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RESUMO

AVALIACAO DOS PERFIS METABONOMICOS, PROTEOMICOS E
METALOMICOS PARA O TRANSTORNO AFETIVO BIPOLAR E SEU
TRATAMENTO COM LITIO EM AMOSTRAS DE SORO SANGUINEO

Autora: Alessandra Sussulini
Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda
Co-Orientador: Prof. Dr. Claudio E. M. Banzato

O transtorno afetivo bipolar € uma doenca psiquiatrica caracterizada por
alteracées de humor marcantes, oscilando entre episédios de mania e depressao,
que afeta entre 1 a 3% da populacdo mundial. Os mecanismos em nivel molecular
deste transtorno, assim como de seu tratamento com litio, que € o medicamento
mais utilizado, ainda ndo sao estabelecidos. Assim sendo, o objetivo deste
trabalho de Tese consistiu em explorar biomarcadores potenciais (metabdlitos,
proteinas e ions metalicos livres ou ligados a proteinas) para o transtorno afetivo
bipolar e seu tratamento com litio.

Para isso, foi realizada a comparacao dos perfis metabonémicos (utilizando
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e analise
quimiométrica), protedmicos (utilizando eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida e diferentes técnicas de espectrometria de massas molecular) e
metaldmicos (utilizando espectrometria de massas com fonte de plasma
indutivamente acoplado) de amostras de soro sanglineo de pacientes com
transtorno afetivo bipolar utilizando o litio (n = 15) ou outras drogas excluindo o
litio (n = 10) e de individuos saudaveis (n = 25).

A analise metabon6mica indicou os lipideos como sendo os metabdlitos mais
afetados na presenca do transtorno afetivo bipolar e do tratamento com litio, o que
corroborou com os resultados da analise protedmica, onde a apolipoproteina A-I
foi uma das proteinas que sofreu maior alteracdo em seus niveis, sendo sub-
expressa em pacientes bipolares, independentemente do tratamento, porém
apresentando uma restauracao ao nivel do grupo controle ap6s o tratamento com
litio.
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As analises iondmicas apontaram As, B, Cl, Cr, Fe, K, Li, Mg, P, S, Se, Si, Sr
e Zn como os ions livres diferenciais e as analises metaloprote6micas apontaram,
principalmente, Ca, Co, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ti e Zn ligados a proteinas como
sendo os metais que sofreram as maiores alteracées na presenca do transtorno
afetivo bipolar e de seu tratamento com litio. Dentre as proteinas ligadas a metais
que apresentaram diferencas entre os grupos estudados em termos de metais
ligados, destacam-se a apolipoproteina A-l, a transtiretina e a vitronectina, que
haviam sido identificadas previamente nas analises proteémicas por apresentarem
alteracoes em suas expressoes.

A partir destes estudos, foi possivel identificar, de maneira exploratéria,
moléculas diferenciais que podem orientar futuros estudos envolvendo os
mecanismos patofisioldgicos do transtorno afetivo bipolar e de acao terapéutica de
drogas como o litio, bem como na descoberta de biomarcadores para a doenca
e/ou seu tratamento com litio.
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ABSTRACT

EVALUATION OF METABONOMIC, PROTEOMIC AND METALLOMIC
PROFILES FOR BIPOLAR DISORDER AND ITS TREATMENT WITH LITHIUM IN
BLOOD SERUM SAMPLES

Author: Alessandra Sussulini
Adviser: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda
Co-Adviser: Prof. Dr. Claudio E. M. Banzato

Bipolar disorder is a psychiatric illness characterized by marked mood
changes, oscillating between mania and depression episodes, which affects 1-3%
of the worldwide population. Molecular level mechanisms of this disorder, as well
as of its treatment with lithium, which is the most widely used medication, are not
yet known. Thus, the aim of this work consisted in explore potential biomarkers
(metabolites, proteins, metal ions free or bounded to proteins) for bipolar disorder
and its treatment with lithium.

For this purpose, it was performed the comparison of metabonomic (using
hydrogen nuclear magnetic resonance spectroscopy and chemometric analysis),
proteomic (using 2-D gel electrophoresis and different molecular mass
spectrometry techniques), and metallomic (using inductively coupled plasma mass
spectrometry) profiles for blood serum samples of bipolar disorder patients treated
with lithium (n = 15) or other drugs than lithium (n = 10) and healthy individuals (n =
25).

Metabonomic analyses indicated lipids as the most affected metabolites in
the presence of bipolar disorder and of lithium treatment, which corroborated with
the results of proteomic analyses, where apolipoprotein A-l was one of the proteins
that showed highest alterations in its levels. It was downregulated in bipolar
disorder patients, independently of the treatment, but showed a level restored to

that of the control group after lithium treatment.
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lonomic analyses detected As, B, Cl, Cr, Fe, K, Li, Mg, P, S, Se, Si, Sr e Zn
as differential free ions, and metalloproteomic analyses detected mainly Ca, Co,
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ti and Zn bound to proteins as being the metals that presented
highest alterations in the presence of bipolar disorder and lithium treatment.
Among the metal-binding proteins that indicated differences between the studied
groups, apolipoprotein A-l, transthyretin and vitronectin, which were previously
identified in the proteomic analyses, are highlighted.

With the studies described in this research work, it was possible to identify,
in an exploratory way, differential molecules that can guide future studies on the
patophysiological mechanisms of bipolar disorder or terapeutic action pathways of
drugs like lithium, as well as on the discovery of biomarkers for the illness and/or

its treatment with lithium.
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INTRODUCAO

O transtorno afetivo bipolar (TAB) € um distarbio mental crénico e severo,
que afeta entre 1 a 3% da populacdo mundial [1]. Tal transtorno é caracterizado
por recorrentes alteragdes de humor, manifestadas em episédios de:

* mania, marcada por humor exaltado acentuado, energia e atividade
aumentadas durante, pelo menos, uma semana;

= depressdao, marcada por humor depressivo anormal, perda de
interesse em atividades normalmente prazerosas, energia reduzida
ou fadiga aumentada;

= hipomania, marcada por humor exaltado, energia e atividade
aumentadas durante, pelo menos, quatro dias; e

= estados mistos, marcados por sintomas de ambos, mania e
depresséo.

A auséncia de episédios maniacos ou depressivos € denominada eutimia,
que se refere ao humor normal [1,2]. O transtorno afetivo bipolar é classificado em
subtipos, que incluem bipolar |, caracterizado por um ou mais episédios de mania,
com ou sem episddios de depressédo, e bipolar Il, que é caracterizado por um ou
mais episédios de depressdo acompanhados de, pelo menos, um episodio
hipomaniaco [2].

Este transtorno é considerado como uma doengca complexa, cuja
patogénese ainda nao € estabelecida [3-5]. Além disso, muitos pacientes bipolares
sao diagnosticados erroneamente como depressivos unipolares, devido a eventual
manifestacdo mais tardia de quadros maniacos ou hipomaniacos, apdés um ou
varios episodios de depressdo, e, por isso, sdo submetidos a tratamentos
ineficazes [6]. Tais fatos justificam o grande interesse na identificagdo de
biomarcadores do transtorno afetivo bipolar, que podem auxiliar tanto no
diagnéstico precoce como no entendimento das alteracées bioquimicas
associadas a doenga e/ou envolvidas em sua patofisiologia.

O litio tem sido empregado por mais de 50 anos no tratamento do

transtorno afetivo bipolar, sendo a droga mais utilizada em muitos casos. Diversas
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teorias a respeito do mecanismo de acao do litio tém sido propostas, desde
alteracdes no transporte ibnico até a modulacado da expresséao génica. Entretanto,
0S mecanismos neurobiolégicos precisos, por meio dos quais o litio exerce seus
efeitos clinicos, ndo sao claros e alguns resultados encontrados na literatura sao
contraditorios [4]. Por tais motivos, se fazem necessérios estudos mais especificos
envolvendo o uso do litio no tratamento do transtorno afetivo bipolar, envolvendo a
identificacdo de biomarcadores para 0 mesmo.

Partindo do fato que os mecanismos em nivel molecular do transtorno
afetivo bipolar e da acao do litio sdo desconhecidos, a hipdtese deste trabalho de
Tese é que a descoberta de marcadores diferenciais pode vir a auxiliar na
compreensao da patofisiologia da doenca e na eficacia do litio como tratamento,
bem como no diagnostico precoce do transtorno afetivo bipolar.

Neste trabalho exploratério, trés estratégias utilizadas para a descoberta de
biomarcadores (metabondémica, protedmica e metaldmica) foram aplicadas em
amostras de soro sangiineo humano, de modo a buscar indicar potenciais
biomarcadores para o transtorno afetivo bipolar e seu tratamento com litio a partir
da avaliagdo dos perfis de metabdlitos, proteinas e ions metalicos livres ou ligados
a proteinas.

A metabonbémica consiste na avaliacdo da resposta metabdlica dinamica
em sistemas vivos a estimulos patofisiolégicos, a toxicidade de drogas ou a
modificacdo genética. As plataformas analiticas utilizadas para determinar estas
alteragdes nos niveis de metabdlitos sdo baseadas em técnicas de espectrometria
de massas ou de espectroscopia de 'H RMN [7-9]. Neste trabalho de Tese, a
espectroscopia de 'H RMN foi utilizada pelo fato de nao requerer tratamentos
quimicos ou fisicos da amostra antes da analise (ao contrario da maioria das
metodologias envolvendo a espectrometria de massas, que geralmente requer
uma separacao prévia dos metabdlitos do fluido bioldgico antes da deteccado) e
todos os tipos de metabdlitos pequenos puderam ser determinados
simultaneamente [7,9].

A anadlise sistematica do conjunto total de proteinas que compdem um

sistema biolégico, ou seja, a protedmica, atualmente tem como maior desafio a
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identificacdo de marcadores protéicos de patologias em fluidos bioldgicos. Tais
marcadores, que sao definidos como proteinas que sofrem uma alteracdo em sua
concentracao ou estado, associada a um processo bioldgico especifico ou doenca,
podem ser fatores-chave no diagnostico precoce ou no monitoramento da
resposta a tratamentos [10,11]. No presente trabalho de Tese, as técnicas
analiticas utilizadas com este propésito foram a SELDI-TOF MS e a 2-D DIGE
associada a MALDI-TOF MS/MS.

Uma das classes mais importantes de marcadores biolégicos, verificados
em diferenciacgdes fisioldgicas ou em alteracdes patoldgicas de células ou tecidos
bioldgicos, envolve as metaloproteinas e os ions metalicos ou semimetélicos
ligados a elas [12]. A distribuicdo dos ions metalicos e semimetalicos em uma
célula ou tecido, ou seja, o metaloma, é o alvo de estudo da area cientifica
denominada metalémica [12-14]. Neste trabalho, foram estudados dois aspectos
da metalébmica: a iondmica, que consiste na determinacdo do conjunto total de
elementos presentes na amostra (ions livres), e a metaloprote6mica, que consiste
na determinacdo do conjunto de complexos metalicos (ou semimetalicos) com
ligantes protéicos [12].

O esquema analitico envolvendo estudos metaloprotedmicos inclui trés
componentes principais: (i) uma técnica de separacdo, que contribui para o
isolamento das espécies-alvo da matriz, chamada componente de seletividade; (ii)
um detector especifico para moléculas, visando sua caracterizacao, chamado
componente estrutural e (iii) um detector sensivel para a quantificacdo dos
elementos, chamado componente de sensibilidade [14,15]. Neste trabalho de
Tese, a componente de seletividade utilizada foi a 2-D PAGE, a componente
estrutural foi a MALDI-TOF MS/MS e a componente de sensibilidade foi a ICP-MS.

A partir dos estudos explorados neste trabalho, foi realizada a avaliacao dos
perfis metabdlicos, protéicos e idnicos para o transtorno afetivo bipolar e seu
tratamento com litio em amostras de soro sangtiineo humano, o que pode vir a
auxiliar futuros estudos envolvendo o diagndstico precoce da doenca, bem como

seu mecanismo patofisiolégico e de acdo do litio como tratamento.
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ESTUDOS METABONOMICOS
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1. OBJETIVOS

Os objetivos deste Capitulo consistem na comparacdo do peffil
metabonémico de amostras de soro sanglineo de individuos saudaveis e
pacientes com transtorno afetivo bipolar sob diferentes tratamentos, incluindo litio
ou nao, bem como na identificacdo dos metabdlitos diferenciais entre estes
grupos. Para isso, foram empregados a espectroscopia de 'H RMN e métodos

quimiométricos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Revisao Bibliografica apresentada a seguir enfocara os principais temas
abordados neste Capitulo. Primeiramente, o0s conceitos a respeito de
biomarcadores serao discutidos.

2.1. Biomarcadores

O termo biomarcador foi definido como sendo uma caracteristica que é
objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos
normais, de processos patogénicos ou de respostas farmacologicas a uma
intervencao farmacéutica, de acordo com o Biomarkers Definitions Working Group
[1,2]. Mais especificamente, no caso de biomarcadores protéicos, estes sao
definidos como sendo as proteinas que apresentam alteracbes em sua
concentracao (sobre- ou sub-expressao, repressao ou ativacao génica) ou estado
(modificagbes pds-traducionais), associadas a um processo biolégico especifico
ou doenca [3].

As principais caracteristicas de um biomarcador adequado sao: (i)
especificidade para uma determinada doenca, ou seja, apresentar baixa taxa de
falsos-positivos; (ii) robustez, ou seja, o0 marcador deve apresentar uma diferenca
entre individuos saudaveis, individuos com outra doenca e individuos com a

doenca de interesse, de modo que a doenca possa ser especificamente e
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seletivamente diagnosticada de outras condi¢cdes patologicas; e (iii) Gtil para uso
clinico, ou seja, permitir um método interessante aos clinicos, em comparacao a
outros métodos de investigacao [4].

Recentemente, a descoberta de novos biomarcadores de doencas
humanas tem despertado um grande interesse em pesquisas médicas. Tal
interesse foi guiado a partir de novos desenvolvimentos tecnolégicos,
notadamente em quimica analitica, relacionados a comparacao de perfis de RNA
mensageiro (transcriptoma), proteinas (protedmica), metabdlitos (metabolémica)
[5], bem como ions metdlicos, metaloproteinas e proteinas ligadas a ions
metalicos (metaldbmica).

A descoberta de um biomarcador para propdsitos clinicos requer fases
distintas de descoberta e validacdo. A etapa de descoberta pode ser dividida em
trés estagios: (i) identificacdo de potenciais biomarcadores, (ii) priorizacdo dos
biomarcadores identificados, e (iii) validacdo preliminar dos biomarcadores
priorizados [6,7]. Em linhas gerais, a etapa de descoberta é relacionada a analise
protebmica classica e a etapa de validacdo baseia-se em medidas quantitativas
para confirmar se a concentracdo de um potencial biomarcador é
significativamente diferente entre os estados da doenga e controle [4].

As possiveis fontes de potenciais biomarcadores utilizadas em pesquisas
sao tecidos ou fluidos bioldgicos, sendo que os fluidos mais comuns sdo o sangue
(soro ou plasma), CSF e urina. Os fluidos apresentam as vantagens de facil
acessibilidade, evitando os riscos da amostragem invasiva de tecidos por meio de
biépsias, relativo baixo custo de obtencado, possibilidade de realizar um
monitoramento baseado em amostragem multipla, bem como o potencial para o
desenvolvimento de testes prognésticos/diagnoésticos em larga escala, uma vez
que os fluidos bioldgicos sao utilizados rotineiramente em exames desta natureza
[4].

No item a seguir, alguns aspectos sobre o transtorno afetivo bipolar, as
teorias mais comuns a respeito de sua patogénese e a descricdo de suas formas
de tratamento serdo discutidos.

10
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2.2. Transtorno afetivo bipolar

O transtorno afetivo bipolar € um transtorno crénico e complexo, que é
caracterizado por episodios de depressao, mania ou hipomania, de forma isolada
ou mista, apresentando grandes taxas de morbidade e mortalidade [8]. Tais
mudancas de humor podem ser rapidas e dramaticas, mas na maioria das vezes é
gradual. Por exemplo, quando no ciclo depressivo, o individuo apresenta uma
tristeza prolongada com retirada da vida social e, quando no ciclo maniaco, o
individuo pode se comportar de maneira hiperativa, com fala ininterrupta e com
grande disposicao de energia [9].

A patogénese do transtorno afetivo bipolar esta relacionada a diversas
alteragbes bioquimicas e moleculares em sistemas de neurotransmissao,
segundos-mensageiros, vias de transcricdo de sinais e regulacdo na expressao
génica. Recentemente, os avangos nas técnicas de biologia molecular, genética e
neuroimagem tém fornecido novas informacodes acerca das bases bioldgicas deste
transtorno [10].

As falhas em sistemas de neurotransmissdao sao relacionadas as
anormalidades que envolvem as aminas biogénicas, como a norepinefrina, a
dopamina (catecolaminas) e a serotonina (indoleamina) [11,12].

As proteinas geralmente associadas a etiopatogenia, ou seja, a origem e
forma de desenvolvimento do transtorno afetivo bipolar, sdo os segundos-
mensageiros monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), proteina quinase C (PKC),
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e as proteinas G. Estudos tém descrito um aumento
de PKC na presenca do transtorno afetivo bipolar, causando um acréscimo na
excitabilidade neuronal e na liberacdo de neurotransmissores, bem como um
aumento nos niveis intracelulares de calcio em pacientes com a doenca
(especialmente em fase maniaca), devido a uma alteragdao na proteina IP3, que
atua liberando os estoques de calcio intracelulares necessarios para a modulagéao
neuronal [10]. Alguns sintomas do transtorno afetivo bipolar mostraram-se ser
causados pela enzima inositol monofosfatase (IMPase), que é uma enzima que

quebra o inositol monofosfato em inositol livre e fosfato. Esta enzima esta
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envolvida na transducéo de sinais e acredita-se que ela provoca um desequilibrio
nos neurotransmissores [13].

O tratamento do transtorno afetivo bipolar visa o controle de episédios
agudos e a prevencao de novos episddios, sendo dividido em trés fases: (i) fase
aguda, que consiste em tratar a mania sem causar depressao ou vice-versa; (ii)
fase de continuacdo, que consiste em estabilizar os beneficios, tratar até a
remissdo dos sintomas, reduzir os efeitos colaterais, reduzir a possibilidade de
recaida e aumentar o funcionamento global; e (iii) tratamento de manutencao, que
consiste em prevenir a mania e/ou a depressdo, bem como maximizar a
recuperacao funcional, ou seja, manter o paciente em estado de remissao dos
sintomas (eutimia) [8].

Os medicamentos comumente utilizados no tratamento do transtorno afetivo
bipolar sdao os estabilizadores de humor (carbonato de litio, acido valproéico,
carbamazepina), os antipsicoticos de segunda geracao (risperidona, olanzapina,
quetiapina) e os antidepressivos triciclicos ou inibidores seletivos de recaptacao
de serotonina (fluoextina, citalopram, paroxetina), sendo estes ultimos geralmente
combinados com estabilizadores de humor [8]. As estruturas quimicas de alguns

dos medicamentos mais comuns sao mostradas no Quadro 1.1.

Quadro 1.1. Estrutura quimica de medicamentos comuns utilizados no tratamento
do transtorno afetivo bipolar

Estabilizadores de humor Antipsicéticos de Antidepressivos
segunda geracao
Acido valpréico Risperidona Fluoxetina
3 " o o :
I H Fo
H, C N/
Carbamazepina Olanzapina Paroxetina
QWO S .
N nes
O)\NHz &?\
CHy F
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O litio, administrado na forma de carbonato, citrato ou orotato, é o
medicamento mais amplamente utilizado no tratamento deste transtorno. O litio se
encontra na forma de cation monovalente, € minimamente ligado a proteinas, nao
sofre biotransformagdes no organismo e € eliminado pelos rins [11,14]. O litio
pode afetar a liberagdo de neurotransmissores, o metabolismo de aminas
biogénicas e a transmissdo de sinais neuronais por meio da perturbacdo da
distribuicao do soédio, do magnésio e do calcio [11-13]. Algumas enzimas foram
propostas como sendo alvos potenciais da agao do litio, tais como a IMPase e a
proteina glicogénio sintase quinase-3, que sdo amplamente expressas, requerem
ions metalicos para a catalise e geralmente séo inibidas pelo litio de modo néo-
competitivo, mais precisamente pelo deslocamento de um cation divalente [13].

Em um trabalho recente, Andreazza et al. [15] avaliaram o envolvimento da
glia (tecido cerebral que fornece suporte e nutricdo aos neurbnios) e o estresse
oxidativo em pacientes com transtorno afetivo bipolar. A atividade glial foi
estimada a partir da medida do conteudo da proteina soro S100B e o estresse
oxidativo foi estimado utilizando-se substancias reativas com acido tiobarbiturico
(TBARS) e medidas das atividades de enzimas antioxidantes em pacientes com o
transtorno afetivo bipolar, durante os diferentes episédios da doenca.

Os autores encontraram um aumento significativo da proteina soro S100B
durante episédios de mania e depressdo, mas ndao em pacientes eutimicos. A
atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), bem como a razéo
SOD/glutationa peroxidase e catalase, foram também aumentadas em pacientes
maniacos e depressivos. Por outro lado, os niveis de TBARS foram aumentados
nos pacientes, independentemente da fase da doenca. Estes fatos sugerem um
dano oxidativo potencial em pacientes com transtorno afetivo bipolar, indicando
qgue mudancas sistematicas ocorrem durante as fases ativas da doenca, além de
uma alteracado na fungéo dos astrécitos (células gliais), indicada pela elevagao do
nivel da proteina soro S100B.

A seguir, serdo discutidos os principios dos estudos em metabondmica,
utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e quimiometria,

bem como alguns exemplos de trabalhos encontrados na literatura.
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2.3. Metabonomica

Recentemente, um novo conjunto de técnicas e metodologias analiticas
relacionadas a analise dos metabolomas de microorganismos, plantas e animais
foi introduzido, dando origem a area cientifica denominada metabolémica. O
metaboloma é definido como o conjunto de todas as moléculas de baixa massa
molar (metabdlitos), presentes em uma célula, tecido ou fluido biolégico, que
participam de reagdes metabdlicas. Geralmente, a classe dos metabdlitos inclui
espécies organicas, tais como aminoacidos, acidos graxos, carboidratos, lipideos
e vitaminas, bem como espécies inorganicas e elementares [16].

O objetivo dos estudos metabolémicos consiste na identificacdo e
quantificacdo de fodos os metabdlitos presentes em um sistema bioldgico, e, para
isso, sao utilizadas técnicas hifenadas a cromatografia, para a separagéo prévia
dos metabdlitos (GC-MS, LC-MS e LC-NMR) [16]. Uma estratégia importante de
andlise metabolémica é denominada metabonémica, cujo objetivo consiste na
avaliacado da resposta metabodlica de sistemas vivos a estimulos biolégicos,
doencas, tratamentos terapéuticos ou manipulagdo genética. Tal avaliagdo se
baseia, em geral, na analise estatistica multivariada de dados obtidos por
espectroscopia de RMN [16-18].

