solucdo de proteinas em 7 M de
uréia, 2 M de tiouréia, 2 % de CHAPS foram adicionados a 2,8 mg de DTT, 2 % de IPG buffer, pH
3-10¢ 1 pL de uma solugdo a 1 % de bromofenol blue (BFB) em 50 mM TRIS e o volume final
ajustado para 250 uL utilizando solucdo estoque (7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 2 % de CHAPS). A
mistura final de proteinas foi carregada diretamente nos géis de focalizacdo para hidratacédo das fitas
de 13 cm (Immobiline IPG strips — GE Healthcare). A focalizacdo das proteinas ocorreu utilizando
0 equipamento Multiphor Il (GE Healthcare) acoplado a um circulador termostatico (GE

Healthcare).
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Eletroforese 22 dimenséo: SDS-PAGE das proteinas focalizadas

A segunda dimensdo foi realizada em géis de poliacrilamida 10 % conforme Laemmli
(1970), cujos tamanhos foram de 255 x 196 x 1 mm. O sistema de eletroforese empregado foi o

Hoefer SE600 (GE Healthcare).

Detecc¢do das proteinas em géis bidimensionais e anélise de imagem

A deteccdo das proteinas resolvidas em 2D foi realizada pelo corante Azul de Coomassie
(PlusOne™ PhastGel R-350) em modo de andlise. As imagens dos geéis bidimensionais foram
captadas em fotodocumentador L-Pix Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia) e digitalizadas.
Os géis foram comparados e 0s spots referentes as proteina tiveram seus atributos determinados

com o emprego do ImageMaster™ 2D Platinum Software (GE Healthcare).

Transferéncia, isolamento e digestdo das proteinas separadas por 2-D

Os spots de proteinas separadas em 2-DE/SDS-PAGE que apresentaram expressao
diferenciada ou intensidades aumentadas ou diminuidas em relacdo ao controle, identificados pelo
programa de andlise, foram extraidos do gel e transferidos para microtubos de 1,5ml. Foi
adicionado um volume de solucdo descorante contendo (1:1) 25mM de bicarbonato de aménio
(NH4HCO:,) e acetonitrila (ACN) 100 % e os spots deixados descolorirem overnight.

Depois de retirado o corante, os plugs de géis foram desidratados em ACN 100 % durante
30 min e secados em SpeedVac (operado para solventes volateis). Os plugs foram re-hidratados
com uma solucdo de 20ug/ml de tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade - Promega,
Madison WI) em 25mM de NH;HCO; e incubados primeiramente a 4°C por 10 min e,

posteriormente, a 37°C durante 16 - 18h. Entdo, 100uL de solucdo contendo 50 % de ACN : 5 % de
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acido trifluoroacétio (TFA) foram adicionados para promover a extracdo dos peptideos durante 1h,
com auxilio de vortex. O sobrenadante foi aspirado, transferido para novo tubo e secado em

SpeedVac (operado para solventes volateis).

Identificac@o de proteinas por espectrometria de massa

Apos digestdo in situ das proteinas com tripsina e extracao dos peptideos, as amostras foram
ressuspendidas em 50pL de solucdo 50 % ACN : 0,1 % TFA e, em seguida, misturadas 1:1 com
uma suspensdo da matriz acido a-ciano-4-hidoxi-cindmico (HCCA) em acetonitrila, contendo 0,1
% de TFA. Um volume de 0,4uL desta mistura foi aplicados nas laminas alvos do aparelho e
deixados secar ao ar por, no minimo, lhora. Os espectros de peptide mass fingerprinting (PMFs)
foram obtidos no MALDI-TOF MS (Ettan MALDI-ToF Pro - GE Healthcare), em modo positivo,
usando uma aceleragdo de 20 kV. Desorc¢do e ionizacdo das amostras foram executadas com um
laser de nitrogénio (A = 337 nm), 200 shots por espectro.

Os espectros de PMF foram coletados no intervalo de 1000-3000 m/z, através dos métodos
de aquisicdo Full length protein e de processamento de espectro Protein digest, trypsin. A lista de
picos foi gerada utilizando o software Ettan MALDI-TOF Pro Evaluation Module (versdo 2.0),

sendo selecionados os valores de m/z monoisotdpicos.

2.9 Analise estatistica

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se 0os dados possuiam um padréo
de distribuicdo normal. Dados paramétricos e ndo paramétricos (médias e medianas) foram
analisados pelos testes t-Student e Mann-Whitney, respectivamente. O nivel de significancia
considerado foi de 5 %, sendo todas as analises realizadas utilizando-se o software Prism 4 para

Windows (GraphPad Prism®).
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3. Resultados

