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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) e a esquizofrenia (ESZ) sao doencas mentais que afetam
aproximadamente 1 % da populagdao mundial e podem ter um impacto negativo para
a sociedade em aspectos sociais e econémicos. Em termos de diagnéstico, ambas as
doencgas séo classificadas separadamente de acordo com o Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5). No entanto, apresentam sobreposi¢ao
de sintomas no diagndstico, dificultando o tratamento. Diante disso, um dos desafios
é realizar ou complementar o diagnéstico com informagéo clinica. Atualmente, alguns
transtornos mentais tém sido abordados por estudos baseados em metalémica e
proteébmica utilizando diferentes matrizes. Assim, esta Tese consistiu em realizar
analises globais de metais e proteinas em amostras de soro de pacientes com TB e
ESZ com objetivo de identificar potenciais biomarcadores de resposta, e baseado nos
resultados avaliar uma possivel associacao aos tratamentos empregados. Em termos
do perfil metalémico, determinaram-se concentrac¢des diferencialmente significativas
dos elementos Fe, Zn e Se em ambas as doengas quando comparadas com o grupo
controle e que sao possivelmente afetadas durante o tratamento. As modulagdes das
concentragdes desses elementos foram relacionadas ao estresse oxidativo, podendo
ser usado como indicador a razdo Cu/Zn. Quanto ao perfil protedbmico, encontraram-
se 25 proteinas diferenciais estatisticamente significativas. Analises bioinformaticas
mostraram que a maioria destas proteinas participam nas cascatas de complemento
e coagulacdo, apresentando-se em niveis opostos entre as doencas. Esta mesma
caracteristica foi encontrada nas principais vias de sinalizagcao do sistema imune e da
hemostase. Além disso, uma andlise das associacbes entre proteinas, vias
metabdlicas e doencas sugere uma intervencao terapéutica para a prevencao de
riscos de comorbidades para TB e ESZ. Por fim, a proposta do uso de um método
seletivo de dimetilacdo de cisteina oxidada para a quantificagdo de proteinas
relacionadas ao estresse oxidativo foi otimizada. Em conclusdo, as abordagens
aplicadas destacaram a presenca de estresse oxidativo e de processos de inflamacao
em ambas as doencas apesar do tratamento. Os resultados obtidos neste trabalho de
Tese demonstram que as alteragdes nas concentracbes de elementos e proteinas
combinados podem proporcionar um maior entendimento da biologia molecular do TB
e da ESZ, fornecendo uma visdo holistica relacionada aos seus mecanismos
fisiopatoldgicos.



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) and schizophrenia (SCZ) are mental illnesses that affect
approximately 1 % of the world population and can be a burden to society in social and
economic aspects. In terms of diagnosis, both diseases are separately classified
according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5).
However, they present overlapping symptoms in the diagnosis, making treatment
difficult. Therefore, one of the challenges is to perform or complement the diagnosis
with clinical information. Some mental disorders have been studied based on
metallomics and proteomics approaches using different matrices. Thus, this Thesis
consisted of performing a global analysis of metals and proteins in serum samples of
patients with BD and SCZ, aiming to identify potential prognostic biomarkers. Based
on the results, to evaluate a possible association with the employed treatments. In
terms of the metallomic profile, Fe, Zn, and Se were determined as significantly
differential for both diseases compared to the healthy group; moreover, these metals
are possibly modulated during treatment. Concentration imbalances of these elements
were related to oxidative stress, and the Cu/Zn ratio can be used as an indicator. As
for the proteomic profile, 25 significantly differential proteins were found. Bioinformatics
analysis demonstrated that most of these proteins participate mainly in the
complement and coagulation cascades, with opposite expressions between diseases.
This same characteristic was found for the immune system and hemostasis main
metabolic pathways. Furthermore, an analysis of the associations among proteins,
metabolic pathways, and diseases suggested a therapeutic intervention to prevent
comorbidity risks for BD and SCZ. Finally, the proposal for using a selective method
for dimethylation of oxidized cysteine quantification of proteins related to oxidative
stress has been optimized and is currently available. In conclusion, the applied
approaches highlighted ongoing oxidative stress and inflammation processes in both
diseases despite treatment. Altogether, the result obtained in this Thesis demonstrates
that concentration/ abundance imbalances of the overlapping elements and proteins
can provide a greater understanding of BD and SCZ molecular biology, originating new
insights related to their pathophysiological mechanisms.
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Introducao geral e justificativa

O transtorno bipolar (TB) e a esquizofrenia (ESZ) sdo doengas mentais que
afetam aproximadamente 1 % da populagdo mundial. Estudos da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) mostram que 1 % das pessoas que desenvolvem estas
doengas podem vir a 6bito ou séo classificados como incapazes de contribuir para a
sociedade, tendo assim, um impacto negativo tanto no ponto de vista social quanto do
econ6mico (1-3).