A espectroscopia de RMN é baseada na aplicacdo de campos magnéticos
fortes e pulsos de radiofreqiéncia (RF) ao nucleo dos atomos. Em atomos com
nimero atdmico impar (por exemplo, 'H) ou nimero de massa impar (por
exemplo, '*C), a presenca do campo magnético induz o ndcleo a possuir spin,
chamado de spin nuclear. A absorcao da energia RF permite que o nicleo seja
promovido de estados de spin baixos a estados de spin altos, com a subsequiente
deteccdo da emissao de radiacado durante o processo de relaxamento [16].

A maioria das aplicacdes da espectroscopia de RMN utiliza o 'H para
estudos clinicos e, como a maioria dos metabdlitos conhecidos contém atomos de
hidrogénio, o sistema néo é restrito a determinados metabdlitos em particular. O
espectro de RMN, mais especificamente, o deslocamento quimico, depende do
efeito de blindagem por elétrons movendo-se em 6érbita ao redor do nucleo. O

14



Tese de Doutorado Capitulo 1 Alessandra Sussulini

deslocamento quimico para a 'H RMN é determinado como sendo a diferenca (em
ppm) entre a freqUiéncia de ressonancia do préton observada e aquela de um
préton presente em um composto de referéncia. A intensidade do sinal depende
do numero de nucleos idénticos [16].

Os fluidos bioldgicos contém um grande excesso de agua, 0 que causa
alargamento dos picos e espectros contendo informacdes metabdlicas minimas.
Entretanto, a aplicacdo de uma seqliéncia de pulsos de supressado de agua pode
eliminar tal efeito [16].

O principal desafio das analises de metabdlitos de fluidos biolégicos por
espectroscopia de RMN consiste na discriminacado e interpretagdo do grande
namero de varidaveis espectrais obtidas experimentalmente. Para extrair
informagdes quimicas a partir dos conjuntos de dados experimentais, sdo
utilizadas ferramentas quimiométricas, que realizam uma analise multivariada dos
dados empregando estatistica para computar modelos com tal finalidade [17].

A analise de componentes principais (PCA) é uma das ferramentas
quimiométricas mais amplamente utilizada. Ela consiste na manipulagao da matriz
de dados com o objetivo de representar as variagbes presentes em muitas
variaveis por meio de um numero menor de fatores, ou seja, na reducdo da
variagdo dos dados em uma matriz X. Para isso, um novo sistema de eixos
(componentes principais) € construido para representar as amostras, no qual a
natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas dimensdes
[19,20].

A matriz X consiste em N linhas (observacgdes) e K colunas (variaveis), em
termos de scores e loadings. A matriz X é decomposta como sendo o produto de
duas matrizes, a matriz de scores T (N x A), que resume as variaveis X, e a matriz
de loadings P’ (A x K), que mostra a influéncia das varidveis no modelo de
projecoes, onde A é o numero de componentes principais, somada a uma matriz
“ruido” de residuos E (N x K): X = TP’ + E, que expressa os desvios entre os
valores originais e as projecdes [19,20]. Os graficos de scores sao formados por

componentes principais (PCs), que sado ordenadas em ordem crescente de
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variancia. Assim, a primeira componente principal (PC1) é aquela que contém o
maior numero de informacgdes extraidas dos dados originais [20].

A calibracdo multivariada por quadrados minimos parciais (PLS) é uma
regressao estendida da PCA, trabalhando com duas matrizes, X e Y. Ela possui
dois objetivos: aproximar X e Y e modelar uma relacdo entre as mesmas, de modo
a minimizar os desvios. A matriz de dados (X) é resumida por A scores X (T) e a
matriz de resposta (Y) € descrita por A scores Y (U). Assim como na PCA, os
scores (T e U) expressam as relacbes entre as observagdes (amostras).
Basicamente, a PLS maximiza a covariancia entre T e U e, para cada dimensao
do modelo, um vetor peso (w) é computado, sendo que ele reflete a contribuicao
parcial de cada variavel X para o modelamento de Y. A matriz resultante peso X (A
x K), W, reflete a estrutura em X que maximiza a covariancia entre T e U. A matriz
correspondente de loadings Y € designada Q e a matriz de loadings X, P, é
calculada de modo a reduzir X apropriadamente, expressando a correlacao
estrutural entre as varidveis X [19].

A andlise discriminante com calibracdo multivariada por quadrados minimos
parciais (PLS-DA) é realizada para aperfeicoar a separagao entre os grupos de
observacdes, de modo que uma separagdo maxima entre as classes seja obtida,
bem como compreender quais variaveis carregam a informagao que separa as
classes. Ela gera um modelo englobando muitas classes, sendo que este modelo
de projecdo resultante fornece as variaveis latentes que focam na separacgdo
maxima (discriminacdo) em preferéncia a maxima variacdo (modelamento de
classes 6timo). Na PLS-DA, uma matriz Y de varidveis descreve a classe a qual
cada amostra pertence. A matriz Y tem G colunas (para G classes), contendo os
valores 0 ou 1, indicando se a amostra pertence ou ndo a uma determinada classe
[19].

Em 2006, Figueiredo [21] utilizou a espectroscopia de 'H RMN e os
métodos quimiométricos HCA, PCA e PLS-DA na andlise das rotas metabdlicas da
esclerose multipla em amostras de CSF. Para isso, foram utilizadas 120 amostras
de CSF, sendo 60 controles e 60 provenientes de pacientes com esclerose

mltipla, coletadas por pungdo lombar. Para a analise por espectroscopia de 'H
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RMN, 500 pL das amostras foram adicionados a 100 pL de D-O e 2,5 mmol L™ de
trimetilsililpropionato de sédio (referéncia) e os espectros foram obtidos em um
equipamento operando a 499,886 MHz.

Neste trabalho, foi identificado um biomarcador potencial, o [-
hidroxibutirato, presente nas amostras dos pacientes com esclerose multipla,
sugerindo que o cérebro destes pacientes utilize as proteinas e fosfolipideos
resultantes da desmielinizagdo como fonte alternativa de energia. Este dado foi
confirmado pela presenca de um sinal no espectro de 'H RMN, em 0,065 ppm,
atribuido a proteinas proteoliticas, que sdo responsaveis pela degradacdo da
mielina.

Kaddurah-Daouk et al. [22] utilizaram uma plataforma metabolémica
especifica, a lipiddmica, para avaliar mudancas globais nos metabdlitos lipidicos
(polares e nao-polares) na presenca de esquizofrenia em pacientes sob
tratamento com trés antipsicéticos atipicos comumente utilizados. Os perfis
lipidicos foram obtidos a partir do plasma sanglineo de 50 pacientes com
esquizofrenia, antes e apds o tratamento por 2 a 3 semanas com olanzapina (n =
20), risperidona (n = 14) ou aripiprazol (n = 16). Amostras de 16 individuos
controle também foram coletadas. Os lipideos foram extraidos do plasma com
uma solucdo de cloroférmio: metanol em proporcdao 2: 1 (v/v) na presenca de
padrbes internos e, entdo, as classes lipidicas individuais presentes no extrato
foram separadas por cromatografia preparativa (cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia gasosa) e
quantificadas por cromatografia gasosa com deteccéo por ionizacdo em chama. A
andlise estatistica foi realizada por PCA.

Foi observado neste trabalho que a olanzapina e a risperidona afetaram
uma faixa mais ampla das classes lipidicas do que o aripiprazol.
Aproximadamente 50 lipideos tenderam a apresentar uma maior concentragéo nos
pacientes tratados com risperidona e olanzapina, sendo que as concentracdes de
triacilglicerdis aumentaram e as de acidos graxos livres diminuiram com ambas as
drogas, mas ndo com o aripiprazol. Observou-se também que niveis menores de

fosfatidiletanolamina foram encontrados em pacientes com esquizofrenia, quando
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comparados aos controles, 0 que comprova a associacao da esquizofrenia com

alteracoes nos fosfolipideos de membrana neurais.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Equipamentos e acessorios

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento dos experimentos
descritos neste Capitulo sao listados a seguir. Eles se encontram disponiveis no
Grupo de Espectrometria, Preparo de Amostras e Mecanizagdo (GEPAM), com
excecao do espectrdbmetro de ressonancia magnética nuclear, que esta disponivel
no Laboratério Spinlab, sendo ambos os laboratérios estao localizados no Instituto
de Quimica da Unicamp.

= Centrifuga, modelo NT-811 (Nova Técnica, Piracicaba, Brasil)

= Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear INOVA-500 (Varian, Palo
Alto, EUA)

= Misturador vortex, modelo M-37600 (Thermolyne, Dubuque, EUA)

» Ultracentrifuga, modelo Bio-Spin-R (Bio Agency, Sao Paulo, Brasil)

» Vidrarias de uso rotineiro em laboratério de quimica analitica

3.2. Reagentes e solucoes

Todas as solucées foram preparadas utilizando-se agua desionizada (>
18,2 MQ cm), obtida por um sistema de purificacao Milli-Q, e reagentes de grau
analitico.

A seguir, é apresentada a lista dos reagentes utilizados nos experimentos
descritos neste Capitulo:

= Azida de sédio, NaNs, M = 65,01 g mol” (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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= Monéxido de deutério, D-O, M = 20,04 g mol' (Cambridge Isotope
Laboratories Ltda., Andover, EUA)

3.3. Amostras

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp e os sujeitos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido antes da coleta das amostras. Todas as amostras foram coletadas no
mesmo periodo do dia (entre 14 e 16 h). As amostras de sangue (ca. 5 mL) foram
coletadas a vacuo em tubos para sorologia Vacuette® (Greiner Bio-One,
Americana, Brasil) e estes foram centrifugados a 1500g por 10 min.

Os tubos para sorologia sdo revestidos internamente com micro particulas
de silica, as quais ativam a coagulacdo quando os tubos sao invertidos. Os
tubos para sorologia contém uma barreira de gel presente no fundo do tubo. Este
material possui densidade intermediaria entre o sangue coagulado e o soro.
Durante a centrifugacdo, a barreira de gel move-se para cima, posicionando-
se entre 0 soro e 0 codgulo, onde uma barreira estavel é formada, separando o
soro dos outros componentes celulares [23]. A seguir, aliuotas das amostras de
soro foram transferidas para tubos do tipo Eppendorf contendo solucdo de azida
de sodio a 0,01% (m/v), que atua como preservativo, prevenindo o crescimento
bacteriano no soro, e armazenadas a -20 C.

No total, 50 amostras foram coletadas e classificadas em trés grupos,
sendo 25 amostras pertencentes ao grupo controle, composto por individuos que
nao apresentam o transtorno afetivo bipolar; 15 amostras do grupo de pacientes
bipolares que estavam sob tratamento usando litio; e 10 amostras do grupo de
pacientes bipolares que estavam sob tratamento usando outros farmacos
excluindo o litio.

Os critérios de exclusdo consistiram em certos tipos de doencas
concomitantes, tais como canceres, AIDS e doencas hepaticas, metabdlicas e
endocrinolégicas em geral. Os pacientes bipolares estavam todos no estado
eutimico da doenca e em tratamento no Ambulatério de Psiquiatria do Hospital de
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Clinicas da Unicamp. Os voluntarios do grupo controle foram colegas do Instituto
de Quimica da Unicamp, alunos e professores.

Um resumo das caracteristicas das amostras coletadas é apresentado na
Tabela 1.1 e os dados correspondentes a cada um dos individuos cujas amostras
foram coletadas encontram-se nos Anexos 1, 2 e 3.

O transtorno afetivo bipolar é associado a uma prevaléncia
significantemente maior de fumantes em comparagédo a populacdo em geral [24].
Esta prevaléncia foi observada no caso das amostras coletadas de pacientes com
transtorno afetivo bipolar, o que significa que esta variavel nao foi controlada no

presente estudo.

Tabela 1.1. Resumo das caracteristicas das amostras de soro sangiineo

coletadas
Pacientes Pacientes
Grupo Controle bipolares bipolares nao
usando Li usando Li
Numero de amostras n=25 n=15 n=10
Idade, anos (média + d.p.) 28+5 40+ 13 42 £17
Género (feminino/masculino) 14/11 9/6 7/3
Duracao da doenca, faixa em NA 1-.08 1-920
anos
Duragao do tratamento atual, NA 5. 240 1-120
faixa em meses
Tratamento com antipsicéticos NA 5 3
Tratamento com estabilizadores NA 15 10
de humor
Tratamento com antidepressivos 2 1 2
Tratamento com ansioliticos NA 5 5
Dose de Li, mg (média = d.p.) NA 911 £ 325 NA
Fumantes, % 0 26,7 20,0

Abreviacoes: d.p., desvio padrao; NA, ndo aplicavel.
3.4. Obtencao dos espectros de '"H RMN

Para as andlises por 'H RMN, as amostras de soro foram descongeladas e
centrifugadas a 12300g por 10 min e a 4 C, de modo a remover qualquer
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precipitado. A seguir, 250 puL das amostras de soro obtidas e 350 pyL de D,O foram
adicionados a tubos de RMN de 5,0 mm de didmetro. Tal procedimento de diluicdo
simples foi empregado de modo a evitar etapas adicionais de preparo de amostra,
uma vez que uma das intencoes da metodologia proposta é ser aplicada no auxilio
a diagnose do transtorno afetivo bipolar e/ou no monitoramento de seu tratamento
com litio. Os espectros de 'H RMN foram adquiridos a 25 € em um
espectrometro de RMN equipado com uma sonda de ressonéncia tripla inversa,
operando a 499,89 MHz (By = 11,7 T). Os espectros unidimensionais padrdes
foram adquiridos utilizando uma sequéncia de pulsos de 90° com 128 varreduras,
duracao de pulso de aproximadamente 10 ps e atraso de reciclagem de 2 s.

Para os espectros com edicdo T, (tempo de relaxacado spin-spin), a
magnetizacéo foi preparada utilizando uma sequéncia spin-echo, CPMG D-[-90°-
(1-180°-1),-ACQ], onde um atraso fixo da relaxagédo spin-spin (2nt) de 100 ms foi
usado de modo a atenuar os sinais largos de moléculas grandes como as
proteinas e reter aqueles proveninetes de compostos de baixa massa molar e de
alguns componentes lipidicos. Tipicamente, um total de 64 transientes foi
adquirido em 32 K de pontos de dados, usando uma janela espectral de 12 kHz,
um tempo de aquisicdo de 1,64 s e um atraso de relaxacdo de 4 s. Todos os
espectros foram corrigidos em fase e em linha de base e referenciados ao pico
metil do lactato a 1,33 ppm (3 H, d) 3J = 7 Hz, presente em todos os espectros.
Estes espectros foram processados com o uso do programa VNMR (Varian).

Para confirmar os assinalamentos feitos nos espectros de 'H RMN
unidimensionais, algumas amostras de soro também foram analisadas por 2-D 'H-
'H TOCSY com supresséo do solvente. Os espectros foram adquiridos com tempo
de relaxacdo de 1,5 s, tempo de supressao do sinal da agua de 1,5 s e largura
espectral de 6030,5 Hz para as dimensdes de 'H. Para cada espectro
bidimensional, 256 incrementos, com 64 transientes por incremento, foram
coletados e estendidos a 4 K de pontos de dados. Os experimentos de TOCSY
utilizaram um esquema spin-lock MLEV-17 para as transferéncias 'H-'H, com um
tempo de associacdo de 90 ms e uma forca de spin-lock de 8 kHz. Todos os

assinalamentos dos sinais foram baseados em dados da literatura e/ou no banco
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de dados Madison Metabolomics Consortium Database [25,26] e sao indicados no
espectro T,-editado e confirmados no espectro bidimensional 'H-'H TOCSY.

3.5. Tratamento dos dados obtidos por 'H RMN utilizando

quimiometria

Os dados obtidos por espectroscopia de 'H RMN foram transportados a
uma matriz de dados e a analise quimiométrica, empregando PCA em intervalos
(iPCA) e PLS-DA, foi realizada com o programa MATLAB versdao 6.5 (The
Mathworks, Natick, EUA).

A iPCA foi realizada para a regido espectral de deslocamentos quimicos
entre -0,5 e 4,4 ppm, onde foram obtidas as melhores informacées e o menor
ruido. O principio deste algoritmo consiste em dividir o espectro em regides
equidistantes menores e, a seqguir, calcular modelos de PCA para cada intervalo e
apresentar os resultados em multiplos graficos de scores [27]. Foram utilizadas
trés componentes principais e o pré-tratamento SNV foi realizado com o intuito de
reduzir o deslocamento da linha de base dos espectros.

A PLS-DA foi utilizada para obtencao de uma visao geral dos dados, bem
como auxiliar nos estudos exploratérios e sua interpretacdo, por exemplo, ao
verificar 0 agrupamento entre as amostras e sua classificagdo. A area espectral
analisada foi a mesma utilizada para as anélises por iPCA. O pré-tratamento OSC
foi empregado, de modo a remover informac¢des ndo correlacionadas as variaveis-
alvos, empregando andlise de componentes principais restrita. Este processo de
filtracdo dos dados é particularmente importante em estudos metabondémicos
envolvendo amostras de origem humana como este, devido a grande variabilidade
existente nas populagdes em relagdo a estudos envolvendo animais controlados
em laboratorio [28]. No procedimento de OSC, a matriz X foi corrigida pela
subtracdo da variacdo ortogonal a calibracdo do vetor y [29]. Neste trabalho, o
vetor y continha a classe correspondente a cada amostra. Este vetor foi utilizado
para ambos os algoritmos, pré-tratamento OSC e PLS-DA.
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Todas as variaveis foram centradas na média, os espectros foram
normalizados e foi realizada uma validacdo cruzada leave one out. Apbs esta
analise, outra validacdo do modelo foi efetuada, dividindo aleatoriamente as
amostras em conjuntos de calibracdo e validagdo e construindo um novo modelo
PLS-DA, utilizando o conjunto de calibracdo e as mesmas condicées do modelo
anterior. Desse modo, foi realizada uma previsdo de classes das amostras de

validacéo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise dos dados espectrais de 'H RMN por quimiometria

Com o objetivo de determinar se o transtorno afetivo bipolar e/ou o seu
tratamento com litio ocasiona alteragcées no perfil metabdlico do soro sangulineo,
foram realizados estudos metabondmicos utilizando a espectroscopia de '"H RMN
com analise dos dados por quimiometria. Primeiramente, foram obtidos os
espectros unidimensionais para todas as amostras provenientes dos trés grupos
estudados. A regidao espectral entre 4,5 e 4,8 ppm foi descartada das andlises
quimiométricas devido ao sinal da agua residual (HDO, 4,7 ppm), que esta
presente em grande quantidade nas amostras de soro. Ja a regiao acima de 4,8
ppm nao apresentou diferencas importantes entre 0os grupos e, por isso, também
nao foi considerada para as analises quimiométricas.

De modo a explorar todas as potenciais diferencas nos perfis metabdlicos
dos grupos estudados, os espectros de RMN foram primeiramente pré-tratados
por SNV e, entdo, segmentados em intervalos de 0,6 ppm e analisados por iPCA.
Com base nos resultados das anadlises por iPCA, foi possivel observar uma
distincdo das amostras em dois grupos: controle e pacientes com transtorno
afetivo bipolar (independentemente do tratamento). A Figura 1.1 ilustra o grafico
de scores PCA para o intervalo entre 1,4 e 2,0 ppm, onde é possivel visualizar
esta diferenciacdo entre os grupos. Algumas amostras apresentaram um

comportamento diferente em relagdo a maioria do grupo, porém, é dificil
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determinar exatamente a razdo para tais diferenciacées nos perfis metabdlicos,
uma vez que nao existe uma tendéncia Unica para explicar a presenca destes
outliers. Um caso interessante envolve um individuo do grupo controle que foi
classificado no grupo de pacientes bipolares. Este sujeito ndo faz uso de
medicacdes nem apresenta histérico de doencas psiquiatricas, porém, sua irma
mais nova possui o transtorno afetivo bipolar. Esta observacdo pode estar de
acordo com pesquisas anteriores que evidenciam uma caracteristica genética do
transtorno [30].

Scores on PC 3 (2.27%)

Scores on PC 2 (4.92%)

Scores on PC 1 (90.74%)

Figura 1.1. Grafico dos scores PCA para o intervalo de deslocamentos quimicos
entre 1,4 e 2,0 ppm. As amostras do grupo controle, dos pacientes bipolares
tratados com litio e dos pacientes bipolares ndo tratados com litio séo
representados como e, V¥ e * respectivamente.

A seguir, os espectros de 'H RMN foram normalizados, pré-tratados por
OSC e analisados por PLS-DA. A Figura 1.2 mostra o grafico de scores PLS-DA
para o melhor modelo construido, que consistiu na utilizacdo de 10 variaveis
latentes (LVs) com percentual de variancia de 98,74% no bloco X (espectros) e
62,05% no bloco Y (classes).

A partir desta analise, os trés grupos estudados (controle, pacientes
bipolares tratados com litio e pacientes bipolares nao tratados com litio)

mostraram tendéncias a formarem grupos distintos, conforme ilustrado na Figura
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1.2. As amostras do grupo controle apresentaram scores abaixo de zero na LV1,
ficando distantes das demais amostras, que apresentaram scores acima de zero.
Embora as amostras dos grupos de pacientes bipolares ndo terem formado grupos
individuais, é possivel observar diferentes tendéncias em cada conjunto. As
amostras do grupo de pacientes bipolares tratados com litio apresentam uma
tendéncia a ter valores negativos em LV2, enquanto as amostras do grupo de
pacientes bipolares nao tratados com litio apresentam uma tendéncia a ter valores
positivos em LV2.
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Scores on LV 2 (14.75%) Scores on LV 1 (76 42%)

Figura 1.2. Grafico dos scores PLS-DA para o intervalo de deslocamentos
quimicos entre -0,5 e 4,4 ppm. As amostras do grupo controle, dos pacientes
bipolares tratados com litio e dos pacientes bipolares néo tratados com litio séo
representados como V¥, * e ¢, respectivamente.

De modo a avaliar se a idade e a porcentagem de fumantes influencia a

separacao entre os grupos estudados, foram construidos dois novos modelos
PLS-DA:

(i) excluindo individuos do grupo controle, de modo que a média de idades
nao diferia entre os grupos com significancia estatistica de 95%, de acordo
com o teste Tukey [31] (n = 15, média de idade: 31 + 5 anos, género: 9

feminino e 6 masculino); e
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(i) excluindo os individuos fumantes dos grupos de pacientes bipolares.

De acordo com a Figura 1.3, foi possivel verificar que estes parametros
(média de idade e numero de fumantes) ndo mostraram influéncia significativa em
relacao as diferenciacdes observadas previamente para os grupos estudados em
relacao aos perfis de metabdlitos.
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Figura 1.3. Grafico dos scores PLS-DA (LV = 4) para o intervalo de
deslocamentos quimicos entre -0,5 e 4,4 ppm: (a) considerando o grupo controle
com idade similar a dos grupos de pacientes bipolares e (b) excluindo-se os
individuos fumantes. Os grupos controle, pacientes bipolares tratados com litio e
pacientes bipolares ndo tratados com litio sdo representados como ¢, V e m,
respectivamente.
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O grafico de loadings (Figura 1.4) assinala as variaveis mais significantes,
pela descrigdo da influéncia e da relagé&o entre as variaveis no plano modelo [32].
Assim sendo, & possivel concluir que a separacao entre os grupos se deve
principalmente aos picos com deslocamentos quimicos 0,99; 1,04; 1,33 e 1,93
ppm. Tais picos referem-se a valina, ao lactato, a lipidios e a lipoproteinas. Outros
deslocamentos quimicos importantes na diferenciacao entre os grupos estudados

estao descritos no préximo item e listados na Tabela 1.2.
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Figura 1.4. Grafico dos loadings PLS-DA na primeira variavel latente para o
intervalo de deslocamentos quimicos entre -0,5 e 4,4 ppm.