5.1 Evolugédo ponderal

No periodo de aleitamento, o peso corporal dos animais do grupo nutrido (GN) foi
significativamente maior que o dos animais grupo desnutrido (GD) a partir do quinto dia de vida
(GN: 12,55+3,35g e GD: 10,41+2,03g, p=0,0262). Esta condicdo permaneceu até o 21° dia
(GN:46,31£10,36g e GD: 26,15+3,89¢g, p <0,0001), sendo o peso dos animais nutridos sempre

maior que o dos desnutridos (Gréfico 1).
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Gréfico 1. Acompanhamento da evolugdo ponderal dos grupos de ratos nutrido (em azul) e desnutrido (em vermelho)
durante o periodo de aleitamento. Teste t de Student, médiatdesvio padrdo. *  p<0,05.
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No decorrer do periodo de reposigdo nutricional, do 22° até o dia do sacrificio do animal na
idade adulta, os pesos dos animais GN mantiveram-se maiores do que os dos animais GD. Do 30°
(GN: 90,5337£14,44g e GD: 64,5235+10,72g, p<0,0001) ao 90° (GN: 344,8216+344,82g e GD:
300,9065+30,24g, p<0,0007) dia de vida, a diferenca entre os valores permaneceu significante

(Gréfico 2).
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Gréfico 2. Acompanhamento da evolugdo ponderal dos grupos nutrido (em azul) e desnutrido (em vermelho) durante o
periodo pds-desmame. Teste t de Student, médiatdesvio padrdo.* p<0,05
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5.2 Perfil protedmico monodimensional do soro

Na andlise individual das proteinas do soro, através do sistema lab-on-chip, foram

detectados 23 picos de fluorescéncia em média para ambos os grupos. O padréo de perfis gerados

em todas as amostras - individuais e em pool — foi sempre semelhante para todos os animais GN e

GD, assim como para todas as repeticdes do pool (Figuras le 2). No entanto, animais GD

demonstraram maior variacao entre as proteinas expressas na intensidade de fluorescéncia [FU] de

alguns picos quando comparado aos GN. As Figuras 1A e 1B mostram a sobreposicdo dos

eletroferogramas correspondentes a todos os animais de GN e de GD, respectivamente.
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Figura 1: Sobreposicdo dos eletroferogramas gerados no Agilent Bioanalyzer 2100 referente ao perfil protéico de
amostras de soro individuais: A) ratos nutridos (n=4); B) ratos desnutridos (n=4). [FU]: unidades de fluorescéncia; [s]:

tempo de migracdo em segundos.
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A Figura 2 mostra os perfis de eletroferogramas obtidos para amostras de pool dos animais
GN e GD (Figuras 2A e 2B, respectivamente). Podem-se observar também diferengas na

intensidade de fluorescéncia de alguns picos, alguns deles sendo mais intensos nos animais GD

(Figura 2C).
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Figura 2: Eletroferogramas referentes as amostras de soro em pool: A) grupo nutrido (n=4); B) grupo desnutridos
(n=4); C) sobreposi¢do dos perfis de pool de animais nutridos (linha vermelha) e desnutridos (linha azul). Os nimeros
acima de cada pico indicam os pesos moleculares em kDa. LM: marcador interno inferior; PS: pico do sistema; UM:
marcador interno superior. [FU]: unidades de fluorescéncia; [s]: tempo de migra¢do em segundos.
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De todas as 6 repeticdes das amostras em pool, foram selecionados 0s picos comuns para

ambos 0s grupos. Como observado na Tabela 1, foram registradas dezoito faixas de massa

moleculares em comum. As respectivas concentragdes foram listadas e analisadas estatisticamente.

Apenas as medianas das concentraces da faixa de massa molecular 32,92 — 32,34 kDa

apresentaram diferenca significante (GN: 6,3 ng/uL e GD: 7,45 ng/uL, p=0,041). A Tabela 2 lista

valores de pesos moleculares encontrados apenas em amostras de pool de animais nutridos.

Tabela 1. ConcentragBes médias dos picos comuns aos animais dos grupos nutrido e desnutrido, detectados nas

amostras do pool de soro.

Concentracao médiatDP (mediana) (ng/uL)

Peso molecular médio+DP (kDa) Nutrido Desnutrido Valor de p
13,73+0,15 - 13,88+0,15 2,333+1,069 (2,1) 5,053,438 (3,8) 0,229
17,25+0,24 - 17,4+0,32 3,35+0,6626 (3,45) 3,917+1,42 (3,85) 0,397
25,85+0,19 - 25,95+0,13 39,9+2,267 (39,1) 53,82+15,68 (48,35) 0,057
32,65+0,31 - 32,75+0,17 6,183+0,621 (6,3) 8,45+3,047 (7,45) 0,041*
36,20+0,28 - 36,60+0,0 0,4333#0,1155 (0,5)  0,5333%0,5774 (0,2) 0,700
48,40+0,36 - 48,60+0,32 0,7333+0,1155 (0,8) 1,52+1,244 (0,9) 0,143
52,53+0,30 - 52,73+0,34 2,35+0,774 (2,1) 4,433+3,615 (3,0) 0,198
57,88+0,17 - 57,95+0,37 45,92+3,952 (47,1) 51,32+14,93 (45,95) 0,412
63,15+0,82 - 63,33+0,54 273,6241,34 (255,5)  325,2+158,9 (266,3) 0,937
74,10+0,00 - 74,50+0,17 10,97+1,012 (11,5)¥  9,75+0,7778 (9,75) N,A,®
85,47+0,25- 85,75+0,35 4,667+0,2517 (4,7)®  3,2+0,2828 (3,2)“ N,A, ©
89,85+0,42 - 90,00+0,28 47,58+1,42 (47,7) 43,05+13,26 (38,55) 0,065
96,20+0,00 - 96,37+0,25 1,7® 6,25+0,5508 (6,2) N,A,®
108,55+0,25 - 108,58+0,65 23,78+2,271 (24,55) 24,754,152 (25,2) 0,628
120,57+1,72 - 121,70+0,28 3,64+1,787 (2,6) 5,05+2,235 (4,7) 0,286
145,53+0,84 - 145,68+0,38 8,067+1,025 (8,1) 8,633%1,61 (8,55) 0,484
176,70%0,65 - 177,28+2,25 29,4+2,328 (28,9) 30,47+2,823 (30,4) 0,492
222,38+1,61 - 222,40+0,94 2,45+0,862 (2,3) 2,333%1,093 (1,85) 0,842