No Brasil, o TB é uma doenca psiquiatrica que afeta mais de 1 % da
populagdo. Conhecida também como transtorno afetivo bipolar, esta doenga é
caracterizada por eventos episddicos ao longo da vida, com um curso variavel, sendo
que as perturbacgdes de humor ou afetivas podem ser positivas (mania ou hipomania)
ou negativas (depressao). Estas alternancias de disturbios do humor e do nivel de
energia muitas vezes podem resultar em um comprometimento funcional e cognitivo,
reduzindo a qualidade de vida dos pacientes. Uma das caracteristicas principais da
progressao da doenca sao duas fases de humor bem definidas, que oscilam entre si:
a mania e a depressao. Entretanto, os fatores desencadeadores do TB ainda ndo séao
bem conhecidos. Alguns estudos recentes indicam que padrdes bioquimicos,
genéticos e ambientais podem desencadear a doencga (4,5).

A prevaléncia estimada para a ESZ no pais em 2015 foi de 0,8 % (6). E
uma sindrome crénica de etiologia desconhecida, definida predominantemente por
sinais de psicose. O disturbio tem inicio, tipicamente, no final da adolescéncia ou inicio
da idade adulta e inclui sintomas positivos, negativos, afetivos e cognitivos (7). Seu
diagnéstico, geralmente, é realizado com base na presencga de sintomas positivos em
conjunto com a fungao social prejudicada, concomitantemente com a auséncia de
sintomas significativos de humor, de outras doencas neuroldgicas reconheciveis, ou
uso de substancias que podem explicar os sintomas psicoticos (8).

De acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5), essas doengas sdo classificadas separadamente. Entretanto, existe uma
dificuldade na area clinica em discriminar estas doencas dada a sobreposicdo de
sintomas da depressdo (depressao particularmente psicética), esquizofrenia,
disturbios esquizoafetivo e transtorno bipolar (9). Neste contexto, um “diagnéstico

incorreto” pode ter implicacbes no tratamento, dado que o tratamento considerado
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ideal para cada categoria principal de doengca mental vai mudando no curso da
progressao da doencga. Além disso, essa inabilidade de discriminar a sintomatologia
pode gerar efeitos adversos ou resultados negativos, tanto comportamentais quanto,
em sintomas secundarios. Como consequéncia, estes pacientes recebem multiplos
diagnésticos ao longo da vida.

Diante da n&o-especificidade, mencionadas anteriormente, o estudo e a
determinacao de biomarcadores especificos de diagndstico pode ser particularmente
util para a diferenciagcéo entre ESZ e TB proporcionando tratamentos com resultados
de maior eficacia. Além disso, podem gerar conhecimento para a discriminacédo de
outras doencas mentais importantes, especialmente no inicio do curso da doenca
(prognéstico), até a possibilidade de permitir a prevencdo precoce das mesmas
(10,11).

Em relacdo aos tratamentos convencionais, varios medicamentos séo
indicados e aprovados no presente cenario pela ANVISA, os quais sdo comumente
usados no tratamento de ambos os transtornos, especialmente antipsicoticos. Esta
classe de medicamentos é particularmente estudada em pacientes com ESZ, os quais
apresentam relatos de efeitos colaterais, como, por exemplo, ganho de peso e
desregulacdo do metabolismo da glicose (12,13).

Por serem doencas multifatoriais e envolverem em particular classes
diferentes de biomoléculas, alguns estudos para a compreensdo de transtornos
mentais vém sendo desenvolvidos por meio de analises protedmicas e metaldmicas
utilizando diferentes matrizes, como tecido cerebral (14,15), fluido cerebrospinal
(16,17) e sangue (18,19). Dentre os eventos biolégicos estudados nestas abordagens,
o estudo de marcadores de estresse oxidativo € bastante avangado dada a sua
associagao na progressao e evolucao destas doencas. Até hoje, tém sido identificadas
biomoléculas e ions metalicos que podem ser considerados caracteristicos das
doencas; por exemplo, no caso de pacientes com TB, ha relatos indicando que
ocorrem alteragées nas enzimas antioxidantes, na peroxidagdo de lipideos e nos
niveis de oOxido nitrico (20). Em contrapartida, nos pacientes com ESZ, ocorre a
diminuicdo de antioxidantes e/ou aumento na producdo de espécies reativas que
geram dano oxidativo aos lipideos celulares, enzimas, carboidratos e DNA (21). De

maneira similar, sdo estudados ions metalicos como Fe, Cu e Zn, os quais estdo
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relacionados com o estresse oxidativo em outras doencas neurodegenerativas, como
Alzheimer e Parkinson (22).