De modo a validar o modelo quimiométrico, as amostras foram divididas
aleatoriamente em conjuntos de calibracdo e validagdo. Foram selecionadas
cinco, trés e duas amostras dos grupos controle, bipolares tratados com litio e
bipolares nao tratados com litio, respectivamente, para os conjuntos de validacao.

Um novo modelo PLS-DA foi construido usando o conjunto de calibracao e
aplicando as mesmas condicdes do modelo anterior (mesmo numero de LVs) e,
de modo a construi-lo, os espectros do conjunto de calibragdo foram corrigidos
com OSC e normalizados. Uma vez feita a correcdo, os dados de validacdo ou
previsdo foram corrigidos por meio da fungcdo: NEWX = X -
X*NW*inv(NP"*NW)*NP', onde NEWX ¢é a matriz corrigida de validacdo ou
previsdo, X é a matriz de validacao ou previsao original, NW é a matriz de pesos,
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NP é a matriz de loadings e NT é a matriz de scores que foram utilizados na
correcdo. Inv é o inverso da matriz quadrada (NP™*NW)*NP’'. O algoritmo OSC
fornece todos estes parametros (PLS Toolbox 3.5 for MATLAB, Eigenvector
Research, Wenatchee, EUA). A porcentagem de variancia foi de 98,90% no bloco
X e 93,94% no bloco Y.

Foi realizada uma validagdo cruzada leave one out, com erros de 0, 20,24 e
15,62%, respectivamente aos grupos controle, pacientes bipolares tratados com
litio e pacientes bipolares ndo tratados com litio. A Figura 1.5 mostra as previsbes
para as trés classes de grupos estudados. E possivel observar que as mesmas
foram bem precisas ao classificar as amostras no grupo controle e nos grupos de
pacientes bipolares. Dois erros ocorreram na previsdo do grupo de pacientes
bipolares tratados com litio, onde o modelo previu a amostra 43, que na verdade
pertence ao grupo controle, dentro deste grupo e deixou de prever a amostra 47.
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(c)

05p

Y previsto (cla_sse 3)
]

Figura 1.5. Previsdes para (a) classe 1 (controle), (b) classe 2 (bipolares tratados
com litio) e (c) classe 3 (bipolares ndo tratados com litio). As amostras marcadas
com m pertencem ao conjunto de calibracdo e as amostras marcadas com e
referem-se ao conjunto de validagdo. As amostras em vermelho, verde e azul
referem-se as classes 1, 2 e 3, respectivamente. A linha pontilhada em vermelho
(a-c) é o threshold.

4.2. Identificacao dos metabdlitos diferenciais

A identificacdo dos metabdlitos diferenciais entre os grupos controle e
pacientes bipolares tratados com litio ou ndo foi realizada a partir da relacao entre
os resultados obtidos por quimiometria, em especial o grafico de loadings (Figura
1.4), que assinalou os picos mais significantes na diferenciagdo entre os grupos,
com as informagdes espectrais obtidas por espectroscopia de 'H RMN.

A Figura 1.6 (a-c) mostra os espectros de 'H RMN para uma amostra de
cada um dos grupos estudados. O mesmo padrao foi observado em todos os
espectros, porém, alguns picos especificos apresentaram diferentes intensidades
para cada grupo, assim como demonstrado pela analise por PLS-DA. A Figura 1.6
(d) mostra estes picos, sendo que os metabdlitos identificados por meio da
comparacdo de seus deslocamentos quimicos com aqueles reportados na
literatura [33,34] foram lipideos, moléculas relacionadas ao metabolismo de
lipideos e aminoacidos (vide Tabela 1.2).
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Figura 1.6. Espectros de 'H RMN (intensidade x deslocamento quimico em ppm)
para uma amostra de soro de: (a) um individuo controle, (b) um paciente bipolar
tratado com litio e (¢) um paciente bipolar ndo tratado com litio. A regido
expandida entre -0,5 e 4,4 ppm, utilizada na andlise quimiométrica € mostrada nos
cantos superiores esquerdos (a-c). As atribuicdes dos picos descritos na Tabela
1.2 sdo mostradas em (d), em um espectro To-editado de uma amostra controle.

=

Os metabolitos que apresentaram maiores diferengas na distingdo entre
individuos do grupo controle e pacientes bipolares, bem como entre os pacientes
tratados com litio ou ndo, estdo assinalados em negrito na Tabela 1.2 e consistem
em lipideos de glicoproteinas, lipideos mono e poliinstaurados, e moléculas
relacionadas ao metabolismo de lipideos (acetato, colina, glutamato e mio-

inositol).
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Tabela 1.2. Atribuicbes dos deslocamentos quimicos para os metabdlitos
identificados nos espectros de '"H RMN das amostras de soro sangiiineo. Em
negrito, estdo destacados os metabdlitos que apresentaram maior diferenciacao
entre os grupos estudados

Deslocamento

Pico? quimico / ppm Molécula Atribuicoes
Valina, lipideos, lipoproteinas,
1 0,99 Iigideos mgvgis CHs
5 1.04 Valina, picos, largos sob CHs
proteinas
Lactato, lipideos, lipoproteinas,
3 1,33 Iipl?deos mépver?s CH.
4 1,48 Alanina CHs
5 1,57 Lipideos (principalmente VLDLP) CH2CH.CO
6 1,72 Lipideos CH>CH-.CH=CH
7 1,93 Lipideos CH,CH=CH
8 1,95 Lipideos de glicoproteina CH,CH,CH=CH
9 1,99 Prolina B-H
10 2,04 Glutamina B-H
11 2,12 Acetato CH;
12 2,24 Valina B-H
13 2,29 Prolina B-H
14 2,30 Glutamato v-H
15 2,44 Asparagina B-H
16 2,6 e 2,64 Lipideos CH=CHCH,CH=CH
17 2’812’,2’583 e Albumina lisil £-CH;
18 3,03 Lisina, creatina 0-H (Lisina)
19 3,21 Colina 6-CH
20 3,24 Arginina, glicose 8-H (Arginina)
21 3,37 Prolina, glicose d-H (Prolina)
22 3,54 Mio-inositol H1, H3
23 3,77 Arginina o-H
24 3,79 Lisina o-H

2 de acordo com a Figura 1.6 (d); ° lipideos de baixa densidade, do inglés, very low density

lipids.

A Figura 1.7 mostra a confirmagcdo da identidade dos metabdlitos

diferenciais assinalados na Figura 1.6 (d) e na Tabela 1.2, por meio de um
espectro bidimensional 'H-'"H TOCSY. A 'H-'H TOCSY cria correlagdes entre
todos os protons dentro de um determinado sistema de spins, ndo somente 0s
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geminais ou vicinais. Tais correlagdes sao observadas entre prétons distantes até
qgue haja acoplamentos entre cada préton interferente [35].

Lac = lactato

Glu = glutamato
Val = valina

Lip = lipideos

Arg = arginina

Lis = lisina

Gli Lip = lipideos de
glicoproteina

Col =colina

Mio = mio-inositol
Asp = asparagina

T T T T T
4.0 2.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Fl (ppm)

Figura 1.7. Espectro 'H-'H TOCSY de uma amostra de soro do grupo controle
com a identificacao de alguns metabdlitos diferenciais.

Os resultados encontrados neste trabalho de Tese a respeito das
alteracoes metabdlicas detectadas em soro sangiineo (nivel sistémico)
corroboram com aqueles encontrados na literatura recente, onde amostras de
cérebro post-mortem de humanos e de ratos tratados com litio ou valproato foram
utilizadas para estudar o transtorno afetivo bipolar em nivel local [36],
especialmente em termos de alteracdes nos niveis de glutamato e mio-inositol,
sendo que o0s niveis encontrados em ambos os casos foram maiores em pacientes
bipolares em relacédo aos individuos saudaveis.

Considerando o efeito do tratamento com litio, observou-se uma
discrepancia em relagao a literatura [36]. Enquanto no presente estudo os niveis
de mio-inositol encontrados foram maiores nos pacientes bipolares,
independentemente do tratamento (assim como no caso do glutamato), os niveis
deste metabdlito foram reduzidos nas amostras de cérebros de ratos tratados com

32



Tese de Doutorado Capitulo 1 Alessandra Sussulini

litio. Tal resultado demonstra a problematica envolvida no uso de modelos animais
para o estudo de doencas psiquiatricas.

As alteracdes nos niveis de mio-inositol podem refletir um aumento na
atividade da enzima inositol monofosfatase (IMPase), o que pode levar a um
acréscimo nos niveis de compostos contendo mio-inositol em pacientes tratados
com litio [37], o que estda de acordo com os resultados obtidos no presente
trabalho, onde o mio-inositol foi encontrado com um maior nivel no soro de
pacientes bipolares em relagdo ao grupo controle.

Schwarz et al. [38] analisaram amostras de cérebro (matéria cinzenta e
branca) e células vermelhas do sangue por LC-MS, de modo a obter o perfil
metabdlico das mesmas e comparar individuos esquizofrénicos e bipolares. Neste
estudo, os autores detectaram alteracdes significativas nos niveis de lipideos
(acidos graxos livres e fosfatidilcolina), sugerindo que alteracbes no metabolismo
lipidico podem ser caracteristicas intrinsecas da esquizofrenia e do transtorno

afetivo bipolar, assim como sugerem os resultados obtidos no presente trabalho.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

A obtencdo do perfil metabdlico de amostras de soro sanglineo por
espectroscopia de 'H RMN e andlises quimiométricas mostrou-se uma estratégia
eficiente para diferenciar, exploratoriamente, individuos saudaveis de pacientes
bipolares, bem como distinguir pacientes bipolares sob diferentes tratamentos,
utilizando o litio ou néo.

Os metabolitos que apresentaram maiores diferengas na distincdo entre
individuos do grupo controle e pacientes bipolares, bem como entre os pacientes
tratados com litio ou ndo, consistem em lipideos de glicoproteinas, lipideos mono
e poliinstaurados, e moléculas relacionadas ao metabolismo de lipideos (acetato,
colina, glutamato e mio-inositol). A partir dos resultados obtidos neste estudo,
pode-se concluir que a metodologia proposta permitiu a deteccdo de mdultiplos
metabolitos diferenciais simultaneamente, fornecendo um padrdo geral para o

transtorno afetivo bipolar e seu tratamento com litio.
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Vale ressaltar que o mecanismo das alteragdes metabdlicas em amostras
de soro de pacientes bipolares, considerando o tratamento com litio ou néo, deve
ser futuramente estudado. A andlise por espectroscopia de 'H RMN fornece
somente uma figura estatica dos metabdlitos detectados, ndo permitindo a
determinacao das taxas de metabolismo ou alteragdes nas rotas metabdlicas que
podem ser modificadas na presenca da doenca ou do tratamento com litio. Os
metabdlitos diferenciais identificados neste trabalho podem guiar estudos futuros
envolvendo a patofisiologia do transtorno afetivo bipolar, nos mecanismos de acao
do tratamento com litio, bem como na descoberta de biomarcadores.
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1. OBJETIVOS

Os objetivos do presente Capitulo consistiram na avaliacdo do perfil
protedmico das amostras de soro de individuos saudaveis e pacientes com
transtorno afetivo bipolar sob tratamento com litio ou n&o, com posterior
identificacdo de proteinas que apresentaram diferenca significativa na expressao
ao comparar os trés grupos estudados.

Esta etapa da Tese foi desenvolvida durante periodo sanduiche do
Doutorado realizado no Instituto Max Planck de Medicina Experimental, localizado
na cidade de Géttingen, Alemanha.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na Revisdo Bibliografica apresentada a seguir, serdo discutidos os
principais temas de estudo envolvidos neste Capitulo, iniciando pela aplicacdo da

espectrometria de massas em andlises proteémicas.

2.1. Espectrometria de massas em analises protedmicas

A espectrometria de massas € uma ferramenta essencial para a analise de
proteinas, devido nao apenas a sua sensibilidade, mas, também, ao conteudo total
de informagdes que pode ser obtido. Os espectrdbmetros de massas podem ser
utilizados tanto para a simples determinacao da massa molar de um polipeptideo
guanto para a determinacao da seqiéncia de aminoacidos, identificagcdo de novos
biomarcadores, interacbes proteina-proteina e caracterizacdo de modificacoes
pos-traducionais [1,2]. No primeiro caso, os espectrémetros sdo empregados para
analise em um U0nico estagio e, nos Uultimos casos, ions especificos séo
selecionados e submetidos a fragmentacao, e, entdo, um segundo espectro é
obtido. Este procedimento é denominado espectrometria de massas em seqiéncia
(MS/MS) [1].
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A primeira etapa nos experimentos de identificacdo de proteinas por
espectrometria de massas consiste em dividir a proteina de interesse em uma
série representativa de peptideos, de modo que estes apresentem massas
molares dentro da faixa de massas detectaveis pelos espectrometros. O método
mais comum para produzir peptideos visando a analise posterior por
espectrometria de massas € a digestdo de proteinas com enzimas proteoliticas,
em geral, a tripsina. A tripsina cliva as ligacoes peptidicas de proteinas apos os
grupos carboxilicos dos residuos de lisina (K) e arginina (R), exceto quando estas
ligacbes sdao com residuos de prolina (P), ou seja, ligacbes K-P ou R-P,
produzindo peptideos pequenos (na faixa de 600 a 2500 Da) [3].

Os espectrdmetros de massas consistem em uma fonte de ions, um
analisador de massas, um detector de ions e uma unidade de aquisicao de dados.
As técnicas de ionizagdo mais empregadas em analise de proteinas sdo a MALDI
e a ESI e os tipos basicos de analisadores de massas sdo o ion trap (IT), o
quadrupolo (Q) e o tempo de véo (TOF).

Os principios da técnica podem ser contemplados pelas quatro funcdes de
um espectrdbmetro de massas: (i) ionizacdo, onde a molécula de interesse é
carregada, resultando na formagdo de um ion positivo ou negativo em fase
gasosa; (ii) separagdo dos ions de acordo com suas razdes massa/carga (m/z);
(iii) medida de massa, de acordo com algum parametro fisico; e (iv) medida de
abundancia, baseada na altura ou area do pico obtido [3].

De acordo com os objetivos deste trabalho, a SELDI-TOF MS e a MALDI-
TOF MS/MS foram utilizadas para o estudo do perfil protéico das amostras de soro
sanglineo e para a caracterizacdo de proteinas diferenciais. Ambas as técnicas
sao descritas a seguir.

2.1.1. SELDI-TOF MS

A tecnologia SELDI foi descrita pela primeira vez na literatura em 1993,
entretanto, sua aplicacdo em estudos protedbmicos comegou a se tornar

significativa somente a partir de 2003. Esta técnica € baseada na utilizacdo de
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varios principios cromatograficos e de superficies biolégicas, empregando uma
selecdo de proteinas em chip (disponivel comercialmente sob o nome
ProteinChip) a partir de misturas complexas, de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas, com a subsequente ionizacdo das moléculas retidas para um
detector que as classifique de acordo com as razbes m/z [4].

O arranjo ProteinChip pode ser classificado em dois grupos, de acordo com
suas caracteristicas de superficie. Um grupo envolve a superficie quimica,
incluindo superficies hidrofobicas, hidrofilicas, catibnicas, anibnicas ou por
afinidade com ion metalico imobilizado, que captura as proteinas-alvo de maneira
nao-especifica. O outro grupo envolve a superficie bioldgica, incluindo anticorpos,
DNA, enzimas, receptores ou farmacos, que podem reconhecer as proteinas-alvo
especificamente [5].

O procedimento de analise e deteccdo das proteinas por SELDI envolve
quatro etapas: (i) adicdo da amostra e separacdo das proteinas no chip; (ii)
lavagem com solvente apropriado ou tampao para remover as proteinas nao
ligadas ou interferentes; (iii) adicdo de matriz absorvedora de radiagcdo UV a
superficie do chip; e (iv) andlise em um instrumento SELDI-TOF MS, equipado
com uma fonte pulsada de laser de nitrogénio, cujo funcionamento é similar ao da
MALDI-TOF MS. Apoés a ativacao pelo laser, as proteinas contidas na superficie
do arranjo sao dessorvidas e ionizadas, e subseqlentemente aceleradas por um
campo elétrico até o tubo de vbo, onde sdo separadas de acordo com suas razdes
m/z, até atingirem o detector [5].

A SELDI é bastante efetiva na deteccao de proteinas de baixa massa
molar, sendo importante como uma técnica complementar a eletroforese
bidimensional em gel na visualizacdo de potenciais biomarcadores protéicos. As
vantagens da SELDI sobre a eletroforese em gel consistem na maior sensibilidade
e em requerer menores quantidades de amostra e tempo de analise.

Mei et al. [6] utilizaram a SELDI-TOF MS para estabelecer o perfil de
expressdao protéica em tecidos cerebrais derivados do cértex pré-frontal
dorsolateral de individuos esquizofrénicos, coletados posteriormente a morte. A
esquizofrenia € um distarbio mental severo que afeta 1% da populagdo mundial.
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Assim como no caso do transtorno afetivo bipolar, sua patogénese nao é ainda
estabelecida, o que justifica 0 grande interesse na identificacdo de moléculas (no
caso, proteinas) que sofrem alteragbes em seus niveis na presenca da
esquizofrenia, ou seja, biomarcadores.

Para isso, foram utilizadas 34 amostras provenientes de individuos com
esquizofrenia e 35 amostras de individuos nao-esquizofrénicos (grupo controle).
As proteinas foram extraidas dos tecidos utilizando-se um tampao contendo uréia,
surfactante ndo-i6nico e Tris-HClI em pH 9,0, diluidas e aplicadas em quatro
arranjos de proteinas com superficies quimicas diferentes: IMAC30 (captura por
afinidade com ion metalico imobilizado), CM10 (troca catidnica fraca), Q10 (troca
anidnica forte) e H50 (hidrofébica). Apds o processamento dos arranjos, foram
obtidas as medidas de massas e as intensidades dos picos de proteinas, sendo
que a area ou amplitude do pico foi considerada como proporcional a abundancia
da proteina na amostra.

Por meio do uso de um programa computacional, foi realizada a analise
multivariada dos resultados obtidos, uma vez que a anélise de picos isolados nédo
seria suficiente para determinar diferencas estatisticamente significantes entre os
individuos esquizofrénicos e o grupo controle. Foram detectados 1600 picos de
proteinas, sendo que 173 picos (10,8%) alcancaram uma diferenca
estatisticamente significante entre esquizofrenia e controle (p < 0,05) e 45 picos
(2,8%) atingiram uma diferenga altamente significante (p < 0,01). Estes resultados
refletem mudancas na expressao de proteinas que estao relacionadas a presenca
da esquizofrenia.

A proporcao de diferengas significativas na expressédo de proteinas obtida
por SELDI foi proxima aquela observada nas analises por 2-D PAGE, sendo que
de um total de 2045 proteinas detectadas, 215 (10,5%) apresentaram diferencas
estatisticamente significantes. Ressalta-se que a faixa de massa molar das
proteinas analisadas por SELDI (média de 17 kDa) é diferente daquela das
proteinas analisadas por 2-D PAGE (20-110 kDa), o que evidencia a
complementaridade destas duas técnicas em estudos protebmicos, mais
especificamente, na identificagdo de potenciais biomarcadores.
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Com este trabalho, os autores mostraram a potencialidade da SELDI-TOF
MS na avaliacido de diferengas na expressdao de proteinas em cérebros de
individuos esquizofrénicos. Novikova et al. [7] realizaram um trabalho semelhante,
envolvendo o mesmo tipo de amostra (utilizando 17 individuos esquizofrénicos e
20 individuos do grupo controle) e trés tipos de arranjos de proteinas (IMAC30,
CM10 e Q10), com a diferenca de que estes arranjos foram combinados com
analise por MALDI-TOF-PSD MS, que forneceu a identidade de 21 potenciais
biomarcadores (proteinas que sofreram reducdo em suas expressdes) da
esquizofrenia. Neste Ultimo trabalho, os autores também buscaram identificar
biomarcadores para o transtorno bipolar. Neste caso, foram utilizadas 20 amostras
de individuos bipolares e 20 amostras do grupo controle, sendo que sete
potenciais biomarcadores (proteinas que apresentaram aumento em suas

expressdes) foram identificados.

2.2.2. MALDI-TOF MS/MS

A primeira etapa da MALDI consiste em dissolver os peptideos de uma
determinada amostra em uma solugdo de um composto absorvedor de radiacao
UV, chamado matriz, e aplica-los em uma placa. Conforme o solvente desta
mistura seca, a matriz cristaliza e as moléculas dos peptideos sao incluidas dentro
dos cristais da mesma, por co-cristalizagcdo. A matriz deve estar em excesso em
relacdo a amostra, de modo que quando o laser atinge o spof matriz/amostra, a
energia € absorvida primeiramente pela matriz. Esta energia é transferida da
matriz para a amostra de uma maneira suave, de modo que o processo de
ionizacdo nao ocasiona a fragmentacdo dos peptideos. O efeito da energia do
laser é produzir uma pluma da matriz, que carrega os ions do analito para uma
fase gasosa [3,8]. O mecanismo da MALDI ndo é bem definido, porém, o efeito
geral do processo € produzir ions de peptideos intactos, sem fragmentacgéao [3].

Estes ions sdo posteriormente separados por TOF, onde sdo acelerados a
uma alta energia cinética e separados ao longo de um tubo de tamanho

especifico. Os ions mais leves, ou seja, com menores relagdes m/z, passam mais
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rapidamente pelo tubo do que os ions mais pesados (com maiores relacbes m/2)
e, a partir deste principio, o tempo de passagem pelo tubo até atingir o detector é
utilizado para determinar a relagdo m/z dos ions. A alta resolucédo e exatidao na
medida de massa sdo suas principais caracteristicas [1,2].

Na abordagem protedmica classica, a MALDI-TOF MS é empregada na
obtencao da “impressao digital” das massas de peptideos (PMF) provenientes de
proteinas intactas separadas previamente por eletroforese bidimensional em gel
de poliacrilamida (2-D PAGE). Nesta estratégia de anélise, as proteinas sao
identificadas pela correlacdo entre uma lista de massas de peptideos obtida
experimentalmente com uma lista de todas as massas de peptideos calculadas,
disponivel em bancos de dados [1].

Outra estratégia de analise consiste na espectrometria de massas em
sequéncia (MS/MS), que envolve multiplos estagios de selecao de ions por
espectrometria de massas, sendo que algum tipo de fragmentagcdo ocorre entre
estes estagios. Os ions estaveis selecionados, formados no processo de
ionizacao, passam por reacbes de fragmentacdo, de modo que os produtos
ibnicos destas reacdes sdo analisados em um segundo estagio da andlise por
espectrometria de massas. A fragmentacao dos ions de interesse é comumente
realizada por dissociacao induzida por colisdo (CID), onde a dissociacdo ocorre
devido a inducdo de colisbes entre os ions e um gés neutro na célula de colisdo
do espectrédmetro de massas [3,8]. Outros métodos de fragmentagdo dos ions
incluem a dissociacdo induzida por superficie e a dissociacao por captura de
elétrons. Uma representacdo esquematica da espectrometria de massas em
seqUéncia € mostrada na Figura 2.1.