™ 5)<0,05, Teste U de Mann-Whitney.
A

B)
©
©)

~ =

: Nao analisado.

: Pico detectado em apenas trés repeticdes
:Pico detectado em apenas uma das seis repeti¢des.
: Pico detectado em apenas duas repeti¢des
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Tabela 2: Valores dos picos detectados apenas em amostras do pool de animais do grupo nutrido.

Massa molecular médio+DP (kDa) Concentracédo médiatDP (mediana) (ng/uL)
212,80"W 0,20 (0,20)
232,50+0,57®) 2,25+0,49 (2,25)

®: Pico detectado em apenas uma das seis repeticdes.
®): Pico detectado em apenas duas das seis repeticoes.

Alguns valores de concentra¢fes ndo puderam ser analisados pelo programa de estatistica
devido a baixa frequéncia de repeticdo com a qual foram detectados. Picos na faixa de peso
molecular 96,12 — 96,62 kDa foram detectados em todas as analises individuais e repeticdes de pool
dos animais GD (Figura 3).

Por outro lado, a mesma deteccdo foi identificada pelo software em apenas um animal (rato
2, Figura 4) e em uma andlise de pool em GN. No entanto, é possivel observar que o pico de
fluorescéncia esta presente em baixissima intensidade nos ratos 1, 3 e 4, o que levou a nédo
observacdo deste pico nas amostras em pool, que apresentaram com fluorescéncia de 12 [FU]. Na
sobreposicdo dos eletroferogramas (Figura 2C, seta azul), observa-se visualmente a diferenca entre

as intensidades deste pico, sendo a intensidade de fluorescéncia maior em GD do que em GN.
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Figura 3: Eletroferograma das amostras de ratos do grupo desnutrido analisadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) utilizando 4 ul da amostra processada do soro no chip
Protein chip 230. A faixa evidenciada corresponde as proteinas na faixa de 85,22 — 109,23 kDa. A seta em azul evidencia o pico referente a faixa 96,12 - 96,62 kDa detectada pelo
software em todos os animais estudados.
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Figura 4: Eletroferograma das amostras de soro de ratos do grupo nutrido analisadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) utilizando 4 ul da amostra processada do soro no
chip Protein chip 230. A faixa evidenciada corresponde as proteinas na faixa de 85,22 — 109,23 kDa. A seta em azul evidencia o pico referente a faixa 96,12 - 96,62 kDa detectada
pelo software apenas no rato 2.
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A Tabela 3 apresenta as faixas de proteinas que apresentaram diferencas de concentracdo

nas amostras avaliadas de ratos nutridos e desnutridos, assim como as proteinas que foram

evidenciadas apenas em um dos grupos de animais estudados. Na mesma, constam as provaveis

proteinas que podem ser encontradas no soro e se encaixam na faixa de peso molecular sinalizada.

Tabela 3: Provaveis proteinas correspondentes as faixas de pesos moleculares detectados pelo Bioanalyzer 2100 em
amostras de soro de ratos adultos nutridos e desnutridos. Busca realizada no banco de dados Tagldent tool (EXPASYy)

restrita a espécie Rattus norvegicus.