Este trabalho de Tese esta dividido em trés capitulos empregando
amostras de soro de pacientes com TB e ESZ sob tratamento. O Capitulo 1 consistiu
em realizar analises globais de ions metélicos utilizando a técnica de espectrometria
de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). O Capitulo 2 foi
baseado em analises globais de proteinas usando a técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). E o Capitulo 3, sendo uma
abordagem mais especifica, baseado na identificacdo de proteinas que contém
proteinas oxidadas as quais estariam relacionadas a processos reducao e oxidacao.
Todos estes com objetivo geral de identificar potenciais biomarcadores relacionados
a resposta dos tratamentos dos pacientes e realizar uma analise em fung&o aos
resultados obtidos comparados com a literatura. Espera-se que os perfis elementares
e proteicos diferenciaveis possam embasar pesquisas envolvendo a descoberta de
biomarcadores de resposta em doencgas psiquidtricas, em especial aqueles
relacionados ao processo de estresse oxidativo, bem como na elucidacao de vias de
sinalizagao relacionados as doengas estudadas.
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CAPITULO 1

Associacao entre macro/microelementos no soro de
pacientes com transtorno bipolar e esquizofrenia considerando os
efeitos do tratamento
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1. Revisao bibliografica

1.1. Elementos essenciais

Um dos principios de classificacao dos elementos quimicos € a divisdo em
grupos de acordo com seu conteudo no organismo de mamiferos. A primeira
classificacdo é em “macroelementos”, que engloba os elementos encontrados em
concentragdes maiores a 100 mg L', compreendendo O, C, H, N, Ca, P, K, Na, S, Cl
e Mg. Alguns elementos deste grupo sdo chamados de “organdgenos” (C, H, O, N, P
e S) devido ao fato de que séo os principais elementos envolvidos na formacéao de
tecidos e 6rgaos. O segundo grupo € denominado “microelementos”, os quais se
encontram numa faixa de concentracdo de 0,1 a 100 mg L. Entre estes elementos
encontram-se Fe, Zn, Cu, Al, Mn, Pb, Cd, B, Sr, Mo, Cs e |. Apesar de se encontrarem
em “baixas” concentracboes, 0s microelementos ndo sado elementos aleatérios nas
substancias bioldgicas, mas sim componentes de um sistema fisiologico complexo
envolvido na regulagéo de fungdes vitais em todas as etapas do desenvolvimento do
organismo vivo. Finalmente, um terceiro grupo é denominado “ultra microelementos”,
cujas concentragdes sao menores que 0,01 mg L. Dentre eles, destacam-se Se, Co,
Ni, Li, Ag, Ti, Rb, Br, Ga e Ba (23).

Os 21 elementos essenciais, distribuidos entre metais (Na, Mg, K, Ca, Mn,
Fe, Co, Cu, Zn, Mo e Ni) e ndo-metais (C, H, O, N, P, S, CI, Br, | e Se), sao
indispensaveis para o funcionamento adequado dos organismos vivos e, portanto, sédo
classificados como necessérios para o desenvolvimento de fungdes bioquimicas
especificas. Dentre os elementos ndo-essenciais encontram-se os toxicos como Cd,
Hg e Pb, cujas concentracdes toleraveis variam dependendo do nivel de exposicao
(24).

A essencialidade é a propriedade mais importante dos elementos quimicos,
sendo que sua obtencdo depende apenas da dieta, uma vez que nao podem ser
sintetizados pelo organismo. Assim, um elemento é considerado essencial se a sua
auséncia ou ingestao insuficiente para o organismo e a sua reposicao, da quantidade
que falta deste elemento, elimina as manifestagées clinicas da sua deficiéncia. Em
1996, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) definiu que um elemento é considerado

essencial para um organismo quando a reducdo de sua exposicdo abaixo de
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determinado limite resulta consistentemente em uma reducédo de alguma funcao
fisioldgica importante, ou quando o elemento faz parte de uma estrutura orgénica,
desempenhando uma fungao vital no organismo. Estes podem estar envolvidos em
mecanismos como: (i) fungdo da regulagéo celular, (ii) manutencéo e crescimento, e
(iii) neuromodulacéo, dentre outros (25,26).

Deste modo, devido a importancia destes elementos nos sistemas vivos, e
a sua relacdo com um desempenho ineficiente das fung¢des bioldgicas quando
acontece algum desbalanceamento, ha um interesse de abordar o estudo de
elementos quimicos em determinados processos biolégicos, o que € possivel por meio

da metalémica.