A expressdo da sequéncia de peptideos obtida por MS/MS é utilizada para
identificar um determinado peptideo em um banco de dados de proteinas. Uma
notacao foi desenvolvida para indicar os fragmentos dos peptideos resultantes em
um espectro de massas MS/MS, conforme mostrado na Figura 2.2. Os ions
fragmentos de peptideos sdo indicados por a, b ou ¢, se a carga € retida no N-
terminal, e por x, y ou z, se a carga € mantida no C-terminal. O subscrito indica o

namero de residuos de aminoacidos no fragmento. Os sobrescritos sao utilizados
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ocasionalmente para indicar perdas neutras em adicdo a fragmentacdo do
esqueleto da molécula, sendo * usado para indicar a perda de aménia e ° para

indicar perda de agua [3].

Colisao
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Figura 2.1. Representacdo esquematica da espectrometria de massas em
seqUéncia.
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Figura 2.2. Notacao utilizada para a fragmentacao de peptideos por MS/MS.

Neste trabalho de Tese, a MALDI-TOF MS/MS foi empregada para
caracterizar as proteinas diferencialmente expressas, separadas anteriormente
por eletroforese bidimensional em gel. A seguir, sdo discutidos alguns aspectos
sobre o preparo das amostras de soro sanglineo realizado previamente a etapa

de separacao das proteinas.
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2.2. Preparo de amostras de soro sanguineo prévio a analise de
proteinas por eletroforese em gel

O preparo de amostras é uma etapa imprescindivel para a obtencéao de géis
de eletroforese bidimensional com alta resolu¢cdo. No caso das amostras de soro
sanglineo humano, a remocado das proteinas majoritarias (principalmente
albumina e imunoglobulina) é essencial para evitar interferéncias na resolucao do
gel, possibilitando, assim, a deteccao de proteinas menos abundantes, que podem
indicar alteracbes no proteoma e serem potenciais biomarcadores [9]. As
principais estratégias e técnicas encontradas na literatura, utilizadas na remocao

das proteinas majoritarias de soro sanguineo, estdo descritas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1. Estratégias utilizadas para a deplecdo de proteinas altamente
abundantes [10]

Estratégia Vantagens Limitacoes

Perda potencial de
Rapida, facil operacdo e = componentes ligadas a
custo baixo proteinas de alta massa
molar

Ultrafiltracdo centrifuga

Alta seletividade,

reprodutibilidade e Alto custo e baixa

capacidade de amostra

Colunas de extracao em
fase sélida

sensibilidade
Extracao com solvente Rapida e d? facil Diluigio da amostra
organico operacao

A imunodeplecédo (também chamada de cromatografia por imunoafinidade)
consiste no uso de anticorpos imobilizados em colunas cromatogréaficas, que
removem proteinas especificas de uma amostra e é um dos métodos mais
empregados na remocao de proteinas altamente abundantes em soro ou plasma
sanguineo [11]. Estas colunas possuem a capacidade de remover 17, 7 ou 6 das
proteinas mais abundantes da amostra. Neste trabalho de Tese, a coluna utilizada
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foi aquela que possibilita a remocao das proteinas albumina, imunoglobulina G,
imunoglobulina A, transferrina, haptoglobina e antitripsina das amostras de soro.
Recentemente, a tecnologia ProteoMiner foi desenvolvida com o intuito de
reduzir a faixa dinamica das proteinas presentes nas amostras de soro sanguineo.
Ela consiste no tratamento da amostra com uma combinacao de hexapeptideos
imobilizados em suportes cromatograficos, que é capaz de capturar proteinas
pouco abundantes e remover 0 excesso das mais abundantes [12]. Apds este
tratamento, a amostra contém as mesmas proteinas presentes inicialmente,
porém, com propor¢des diferentes. A Figura 2.3 ilustra 0 mecanismo desta

metodologia.
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Figura 2.3. Mecanismo da tecnologia ProteoMiner. A amostra (a) € tratada com
uma combinacdao de hexapeptideos ligada a suportes cromatograficos (b). Cada
hexapeptideo liga-se a uma unica sequéncia protéica (c¢), sendo que as proteinas
muito abundantes saturam seus ligantes e o excesso é removido (d). As proteinas
sdo concentradas em seus ligantes especificos (e) e, entdo, dessorvidas e
coletadas (f). Esquema adaptado de [13].

As estratégias de preparo de amostras de soro, imunodeplecdo e a
tecnologia ProteoMiner, foram utilizadas para preparar as amostras de soro

previamente as analises por 2-D DIGE, que sera enfocada no topico seguinte.
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2.3. Eletroforese diferencial em gel bidimensional (2-D DIGE)

A 2-D DIGE foi desenvolvida em 1997, entretanto, a sua aplicacdo em
protebmica ganhou destague somente a partir de 2005. O recente
desenvolvimento do uso de corantes fluorescentes na técnica 2-D DIGE superou a
limitacdo da 2-D PAGE na deteccdo de proteinas pouco abundantes, tornando
possivel uma alta sensibilidade, bem como a realizacdo de comparacdes
quantitativas exatas entre amostras resolvidas no mesmo gel, 0 que minimiza 0s
problemas de reprodutibilidade [14].

Na técnica 2-D DIGE, misturas de proteinas sdo marcadas com corantes
fluorescentes (Cy2, Cy3 e Cy5) e a analise quantitativa de proteinas é realizada
pela excitacdo dos diferentes corantes em comprimentos de onda especificos e a
intensidade de fluorescéncia pode ser comparada, permitindo a quantificacao de
cada proteina presente no gel. Os corantes fluorescentes sofrem reacdo de
substituicdo nucleofilica com o grupo €-amino dos residuos de lisina para formar
uma amida. Os corantes sao positivamente carregados para compensar a carga
da lisina, que € perdida durante a rea¢ao de marcagao [14,15].

A quantificacao das proteinas € realizada por meio do uso de um padréao
interno, que é marcado por um corante (em geral, o Cy2) e aplicado ao gel de
eletroforese, juntamente com duas amostras a serem analisadas (marcadas com
Cy3 e Cy5). O padrao interno consiste em uma mistura de quantidades iguais de
proteinas das duas amostras e, portanto, ele contém todas as proteinas que estao
presentes em cada uma das amostras usadas no experimento [14]. Assim sendo,
cada proteina possui um sinal Unico no padrao interno, que é utilizado para a
comparagdo quantitativa direta dentro de cada gel e para normalizar os valores de
abundancia para cada proteina ao comparar géis diferentes.

Recentemente, Wu et al. [16] utilizaram a 2-D DIGE para detectar
biomarcadores de alcoolismo em soro sanglineo. A hipétese inicial para este
trabalho se baseou no fato de que os biomarcadores de alcoolismo mais

amplamente utilizados (y-glutamiltransferase e transferrina deficiente em
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carboidrato) ndo sdo satisfatérios em termos de sensibilidade/especificidade para
a doenga, justificando a busca por novos biomarcadores.

Para isso, foram utilizadas amostras de soro de 12 pacientes, coletadas
antes e ap6s um periodo de abstinéncia de 90 dias. Foi realizada a remoc¢éao de
albumina e imunoglobulinas (que séo as proteinas mais abundantes em soro) das
amostras, de modo a melhorar a detecg¢ao de proteinas menos abundantes. Apos
esta etapa, as proteinas das amostras coletadas antes da abstinéncia foram
marcadas com o corante Cy5, as proteinas das amostras coletadas apds o
periodo de abstinéncia foram marcadas com o corante Cy3 e o padrao interno foi
marcado com o corante Cy2. Como os autores visavam a deteccao de
biomarcadores de alta massa molar, uma vez que aqueles de baixa massa molar
ja haviam sido detectados em um trabalho anterior, com o uso de SELDI-TOF MS,
foi utilizado um gel de agarose para a separacdo das proteinas na primeira
dimensao e, a seguir, foi realizada a separacdo das proteinas na segunda
dimensao por SDS-PAGE.

A andlise das imagens dos géis obtidos foi realizada e, com base nos
valores de intensidade de fluorescéncia, foi observado que seis proteinas
apresentaram uma menor abundancia e duas apresentaram uma maior
abundancia ap6s o0 periodo de abstinéncia (considerando diferencas
estatisticamente significantes entre amostras coletadas antes e ap6s o periodo de
abstinéncia, p < 0,05), indicando que estas proteinas sao candidatas em potencial

para serem biomarcadores do alcoolismo.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Equipamentos e acessorios

Os equipamentos utilizados nos experimentos descritos neste Capitulo sdo
listados a seguir. Os mesmos se encontram no Grupo de Prote6mica do Instituto
Max Planck de Medicina Experimental (Géttingen, Alemanha), com excecado do
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espectrémetro de massas para leitura dos chips de proteinas, que se encontra no

Hospital da Universidade de Géttingen (Alemanha).

= Agitador orbital (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)

= Espectrometro de massas, modelo Ultraflex | (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha)

= Espectrometro de massas, modelo PBS Il ProteinChip Reader (Ciphergen
Biosystems, Fremont, EUA)

» Estacdo de trabalho para manipulagdo de liquidos, modelo Génesis
ProTeam 150 (Tecan, Mannedorf, Suica)

= Fonte de corrente continua, modelo EPS1001 (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia)

= Scanner, modelo Typhoon 9400 (GE Healthcare, Piscataway, EUA)

» Sistema cromatografico Multiple Affinity Removal System (Agilent, Palo
Alto, EUA)

» Sistema de purificacao Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franca)

» Sistema para eletroforese bidimensional, modelo Protean Il xi (Bio-Rad,
Hercules, EUA)

» Ultracentrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)

= Vidrarias de uso rotineiro em laboratério

3.2. Reagentes e solucoes

Todas as solucées foram preparadas utilizando-se agua desionizada (>
18,2 MQ cm), obtida por um sistema de purificacdao Milli-Q, e reagentes de grau
analitico.

A seguir, € apresentada a lista dos reagentes utilizados nos experimentos
descritos no presente Capitulo:

= Acetonitrila, CoHsN, M = 41,05 g mol™ (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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= Acido acético glacial, CoH402, M = 60,05 g mol” (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA)

= Acido a-ciano-4-hidroxicinamico, C1oH;NOs, M = 189,17 g mol” (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA)

= Acido cloridrico, HCI, M = 36,46 g mol” (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA)

= Acido fosférico 85%, HsPOs, M = 98,00 g mol’ (Merck, Darmstadt,

Alemanha)

= Acido trifluoroacético, CoHF30,, M = 114,03 g mol” (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

= Acido sinapinico, CyiH120s5, M = 22421 g mol' (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

= Acrilamida, C3HsNO, M = 71,08 g mol”' (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia)

= Agarose grau biologia molecular (Merck, Darmstadt, Alemanha)

= Albumina de soro bovino (Merck, Darmstadt, Alemanha)

» Anfélitos de pH 3 a 10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia)

» Anfélitos de pH 4 a 7 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia)

» Azida de sédio, NaNs, M = 65,01 g mol™'(Merck, Darmstadt, Alemanha)

= Azul de bromofenol, CigHgBrsNaOsS, M = 691,94 g mol’ (Merck,
Darmstadt, Alemanha)

= Azul de Coomassie G-250, C47HsoN3sNaO;S;, M = 854,03 g mol' (J.T.
Baker, Phillipsburg, EUA)

= Corantes fluorescentes CyDye™ DIGE Fluors (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia)

= Cloroférmio, CHCl3, M = 119,38 g mol” (Merck, Darmstadt, Alemanha)

= Ditiotreitol, C4H1002S2, M = 154,24 g mol' (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia)

= Dodecil sulfato de sédio, CiaHasNaO4S, MM = 288,28 g mol” (Bio-Rad,
Hercules, EUA)

= Etanol, CoHgO, M = 46,07 g mol™ (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA)
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= Glicerol 87%, CsHgOs, M = 92,09 g mol”' (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia)

= Glicina, C2HsOzN, M = 75,07 g mol’ (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia)

= lodoacetamida, CoH4NO, M = 184,96 g mol" (Amersham, Biosciences,
Uppsala, Suécia)

= Kit para preparo de amostras de soro ProteoMiner (Bio-Rad, Hercules,
EUA)

= Kit para quantificacdo de apolipoproteina A-lI Tina-quant ver.2 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha)

» Kit para quantificacdo de proteinas totais 2-D Quant Kit (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia)

= Lisina, CsH14N202, M = 146,19 g mol™ (Sigma, St. Louis, EUA)

= Marcador de massa molar SeeBlue®Plus2 (Invitrogen, San Diego, EUA)

= Metanol, CH4O, M = 32,04 g mol” (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA)

= N, N-dimetilformamida, CsH,NO, M = 73,09 g mol™ (Fluka, Buch, Suica)

= N, N-metilenobisacrilamida, C;H1oN2O», M = 154,17 g mol”" (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia)

= N,N’N,N*-tetrametiletilenodiamina, CgH1N2, M = 116,20 g mol™ (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA)

= Oleo mineral (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia)

» Padrao protéico de massa molar (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia)

= Sulfato de aménio, HgN»OsS, M = 132,14 g mol” (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

» Sulfonato de 3-[3-cloroamidopropil-dimetilaménio]-1-propano, Cz2HsgN20O7S,
M = 614,88 g mol" (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia)

= Tiouréia, CH4N2S, M = 76,12 g mol™' (Fluka, Buchs, Suica)

= Tris-hidroximetil amino metano, C4H;1O3N, M = 121,14 g mol™" (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia)

= Uréia, CHsN2O, M = 60,06 g mol ™ (Fluka, Buch, Suica)
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3.3. Analise do perfil protéico por SELDI-TOF MS

As amostras de soro foram analisadas por SELDI-TOF MS em chips de
interacdo hidrofébica em fase reversa (H50). Os chips foram pré-lavados duas
vezes com 50 pL de ACN 50% (v/v) por 5 min, e, entdo, equilibrados duas vezes
com 150 pL de solugao ligante (composta de 10% (v/v) ACN e 0,1% (v/v) TFA) por
5 min, com agitacdo a 250 rpm. As amostras de soro foram diluidas 200 vezes
com a solucdo ligante, e, entdo, 100 yL de cada amostra foram aplicados aos
arranjos cromatograficos em duplicata, utilizando um bioprocessador. As amostras
foram incubadas em um agitador orbital por 90 min. As amostras foram removidas
e os chips foram lavados duas vezes por 5 min com solu¢éo ligante, seguida por
uma lavagem final com agua ultrapura para remover substancias interferentes, tais
como sais.

Apbs secagem a temperatura ambiente, adicionou-se 1 pL de solucéo
saturada contendo &cido sinapinico em 50% (v/v) de ACN e 0,1% (v/v) de TFA a
cada spot, por duas vezes, e as massas das proteinas/peptideos foram
determinadas utilizando o espectrémetro de massas PBS Il ProteinChip Reader,
empregando um protocolo de coleta de dados automatico. A intensidade do laser
foi definida como 200 U e a sensibilidade do detector a 8.

Os espectros obtidos foram normalizados e analisados com o programa
ProteinChip versao 3.0 (Ciphergen Biosystems). A calibracédo externa foi realizada
e a reprodutibilidade foi avaliada com o uso de duas amostras de soro
representativas. As intensidades dos picos foram normalizadas a corrente de ions
total de m/z entre 2000 e 50000 e os picos de massas com propor¢des sinal/ruido
acima de 5 foram auto-detectados.

Os perfis protéicos obtidos foram normalizados com relagdo ao grupo
controle e as diferencas nas intensidades dos picos foram quantificadas usando o
teste U Mann-Whitney nado paramétrico, implementado no programa Biomarker

Wizard (Ciphergen Biosystems).
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3.4. Preparo de amostras de soro sangiineo para analise por 2-D
DIGE

Para as analises por 2-D DIGE realizadas na faixa de pH entre 4 e 7, o kit
de preparo de amostras ProteoMiner foi utilizado de acordo com as instru¢des do
fabricante. A coluna contendo a combinacdo de hexapeptideos foi lavada duas
vezes com agua por 5 min, duas vezes com tampao de lavagem por 5 min e,
entdo, 1000 uL de amostra de soro foram aplicados a coluna e incubados por 2 h.
A coluna foi lavada trés vezes com tampao de lavagem por 5 min e, apos a
remocao dos tampdes, 100 L de reagente de eluicao reidratado (contendo uréia,
CHAPS e &acido acético) foram adicionados e incubados trés vezes por 15 min. Os
eluatos foram coletados e a remogéao dos lipideos foi realizada com a precipitacao
Wessel e Fligge [17]. Antes desta precipitacdo, a 100 yL do eluato, foram
adicionados 20 pL de Tris a 1 mol L, de modo a ajustar o pH a 7. Entdo, 480 pL
de metanol foram adicionados a amostra e misturados, 240 puL de cloroférmio
foram adicionados e misturados, e 360 puL de agua ultrapura foram também
adicionados e misturados. A amostra foi centrifugada por 1 min a 9000g e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados e misturados 360 pL de metanol,
a amostra foi centrifugada por 5 min a 161009, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco com Na.

Apoés essa etapa, o precipitado foi dissolvido em 40 uL de tampéo de lise
contendo 7 mol L™ de uréia, 2 mol L™ de tiouréia, 4% (m/v) de CHAPS e 20 mmol
L™ de Tris (pH 8,8). A solucéo resultante foi ultrassonicada por 3 min, congelada a
-80 € por 15 min, e descongelada por 15 min a temp eratura ambiente. Entéo, ela
foi ultrassonicada novamente por mais 3 min, deixada por 25 min a temperatura
ambiente, e ultrassonicada por 2 min. A solucao protéica foi centrifugada por 2 min
a 10000g, ultrassonicada por 2 min, e, finalmente, centrifugada por 1 min a 1000g,
de modo a remover qualquer residuo sélido que ainda permanecesse na amostra.

Para as analises por 2-D DIGE realizadas na faixa de pH entre 3 e 11, a
amostra passou por imunodeplecdo em um sistema cromatografico (Multiple

Affinity Removal System), efetuada de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Este sistema remove as proteinas albumina, imunoglobulina G, imunoglobulina A,
transferrina, haptoglobina e antitripsina, que sdo muito abundantes em soro. A
seguir, a precipitacdo Wessel e Fligge [17] foi feita conforme descrito

anteriormente.

3.5. Separacao e analise de proteinas por 2-D DIGE

Antes das analises por 2-D DIGE, a quantificagdo das proteinas totais foi
realizada com o uso do 2-D Quant Kit, de acordo com as instru¢des do fabricante.
Entdo, um volume correspondente a 50 ug (ou 300 ug, no caso das analises em
faixa de pH entre 3 e 11) de proteinas de cada amostra e 50 pg (300 ug) do
padrao interno, composto por 25 ug (150 ug) de cada amostra foram marcados
com os corantes CyDye™ DIGE Fluors. A reconstituicdo dos corantes foi realizada
seguindo as instrucdes do fabricante. Os corantes (Cy2, Cy3 e Cy5) foram entao
adicionados aos lisados de proteinas, de modo que cada 50 uyg de proteinas
fossem marcados com 400 pmol do corante. A reacéao foi realizada a 4 °C por 30
min no escuro. Foi adicionado 1 pL de lisina a 10 mmol L™ por 50 pg de proteina
para parar a reacao e foi feita uma incubacédo a 4 °C por 10 min no escuro. As
amostras (padréo interno marcado com Cy2 e duas amostras marcadas com Cy3
e Cy5) foram misturadas, um volume equivalente de tamp&o de amostra (7 mol L™
uréia, 2 mol L™ tiouréia, 4% (m/v) CHAPS, 40 mmol L DTT e 1% (v/v) anfélitos
pH 4-7 ou 3-11) foi adicionado e a mistura foi incubada por 60 min no escuro. A
seguir, o volume foi completado a 350 pL com tampé&o de reidratagéo (7 mol L™
uréia, 2 mol L tiouréia, 4% (m/v) CHAPS, 0,3% (m/v) DTT e 0,5% (v/v) anfélitos
pH 4-7 ou 3-11) e a solugdo foi centrifugada por 1 min a 10000g. Devido a
capacidade de resolucao espectral da fluorescéncia dos corantes, duas amostras
podem ser separadas no mesmo gel juntamente com o padrao interno, preparado
a partir de quantidades iguais de cada amostra e marcado com um terceiro
corante. De modo a excluir diferencas de reatividade dos corantes, uma replicata
foi realizada para cada experimento, com uma troca dos corantes para as

diferentes amostras.
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A primeira dimensao do processo eletroforético (IEF) foi executada em uma
fita de 18 cm, sendo que esta fita continha um gel de poliacrilamida onde o
gradiente de pH foi formado pela presenca de anfdlitos. Para a focalizacao
isoelétrica, 340 yL da amostra ressolubilizada foram aplicados em um aparato
sobre o qual a fita foi colocada em contato. Foram adicionados cerca de 900 pL de
6leo mineral sobre a fita e esta foi levada ao sistema focalizador. A reidratacao
ocorreu a temperatura ambiente por 12 h a 50 V. Apéds este periodo, o programa
contendo seis etapas foi aplicado: (1) 300 V por 1h, (2) 1000 V por 1 h, (3) 1000-
3000 V por 0,5 h, (4) 3000 V por 3 h, (5) 3000-8000 V por 0,5 h e (6) 8000 V por 4
h. A corrente maxima aplicada por fita foi de 50 pA.

Ao término da focalizagao, a fita foi equilibrada em duas etapas. Na primeira
delas, foi usada uma solucdo contendo uréia 6 mol L, SDS 2% (m/v), glicerol
30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,8), azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT
1% (m/v). Esta etapa €& denominada reducdo e sua finalidade € manter as
proteinas em suas formas reduzidas [18]. Na segunda etapa, foi empregada uma
solucdo de composicao similar, porém, neste caso, o DTT foi substituido por
iodoacetamida 4% (m/v). Esta etapa é denominada alquilagéo e sua finalidade é
alquilar os grupos tidis das proteinas, prevenindo que as mesmas sejam
reoxidadas durante a segunda dimensdo do processo eletroforético [18]. A
primeira etapa foi realizada em duplicata por 5 min e a segunda etapa por 10 min,
sendo que ambas foram feitas sob agitagéo.