Peso molecular médio+DP

(kDa) do Bioanalyzer

Provavel proteina

Peso molecular

esperado (kDa) Nome
26,0 Cadeia leve da I1gG
26,02 Cadeia leve do fator de coagulagdo Xlla
Subunidade gamma do fator ativador de
25,86 plaqueta acetilhidrolase 1B
25,90 Isoforma 3 da proteina ligadora do célcio 1
25,94 Subunidade 2 da citocromo c oxidase
25,85%0,19 - 25,95+0,13 2578 Glutationa S-transferase
25,93 Quimotripsinogénio
25,74 Calicreina-9 glandular submandibular
25,80 Fator de necrose tumoral, forma de membrana
Cadeia beta do fator de crescimento de
25,88 hepatécito
25,79 Fator D do complemento
32,75 Ativador translacional da citocromo ¢ oxidase 1
32,59 Heme oxigenase 3
32,68 Cadeia alfa-1 da tropomiosina
32,76 Cadeia gama do complemento C4
32,41 Glicina N-metiltransferase
32,65+0,31 - 32,75+0,17 32,51 Ciclina-C
32,43 Ciclina-D3 G1/S-especifica
32,83 Cadeia beta da tropomiosina
32,74 Cetohexoquinase
32,62 Cardiolipina sintase
38,0 a-2-HS-glicoproteina
50,0 Cadeia pesada da 1gG
58,26 Citoromo P450 1A2
58,17 Carboxilase 1 do figado
57,88+0.17 - 57,95+0,37 57,92 Proteina de choque térmico 60 kDa
57,97 Alfa-cetoglutarato-dioxigenase dependente
58,09 Proteina dedo de zinco 513
58,09 Transportador de folato
57,47 Glicerol quinase
62,29 Antigeno CD166
62,57 Fosfoproteina induzida pelo estresse
63,15+0,82- 63,33+0,54 63,74 Cadeia leve da cinesina 1
63,03 Cadeia pesada A plasmina
68,0 Albumina
96,419 Heat shock protein 105 kDa
97,352 Forma hepética da fosforilase do glicogénio
96,20%0,00 - 96,37+0,25 97,143 Forma muscular da fosforilase do glicogénio
97,295 Dinamina 1
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96,497 Serina/treonina quinase D2

5.3 Perfil protedmico bidimensional do soro e espectros de peptide mass fingerprinting

A Figura 6 mostra os géis bidimensionais das proteinas presentes nas amostras de pool dos
animais nutridos e desnutridos utilizados neste estudo. Foram detectados 83 spots para o gel do pool
desnutrido e 71 para o nutrido. Pode ser observada na Figura 5A a expressao diferencial de algumas
proteinas que estdo presentes apenas no pool dos animais desnutridos (PD), como as indicadas em 2
e 3 (PD_2 e PD_3, respectivamente).

Os spots indicados em 1, 4 e na area delineada no gel do pool de animais desnutridos
mostraram equivaléncia (match) com os spots 1, 2 e 0s presentes na area delineada do gel de
animais nutridos. Estes indicam visualmente diferencas entre suas intensidades, sendo mais intensos
no pool dos animais desnutridos.

Para analise individual, foram escolhidos os ratos 1 e 4 dos grupos desnutrido e nutrido,
respectivamente, pois estes animais apresentaram perfis monodimensionais mais representativos
para pesquisa de diferencas individuais no proteoma do soro. Foram detectados 62 spots para o rato
4 do grupo nutrido e 72 para o rato 1 do grupo desnutrido. A Figura 6 indica os spots D1_1e N4 _1,
exclusivos de cada animal.

As Figuras 7, 8, 9, 10, e 11 mostram os espectros de PMF dos spots mencionados obtidos
por MALDI-TOF MS. O intervalo de peso molecular avaliado foi de 1.000 a 3.000 m/z e os valores
de intensidade de deteccdo, que sdo proporcionais a concentracdo do peptideo na amostra, estdo

indicados no eixo vertical.
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Figura 5: Perfis protedmicos bidimensionais de amostras de pool de soro. A) Pool de ratos desnutridos (PD); B) Pool de ratos nutridos (PN). As setas indicam os principais spots de proteinas
encontrados no gel. As areas delineadas demonstram grupo de spots que apresentam diferenca de intensidade. Marcadores de peso molecular: 10 a 225 KDa. Faixa de pl: pH 3 a 10.




Figura 6: Perfis protedbmicos bidimensionais de amostras individuais de soro de ratos. A) Rato desnutrido 1 (D1); B) Rato nutrido 4 (N4). As setas indicam os spots de proteinas que
apresentam expressao diferencial entre ambos animais. Marcadores de peso molecular: 10 a 225 KDa. Faixa de pl: pH 3 a 10.
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4 Discussao

4.1 Evolugéo ponderal

Recentemente, as conseqiiéncias da atuacdo de estimulos ambientais durante os estagios
iniciais de vida do individuo tém sido amplamente estudadas por muitos grupos de pesquisa ao
redor do mundo, com o objetivo de elucidar os mecanismos que levam a doengas na idade adulta.
Existem diferentes maneiras de induzir o processo de programacdo do desenvolvimento em ratos
através de manipulagdo nutricional. Uma delas seria a restricdo neonatal de alimento, por meio do
aumento do tamanho da ninhada ou restricdo protéica materna durante periodo de lactacdo.

O rato (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), ha anos, tem sido amplamente empregado em
diversos estudos de processos fisiopatoldgicos, em testes de toxicidade, na producdo de vacinas,
como também na producéo de animais transgénicos [16]. A escolha desses animais como modelo
estd fundamentada em diversas vantagens. Representam inUmeras caracteristicas positivas quando
comparados a experimentos em humanos. Podem ser destacadas, dentre elas, a resisténcia, a
facilidade de manuseio, disponibilidade, baixos custos de manutencdo, reduzida propensdo a
doencas, semelhancas anatémicas e fisioldgicas com a espécie humana e maior aceitacdo ética e
ecoldgica. Outras vantagens sdo a padronizacdo genética - quando se tratam de individuos
iISogénicos e consangiiineos - e ambiental, caracteristicas estas que diminuem a variabilidade da
populacdo e da amostra [17].

No presente estudo, 0os pesos corporais de animais GD mantiveram-se menores do que
aqueles do grupo GN durante os primeiros 21 dias de vida pods-natal - periodo de aleitamento -
sendo significativamente diferentes a partir do 5° dia de vida. Esta condi¢do permaneceu até a idade
adulta do animal, mesmo ap0s longo periodo de reposicdo nutricional, durante o qual os animais
passaram a se alimentar de uma dieta balanceada nutricionalmente.

Isto sugere que a deficiéncia de proteinas na dieta com 8 % de caseina interferiu

negativamente no ganho de peso dos animais GD. Em estudos anteriores que induziram restricao

59



alimentar em periodo neonatal, os tamanhos corporais destes animais mantiveram-se, durante a vida
adulta, permanentemente reduzidos ou normalizados aos niveis controles [18,19]. Estudos sobre
desnutricdo energetico-protéica em ratos tém demonstrado haver diminuicdo na produgdo e na
quantidade de proteinas do leite em mades lactantes, bem como ocorre redugcdo no tamanho das
glandulas mamérias [20] o que em parte, pode explicar os dados relativos ao déficit ponderal de
animais GD durante aleitamento.

Também tem sido observado em pesquisas semelhantes que esta condicdo de restricdo
alimentar pode reduzir profundamente o crescimento corporal em todas as dimensdes, como
comprimentos da cauda e do corpo. Além disso, em concordancia com este estudo, todos estes
parametros podem permanecer reduzidos ao longo da vida, mesmo se 0 animal demonstrar aumento
na eficiéncia alimentar durante periodo de reposic¢éo nutricional, apos desmame [21].

Porto (2007), ao utilizar a dieta caseina com baixo teor protéico (8 %) e o mesmo modelo de
desnutricdo e reabilitacdo nutricional, verificou reducédo de ganho de peso no periodo de aleitamento
e que a desnutricdo imposta durante essa fase também afetou o peso corporal dos animais na idade
adulta [22]. Em estudo realizado por Barros e colaboradores (2006), no qual foi utilizada a Dieta
Basica Regional (DBR), hipoprotéica, para induzir desnutricdo durante o periodo neonatal, pode-se
observar diferenca significante entre os pesos corporais dos animais ja a partir 2° dia de vida,
anterior ao observado no presente trabalho (5° dia) [20]. Nossos dados, no entanto, seguem o
mesmo perfil de aumento dos pesos em ratos desnutridos, do 23° ao 89° dia de vida, observando-se
valores ainda bastante reduzidos quando comparados aos do grupo nutrido.

Os resultados obtidos na presente pesquisa e nos demais estudos sugerem que a restricao
alimentar durante o periodo de vida neonatal implica em diminuicdo do peso e, consequentemente,
das dimensGes corporais 0 que pode levar o animal a permanecer menos desenvolvido na vida
adulta. Os efeitos negativos da desnutricdo neonatal, portanto, repercutem na vida adulta do
individuo. Estes achados sdo Uteis para fortalecer o conceito de programacdo ou plasticidade do

desenvolvimento. Quando existem alteracdes entre condi¢cbes ambientais as quais o individuo — em
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periodo critico de desenvolvimento — foi submetido e as condi¢Ges na vida adulta, efeitos de
programacéo do desenvolvimento podem ser nocivos, uma vez que estdo associados a incidéncia de
determinadas doencas no adulto (por exemplo, diabetes tipo Il, depressdo, osteoporose, doencas

cardiovasculares, entre outras [2,19].

4.2 Perfil protebmico monodimensional

Para estudar os efeitos da desnutricdo neonatal sobre as proteinas do soro sanguineo de ratos
adultos, os animais foram divididos em dois grupos a fim de se comparar os achados do grupo
experimental em questdo (GD) aos do grupo controle (GN). Os picos detectados pelo Bioanalyzer
2100 foram analisados dentro de intervalos de tamanho, uma vez que é esperada uma pequena
variagdo nos tamanhos devido a variabilidade entre os momentos de entrada para cada amostra —
i.e., injecdo para dentro do chip — que pode influenciar a migracdo das proteinas. A eficiéncia da
injecdo € dependente de varios fatores como correcdo automatica pelos marcadores internos do
sistema, concentracdo de sais, homogeneizacdo e desnaturacdo das proteinas da amostra [23].

O padrao dos perfis gerados nos eletroferogramas e nas bandas separadas no gel virtual foi
semelhante para todos os animais de GN e GD, intra e intergrupo. Contudo, a intensidade de
fluorescéncia - i.e., concentracdo de proteinas nas amostras — apresentou maior variagdo entre os
animais do grupo desnutrido para a maioria dos picos detectados.

Em todas as amostras de ambos o0s grupos, nota-se claramente a predominancia de
determinadas proteinas. O pico mais abundante em todas as analises corresponde a faixa de peso
molecular 63,87 — 62,33 kDa e possui intensidades de fluorescéncia sempre superior a 1000 FU.
Acredita-se que esse pico seja referente a albumina que é uma proteina de alta abundancia no soro e
tem como principal funcdo o transporte de varios compostos, incluindo horménios, lipoproteinas e
aminodacidos [24]. O peso molecular tedrico, ou esperado, para albumina de rato € 68,731 kDa,

valor maior do que o detectado pelo aparelho. Entretanto, estudos anteriores demonstraram que
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padrdes purificados de albumina sdo detectados no Bioanalyzer 2100 na regido de peso molecular
de 63 kDa [23], evidéncia esta que corrobora o resultado obtido neste trabalho.