Apos o equilibrio da fita, foi realizada a segunda dimensdo do processo
eletroforético (SDS-PAGE). Para isso, a fita foi aplicada em um gel gradiente de
poliacrilamida 8-16% (m/v), previamente preparado em placa de vidro. Foi
colocado sobre o gel, ao lado da fita, um pedaco de papel de filtro contendo 7,5 uL
do marcador de massa molar SeeBlue®Plus2 e, por fim, a fita e o papel de filtro
foram vedados com uma solucdo quente de agarose a 1% (m/v) dissolvida em
tampao de corrida (25 mmol L™ Tris, 192 mmol L™ glicina e 0,1% (m/v) SDS), de
modo a garantir o contato destes com o gel de poliacrilamida. A corrida
eletroforética foi conduzida a 6,5 mA por gel, com voltagem maxima fixa em 200 V
e a duracgdao foi de aproximadamente 16 h.
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As imagens dos géis foram obtidas por um scanner especifico para detectar
a fluorescéncia das amostras e padrao interno, e a analise foi realizada com o
programa Proteomweaver versdo 3.0 (Bio-Rad), que permitiu a analise das
imagens, deteccao dos spots, sobreposicao das imagens dos géis e normalizacao
(relativa ao padrao interno) anterior a quantificacao.

Apés esta andlise, as proteinas foram reveladas empregando-se o corante
Coomassie coloidal [19], que consiste em uma solugédo de sulfato de aménio 8%
(m/v), acido fosférico 1,6% (v/v), CBB G-250 0,08% (m/v) e metanol 25% (v/v).
Antes de ser adicionado o corante, as proteinas foram fixadas, durante 1 h,
empregando-se uma solucao contendo acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v).
O corante ficou em contato com o gel durante 48 h e depois foi removido por

lavagens com agua desionizada.

3.6. Digestao triptica e caracterizacao de proteinas por MALDI-
TOF MS/MS

Primeiramente, os spots de proteinas a serem identificados foram retirados
manualmente do gel de poliacrilamida e cada um deles foi adicionado a uma
placa, na qual foi realizada a digestao triptica. Uma plataforma automatizada para
a identificagdo de proteinas separadas em gel [20] foi utilizada para reduzir,
alquilar e digerir as proteinas com tripsina, bem como preparar os peptideos
proteoliticos para a andlise por espectrometria de massas. Para cada amostra,
foram adquiridos espectros de PMF e de fragmentos de ions (MS/MS).

Para a obtencao dos espectros de PMF, os ions positivamente carregados
na faixa de m/z entre 500 e 4000 foram analisados automaticamente no modo
refletor. Foram adquiridos 600 espectros por amostra, a partir de pelo menos seis
posicoes diferentes no spot, utilizando o programa de operagdo FlexControl 2.4
(Bruker Daltonics). A anotagcao automatica de sinais de peptideos monoisotépicos
na faixa de m/z entre 800 e 4000 foi realizada utilizando-se o algoritmo SNAP,

implementado no programa de pés-processamento FlexAnalysis 2.4 (Bruker
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Daltonics). Aqui, os sinais de fundo correspondentes aos peptideos provenientes
da autédlise da tripsina foram removidos da lista de picos, com base em uma lista
de massas de referéncia. Assim, os mesmos foram excluidos da busca no banco
de dados e de serem selecionados como ions precursores na analise por MS/MS.
Os espectros de PMF foram calibrados externamente a partir da analise de
calibrantes localizados em posigdes vizinhas as amostras, cujos espectros foram
automaticamente obtidos e processados conforme descrito anteriormente.

Os espectros de fragmentos de ions foram adquiridos da mesma maneira
que os espectros de PMF e dos calibrantes, com o espectrometro operando no
modo MS/MS. A selecao de ions precursores para a obtencdo de espectros de
fragmentos de ions foi realizada pelo programa BioTools 3.0 (Bruker Daltonics).
Por amostra, um total de 600 espectros de diferentes ions precursores,
selecionados a partir de cada espectro de PMF, foram obtidos e processados
automaticamente usando o algoritmo SNAP.

As buscas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com restricdo a taxonomia Homo
sapiens, foram realizadas com o uso do programa MASCOT 2.2 (Matrix Science,
Londres, Inglaterra). A carboxiamidometilacdo dos residuos de cisteina foi
especificada como fixa, bem como a oxidacdo de metioninas como modificagao
variavel. A tolerancia de massa monoisotopica foi ajustada a 100 ppm e uma
clivagem triptica perdida foi permitida. As buscas no banco de dados dos
resultados obtidos por MS/MS foram realizadas da mesma maneira, com uma
tolerancia de massa de fragmento ajustada a 0,7 Da. A identificacdo de uma
proteina foi considerada como bem sucedida se, pelo menos, uma seqiéncia
peptidica foi determinada acima do threshold em coincidéncia com ao menos 20%

da cobertura da sequéncia obtida por PMF.

3.7. Quantificacao de apolipoproteina A-l por imunoturbidimetria

A quantificagdo da apolipoproteina A-l foi realizada com o uso do kit Tina-

quant ver.2, de acordo com as instrucbes do fabricante. Neste método, a
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apolipoproteina A-l humana liga-se especificamente a um anticorpo precipitante
(anti-apolipoproteina A-lI de ovelha, diluida em tampao fosfato e estabilizada com
azida de sddio a 0,09% (m/v)) e a turbidimetria € medida em comprimento de onda
de 340 nm. O aumento na absorbancia é proporcional a concentragdo da

apolipoproteina A-l.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise do perfil protéico por SELDI-TOF MS

Para a comparacdo do perfil protéico entre os grupos controle e de
pacientes bipolares tratados com litio ou outras drogas exceto o litio por SELDI-
TOF MS, o numero de amostras do grupo controle foi reduzido, de modo que as
médias de idades entre os grupos nao diferiam entre si com significancia
estatistica de 95%, de acordo com o teste de Tukey [21]. As caracteristicas deste
novo grupo controle foram n = 15, média de idade de 31 £ 5 anos, distribuicao por
género de 9 mulheres e 6 homens, todos ndo fumantes. Nesta analise, as
amostras de soro foram aplicadas diretamente e individualmente aos chips de
proteinas com interacdes hidrofébicas (H50), ou seja, sem prévio preparo de
amostra ou agrupamento das mesmas.

A Tabela 2.1 mostra os oito picos de proteinas que foram identificados
como sendo diferencialmente expressos com significancia estatistica (p < 0,001)
entre os individuos do grupo controle e os pacientes bipolares sob tratamento com
litio e aqueles nao tratados com litio.

A faixa de massa molar dos picos de proteinas diferenciais detectados foi
entre 3,4 e 28 kDa. A Figura 2.4 mostra os histogramas com a analise estatistica
realizada, ilustrando a distribuicdo dos niveis dos picos de proteinas de (a) 14 e
(b) 28 kDa obtidos para cada grupo estudado, apoés a analise por SELDI-TOF MS.
A Figura 2.4 (c) mostra a visao, em gel, de nove espectros representativos obtidos
por SELDI-TOF MS para a proteina de 28 kDa.
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Tabela 2.1. Picos de proteinas diferenciais detectados por andlise via SELDI-TOF
MS

Pico (m/z) Valor de p
3384 0,0000006176
5088 0,0000095396
6828 0,0000022462
9697 0,0002215058
14029 0,0000551512
14115 0,0004132083
14769 0,0000017479
28104 0,0000105375
(a) (b)
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Figura 2.4. Analise estatistica para os picos de proteinas diferenciais detectados:
(a) 14 e (b) 28 kDa. (c) Visao, em gel, de nove espectros representativos dos trés
grupos estudados, obtidos por SELDI-TOF MS, para a proteina de 28 kDa. Os trés
primeiros espectros sdo de pacientes bipolares tratados com litio, os trés
seguintes sao de individuos controle e os trés ultimos sdo de pacientes bipolares
nao tratados com litio.
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Conforme os resultados observados na Figura 2.4 (a) e (b), ao comparar a
distribuicao dos niveis das proteinas de 14 e 28 kDa entre os grupos estudados, o
grupo de pacientes bipolares ndo tratados com litio apresentou um menor nivel em
relacdo ao grupo controle e ao grupo de pacientes bipolares tratados com litio.
Apos o tratamento com litio, os niveis destas proteinas foram aumentados em
pacientes bipolares a, aproximadamente, aqueles do grupo controle. Nesta
comparagdo, foram consideradas somente as medianas (valor até o qual se
encontram 50% dos valores) e os quartis inferiores (valor a partir do qual se
encontram 25% dos valores mais baixos) e superiores (valor a partir do qual se
encontram 25% dos valores mais elevados) dos niveis das proteinas,
representados pelas “caixas” mostradas nos histogramas. As barras acima e
abaixo destas “caixas” referem-se aos maiores e aos menores niveis encontrados
dentro dos grupos de amostras, respectivamente.

Na Figura 2.4 (c), pode ser visualizado o comportamento da proteina de 28
kDa descrito pela analise estatistica, ou seja, a reducao no nivel desta proteina
em pacientes bipolares n&o tratados com litio e a elevagdo ao nivel préximo do
grupo controle em pacientes bipolares tratados com o litio. A identificacdo das

proteinas de 14 e 28 kDa é descrita no préximo item.

4.2. Separacao e identificacao de proteinas diferenciais por 2-D
DIGE e MALDI-TOF MS/MS

A técnica 2-D DIGE, associada a MALDI-TOF MS/MS, foi utilizada para
visualizar a expressao dos perfis protéicos em amostras agrupadas de soro
sanglineo de pacientes bipolares, sendo n = 15 para pacientes sob tratamento
com litio e n = 10 para pacientes bipolares sob tratamento com outras drogas
excluindo o litio.

A Figura 2.5 mostra uma imagem tipica do gel de eletroforese bidimensional
do proteoma de soro sangiineo. Em vermelho, estdo marcados os spots

correspondentes as proteinas sobre-expressas (com fator de regulagdo = 1,50) na
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presenca do litio e, em azul, estdo mostrados os spots correspondentes as
proteinas sub-expressas (com fator de regulacao < 0,67) na presenca do litio,
conforme determinado pelo programa de andlise de imagens Proteomweaver e
considerando diferencas estatisticamente significantes na expresséao (p < 0,01, de
acordo com o teste tde Student).

De acordo com estes critérios, 34 spots de proteinas foram selecionados,
retirados do gel, digeridos com tripsina e analisados por MALDI-TOF MS e
MS/MS. A partir da busca em banco de dados de seqliéncias primarias, 13
proteinas puderam ser identificadas. A Tabela 2.2 mostra os resultados para a
identificagdo das proteinas sobre-expressas e a Tabela 2.3 mostra a identificacdo
das proteinas sub-expressas com o uso de litio em pacientes com transtorno
afetivo bipolar. Os scores foram calculados com base na probabilidade de que a
identidade da proteina observada € um evento aleatério. Em todas as proteinas
identificadas, estes valores foram estatisticamente significantes (p < 0,05).
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Figura 2.5. Anadlise por 2-D DIGE (faixa de pH entre 4 e 7) do soro sanglineo de
pacientes bipolares tratados com litio (n = 15) e n&o tratados com litio (n = 10). Em
vermelho sdo marcadas as proteinas sobre-expressas e, em azul, as sub-
expressas na presenca de litio. Os numeros sdo relacionados as identificacoes
das proteinas (vide Tabelas 2.2 e 2.3).
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Tabela 2.2. Proteinas sobre-expressas na presenca de litio, identificadas por
MALDI-TOF MS/MS. Os numeros referem-se aos spots vermelhos mostrados na

Figura 2.5
Spot Identidade da Acesso Razdao Score Coberturada Peptideos lon score
proteina NCBI FR® PMF® seqiiéncia® / % seqiienciados® MS/MS®

Apolipoproteina K.VSFLSALEEYTK.K 49
1 A-l (fragmento gi|90108664 2,03 49 18 R.THLAPYSDELR.Q 44
C-terminal) R.QGLLPVLESFK.V 30
Apolipoproteina R.DYVSQFEGSALGK.Q 38
. R.EQLGPVTQEFWDNLEK.E 114
2 A}llf:;erlr%ﬁzgto 0i|90108664 1,96 95 38 - DEPPQSPWDR.V 74
K.VQPYLDDFQK.K 36

-.DEPPQSPWDR.V
Apolipoproteina . K.VQP\S_DDFQK.K 14128
3 A-I\Il_(:;erlr%ri\:]e;rl;to gi|90108664 1,53 89 40 KWQEEMELYR.Q 45
R.DYVSQFEGSALGK.Q 30

#Razéo entre os fatores de regulagéo de pacientes bipolares usando litio e ndo usando litio.

® Scores de proteinas obtido para o PMF pelo MASCOT.

° A cobertura da sequiéncia para a apolipoproteina A-l refere-se a proteina intacta de 28.1 kDa.
4 M sublinhado significa metionina oxidada.

¢ lon scores obtidos para seqiiéncias de peptideos individuais pelo MASCOT.

Tabela 2.3. Proteinas sub-expressas na presenca de litio, identificadas por
MALDI-TOF MS/MS. Os numeros referem-se aos spots azuis mostrados na Figura

2.5
Spot Identidade Acesso Razado Score Cobertura Peptideos seqiienciados lon
da proteina NCBI FR PMF da score
seqliéncia / MS/MS
%
_ , , R.FEDGVLDPDYPR.N 51
1 Vitronectina  gi|119571467 0,42 121 21 R DVWGIEGPIDAAFTR.I 50
N , R.YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPK.E 97
2 Transtiretina 0i|219978 0,06 123 70 K ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR.R 56
Alfa-1- : R.DTVFALVNYIFFK.G 71
3 antitripsina gil177827 0,31 95 35 K. TDTSHHDQDHPTFNK.I 57
Alfa-1- : K.LQHLENELTHDIITK.F 64
4 antitripsina gi[177827 0,37 130 41 R DTVFALVNYIEEK.G 63
5 Vitronectina  gi|119571467 0,41 126 19 R.SIAQYWLGCPAPGHL.- 110
6 Alfa-1- gil177827 050 142 47 R.TLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLKL 137
antitripsina
, K.FNWYVDGVEVHNAK.T 89
7 lg gama-1 0i[121039 0,30 74 30 RVVSVLTVLHQDWLNGK.E 33
R.TLNQPDSQLQLTTGNGLFLSEGLK.L 143
g Al git77ezr os6 9 35 R.DTVFALVNYIFFK.G 67
P K. TDTSHHDQDHPTFNK.| 59
K.LQHLENELTHDIITK.F 97
9 Alfa-1- gil77827 022 184 48 R.DTVFALVNYIFFK.G 79
antitripsina K.DTEEEDFHVDQVTTVK.V 52
K.AFLEVNEEGSEAAASTAVVIAGR.S 176
Antitrombina . K.EQLQDMGLVDLFSPEK.S 83
10 li 0i|999513 0,41 239 63 K TSDQIHFFFAK L 69
R.FATTFYQHLADSK.N 65

65



Tese de Doutorado Capitulo 2 Alessandra Sussulini

Conforme os resultados mostrados na Tabela 2.2, os fragmentos de
apolipoproteina A-l foram identificados como sendo as proteinas mais
significantemente afetadas, mostrando uma sobre-expressdo em pacientes
bipolares tratados com litio em relacdo aos pacientes bipolares ndo tratados com
esta droga.

Na Figura 2.6, sdo mostrados os resultados das anélises por MS/MS dos
spots protéicos 1, 2 e 3, marcados em vermelho na Figura 2.5. Os fragmentos de
peptideos identificados, derivados da apolipoproteina A-l, estdo destacados em
negrito (PMF) e sublinhados (MS/MS) nas seqiéncias. Combinando as
informacdes obtidas a respeito dos peptideos tripticos identificados (Figura 2.6)
com aquelas do gel de eletroforese bidimensional (Figura 2.5), é possivel observar
que o spot 1, que apresentou um pl experimental de aproximadamente 7, refere-
se a um fragmento C-terminal da apolipoproteina A-l, que possui um pl tedrico
(calculado a partir da seqliéncia de aminoacidos) igual a 6,7, o que corrobora com
o resultado visualizado no gel. Observacoes e calculos similares caracterizam os
spots 2 e 3 como fragmentos N-terminais da apolipoproteina A-l, com massas
molares de cerca de 14 kDa, que possuem um pl acido (teoricamente calculado
como 4,5), o que estd de acordo com as posigcdes encontradas no gel de
eletroforese.

Com base nestas informacdes, foi possivel, portanto, identificar estas
proteinas por 2-D DIGE e MALDI-TOF MS/MS como fragmentos da
apolipoproteina A-1. Além disso, estes resultados corroboram com aqueles obtidos
na analise por SELDI-TOF MS, onde trés proteinas com massas molares de 14,0;
14,1 e 14,8 kDa foram detectadas (vide Tabela 2.1) como sendo sub-expressas
em pacientes bipolares ndo tratados com litio, mas cujos niveis foram restaurados
a aproximadamente aquele do grupo controle pelo tratamento com litio (vide
Figura 2.4 (a)).

A respeito dos fragmentos da apolipoproteina A-l, Kunitake et al. [22]
identificaram que fragmentos com massas molares de aproximadamente 26 e 14
kDa sao encontrados no sangue apds a venopunc¢ao. Anticorpos monoespecificos
para a apolipoproteina A-lI reconheceram os fragmentos desta proteina, que tém
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as seqiéncias N-terminais idénticas aquela reportada para a proteina intacta. A
degradacao da apolipoproteina A-l e a quantidade de fragmentos proteoliticos
poderiam ser minimizadas pela adicdo de inibidores de protease logo apéds a
venopuncado. Neste trabalho, a adigdo destes inibidores nédo foi efetuada, o que
pode explicar a identificacdo de fragmentos da apolipoproteina A-l ao invés da
proteina intacta. Entretanto, a possibilidade de um processamento proteolitico
alterado da apolipoproteina A-lI na presenga do transtorno afetivo bipolar e/ou do
tratamento com litio ndo deve ser totalmente descartada, mas sim, pode vir a ser

um alvo de estudos futuros.

(a)
1 DEPPQSPWDR VKDLATVYVD VLEDSGRDYV SQFEGSALGE QLNLELLDNW
51 DSVTSTFSKL REQLGPVTQE FWDNLEKETE GLRQEMSKDL EEVEAKVQEY
101 LDDFQKKWQE EMELYRQKVE PLRAELQEGA RQKLHELQEK LSPLGEEMRD
151 RARAHVDALR THLAPYSDEL RQRLAARLEA LKENGGARLA EYHAKATEHL
201 STLSEKAKPA LEDLRQGLLP VLESFKVSFL SALEEYTKKL NTQ

(b)

1 DEPPQSPWDR VEKDLATVYVD VLKDSGRDYV SQFEGSALGK QLNLELLDHW
51 DSVTSTFSKL REQLGPVTQE FWDNLEKETE GLRQEMSKDL EEVKAKVQPY
101 LDDFQKKWQE EMELYRQKVE PLRAELQEGA RQKLHELQEK LSPLGEEMRD
151 RARAHVDALR THLAPYSDEL RQRLAARLEA LKENGGARLA EYHAKATEHL
201 STLSEKAKPA LEDLRQGLLP VLESFEVSFL SALEEYTKKL NTQ

(c)
1 DEPPQSPWDR VKDLATVYVD VLEKDSGRDYV SQFEGSALGK QLNLELLDHNW
51 DSVTSTFSKL REQLGPVTQE FWDNLEKETE GLRQEMSKDL EEVEAKVQPY
101 LDDFQKKWQE EMELYRQKVE PLRAELQEGA RQKLHELQEK LSPLGEEMRD
151 RARAHVDALR THLAPYSDEL RQRLAARLEA LKENGGARLA EYHAKATEHL
201 STLSEKAKPA LEDLRQGLLP VLESFEVSFL SALEEYTKKL NTQ

Figura 2.6. Identificagcdo dos spots protéicos: (a) 1, (b) 2 e (¢) 3, marcados em
vermelho na Figura 2.5, referentes a apolipoproteina A-l. Os fragmentos de
peptideos identificados estdo destacados em negrito (PMF) e sublinhados
(MS/MS) nas sequéncias.

Na Figura 2.7, é mostrado o gel de eletroforese da analise por 2-D DIGE
realizada na faixa de pH entre 3 e 11, sendo que as amostras de soro sangliineo
foram preparadas por imunodeplecdo. Nesta andlise, uma proteina de 28 kDa foi
detectada como sendo a proteina que apresentou maior sub-expressao nos
pacientes bipolares nao tratados com litio. Esta proteina foi identificada como

sendo a apolipoproteina A-l intacta, com uma cobertura de seqiéncia de 56%.
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Assim sendo, a apolipoproteina A-l apresentou o0 mesmo comportamento
previamente observado nas analises por SELDI-TOF MS e 2-D DIGE em faixa de
pH mais restrita e com diferente preparo da amostra de soro: sobre-expressdo em
pacientes tratados com litio, com conseqliente sub-expressdao em pacientes nao

tratados com esta droga.
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Figura 2.7. Analise por 2-D DIGE (faixa de pH entre 3 e 11) do soro sangliineo de
pacientes bipolares tratados com litio (n = 15) e nao tratados com litio (n = 10). A
proteina em destaque € a apolipoproteina A-l (28 kDa).

Como a apolipoproteina A-1 € um marcador da doencga arterial coronéria, a
determinacdo de sua concentracdo em soro sangiineo é muito importante e
realizada em diversos hospitais. Com base neste fato, a analise clinica de rotina
(imunoturbidimetria) foi utilizada para a quantificagcdo da apolipoproteina A-l e a
andlise estatistica para os resultados obtidos ¢é ilustrada na Figura 2.8.

A partir desta andlise, foi detectada uma diferenga estatisticamente
significante ao comparar os grupos de pacientes bipolares entre si (p = 0,0390,
teste t bicaudal ndo-pareado). Para este experimento, foram utilizadas todas as
amostras de soro coletadas, descritas na Tabela 1.1 do Capitulo 1. A
concentracao desta proteina foi similar, ao comparar o grupo controle com o grupo

de pacientes bipolares sob tratamento com litio e, mais uma vez, menor em
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pacientes bipolares nao tratados com litio. Apesar de neste experimento haver a
limitacdo de que o0s grupos controle e de pacientes bipolares ndo eram
completamente idénticos em termos de faixa etéria e género, a apolipoproteina A-I
foi detectada com 0 mesmo comportamento observado nas andlises por SELDI-
TOF MS, onde um grupo controle mais homogéneo foi utilizado. Estas
observacdes sugerem que os niveis de apolipoproteina A-I podem ser indicadores

robustos para o transtorno afetivo bipolar e seu tratamento com litio.
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Figura 2.8. Andlise estatistica para as concentragbes de apolipoproteina A-l,
determinadas por andlise imunoturbidimétrica.

Conforme mostrado na Tabela 2.3, a proteina que mostrou a maior sub-
expressdao em pacientes bipolares tratados com litio foi a transtiretina, que foi
reportada na literatura como sendo sub-expressa em pacientes com esquizofrenia
[23] e depresséo [24]. A alfa-1-antitripsina, que também apresentou sub-expressao
em pacientes bipolares tratados com litio, € descrita como sendo alterada na
presenca da esquizofrenia [25]. Estas proteinas, assim como a apolipoproteina A-
I, sdo consideradas proteinas de fase aguda.

No proximo item, as alteracées em nivel protéico na presenca do transtorno
afetivo bipolar e seu tratamento com litio sdo descritas e comparadas com
resultados previamente reportados na literatura.
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4.3. Alteracoes em nivel protéico: identificacao de potenciais
biomarcadores do transtorno afetivo bipolar e do tratamento com
litio

As apolipoproteinas tém emergido como sendo fatores importantes em
doencas psiquiatricas, tais como o transtorno afetivo bipolar e a esquizofrenia.
Trés apolipoproteinas foram detectadas como sendo sobre-expressas em
cérebros de individuos com doencgas neuropsiquiatricas: apolipoproteina D, E e L
[26]. Membros da familia das apolipoproteinas, incluindo a apolipoproteina A-I, D,
E e L, sdo constituintes da fragdo dos lipideos de alta densidade e conhecidas por
apresentarem fungdes importantes no transporte de colesterol em células
periféricas. Tais proteinas sdo também reconhecidas por desempenhar um papel
no metabolismo neural e glial, e podem estar envolvidas na pré-disposi¢cdo e na
patofisiologia da doencga de Alzheimer e de outras deméncias [26,27].

Como as apolipoproteinas desempenham um papel importante no
metabolismo lipidico, um desequilibrio na homeostase dos lipideos na presenga
do transtorno afetivo bipolar ou outras doencas psiquiatricas pode ser uma forte
hipbtese. Levin et al. [28] suportaram esta teoria indiretamente. Os autores
encontraram em soro de pacientes esquizofrénicos, dentre outras proteinas sub-
expressas, cinco apolipoproteinas que apresentaram niveis significantemente
menores. Quatro destas apolipoproteinas sao constituintes da fracao lipoprotéica
de alta densidade, que esta envolvida na regulagdo dos niveis de acidos graxos
livres. Assim sendo, a sub-expressao da apolipoproteina A-1 em soro de pacientes
bipolares em relagédo a individuos saudaveis encontrada nas analises proteémicas
corroboram com estes resultados e com aqueles apresentados no Capitulo 1 [29],
envolvendo analises metabon6micas, que indicaram alteracdes no metabolismo
de lipideos de pacientes bipolares em relagcdo aos controles, bem como entre
pacientes bipolares tratados com litio ou com outras drogas excluindo o litio.

Dean et al. [27] descreveram um decréscimo no nivel da apolipoproteina E
em amostras de plasma de pacientes bipolares ndo medicados, mas um
acréscimo nos niveis desta proteina em pacientes tratados com estabilizadores de
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humor (valproato de sédio ou carbonato de litio), sugerindo que tais drogas podem
afetar a homeostase de lipideos. No presente trabalho, 0 mesmo comportamento
foi descrito para a apolipoproteina A-l, ou seja, sobre-expressdo em pacientes
bipolares tratados com litio e sub-expressdo em pacientes nao tratados com esta
droga. Assim sendo, a hipotese de que as drogas estabilizadoras de humor
desempenham um papel importante na homeostase de lipideos é sustentada,
sendo que isto pode vir a ser um alvo de futuros estudos do mecanismo de acao
de tais drogas.

Durante o desenvolvimento deste trabalho de Tese, duas publicacbes
reportaram investigacées similares para a esquizofrenia, utilizando os mesmos
métodos para determinagdo do perfil protéico em amostras de fluido cérebro-
espinhal, cérebro, tecidos periféricos [30] e soro [28]. Assim como reportado neste
trabalho para o transtorno afetivo bipolar, Huang et al. [30] identificaram um
decréscimo nos niveis da apolipoproteina A-I em pacientes com esquizofrenia.
Pela comparacao do perfil protéico por SELDI-TOF MS, a apolipoproteina A-I foi
detectada com um menor nivel em pacientes bipolares com relagdo aos controles,
bem como em pacientes nao tratados com litio com relacdo aos tratados com esta
droga, conforme observado nas anadlises por 2-D DIGE e MALDI-TOF MS/MS.
Com isso, é possivel concluir que esta proteina deve participar na patofisiologia do
transtorno afetivo bipolar da mesma maneira que na esquizofrenia. Entretanto, a
apolipoproteina A-I ndo pode ser utilizada para diferenciar tais transtornos, pelo
contrario, ela sugere uma desregulacao relacionada a ambas as doencas. A
literatura reporta [31] que os transtornos esquizofrénico e bipolar sao similares
(mas nao em mesmo nivel) em certos aspectos epidemioldgicos, tais como: idade
de inicio, risco vitalicio, curso da doenca, distribuicdo mundial, risco de suicidio,
influéncia de género (homens e mulheres com mesmo risco para ambos 0s grupos
dos transtornos) e susceptibilidade genética. O aumento nos niveis de
apolipoproteina A-lI em pacientes bipolares tratados com litio aponta uma possivel
influéncia do tratamento na homeostase de lipideos, 0 que pode justificar a

eficacia do uso do litio em bipolares, que é descrita desde a metade do século
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passado por atuar nas fases de mania e depressdo, além de reduzir
significantemente as taxas de suicidio.

Alguns estudos sugerindo o uso de 6mega-3 como suplemento alimentar
visando a reducao dos sintomas do trantorno afetivo bipolar vém sendo propostos
[32,33]. Os constituintes priméarios do dmega-3, acido docosahexandico e acido
eicosapentandico, exercem um efeito inibitério na rota de sinalizagdo celular, o
qgue é similar ao mecanismo de agao proposto de estabilizadores de humor, como
o litio e o valproato. Tais estudos corroboram com os resultados apresentados
neste trabalho no sentido de que os pacientes bipolares nao tratados com litio
apresentaram um menor nivel de lipideos, os quais podem ser restaurados pelo
tratamento com litio ou, entdo, por suplementacao nutricional.

A apolipoproteina A-l, a transtiretina e a alfa-1-antitripsina séo proteinas de
fase aguda, isto é, sdo proteinas cuja concentracdo aumenta ou diminui em
resposta a processos inflamatérios. Tais processos sao descritos na literatura
como sendo relacionados a fenomenologia, a patofisiologia, a comorbidade e ao
tratamento do transtorno afetivo bipolar [34].

Corroborando com os resultados encontrados na literatura previamente
discutidos [23,25], Yang et al. [35] reportaram que a apolipoproteina A-l1 e a
transtiretina sdo sub-expressas (proteinas de fase aguda negativas) em pacientes
esquizofrénicos, enquanto que a alfa-1-antitripsina é sobre-expressa no plasma
destes pacientes (proteina de fase aguda positiva).

Para o transtorno afetivo bipolar, a apolipoproteina A-I também foi descrita
como sendo uma proteina de fase aguda negativa, sendo que seus niveis foram
recuperados apo6s o tratamento com litio. A alfa-1-antitripsina, considerada uma
proteina de fase aguda positiva em esquizofrenia [25,35], foi detectada com uma
sobre-expressdo no caso de pacientes bipolares nao tratados com litio no
presente estudo, mostrando, portanto, um comportamento similar.

Ja a transtiretina, foi reportada como sendo sub-expressa em fluido cérebro
espinhal de pacientes com esquizofrenia [23] e depresséo [24] (proteina de fase
aguda negativa). Porém, neste trabalho, esta proteina foi detectada com uma
sobre-expressao em soro sanglineo de pacientes bipolares nao tratados com litio.
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Com base nesta observacao, é possivel formular uma hipétese de que esta
proteina pode vir a ser um biomarcador diferencial entre pacientes esquizofrénicos
e bipolares, sugerindo um ponto a ser considerado em estudos avaliando a
eficacia do litio no tratamento do transtorno afetivo bipolar.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

A andlise proteémica de fluidos bioldgicos € uma estratégia que vem sendo
muito utilizada na deteccao de biomarcadores potenciais para a diagnose e o
tratamento de doencas. Neste Capitulo, duas metodologias protedmicas
independentes (SELDI-TOF MS e 2-D DIGE associada a MALDI-TOF MS/MS)
possibilitaram a identificagcdo exploratéria de diferentes perfis protéicos em soro
sanglineo, ao comparar individuos saudaveis com pacientes bipolares tratados
com litio ou outras drogas excluindo o litio.

Uma das proteinas que apresentou maiores alteracées em seus niveis foi a
apolipoproteina A-l. Tal proteina apresentou uma sub-expressdo no grupo de
pacientes bipolares, independentemente do tratamento, em relacdo ao grupo
controle. Porém, no caso de pacientes bipolares tratados com litio, seu nivel foi
restaurado a aproximadamente aquele do grupo controle. Este mesmo
comportamento foi observado por meio de andlise clinica de rotina
(imunoturbidimetria), corroborando com os resultados das analises protedmicas.

Como a apolipoproteina A-I participa do metabolismo lipidico, as altera¢des
observadas em seus niveis suportam a provavel hipétese de que os mecanismos
patolégicos que resultam no fenétipo do transtorno afetivo bipolar e que as rotas
de acao do litio como tratamento sdo afetados pelo desequilibrio na homeostase
de lipideos. Assim sendo, fazem-se necessarias novas investigacbes visando
elucidar o papel da apolipoproteina A-lI na patofisiologia do transtorno afetivo
bipolar, bem como na rota mecanistica de acao do litio como tratamento.

A apolipoproteina A-l, assim como a transtiretina e a alfa-1-antitripsina, é
uma proteina de fase aguda, associada a processos inflamatérios. Ao comparar o

comportamento destas proteinas encontrado neste trabalho com aquele descrito
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na literatura para pacientes esquizofrénicos, observou-se que a transtiretina
mostrou uma variagao diferencial em seus niveis, podendo vir a ser um marcador
diferencial entre pacientes tratados que possuem estes transtornos psiquiatricos.
Assim sendo, ao combinar os resultados obtidos neste trabalho com
aqueles reportados na literatura, é possivel suportar as hipéteses de que o
metabolismo de lipideos e os processos inflamatérios podem contribuir para os
mecanismos patologicos que resultam no fenédtipo do transtorno afetivo bipolar,

bem como no mecanismo de a¢ao do litio como tratamento.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] B Domon, R Aebersold, Review - Mass spectrometry and protein analysis,
Science 312 (2006) 212-217.

[2] R Aebersold, M Mann, Mass spectrometry-based proteomics, Nature 422
(2003) 198-207.

[3] M Kinter, NE Sherman, Protein sequencing and identification using tandem
mass spectrometry, John Wiley & Sons, New York (2000).

[4] M Cretich, F Damin, G Pirri, M Chiari, Protein and peptide arrays: Recent trends
and new directions, Biomol Eng 23 (2006) 77-88.

[5] X Yu, D Xu, Q Cheng, Label-free detection methods for protein microarrays,
Proteomics 6 (2006) 5493-5503.

[6] J Mei, D Kolbin, H Kao, B Porton, Protein expression profiling of postmortem
brain in schizophrenia, Schizophrenia Res 84 (2006) 204-213.

[7] SI Novikova, F He, NJ Cutrufello, MS Lidow, Identification of protein biomarkers
for schizophrenia and bipolar disorder in the postmortem prefrontal cortex using
SELDI-TOF-MS ProteinChip profiling combined with MALDI-TOF-PSD-MS
analysis, Neurobiol Dis 23 (2006) 61-76.

[8] E de Hoffmann, V Stroobant, Mass spectrometry: principles and
applications, John Wiley & Sons, New York (2001).

[9] JN Adkins, SM Varnun, KJ Auberry, RJ Moore, NH Angell, RJ Smith, DL
Springer, JG Pounds, Toward a human blood serum proteome — Analysis by
multidimensional separation coupled with mass spectrometry, Mol Cell
Proteomics 1 (2002) 947-952.

74



Tese de Doutorado Capitulo 2 Alessandra Sussulini

[10] JL Luque-Garcia, TA Neubert, Sample preparation for serum/plasma profiling
and biomarker identification by mass spectrometry, J Chromatogr A 1153 (2007)
259-276.

[11] N Ahmed, GE Rice, Strategies for revealing lower abundance proteins in two-
dimensional protein maps, J Chromatogr, B: Anal Technol Biomed Life Sci 815
(2005) 39-50.

[12] E Boschetti, PG Righetti, The ProteoMiner in the proteomic arena: A non-
depleting tool for discovering low-abundance species, J Proteomics 71 (2008)
255-264.

[18] L Guerrier, PG Righetti, E Boschetti, Reduction of dynamic protein
concentration range of biological extracts for the discovery of low-abundance
proteins by means of hexapeptide ligand library, Nat Protocols 3 (2008) 883-890.

[14] DW Speicher (editor), Proteome Analysis. Interpreting the Genome,
Elsevier, London (2004).

[15] S Sriyam, S Sinchaikul, P Tantipaiboonwong, C Tzao, S Phutrakul, S Chen,
Enhanced detectability in proteome studies, J Chromatogr, B: Anal Technol
Biomed Life Sci 849 (2007) 91-104.

[16] D Wu, T Tomonaga, K Sogawa, M Satoh, M Sunaga, M Nezu, M Oh-Ishi, Y
Kodera, T Maeda, T Ochiai, F Nomura, Detection of biomarkers for alcoholism by
two-dimensional differential gel electrophoresis, Alcohol Clin Exp Res 31 (2007)
67S-71S.

[17] D Wessel, Ul Fligge, A method for the quantitative recovery of protein in
dilute-solution in the presence of detergents and lipids, Anal Biochem 138 (1984)
141-143.

[18] T Berkelman, T Stenstedt, 2-D Electrophoresis - Principles and Methods,
Amersham Biosciences, Uppsala (1998).

[19] G Candiano, M Bruschi, L Musante, L Santucci, GM Ghiggeri, B Carnemolla, P
Orecchia, L Zardi, PG Righetti, Blue silver: a very sensitive colloidal Coomassie G-
250 staining for proteome analysis, Electrophoresis 25 (2004) 1327-1333.

[20] O Jahn, D Hesse, M Reinelt, HD Kratzin, Technical innovations for the
automated identification of gel-separated proteins by MALDI-TOF mass
spectrometry, Anal Bioanal Chem 386 (2006) 92-103.

[21] JC Miller, JN Miller, Statistics for Analytical Chemistry, 3% edicdo, Ellis
Horwood Limited, Chichester (1993).

75



Tese de Doutorado Capitulo 2 Alessandra Sussulini

[22] ST Kunitake, GC Chen, SF Kung, JW Schilling, DA Hardman, JP Kane, Pre-
beta high density lipoprotein — unique disposition of apolipoprotein A-I increases
susceptibility to proteolysis, Arterioscler 10 (1990) 25-30.

[23] JTJ Huang, FM Leweke, D Oxley, L Wang, N Harris, D Koethe, CW Gerth, BM
Nolden, S Gross, D Schreiber, B Reed, S Bahn, Disease biomarkers in
cerebrospinal fluid of patients with first-onset psychosis, PLoS Med 3 (2006) 348.

[24] GM Sullivan, JA Hatterer, J Herbert, X Chen, SP Roose, E Attia, JJ Mann, LB
Marangell, RR Goetz, JM Gorman, Low levels of transthyretin in the CSF of
depressed patients, Am J Psychiatry 156 (1999) 710-715.

[25] Y Yang, C Wan, H Li, H Zhu, Y La, Z Xi, Y Chen, L Jiang, G Feng, L He,
Altered levels of acute phase proteins in the plasma of patients with schizophrenia,
Anal Chem 78 (2006) 3571-3576.

[26] EA Thomas, JG Sutcliffe, The neurobiology of apolipoproteins in psychiatric
disorders, Mol Neurobiol 26 (2002) 369-388.

[27] B Dean, A Digney, S Sundram, E Thomas, E Scarr, Plasma apolipoprotein E
is decreased in schizophrenia spectrum and bipolar disorder, Psychiatry Res 158
(2008) 75-78.

[28] Y Levin, L Wang, E Schwarz, D Koethe, FM Leweke, S Bahn, Global
proteomic profiling reveals altered proteomic signature in schizophrenia serum,
Mol Psychiatry (2009), no prelo.

[29] A Sussulini, A Prando, DA Maretto, RJ Poppi, L Tasic, CEM Banzato, MAZ
Arruda, Metabolic profiling of human blood serum from treated patients with bipolar
disorder employing '"H NMR spectroscopy and chemometrics, Anal Chem 81
(2009) 9755-9763.

[30] JTJ Huang, L Wang, S Prabakaran, M Wengenroth, HE Lockstone, D Koethe,
CW Gerth, S Gross, D Schreiber, K Lilley, M Wayland, D Oxley, FM Leweke, S
Bahn, Independent protein-profiling studies show a decrease in apolipoprotein A1
levels in schizophrenia CSF, brain and peripheral tissues, Mol Psychiatry 13
(2008) 1118-1128.

[831] WH Berrettini, Are schizophrenic and bipolar disorders related? A review of
family and molecular studies, Biol Psychiatry 48 (2000) 531-538.

[32] AL Stoll, WE Severus, MP Freeman, S Rueter, HA Zboyan, E Diamond, KK

Cress, LB Marangell, Omega-3 fatty acids in bipolar disorder, Arch Gen
Psychiatry 56 (1999) 407-412.

76



Tese de Doutorado Capitulo 2 Alessandra Sussulini

[83] T Turnbull, M Cullen-Drill, A Smaldone A, Efficacy of omega-3 fatty acid
supplementation on improvement of bipolar symptoms: a systematic review, Arch
Psychiatry Nursing 22 (2008) 305-311.

[34] Bl Goldstein, DE Kemp, JK Soczynska, RS Mcintyre, Inflammation and the
phenomenology, pathophysiology, comorbidity, and treatment of bipolar disorder: A
systematic review of the literature, J Clin Psychiatry 70 (2009) 1078-1090.

[85] Y Yang, C Wan, H Li, H Zhu, Y La, Z Xi, Y Chen, L Jiang, G Feng, L He,

Altered levels of acute phase proteins in the plasma of patients with schizophrenia,
Anal Chem 78 (2006) 3571-3576.

77



CAPITULO 3

ESTUDOS METALOMICOS

79



Tese de Doutorado Capitulo 3 Alessandra Sussulini

1. OBJETIVOS

Neste Capitulo, os objetivos consistiram na comparagdo dos perfis
metaldmicos (ionémicos e metaloprotedmicos) das amostras de soro sangliineo
de individuos saudaveis e pacientes bipolares tratados com litio ou outras drogas
excluindo o litio, bem como na identificacdo e determinagdo de ions metalicos e
semimetalicos livres ou ligados a proteinas diferenciais entre estes grupos.

A etapa dos estudos metaloprotedbmicos foi realizada no Centro de
Pesquisas de Jllich (Alemanha), em colaboragcdo com a Dra. Johanna Sabine

Becker.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Metaloproteinas e proteinas ligadas a metais

Aproximadamente 30% das proteinas e enzimas contém ions metalicos ou
semimetéalicos em suas estruturas, sendo que cerca de 40% destes elementos sao
cruciais para manter suas funcionalidades bioldgicas [1,2], o que justifica o
crescente interesse na identificacdo e quantificacdo dos mesmos em
metaloproteinas e proteinas ligadas a metais.

As metaloproteinas constituem o grupo de proteinas que contém um cofator
metalico, incorporado por meio de ligacoes especificas (ligacdes covalentes). Este
cofator pode ser um ion metalico isolado ou pode estar coordenado a um
composto organico nao-protéico. Ja as proteinas ligadas a metais (metal-binding
proteins) constituem o grupo de proteinas onde os ions metalicos sao
incorporados por ligacdes nao-especificas, que sao facilmente perdidas durante o
manuseio da amostra (isolamento e diluicdo) ou, entdo, durante a separacao
eletroforética, sob a influéncia de um campo elétrico [3-5].

As metaloproteinas e as proteinas ligadas a metais apresentam um papel
importante na fisiologia, exercendo diferentes funcdes, tais como a regulacédo da
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homeostase de ions metdlicos, a desintoxicacdo, a participagdo em imuno-
reacdes nao-especificas, o transporte e o armazenamento de oxigénio e a
regulacdo da expressdo genética. Além disso, muitas dessas proteinas atuam
como marcadores de patologias no sangue humano, tais como a mioglobina, que
€ relacionada ao infarto do miocardio, ou a hemoglobina e a transferrina, que sao
relacionadas a anemia [6].

Devido a importancia destas biomoléculas, recentemente, uma nova area
cientifica, denominada metalémica, foi proposta por Haraguchi [7]. Esta area
envolve a integracdo de estudos tradicionalmente analiticos com estudos
inorganicos e bioquimicos [8]. Uma discussdao mais aprofundada sobre este tema

sera apresentada a seguir.

2.2. Metalomica

A metalébmica € um campo de pesquisa que deve estar em simbiose com a
gendmica e a protedmica, pois a sintese e as fungdes metabdlicas dos genes e
das proteinas nao ocorrem sem a presenca de ions metalicos ou metaloenzimas,
que sao metaloproteinas que atuam como catalisadores biolégicos na regulacao
das reacdes bioldgicas e das funcdes fisiologicas em células e 6rgaos [7].

A protebdmica envolve o estudo das propriedades das proteinas (nivel de
expressao, modificacdes pos-traducionais, interacdes, entre outros) em uma larga
escala, de modo a obter uma visdo global dos processos celulares [9]. Ja a
metaldmica tem como principais objetivos a verificacdo da distribuicdo das
espécies metdlicas e semimetalicas, bem como a elucidacdo dos aspectos
fisiolégicos e funcionais das biomoléculas que contenham ions metélicos em suas
estruturas, tais como as metaloproteinas e as proteinas ligadas a metais [7,10]. Na
metaldmica, os metais ou semimetais presentes em um sistema biolégico (células,
tecidos, fluidos ou organismos) na forma livre ou complexada, sao definidos como
metalomas [11].

Assim, de acordo com as definicbes propostas na literatura recente, a
metalémica consiste no estudo dos metalomas, que é subclassificada em
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ionbmica, quando o metaloma é avaliado na forma de ions livres, e em
metaloproteémica, quando € visada a determinacdo do conjunto de complexos
metalicos (ou semimetalicos) com ligantes protéicos [12].

O estudo do metaloma pode fornecer informagbes sobre: (i) como um
elemento (metal ou semimetal) esta distribuido entre os compartimentos celulares
de um determinado tipo de célula; (i) seu meio de coordenagdo (em qual
biomolécula esta incorporado ou por qual bioligante estd complexado); (iii) as
concentracdes das espécies metalicas individuais presentes; e (iv) a estrutura da
biomolécula [7,11].

A etapa inicial de qualquer estudo metaldmico consiste na separacao das
proteinas da amostra de interesse, utilizando métodos de separacdo de alta
resolucdo, como a cromatografia liquida e gasosa ou a eletroforese capilar ou em
gel. A seguir, as proteinas sdo identificadas por meio de técnicas de
espectrometria de massas molecular, utilizando métodos de ionizagdo suave como
a MALDI e a ESI. E, por fim, os ions metalicos e semimetalicos séo identificados e
quantificados por meio de técnicas espectrométricas, como a fluorescéncia de
raios-X, a espectrometria de absorcdo atébmica e a ICP-MS [5]. A seguir, 0s
conceitos e aplicacées envolvendo a ICP-MS para a quantificacdo de elementos
ligados a proteinas serao discutidos.

2.3. ICP-MS para a quantificacao de elementos complexados com
proteinas

Recentemente, o potencial da ICP-MS como uma técnica complementar
para a quantificacdo de proteinas vem sendo explorado com o objetivo de
identificar e quantificar diferentes elementos e suas espécies ligados a
metaloproteinas e proteinas ligadas a metais.