Outros dois picos entre 26,05 - 25,66 kDa e 58,32 - 57,71 kDa foram detectados e,
possivelmente, correspondem as cadeias leve e pesada da Imunoglobulina G (IgG) respectivamente.
As imunoglobulinas possuem papel crucial no processo de defesa do organismo, reconhecendo
antigenos no sangue e iniciando sua destruicdo. Sob condi¢Bes redutoras, utilizando-se agentes
redutores como o DTT, a molécula de IgG separa-se em suas cadeias leve e pesada devido a
reducdo de pontes dissulfeto que as mantém unidas [24]. A massa teorica da cadeia leve é de
aproximadamente 26 kDa, enquanto que a massa da cadeia pesada é 50 kDa. No trabalho publicado
por Mann e Tighe (2007), foram detectadas duas bandas de pesos moleculares em amostras
lacrimais, sendo uma de 58 kDa — correspondente a cadeia pesada — e a outra de 26 kDa, relativa a
cadeia leve [23].

O grupo desnutrido apresentou maior concentragdo proteica na faixa de 32,34 a 32,92 kDa
(7,45 ng/uL) em relacdo ao grupo nutrido (6,3 ng/uL). A referida faixa sugere representar a proteina
a-2-HS-glicoproteina. Conforme listado na Tabela 3, a proteina a-2-HS-glicoproteina, presente no
soro de ratos, possui peso molecular tedrico de, aproximadamente, 38 kDa [25]. A variacdo no peso
molecular de aproximadamente 6 kDa, detectado pelo Bioanalyzer 2100, pode ocorrer devido as
modificagdes pos-traducionais — por exemplo, fosforilacGes, glicosilacdes, acetilacdes, entre outras
[26]. Especificamente, a a-2-HS-glicoproteina, que pertence a familia das fetuinas (por isso, €
também denominada fetuina), € sintetizada no figado e secretada no sangue, sendo alvo de N-
glicosilacGes e fosforilagbes em residuos de serina. Esta desempenha papéis importantes em
diversos processos bioldgicos como resposta de fase aguda, resposta celular a insulina,
desenvolvimento do cortex cerebral, desenvolvimento de gbnadas masculinas, regulacdo negativa
do crescimento celular, regeneracdo de O&rgédos, regulacdo negativa da mineralizacdo 0ssea,
regulacdo positiva da absorcdo 6ssea, entre outras [26]. De maneira geral, quando analisadas no

Bioanalyzer, glicoporteinas demonstram valores de pesos moleculares destoantes em relacdo aos
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valores esperados. Essas diferencas ocorrem, provavelmente, devido a ligacdo de cadeias glicidicas
que podem alterar o formato da proteina e, consequentemente, a relacdo carga/massa [27].

Na faixa de peso molecular 96,12 — 96,62 kDa detectada pelo aparelho, os valores de
concentragdes ndo puderam ser analisados pelo programa de estatistica devido a baixa frequéncia de
repeticdo com a qual foram registrados. Proteinas nesta faixa de peso molecular foram detectadas
em todas as andlises individuais e repeticoes de pool dos animais GD. Por outro lado, em amostras
de animais GN, apenas foram registradas em um animal (rato 2) e em uma repeticdo de pool. A
baixa intensidade de fluorescéncia deste pico nos ratos nutridos 1, 3 e 4 ndo permitiu a detec¢do do
mesmo, embora esteja visualmente presente em baixa concentracéo.

Na faixa de 96,62 — 96,12 kDa encontram-se proteinas ‘“ndo-classicas” do soro, destacando-
se a presenca de proteinas de canais idnicos de potassio, formas hepatica e muscular da fosforilase
do glicogénio, receptor de glutamato, dinamina e isoformas, serina/treonina quinase D2 e proteinas
de choque térmico (Heat shock protein 105 kDa). A presenca desta Gltima merece destaque, pois é
expressa quando ocorrem mudancas na atividade celular — no que diz respeito a expressao génica,
producdo de enzimas, secrecdo, entre outras - como resultado de condigcdes estressantes, tais como
variacOes de temperatura, umidade, caréncia de aminoacidos, etc. Proteinas de choque térmico
podem estar presente no soro, uma vez que o plasma circulante entra em contato com tecidos e
orgaos em diferentes estados fisioldgicos, podendo conter combinacGes dos diferentes sub-
proteomas do corpo [11].