A espectrometria de massas molecular tem um papel fundamental em
estudos protedmicos. Porém, ela sozinha nao pode identificar e quantificar metais
ou semimetais ligados a proteinas, devido aos seus limites de deteccao
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insuficientes para matrizes bioldgicas, que sao ricas em sais [13]. Tal técnica é
capaz de fornecer informacdes estruturais a respeito das proteinas, enquanto a
espectrometria de massas elementar (ICP-MS) é ideal para identificar e quantificar
elementos ligados as proteinas, de modo que essas técnicas tornam-se
complementares na analise de metaloproteinas e proteinas ligadas a metais.

Enquanto a MALDI e a ESI sao fontes de ionizagcdo suaves, com energia
suficiente somente para converter moléculas grandes em ions sem fragmentacgao,
a fonte de ICP opera a altas temperaturas (6000 a 10000 K), fornecendo energia
suficiente para volatilizar, dessolvatar, atomizar e ionizar os atomos elementares
formados. As ligacbes quimicas das proteinas sao prontamente quebradas e os
elementos sao ionizados a ions positivamente carregados. Tais ions sao
introduzidos no analisador de massas e separados de acordo com suas razdes
massa/carga (m/z). Como a forte ionizagao causa a perda da informacao estrutural
das proteinas, a mesma deve ser obtida por meio de técnicas de espectrometria
de massas molecular, demonstrando, portanto, que as técnicas de espectrometria
de massas molecular e elementar devem ser empregadas de modo sinérgico para
que a identificacdo e quantificacdo de metaloproteinas e proteinas ligadas a
metais seja possivel [14].

As principais caracteristicas da ICP-MS para a analise de proteinas sao: (i)
alto rendimento analitico; (ii) limites de deteccao baixos para a maioria dos
elementos; (iii) efeitos de matriz minimos; (iv) resposta especifica aos
heteroatomos (metais, semimetais ou nado-metais); (v) capacidade de até 8 ordens
de magnitude da faixa dinamica linear; (vi) informacao das proporcdes isotopicas;
e (vii) acoplamento simples a outros métodos de separacgéo [15,16].

Como um exemplo de aplicacdo, Boulyga et al. [17] empregaram a
cromatografia de exclusao por tamanho acoplada em linha com a ICP-MS no
estudo da especiacdo de ions metalicos em tecidos cancerosos de tirebide em
comparacao com tecidos saudaveis, de modo a verificar mudancas na especiacao
das metaloproteinas no tecido afetado patologicamente. Tal estudo determinou a
presenca de espécies ligadas a cadmio, cobre, chumbo e zinco em tecidos de
tire6ide saudaveis, enquanto que estas espécies nao foram detectadas em tecidos
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cancerosos, apontando uma distribuicdo dos ions metédlicos completamente
diferente em tecidos cancerosos.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é, em geral, o método de
separacado mais utilizado em anélises de proteinas, por possuir a capacidade de
separar centenas de proteinas em um unico gel. Apds a separacao por PAGE, os
spots de proteinas podem ser analisados por ICP-MS de duas maneiras:

(i) em solugcdo, onde uma prévia digestdo assistida por radiacéo
microonda dos spots de proteinas € feita [18] e a solucao resultante
¢ inserida no nebulizador do equipamento; ou

(ii) in situ, onde o gel é analisado diretamente, utilizando ablagéo a laser
(LA-ICP-MS) [19-22].

Poucas aplicacées envolvendo a digestao assistida por radiagdo microonda
de spots de proteinas antes da analise por ICP-MS sédo encontradas na literatura
recente [23,24], pois este método requer mais tempo e € mais passivel de
apresentar contaminacao e/ou perdas de amostra. A secdo seguinte descreve o
uso da LA-ICP-MS para a quantificagdo de elementos ligados a proteinas, apds
separacao por PAGE.

2.3.1. PAGE-LA-ICP-MS

A LA-ICP-MS é uma técnica que utiliza um laser para ablar uma amostra
sélida (por exemplo, a superficie de um gel de eletroforese ou um tecido biolégico)
e arrastar o aerossol formado por um fluxo continuo de argdnio para a fonte de
ICP, sendo que os ions formados sdo analisados no espectrébmetro de massas
[14,15,25]. A deteccdo por LA-ICP-MS é rapida e robusta e o sinal é,
teoricamente, diretamente proporcional a quantidade de elemento presente no
spot de proteina [25]. A LA-ICP-MS ¢é aplicada para analise micro local de
amostras sélidas (bioldgicas e ambientais), com resolugao espacial na faixa de um
[14].
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Existem trés estratégias de ablacéo a laser para a deteccao de elementos
ligados a proteinas separadas por PAGE via LA-ICP-MS:

(i) imagem [19,22],
(i) varredura em linha através dos spots [20], e

(i)~ analise micro local dos spots [21].

Os principais parametros para a determinacdo de elementos ligados a
proteinas por PAGE-LA-ICP-MS sao a sensibilidade (habilidade de detectar um
elemento presente no gel) e a resolucao (habilidade de distinguir entre dois spots
ou linhas vizinhas do mesmo elemento ou is6topo) [26]. Em termos de
sensibilidade, os parametros mais influentes sdo o tamanho do spot do laser e a
velocidade de varredura, nos modos de imagem e varredura em linha, e 0 nimero
de tiros do laser, na analise micro local dos spots de proteinas.

A principal limitacdo do uso de técnicas de PAGE para a identificagao e
quantificacao de elementos ligados a proteinas envolve a preservacao da ligacao
elemento-proteina, pois muitos complexos séo instaveis e podem ser destruidos
por troca com impurezas de metais contidas no gel [25]. A SDS-PAGE possui o
maior poder de resolucao entre as técnicas de PAGE. Entretanto, uma vez que o
preparo de amostra para a SDS-PAGE requer o uso de um agente redutor (como
o B-mercaptoetanol ou DTT) e o detergente SDS desnatura as proteinas, perdas
de ions metalicos podem acontecer durante a separacdo das proteinas,
especialmente no caso das proteinas ligadas a metais. A PAGE nativa tem sido
explorada como uma alternativa a este problema, uma vez que a estrutura
terciaria das proteinas é preservada durante a separacdo. Porém, o uso desta
técnica nao é garantia suficiente de assegurar a preservacao da ligacao elemento-
proteina, uma vez que outros componentes dos tampdes podem complexar
metais, perturbando o equilibrio entre espécies ligadas e ndo ligadas. Outra
desvantagem da PAGE nativa refere-se a resolucéo, por ser restrita a separagdes
em uma dimensao, pois os protocolos de 2-D PAGE requerem o uso de reagentes
desnaturantes [27].
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Jiménez et al. [27] reportaram a problematica devido a perdas de metais na
separacado por PAGE antes da analise por LA-ICP-MS. Para isso, os autores
estudaram duas metaloproteinas: a tiroglobulina, contendo iodo, e a superoxido
dismutase (SOD), contendo cobre e zinco. A deteccao quantitativa de iodo em
tiroglobulina foi possivel usando SDS-glicina PAGE ou PAGE nativa seguida de
analise por LA-ICP-MS. Porém, a deteccao de cobre e zinco em SOD por LA-ICP-
MS dependeu das condigcbes do método de PAGE, uma vez que eles foram
apenas detectados usando SDS-tricina PAGE. Perdas de cobre e zinco foram
atribuidas a glicina, quando esta era usada como ion de arraste na separagao por
PAGE, devido a formagéao de complexos de cobre e zinco. Em ambos os casos, a
PAGE nativa gerou resultados similares aqueles obtidos pelo método SDS-glicina
PAGE.

De modo a estudar a formacao de proteinas contendo cobre, ferro e zinco
em uma amostra de cérebro humano, Becker et al. [20] usaram marcadores
isotdpicos enriquecidos (**Fe, ®°Cu e %Zn) e dopados a proteinas de cérebro de
pacientes com Alzheimer, anteriormente a separacgao por 2-D PAGE. Os spots de
proteinas foram analisados por LA-ICP-MS e foram medidas as proporcoes
isotdpicas **Fe/*°Fe, %°Cu/%*Cu e %7Zn/%*Zn nas proteinas contendo metais. As
medidas de proporgdes isotdpicas obtidas por LA-ICP-MS indicaram certos spots
de proteinas com uma composicao isotépica natural de cobre, ferro e/ou zinco.
Tais proteinas ja continham os metais investigados e mostraram-se estaveis o
suficiente para sobreviver as condicées desnaturantes durante a eletroforese em
gel. Entretanto, as proteinas que apresentaram uma razao isotépica modificada
dos metais em comparagdo com a razdo isotdpica natural demonstraram o
acumulo dos marcadores dentro dos complexos protéicos. A identificacdo das
proteinas foi realizada por MALDI-FTICR-MS, e as proteinas contendo cobre e
zinco mostraram-se estaveis as condigdes redutoras durante a separacao por 2-D
PAGE e ao acumulo do marcador isotopico enriquecido.

Estes exemplos da literatura mostram que, embora a PAGE nativa é uma
boa alternativa para prevenir perdas de metais durante a separacao eletroforética,
a 2-D PAGE nao deve ser completamente descartada como uma opc¢ao para a
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separacao de proteinas antes da deteccdo e quantificacdo de elementos por ICP-
MS, uma vez que nem todas as proteinas sao susceptiveis a quebra das ligacdes

com elementos durante a eletroforerese em gel.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Equipamentos e acessorios

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento dos experimentos
descritos neste Capitulo sdo listados a seguir. Os mesmos se encontram
disponiveis no Grupo de Espectrometria, Preparo de Amostras e Mecanizacao
(GEPAM), com excecao do espectrobmetro de massas ICP-MS acoplado com
sistema de ablacao a laser e do secador de géis, que foram usados no Centro de

Pesquisas de Julich, Alemanha.

= Espectrdbmetro de massas ICP-MS Elan DRCe (Perkin Elmer, Norwalk,
EUA)

» Espectrometro de massas ICP-MS 7500ce (Agilent, Toquio, Japao)
acoplado com sistema de ablagdo a laser UP266 (New Wave, Fremont,
EUA)

= Misturador vortex, modelo M-37600 (Thermolyne, Dubuque, EUA)

= Secador de géis, modelo 583 (Bio-Rad, Hercules, EUA)

» Ultracentrifuga, modelo Bio-Spin-R (Bio Agency, Sao Paulo, Brasil)

» Vidrarias de uso rotineiro em laboratério de quimica analitica

3.2. Reagentes e solucoes

Todas as solucdées foram preparadas utilizando-se agua desionizada (>
18,2 MQ cm), obtida por um sistema de purificacao Milli-Q, e reagentes de grau

analitico. Os frascos plasticos, vidrarias e demais utensilios de laboratério foram
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descontaminados por meio de imersdao em HNO3 10% (v/v), por 12 h. Depois, 0
material foi lavado trés vezes com agua Milli-Q e seco a temperatura ambiente. A
seqguir, € apresentada a lista dos reagentes utilizados nos experimentos descritos
neste Capitulo:

= Acido nitrico, HNO3, M = 63,01 g mol™ (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA)

=  Solucdo padrdao multielementar (Perkin Elmer, Norwalk, EUA)

* Triton X-100, C14H220(C2H40)10, M = 647 g mol™ (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA)

3.3. Determinacao de ions livres em soro sanguineo por ICP-MS

Para a determinacdo de ions livres nas amostras de soro sanglineo por
ICP-MS, estas foram primeiramente diluidas 10 vezes com solugcdo de Triton X-
100 a 0,05% (m/v) e HNO3 a 0,5% (v/v) [28]. Apbs a diluicdo, as amostras foram
analisadas em um espectrobmetro de massas ICP-MS Elan DRCe. A andlise
semiquantitativa foi realizada em triplicata, e as seguintes regidbes de razao
massa/carga foram avaliadas: 6-15, 19-39, 42-210 e 230-240 u., com voltagem no
quadrupolo igual a 0,4 V. Os fluxos de gas nebulizador, de gas auxiliar, de gas do
plasma e de injecdo da amostra foram de 0,91, 1,2, 15 e 1,5.10° L min™,
respectivamente. A voltagem das lentes foi de 85 V e a poténcia da
radiofreqUéncia foi de 1200 W. Apds a realizagdo das medidas, os dados foram
transferidos para uma planilha do programa Microsoft Excel, onde foi realizada a
andlise estatistica (andalise de variancia: fator inico - ANOVA) dos mesmos.

3.4. Determinacao de elementos ligados a proteinas por PAGE-
LA-ICP-MS

Anteriormente as analises por LA-ICP-MS, as amostras de soro sanglineo
do grupo controle (n = 25), do grupo de pacientes bipolares tratados com litio (n =
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15) e do grupo de pacientes bipolares tratados com outras drogas excluindo o litio
(n = 10) foram reunidas e, entdo, um gel de eletroforese foi obtido para cada um
dos grupos, em duplicata, de maneira similar aquela descrita nos itens 3.4 e 3.5 do
Capitulo 2. O preparo de amostras utilizado foi com o kit ProteoMiner e a faixa de
pH utilizada foi entre 4 e 7. A marcacdo com os corantes fluorescentes nao foi
necessaria neste caso e a coloragdo dos géis foi feita com prata [29], para o gel
destinado a andlise por LA-ICP-MS, e com Coomassie coloidal, para o gel
destinado a identificacdo das proteinas por MALDI-TOF MS/MS (realizada
conforme o item 3.6 do Capitulo 2).

Os géis corados com prata foram secos a vacuo em secador de gel, por 2
h, usando o ciclo de gradiente de temperatura até 80 'C. A ablacdo a laser dos
spots de proteinas para detectar elementos contidos nas mesmas foi realizada
com um laser Nd: YAG. O material ablado foi transportado por um fluxo carregador
de argbnio até a fonte de ICP. Os ions formados no ICP foram extraidos no
espectrémetro de massas quadrupolar e separados de acordo com suas razdes
massa/carga (m/z). Os modos de ablacdo usados foram imagem, varredura em
linha através dos spots e anélise micro local dos spots de proteinas. A Tabela 3.1

resume 0s parametros instrumentais utilizados para as analises por LA-ICP-MS.

Tabela 3.1. Parametros experimentais utilizados nas analises por LA-ICP-MS dos
spots de proteinas contidos em géis de eletroforese

ICP-MS ICP-QMS, Agilent 7500ce
Poténcia de RF /W 1500

Fluxo do gas carregador / mL min™ 1,2

Sistema de ablacao a laser New Wave UP 266
Comprimento de onda do laser Nd: 266

YAG /nm

Denzsidade de poténcia do laser / W 10°

cm

Duracao do pulso do laser / ns 20

Repeticao de freqliéncia / Hz 20

Velocidade de varredura / pm s™ 150

Tamanho do spot do laser / pm 110 (modo imagem) e 160 (modo de

varredura em linha e analise micro
local dos spots)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao do perfil ionémico por ICP-MS

A analise ionémica foi realizada a partir da semiquantificacao das amostras
de soro sanguineo por ICP-MS. Ap6s a andlise por ICP-MS, os dados foram
analisados estatisticamente por andlise de variancia: fator unico (ANOVA), sendo
que o nivel de confianca utilizado foi igual a 95%. Do total de 26 ions detectados,
14 mostraram diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos
estudados: As, B, Cl, Cr, Fe, K, Li, Mg, P, S, Se, Si, Sr e Zn. Todos estes
elementos (com excecdo do boro) foram encontrados em maior nivel nos
pacientes bipolares em relacdo aos controles. Apenas litio e zinco foram
encontrados em maior nivel nos pacientes bipolares tratados com litio em relacao
aos nao tratados com esta droga, sendo que no caso do litio tal comportamento ja
era previsto, devido ao uso do mesmo como tratamento neste grupo de pacientes.
Considerando os demais elementos, os pacientes bipolares nao tratados com litio
apresentaram os maiores niveis em relacao aos outros grupos estudados.

A Tabela 3.2 mostra as concentragdes determinadas para alguns dos ions
diferenciais (Li, Cr e Sr), escolhidos aleatoriamente, que corroboram com o0s

resultados observados previamente nas analises semiquantitativas.

Tabela 3.2. Concentracdes de alguns ions diferenciais (média + desvio padrao)

Concentracdes / ug L™

Metal Limite de Limite de Controle Bipolares Bipolares nao
deteccao quantificacao tratados com Li tratados com Li
Li 0,021 0,069 82+ 14 7953 + 453 91+22
Cr 0,148 0,494 331 +28 351 £ 66 352 £ 30
Sr 0,073 0,244 28+7 42 +£15 60 £ 19
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Diversas anormalidades bioquimicas observadas em populacdes que
possuem doengcas comportamentais sao relacionadas a quimica do cérebro. Por
exemplo, o cobre é um fator importante na conversdo da dopamina a
norepinefrina, e 0 zinco € necessario para que ocorra uma sintese eficiente do
acido gama-aminobutirico (neurotransmissor inibitério) [30,31].

De acordo com estudos que demonstraram alteracées na concentracao de
zinco no cérebro induzidas por drogas antidepressivas e choques
eletroconvulsivos em ratos, € possivel concluir que o zinco possui um papel
significante no mecanismo de terapias antidepressivas. Além do mais, as
alteracées no nivel de zinco no sangue podem ser consideradas como um
marcador da depressdao: uma menor concentragcdo de zinco no sangue (soro ou
plasma) é encontrada em pacientes deprimidos em relacdo aos individuos
saudaveis, sendo que, quanto maior a gravidade da doenca (pacientes resistentes
ao tratamento), menores as concentracdes de zinco [32,33]. Assim sendo, 0 maior
nivel de zinco encontrado no soro de pacientes com transtorno afetivo bipolar
tratados com litio corrobora com os estudos que demonstram que 0 zinco possui
uma funcdo no mecanismo de terapias para o tratamento de transtornos
psiquiatricos, bem como demonstra a eficiéncia do litio no tratamento do
transtorno afetivo bipolar.

Na literatura recente [34], um trabalho semelhante foi realizado para a
analise de ions metalicos em amostras de soro e sangue de pacientes com a
doenca de Alzheimer. A determinacao de Al, Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Hg, Li, Mn,
Mo, Ni, Pb, Sb, Sn, Sr, Tl, V, W e Zr foi realizada com o uso de um espectrometro
SF-ICP-MS. Na presenga da doenga de Alzheimer, as diferengas encontradas em
amostras de soro foram os maiores niveis de mercurio e estanho (p < 0,01) e, em
amostras de sangue, os maiores niveis de cobalto, litio, manganés e estanho e os
menores niveis de molibdénio (p < 0,01).

As diferengcas encontradas nos niveis de alguns ions em soro sanglineo
apontam que o perfil ionbmico é alterado na presenca do transtorno afetivo
bipolar, bem como possibilita a diferenciagdo entre os pacientes tratados com litio

ou com outros farmacos exceto o litio. Embora tais alteragdes ndo possam ser
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explicadas por meio de um modelo simples, alguns elementos mostraram
desempenhar um papel de biomarcadores potenciais para o transtorno afetivo

bipolar e/ou seu tratamento com litio.

4.2. Modo de ablacao a laser para a deteccao de elementos

ligados a proteinas

Na Figura 3.1, € mostrada a imagem de um gel bidimensional de proteinas
de soro de pacientes bipolares tratados com litio. Estdo destacadas algumas das
regides do gel e os spots utilizados para as analises por LA-ICP-MS. Antes de
comparar 0s grupos controle e de pacientes bipolares tratados com litio ou ndo em
termos de metais ligados a proteinas, foi realizado um estudo sobre o0 modo de
ablacao a laser, empregando os modos de imagem, varredura em linha através
dos spots e analise micro local dos spots de proteinas.

A principal diferenca entre estas distintas estratégias para a analise por LA-
ICP-MS consiste no tempo de execucdo; enquanto o modo de imagem consome
mais tempo (cerca de 2 a 6 horas para uma regido de gel de 3 cm?, com uma
resolugéo de 160 um), a analise micro local dos spots é mais rapida (cerca de 30 s
para analisar um spot individual). Entretanto, 0 modo de imagem tem a vantagem
de permitir a visualizagcdo da distribuicdo dos metais ao longo das proteinas
contidas em uma regidao de gel, como pode ser visto na Figura 3.2, que mostra as
imagens obtidas para Ag, Mg, Zn, Fe, Ca, Na, Sr e Ti na secao 1 (S1) do gel de
eletroforese de soro de pacientes bipolares tratados com litio (vide Figura 3.1). Os
parametros experimentais adicionais para o0 modo de imagem (juntamente com
aqueles descritos na Tabela 3.1) foram: 121 linhas, 169,3 pontos por linha e
distancia entre cada linha de 30 pm.
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Figura 3.1. Eletroferograma 2-D PAGE (gel corado com prata) para 150 ug de
proteinas de soro sanglineo de pacientes bipolares tratados com litio (n = 15).
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Figura 3.2. Imagens da distribuicao de Ag, Mg, Zn, Fe, Ca, Na, Sr e Ti na secéo 1
(S1) do gel de eletroforese de soro de pacientes bipolares tratados com litio (veja
Figura 3.1). A escala abaixo das imagens se refere a intensidade dos ions em
contagens por segundo (cps).
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A Figura 3.3 ilustra os resultados da analise micro local dos spots para Ag,
Na, Mg e Zn na sec¢éo 2 (S2), bem como da analise por varredura em linha do spot
25 (na secado 1, S1) de um gel de eletroforese de soro de pacientes bipolares
tratados com litio (vide Figura 3.1). Os brancos utilizados para estas andlises por
LA-ICP-MS foram regides do gel que ndo continham spots de proteinas.

As limitagdes da andlise micro local dos spots de proteinas consistem na
aparigdo de sinais ambiguos e na dificuldade de identificar os mesmos. No modo
de varredura em linha, a limitacdo € que particulas de poeira contendo metais
como cobre, zinco, manganés e aluminio podem aparecer como sinais, embora
sejam mais faceis de serem distinguidos daqueles de metais ligados a proteinas
[26]. De modo a solucionar este problema, uma boa alternativa é realizar o
preparo da amostra em uma sala limpa ou entéo utilizar o modo de imagem para
verificar a presenca de metais ligados as proteinas (porém, necessitando de mais

tempo para a analise).

(a)
107pg* 2Na*
500000 - 180000 -
c
d 160000 - b d
400000 A a
c 140000 4
b Branco
200000 4 Branco K k 120000 -/\J
0 ’{\“— 100000
2 47 260 304 349 393 438 482 2 47 260 304 343 393 438 482
a
b
d.
c

24 M92+ 64Zn2+

10000 1 10000 4

(o
8000 8000
d
6000 - a 6000 4
a b
4000 1 Branco 4000 1 Branco
2000 A _J\\f 2000 ~J\_ J\w d
0 0
47 260 4 349 393 438 482

2 304 340 393 438 482 2 47 280 30

95



Tese de Doutorado Capitulo 3 Alessandra Sussulini

(b)

107Ag*
50000000

40000000
30000000
20000000 4

10000000

0

600000 4

500000 A

400000

300000 4

200000 A

100000 +

Figura 3.3. Deteccdo de elementos (intensidade em cps x tempo em segundos)
para: (a) andlise micro local dos spots da se¢ao 2 (S2) para Ag, Na, Mg e Zn, e (b)
varredura em linha para Ag e Na no spot 25 (S1) do gel de eletroforese de soro de
pacientes bipolares tratados com litio (veja Figura 3.1).