Na Tabela 3, com excecdo da faixa de peso molecular 57,71 — 58,32 kDa, as demais faixas
apresentadas demonstraram valores de concentragdes (média e mediana) mais elevados para
amostras em pool de animais desnutridos (Tabela 1). Conforme citado anteriormente, essa tabela
destaca a presenca de provaveis proteinas que desempenham importantes papéis em Varios
processos bioldgicos — tais como controle do ciclo celular, transporte de nutrientes, metabolismo do

glicogénio, etc. -, indispensaveis ao crescimento e desenvolvimento do animal [28,29].
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Baseando em estudos anteriores [30], a maior concentracdo protéica em amostras de GD
pode indicar maiores niveis de expressao dessas proteinas que podem estar associadas a ocorréncia
de um mecanismo de crescimento compensatorio ou catch-up growth. Este ocorre quando animais
passam por um periodo de crescimento lento e, entdo, sdo submetidos a condi¢cbes ambientais
favoraveis que permitem sua aceleragdo [31]. No presente estudo, o crescimento compensatorio
provavelmente ocorreu em resposta ao estresse nutricional imposto durante o periodo neonatal de
vida.

E importante evidenciar que a identificacdo das proteinas correspondentes a cada pico
detectado pelo Bioanalyzer 2100 ndo é uma busca direta, principalmente quando sdo provenientes
de amostras bioldgicas compostas por uma variedade de proteinas e quando o peso molecular (kDa)
obtido experimentalmente ndo se correlaciona precisamente com o peso molecular teorico
estabelecido para a proteina [23].

No entanto, um dos aspectos mais importantes no dimensionamento de proteinas é que
diferencas entre os pesos moleculares observado e esperado sdo de ocorréncia comum. A
determinacdo da massa da proteina no Bioanalyzer 2100, assim como em géis de SDS-PAGE,
depende também das caracteristicas da proteina, como sequéncia de aminoacidos, pl, estrutura e
presenca de cadeias laterais ou de grupos prostéeticos [23]. Estas caracteristicas especificas afetam o
perfil de migracdo de algumas proteinas e, consequentemente, causam variagdes na determinacéao
dos pesos moleculares.

A utilizacdo do equipamento Bioanalyzer 2100 possibilitou a obtencao do perfil protebmico
monodimensional das proteinas séricas de ratos. Este sistema permitiu analise rapida, sensivel e
reprodutivel das amostras, produzindo resultados de alta qualidade na forma de eletroferogramas e
gel, abrangendo ampla faixa de peso molecular. Apesar disso, foram observadas varia¢fes entre 0s
valores de pesos moleculares detectados e tedricos, estabelecidos para as provaveis proteinas
presentes nas amostras, que podem ser consequéncia de caracteristicas do préprio sistema

eletroforético ou das proteinas presentes na amostra [27,32].
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4.3 Perfil protedmico bidimensional e espectrometria de massas

A eletroforese bidimensional foi realizada a partir de amostras cujo volume foi padronizado.
Através da coloracdo com Azul de Coomassie, foi possivel observar diferencas na quantidade e
intensidade de spots presentes nos géis bidimensionais de animais desnutridos em relagdo aos
animais nutridos. De maneira geral, foram detectados mais spots nos geis referentes ao grupo
desnutrido do que para o grupo nutrido. Amostras em pool de GD apresentaram 83 spots contra 71
de GN. Em relacdo as amostras individuais, o rato 1 do grupo desnutrido apresentou 71 spots,
enquanto que o rato 4 do grupo nutrido mostrou 62 spots protéicos no gel bidimensional. Em estudo
realizado por Haynes et al. (1998), foram identificados 56 spots no padrdo de eletroforese
bidimensional, correspondentes a 22 proteinas presentes no soro de ratos Wistar adultos normais
[25].

Algumas proteinas foram verificadas apenas nas amostras de pool ou vice-versa. Por
exemplo, os spots PD_1 e PD_2 ndo estavam presentes no gel do rato desnutrido 1, assim como
D1 1 ndo foi evidenciado no gel do pool. Possivelmente isto ocorreu devido a diferencgas
individuais entre os proteomas dos animais, de forma que proteinas altamente expressas em apenas
um animal aparecam menos concentradas na analise em pool.

Visivelmente, percebe-se que 0s g@éis correspondentes as amostras de animais GD
apresentaram maior intensidade de coloracdo dos spots, sendo esta diretamente proporcional a
concentracdo da proteina na amostra. Em pesquisa realizada por Shen et al. (2011), na qual foram
avaliados os efeitos da ingestdo de alta quantidade de proteina na dieta pds-natal de ratos adultos
submetidos a desnutricdo intra-uterina, foram encontradas 13 proteinas renais diferencialmente
expressas em relacdo ao grupo controle, envolvidas primariamente no metabolismo, oxidacdo-
reducdo e regulacdo de apoptose [33].

Variacdes na quantidade e intensidade dos spots de proteinas detectados podem ocorrer em

resposta a condigdes fisiologicas adversas que, no presente estudo, estdo relacionadas a ocorréncia
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da desnutricdo neonatal. Uma vez que as principais proteinas do soro sdo sintetizadas no figado,
pode-se supor que este seja um 6rgdo-chave de resposta aos efeitos da restricdo protéica pds-natal
quando observados no individuo adulto. Na ocorréncia de processos inflamatérios crénicos, por
exemplo, o figado responde a esta condicdo aumentando a producdo de proteinas de fase aguda,
como a ceruloplasmina e a proteina C-reativa [34].