Neste trabalho, como foram analisados os géis inteiros, de modo a
comparar os metais ligados a proteinas de pacientes bipolares sob diferentes
tratamentos e individuos saudaveis, foi empregada a analise micro local dos spots
de proteinas, utilizando uma sala limpa para o preparo de amostras, evitando,

assim, possiveis sinais de contaminantes.

4.3. Deteccao de elementos ligados a proteinas de soro de
pacientes com transtorno afetivo bipolar por LA-ICP-MS

A Tabela 3.3 mostra os resultados para a deteccao de metais ligados as
proteinas de soro selecionadas, marcadas na Figura 3.1. Ao comparar 0 grupo
controle com os grupos de pacientes bipolares, foi possivel observar uma
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diferenciacdo em termos de elementos contidos em proteinas. Os principais
elementos detectados em todos os grupos foram s6dio, magnésio, zinco, calcio e
ferro. O manganés foi encontrado apenas no grupo controle; o cobalto foi
encontrado somente nos grupos controle e pacientes bipolares tratados com litio;
potassio e titanio foram detectados apenas nos grupos de pacientes bipolares; e o
fésforo foi detectado somente nos grupos controle e pacientes bipolares nao
tratados com litio.

O litio ndo pbde ser detectado nas analises por LA-ICP-MS, pois as
proteinas ligadas a litio sdo descritas como sendo perdidas ou existentes em
concentracdées muito baixas em plasma sangliineo humano [35]. A literatura
também reporta que o padrao das proteinas ligadas a litio em plasma para um
paciente com transtorno afetivo bipolar é diferente daquele de um individuo
controle, além de que, virtualmente, todo o litio é ligado a proteinas de baixa
massa molar com aproximadamente 1000 Da, que ndo podem ser visualizadas no
gel de eletroforese bidimensional.

De acordo com a Tabela 3.3, os spots de proteinas 20, 21, 29 e 31
apresentaram metais ligados a proteinas somente no grupo de pacientes bipolares
tratados com litio. Ja os spots de proteinas 4, 5, 6, 23, 27, 28 e 32 apresentaram
um maior numero de metais ligados a proteinas no grupo de pacientes bipolares
tratados com litio em relagcao ao grupo controle.

Foi também possivel observar que alguns metais foram trocados em
algumas proteinas, principalmente comparando o grupo controle e um dos grupos
de pacientes bipolares. Por exemplo, o sédio foi deslocado por potassio nas
proteinas 7, 16 e 30; o magnésio foi deslocado por célcio nas proteinas 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18, ou por zinco nas proteinas 14, 15 e 32; e o ferro foi
substituido por estroncio na proteina 24. Os ions metalicos trocados possuem a

mesma carga e numeros atdbmicos similares.
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Tabela 3.3. Elementos diferenciais detectados nos spots de proteinas, marcados
na Figura 3.1, ao comparar o grupo controle com os grupos de pacientes bipolares
tratados com litio ou nao

Bipolares tratados Bipolares nao
Spot Controle com litio tratados com litio

1 Mg, Mn, Co, Zn, Sr Na, Mg, Zn Na, Mg, Fe, Zn
2 Mg, Zn Na, Mg, Fe Na, Mg, Fe, Zn
3 Mg Na, Mg, Fe Na, Mg, Fe, Zn
4 Mg Na, Mg, Fe, Zn -
5 Mg, Zn Na, Mg, Fe, Zn -
6 Mg Na, Mg, Fe, Zn -
7 Na, Mg, Zn - K
8 Na, Mg, Zn - Zn, Ca
9 Na, Mg, Zn - Ca
10 Na, Mg, Zn - Ca
11 Na, Mg - Ca
12 Na, Mg - Ca
13 Na, Mg - Ca
14 Na, Mg Zn Ca
15 Na, Mg Zn Ca
16 Na, Mg K Ca
17 Na, Mg - Ca
18 Na, Mg - Ca
19 Na, Mg - Na
20 - Na, Mg, Ca, Zn -
21 - Na, Ca, Zn -
22 - Na Ca
23 Zn Na, Mg, Co, Zn, Sr -
24 Na, Mg, Ca, Fe Na, Mg, Ca, Sr -
25 Zn Na, Mg, Zn Na, K, Ti, Fe, Zn
26 - Na, Ca, Zn Ca
27 Ca Na, Mg, Ca, Ti, Fe, -

Zn, Sr
28 Ca Na, Mg, Ca, Ti, Fe, -

Zn, Sr
29 - Na, Mg, Sr, Fe, Zn -
30 Na, P Na, Mg, Fe, Zn, Sr P, K
31 - Na, Mg, Ca, Fe, Co, -

Zn, Sr
32 Zn Na, Mg -
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4.4. Identificacao de proteinas por MALDI-TOF MS/MS e
correlacao com os elementos ligados

De modo a correlacionar os diferentes elementos encontrados em proteinas
com suas estruturas e fungdes, a identificacdo das mesmas foi realizada por
espectrometria de massas molecular (MALDI-TOF MS/MS). A Tabela 3.4 mostra
as identidades das proteinas previamente analisadas por LA-ICP-MS, que estédo
marcadas e numeradas na Figura 3.1.

Na Figura 3.4 é mostrado o espectro de massas para uma das proteinas
identificadas, a apolipoproteina A-l1 (spot 27, Figura 3.1). Ela foi identificada com
score de PMF igual a 147 e cobertura de seqiéncia de 61%, e com ion score
MS/MS igual a 223.
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Figura 3.4. Espectro de massas para o spot 27 (vide Figura 3.1).
Algumas das proteinas identificadas nesta analise (apolipoproteina A-l,
transtiretina e vitronectina) foram previamente reportadas como sendo diferenciais

ao comparar os grupos de pacientes bipolares tratados com litio ou outras drogas
excluindo o litio (vide Capitulo 2).
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Tabela 3.4. Identificacdo das proteinas marcadas na Figura 3.1 por MALDI-TOF
MS/MS

Spot Identidade da Numero de M/ kDa Residuos de
proteina acesso Cys
1 Fibulina-1 P23142 77,21 80
2 Fibulina-1 P23142 77,21 80
3 Fibulina-1 P23142 77,21 80
4 Complemento C1s P09871 76,68 40
subcomponente
5 Complemento C1s P09871 76,68 40
subcomponente
6 Complemento C1s P09871 76,68 40
subcomponente
7 Vitronectina P04004 54,31 21
8 Vitronectina P04004 54,31 21
9 Vitronectina P04004 54,31 21
10 Vitronectina P04004 54,31 21
11 Vitronectina P04004 54,31 21
12 Vitronectina P04004 54,31 21
13 Vitronectina P04004 54,31 21
14 Vitronectina P04004 54,31 21
15 Vitronectina P04004 54,31 21
16 Vitronectina P04004 54,31 21
17 Vitronectina P04004 54,31 21
18 Vitronectina P04004 54,31 21
19 Vitronectina P04004 54,31 21
20 Clusterina 10909 52,50 26
21 Clusterina 10909 52,50 26
22 Clusterina 10909 52,50 26
23 Soro amiléide P- P02743 25,39 4
componente
24 Soro amiléide P- P02743 25,39 4
~ componente
25 Acido sidlico ligado a Q96LC7 74,54 24
) lg lectina
26 Acido sidlico ligado a Q96LC7 74,54 24
lg lectina
27 Apolipoproteina A-l P02647 30,78 4
28 Apolipoproteina A-l P02647 30,78 4
29 Transtiretina P02766 15,89 4
30 Complemento C4-A POCOL4 192,77 58
31 Complemento C4-A POCOL4 192,77 58
32 Complemento C4-A POCOL4 192,77 58
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A apolipoproteina A-l (spots 27 e 28, Figura 3.1), reportada anteriormente
como sendo sub-expressa em pacientes bipolares nao tratados com litio, ndo
apresentou metais ligados no caso deste grupo, conforme mostra a Tabela 3.3.
Entretanto, no grupo controle, o célcio foi detectado nesta proteina, bem como no
grupo de pacientes bipolares tratados com litio, onde outros metais (so6dio,
magnésio, titanio, ferro, zinco e estroncio) ligados a esta proteina também foram
encontrados.

A vitronectina (spots 7 a 19, Figura 3.1) foi reportada nos estudos
protebmicos como sendo sub-expressa em pacientes bipolares tratados com litio.
Dentre as isoformas de vitronectina, somente os spots 14, 15 e 16 apresentaram
um metal (zinco ou potassio) ligado no caso do grupo de pacientes bipolares
tratados com litio, enquanto que os grupos controle e pacientes bipolares tratados
com outras drogas excluindo o litio apresentaram pelo menos um metal ligado em
todas as isoformas desta proteina.

Embora a apolipoproteina A-l1 e a vitronectina apresentaram nenhum ou
poucos metais ligados quando reportadas como sub-expressas, a transtiretina
(spot 29, Figura 3.1), reportada como sendo sub-expressa em pacientes bipolares
tratados com litio, apresentou somente metais ligados (sédio, magnésio, estréncio,
ferro e zinco) neste grupo. Este fato mostra que a regulacao de uma proteina nao
pode ser determinada somente em termos dos resultados obtidos com a
espectrometria de massas elementar, demonstrando que a combinacdo com a
espectrometria de massas molecular € necessaria para a obtengcdo de uma

informacao metaloprote6mica completa.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

A partir das analises exploratérias das amostras de soro por ICP-MS, foi
possivel observar uma distingdo nos perfis ionédmicos ao comparar individuos do
grupo controle e os pacientes bipolares. Além disso, os diferentes tratamentos
(utilizando litio ou nao) também proporcionaram alteragdes no perfil ionémico das
amostras, de modo que os ions diferenciais encontrados (As, B, Cl, Cr, Fe, K, Li,
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Mg, P, S, Se, Si, Sr e Zn) podem vir a ser futuramente avaliados como marcadores
potenciais para o transtorno afetivo bipolar e/ou seu tratamento com litio.

A LA-ICP-MS é uma técnica potente para detectar proteinas ligadas a
metais, previamente separadas por eletroforese em gel. Esta técnica pode ser
empregada em diferentes modos de operacao, fornecendo uma analise de alta
resolucdo (modo de imagem) ou uma varredura rapida de todo o gel (modos de
varredura em linha ou analise micro local dos spots), que & muito util na
comparacao de géis de amostras submetidas a diferentes condigdes ou estados
de saude, como no caso do presente trabalho, onde pacientes bipolares tratados
com litio ou ndo foram comparados entre si e também com individuos controle.

A estratégia metaloprotedmica empregando a combinacdo de PAGE-LA-
ICP-MS e MALDI-TOF MS/MS gerou dados complementares que permitiram
observar uma diferenciacao em termos de metais ligados a proteinas de soro para
cada um dos grupos estudados, controle e pacientes bipolares tratados com litio
ou ndo. Os principais metais ligados a proteinas que sofreram as maiores
alteracdes na presenca do transtorno afetivo bipolar e de seu tratamento com litio
foram Ca, Co, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ti e Zn. QOito proteinas diferentes (e algumas de
suas isoformas) contendo metais ligados foram identificadas, com destaque para a
apolipoproteina A-l, a transtiretina e a vitronectina, que haviam sido identificadas
previamente nas analises protebmicas por apresentarem alteragdes em suas
expressoes.

Com base nos resultados deste trabalho exploratério, podem ser guiadas
pesquisas futuras envolvendo a descoberta de biomarcadores idnicos e

metaloprotéicos para o transtorno afetivo bipolar e/ou seu tratamento com litio.
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CONCLUSOES FINAIS

No presente trabalho de Tese, os perfis de metabdlitos, proteinas e ions
metalicos (livres ou complexados com proteinas) foram avaliados em amostras de
soro sanglineo de modo a observar alteracdes na presenca do transtorno afetivo
bipolar e seu tratamento com litio.

As possiveis limitacées deste estudo consistiram no niumero de amostras e
no controle de alguns parametros, como a média de idades e a porcentagem de
fumantes, entre os grupos. Entretanto, mesmo com estas limitagées, foi possivel
observar padrées metabdlicos, protéicos, idnicos e metaloprotéicos distintos entre
0os grupos estudados, onde as amostras pertencentes ao mesmo grupo
apresentaram comportamentos similares, evidenciando a robustez das
metodologias propostas. Além disso, o presente estudo possui carater
exploratério, ndo tendo a pretensao de apontar biomarcadores definitivos para o
transtorno afetivo bipolar e seu tratamento com litio, mas sim apontar
biomarcadores potenciais.

No Capitulo 1, a analise do perfil metabonémico das amostras de soro,
realizada com a combinagdo dos dados obtidos por 'H RMN e andlise
quimiométrica (PLS-DA), permitiu distinguir os individuos saudaveis (grupo
controle) dos pacientes com transtorno afetivo bipolar, bem como os pacientes
bipolares também puderam ser diferenciados de acordo com o tratamento,
utilizando litio ou ndo. A validacao do modelo quimiométrico proposto foi realizada
e a previsdao das amostras do conjunto de validagdo em cada um dos grupos
estudados foi precisa. A partir dos deslocamentos quimicos observados nos
espectros de 'H RMN, os metabdlitos diferenciais entre os trés grupos puderam
ser identificados. Tais metabdlitos consistem em lipideos de glicoproteinas,
lipideos mono e poliinstaurados, e moléculas relacionadas ao metabolismo de
lipideos (acetato, colina, glutamato e mio-inositol).

No Capitulo 2, a avaliacao do perfil protéico das mesmas amostras de soro
sanglineo foi também realizada, empregando duas técnicas analiticas
independentes (SELDI-TOF MS e 2-D DIGE associada a MALDI-TOF MS/MS). A
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partir dos resultados obtidos, foi possivel identificar uma alteragéo significante nos
niveis da apolipoproteina A-l, sendo que esta proteina foi sub-expressa em
pacientes bipolares, independentemente do tratamento, mas que apresentou uma
restauracdo ao nivel do grupo controle apdés o tratamento com litio. Tal
comportamento foi também verificado por meio da quantificacdo da
apolipoproteina A-l por imunoturbidimetria, que € um método de analise clinica de
rotina, utilizado em hospitais. De acordo com as informaces a respeito da funcao
desta proteina e com as observacGes obtidas experimentalmente, foi possivel
formular a hipétese de que o metabolismo de lipideos deve contribuir para os
mecanismos patolégicos que resultam no fenédtipo do transtorno afetivo bipolar,
bem como no mecanismo de acao do litio como tratamento, de modo que se
fazem necessaérias investigagdes futuras a respeito do papel da apolipoproteina A-
| na patofisiologia do transtorno afetivo bipolar.

Além da apolipoproteina A-l, a transtiretina e a alfa-1-antitripsina, que sao
proteinas de fase aguda, foram identificadas como sendo diferenciais entre os
grupos estudados. Ao comparar o comportamento destas proteinas descrito neste
trabalho com aquele descrito na literatura para pacientes esquizofrénicos,
observou-se que a transtiretina mostrou uma variacao diferencial em seus niveis,
podendo vir a ser estudada como um marcador diferencial entre pacientes
tratados que possuem estes transtornos psiquiatricos.

No Capitulo 3, foi observada uma distincdo nos perfis ionémicos ao
comparar individuos do grupo controle e os pacientes com transtorno afetivo
bipolar a partir das andlises das amostras de soro por ICP-MS. Além disso, 0s
diferentes tratamentos (utilizando litio ou ndo) também proporcionaram alteracdes
no perfil ionébmico das amostras, de modo que os ions diferenciais encontrados
(As, B, CI, Cr, Fe, K, Li, Mg, P, S, Se, Si, Sr e Zn) podem vir a ser avaliados como
marcadores potenciais para o transtorno afetivo bipolar e/ou seu tratamento com
litio.

Os estudos metaloproted6micos, empregando a combinacdo de PAGE-LA-
ICP-MS e MALDI-TOF MS/MS, também permitiram observar uma diferenciacédo
em termos de metais ligados a proteinas de soro para cada um dos grupos

108



Tese de Doutorado Conclusoées Finais Alessandra Sussulini

estudados, controle e pacientes bipolares tratados com litio ou ndo. Os principais
metais ligados a proteinas que sofreram alteragdes na presenca do transtorno
afetivo bipolar e de seu tratamento com litio foram Ca, Co, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ti e
Zn. Foram identificadas oito proteinas diferentes (e algumas de suas isoformas)
contendo metais ligados, destacando-se a apolipoproteina A-l, a transtiretina e a
vitronectina, que haviam sido identificadas previamente nas analises protedmicas
por apresentarem alteracdes em suas expressoes.

Assim, este trabalho abre novas perspectivas para a determinacao de
mecanismos patofisioldgicos implicados no transtorno afetivo bipolar e para o
entendimento da acao terapéutica do litio. Além disso, os resultados obtidos
representam um avanco na busca de biomarcadores para o transtorno afetivo
bipolar, que poderiam vir a desempenhar no futuro, inclusive, um papel

diagnéstico para a doenca.
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ANEXO 1
Caracteristicas dos individuos do Grupo A

Amostra | Idade | Sexo Medicacoes Dose / mg Tempo de Fumante | Histérico de Observagoes Dia da coleta
tratamento depressao
1A 25 F Desogestrel e 125e 20 2 meses N S Usou fluoxetina e 12.07.07
Etinilestradiol imipramina
2A 24 M N 0 0 N N Teve tuberculose 12.07.07
ha 2 anos
3A 27 M N 0 0 N N 0 12.07.07
4A 25 M N 0 0 N N 0 12.07.07
5A 29 F Fluoxetina 20 18 meses N S 0 12.07.07
BA 29 F N 0 0 N N 0 30.01.08
7A 26 M N 0 0 N N 0 30.01.08
8A 26 M N 0 0 N N 0 30.01.08
9A 31 F N 0 0 N N 0 30.01.08
10A 28 M N 0 0 N N 0 30.01.08
11A 27 F Desogestrel e 125e 20 8 anos N S Usou Citalopram 05.03.08
Etinilestradiol
12A 23 F N 0 0 N N 0 05.03.08
13A 28 M N 0 0 N N 0 05.03.08
14A 42 M N 0 0 N N Usou 01.04.08
Carbamazepina
por 15 anos
15A 30 F Vitamina B12, B6, B1 e | 1000 mcg, 50, 15 dias N N 0 01.04.08
Diclofenaco de Sédio 50 e 50
16A 26 F Tetraciclina e Limeciclina 150 3 dias N N 0 01.04.08
17A 38 M N 0 0 N N 0 01.04.08
18A 26 M N 0 0 N N Irma bipolar 01.04.08
19A 27 F Citalopram e 40e 20 1anoe3 N S 0 04.04.08
Etinilestradiol anos
20A 29 M N 0 0 N N 0 04.04.08
21A 28 F Omeprazol 40 2 anos N N Tem gastrite 11.04.08
22A 28 F N 0 0 N N 0 11.04.08
23A 29 M N 0 0 N N 0 11.04.08
24A 19 F N 0 0 N N 0 11.04.08
25A 36 F N 0 0 N N 0 11.04.08
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Caracteristicas dos individuos do Grupo B

ANEXO 2

Amostra | Idade | Sexo Medicacoes Dose/mg | Fumante| Tempo de Tempo de Outras Observacoes Dia da
diagnose tratamento doencas coleta
1B 33 F Li e Carbamazepina 600 e NR N 44 meses 2 anos N Usou Fluoxetina e 18.05.07
Haloperidol
2B 21 F Li e Olanzapina 900 e 5 N 2 anos 2 anos N Usou Risperidona 18.05.07
3B 46 F Li, Acido Valpréico e | 900, 1250 e N 28 anos 20 anos Hipotireoidismo Usou Haloperidol 25.05.07
Tiroxina NR
4B 18 M Li e Acido valproico | 1050 e 1000 N 15 meses 1 ano N Usou Olanzapina 25.05.07
5B 61 F Li, Olanzapina e 600,5e 2 N 4 anos 1 més N Usou Triptanol 25.05.07
Clonazepam
6B 41 F Li 1050 N 6 anos 6 meses N Usou Fluoxetina e 06.06.07
Haloperidol; parou de
fumar h4 5 anos
7B 43 M Li e Risperidona 1650 e 3 N 3 anos NR N Usou Clonazepam 13.06.07
8B 53 F Li 1200 N 15 anos 10 anos N Usou Olanzapina, 22.06.07
Clonazepam, Triptanol e
Bromazepam
9B 56 M Li, Fluoxetina e 600,1e2 N 5 meses 5 meses Glaucoma Pai e mae sdo primos; pai, | 29.06.07
Clonazepam tia e 2 irmas bipolares
10B 35 F Li 900 N NR 4 anos N Usou Haloperidol e 06.07.07
Diazepam
11B 41 M Li, Diazepam, 450, NR, NR S 19 anos 19 anos N Teve hepatite Bha 6 anos | 17.08.07
Biperideno e e NR e pneumonia ha 5 anos (2
Clorpromazina vezes); mae, irmaos e
outros parentes bipolares
12B 22 F Li e Clonazepam NR S NR NR N Usou Diazepam 17.08.07
13B 49 F Li e Lorazepam 1050 e 4 S 3 anos 3 anos N Teve melanoma ha 10 17.08.07
anos e edema na perna
14B 33 M Li 1200 S 2 anos 2 anos N Usou Olanzapina e 12.09.07
Clonazepam
15B 49 M Li, Risperidona e 600, 3 e 250 N NR 2 meses N Teve trombose e infecgao 14.09.07

Acido Valpréico

pulmonar; usou Diazepam
e Haloperidol
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ANEXO 3

Caracteristicas dos individuos do Grupo C

Amostra | Idade | Sexo Medicacoes Dose / mg | Fumante | Tempo de | Tempo de | Outras doencas Observacgoes Dia da coleta
diagnose | tratamento
1C 36 F Risperidona, NR' N 9 meses 1 més N Teve problemas na 27.06.07
Clonazepam, tiredide ha 2 anos; usa
Fluoxetina e Diazpeam antiinflamatérios
2C 68 F Carbamazepina, Acido NR N 20 anos 5 anos Hipertensao, N 15.10.07
Valproéico e Diazepam colesterol alto e
diabetes
3C 30 M Acido Valproico 750 S 2 anos 3 meses N Usou Li 19.10.07
4C 20 F Acido Valproico 250 N 4 anos 3 anos Gastrite Usa Omeprazol; usou 22.10.07
Li
5C 57 F Acido Valpréico NR N 3 anos 3 anos N N 24.10.07
6C 50 F Quetiapina 50 S 12 anos 2 meses Hipertensao, Usa Captopril; usou 07.11.07
colesterol alto e Carbamazepina
diabetes
7C 22 M Acido Valpréico e 500 e NR N 3 anos 2 meses N Usou Li (3 anos atras), 09.11.07
Lamotrigina Haloperidol, Rispidol e
Olanzapina
8C 51 F Acido Valpréico e 1250 e N 19 anos 10 anos N Usou Li 09.11.07
Clonazepam 0,25
9C 55 F Acido Valpréico, 1250, 0,5 N 8 anos 6 meses N Usou Li por 6 anos, 28.11.07
Clonazepam e eb teve intoxicagao por Li
Olanzapina ha 6 meses
10C 26 M Acido Valpréico e 625 e 30 N 9 anos 1 més N Usou Li (4 anos atras) 21.12.07
Citalopram e Olanzapina

' N&o houve resposta para esta pergunta
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