Em pesquisa recente desenvolvida por Haenen et al. (2010), foram identificadas 40
proteinas diferencialmente expressas no soro de animais afetados por asma quimicamente induzida,
sendo muitas delas relacionadas a processos inflamatorios e de estresse oxidativo [35]. Em estudo
com pacientes portadores de cancer de prdstata, metade das proteinas abundantes diferencialmente
expressas, separadas por 2D-DIGE, apresentaram-se up-reguladas e foram relacionadas com a
diferenciacdo do tumor. Dentre as menos abundantes, destaca-se a proteina de choque térmico 60
(HSP60), a qual também foi encontrada em maiores niveis de expressao em relacdo as amostras
controles [36].

O perfil protedmico bidimensional das proteinas séricas de ratos foi semelhante aos
resultados obtidos no perfil monodimensional. A maior intensidade de fluorescéncia detectada por
tecnologia lab-on-a-chip em amostras de ratos desnutridos pode indicar a ocorréncia de expressao
diferencial entre ambos os grupos ou maior concentracdo de proteinas que foram expressas
mutuamente.

Embora tenham sido detectadas faixas de pesos moleculares exclusivas para amostras em
pool de animais GN por lab-on-a-chip (Tabela 2), os géis obtidos por 2-DE demonstraram haver
mais spots em amostras de animais GD. E possivel que o método de coloracdo por Azul de
Coomassie ndo tenha sido eficiente para detectar proteinas na faixa de peso 212,80 - 233,07 kDa,
uma vez que possuem baixa concentracdo na amostra, devido a baixa concentracdo com as quais
foram observadas no Bioanalyzer 2100.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a desnutricdo protéica neonatal

provocou reducdo permanente do peso corporal dos animais e alteracGes nos perfis protedmicos
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monodimensional e bidimensional do soro sanguineo. Aparentes alteracdes no tipo e na
concentracdo das proteinas presentes no soro dos animais estudados podem ser correlacionadas com
0 desenvolvimento de patologias metabdlicas, sendo necessarios, portanto, estudos adicionais de
espectrometria de massas, expressao génica e analise epigenética para determinacdo de quais
proteinas estdo alteradas e para o entendimento dos mecanismos que podem causar estas

modificagdes.
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Conclusoes
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A desnutricdo neonatal provocou reducdo do peso corporal, a partir do 5° dia de vida pos-
natal, persistindo até idade adulta. Adicionalmente, ocorreu uma diminui¢cdo na quantidade de
faixas de pesos moleculares detectadas e aumento de concentra¢do de proteinas de peso 32,92 a
32,34 kDa no perfil protebmico monodimensional.

Nossos dados indicam que houve aparente alteracdo no tipo e na concentracdo das proteinas
presentes no soro dos animais estudados, sendo necessarios estudos adicionais para determinacao de
quais proteinas estdo alteradas.

A partir deste tipo de estudo é possivel correlacionar o potencial da dieta com o
desenvolvimento de patologias metabdlicas, sendo uma ferramenta moderna para reverter a

“programagdo” recebida na idade neonatal.
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Perspectivas



A identificacdo das proteinas separadas por eletroforese bidimensional através dos espectros
de massa devem fornecer indicativos de regulacdo metabdlica relacionada a dieta no periodo neo-
natal.

A obtencdo do perfil protedbmico de orgdos como o figado em diversos estagios do
desenvolvimento deve demonstrar mais claramente como o efeito da dieta neonatal pode interferir
na resposta metabdlica do animal frente aos estimulos nutricionais posteriores.

Finalmente, estudos relacionados aos mecanismos de silenciamento génico, tais como a
metilacdo e acetilagdo, podem esclarecer o mecanismo de “programacao” resultante da adequagao

nutricional no periodo de desenvolvimento corporeo.
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APENDICE



APENDICE A — Planilha para acompanhamento da evolugdo ponderal de animais do grupo nutrido

durante periodo de aleitamento.
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APENDICE B — Planilha para acompanhamento da evolucdo ponderal de animais do grupo

desnutrido durante periodo de aleitamento.
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APENDICE C - Planilha para acompanhamento da evolugdo ponderal de animais do grupo nutrido

durante periodo de reposicao nutricional.
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APENDICE D - Planilha para acompanhamento da evolucdo ponderal de animais do grupo

desnutrido durante periodo de reposicdo nutricional.
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ANEXO



ANEXO A — Documento de aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/r
i

Recife, 12 de maio de 2009
Oficio n° 147/09

Da Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof°. José Luiz de Lima Filho

Departamento de Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - CCB
Processo n° 23076.005556/2009-51

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Diferenciagdo / Proliferagdo de células — Tronco Mesenquimais em
osteoblatos de ratos submetidos a desnutri¢do neonatal .”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliag@o e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questao do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente, P 4
Observagao: Aluna do mestrado: Alice de Andrade Bezerra gl e i SR
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutrigdo; ﬁmam%
Animal; Ratos albinos Wistar; Sexo: Machos; Idade: 90 dias ;

< 4 i Z X 4 uree
Numero de animais previsto no protocolo: 32 animais.

CCB: Integrar para desenvolver
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