1.2. Metalomica

Semelhantemente a genbémica e a protedbmica, que consistem
respectivamente no estudo do genoma e proteoma como uma relacao aplicada as
biomoléculas, a metalémica é definida como o estudo do metaloma, considerando as
interacdes e conexdes funcionais de ions metalicos e outras espécies metalicas com
genes, proteinas, metabdlitos e outras biomoléculas em sistemas biologicos (Figura
1.1), cujo objetivo final é fornecer uma compressao global e sistematica da captacao,
transporte, fungéo e excregdo de metais em sistemas bioldgicos (27,28).

O metaloma refere-se a comprensao da biodistribuicdo de elementos, ou
seja, ao equilibrio de concentracbes dos ions metélicos livres contidos num
compartimento celular, célula ou organismo (29). Assim, o metaloma pode ser
abordado por diferentes graus de aproximacgao: como um conjunto de concentracdes
totais de elementos num determinado volume ou massa (conhecido como ionoma),
em um local especifico (tecido ou compartimento celular) ou em um conjunto de
complexos metalicos como uma determinada classe de ligantes, tais como
metaloproteoma ou metalometaboloma, referente a totalidade dos metais que
interagem com metabdlitos (30).
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Figura 1.1. Modelo simplificado de um sistema biol6gico, mostrando a
relagdo das ciéncias 6micas. M: metal. Adaptacao de (29).

Dentro do uso complementar da metaldmica para questoes de especiagao,
novas abordagens como o estudo do metaloproteoma e metalometaboloma surgiram.
As metaloproteinas sao definidas como proteinas cuja funcao é conferida pelo metal,
0 que significa que a proteina precisa se ligar ao metal (cofator) para desempenhar
sua funcéao bioldgica. Esta fungcéao pode ser catalitica, ocorrendo por meio de reacdes
por meio de transferéncia ou armazenamento de elétrons de ions metalicos com
atividade redox, até estabilizacdo da estrutura de uma proteina terciaria ou
quaterndaria. Aproximadamente um terco de todas as proteinas precisam de metais
para exercer suas fungdes (31,32).

O termo metalometabdlito é definido como um complexo metélico com um
bioligante enddgeno produzido por uma reagdo bioquimica ou por uma
metalobiomolécula biologicamente alterada e introduzida no organismo (como um
metalofarmaco). Embora estes compostos sejam pouco estudados, ha referéncias de
estudos de residuos de metaloquelatos residuais em agua provenientes de hospitais
e de plantas de tratamento, além da especiagdo de compostos cancerostaticos no
ambiente ou em fluidos biolégicos. Como exemplo, ha um estudo sobre o
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monitoramento de metabdlitos de oxaliplatina em urina de pacientes com cancer
colorretal, cujo objetivo € detectar algumas biomoléculas produzidas pela
biotransformagéo de produtos ou complexos ap6s a administragdo dos farmacos, os
quais podem induzir efeitos secundarios como a neurotoxicidade (33,34).

Com a finalidade de complementar a Figura 1.1, a Figura 1.2 mostra de
forma geral a captagéo e transito de um ion metalico para dentro de uma célula, em
conjunto com as biomoléculas que participam nesses processos. Alguns destes
mecanismos podem ser reversiveis ou irreversiveis e, durante o processo, o estado
de oxidagcdo do metal pode mudar. Assim, este pode ingressar ou sair através de
canais, bombas ou permutadores (exchangers) localizados na membrana celular.
Para o transporte do ion metalico no interior da célula, ele pode ser cofator de
diferentes enzimas (E) ou proteinas (Px), ligando-se as mesmas reversivel ou
irreversivelmente. A participagdo de metais no nucleo se da pelo reconhecimento de
outras proteinas, como fatores de transcricdo, as quais por sua vez podem interagir
no metabolismo do DNA irreversivelmente para gerar uma producdo controlada
(sinteses) de todas as proteinas e enzimas que podem fazer parte desse processo. A
Tabela 1.1 mostra alguns exemplos de metaloproteinas e metaloenzimas que podem
ser encontradas no interior ou exterior da célula através de vesiculas, como

lisossomos e endossomos (29,35).
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Tabela 1.1. Metais essenciais e a sua localizacao celular (26,37,38)

Metal Proteina / Enzima Localizacao
Calcio Cubilina Lisossomo, exossomo
Cobalto Vitamina B12 (metilcobalamina) Lisossomo
Enzima: ceruloplasmina, citocromo C
Cobre oxidase, lisil oxidase, SOD, tirosinase, EC, RE / mitocéndria, nucleo
dopamina B-mono-oxigenase
Transferrina, ferritina
Ferro _ _ EC, RE, endossomo
Enzima: ferroxidase
_ Proteina transportadora de Mg-1 RE, MC
Magnésio . .
Estrutura do RNA, enolase Nucleo, citoplasma
Enzimas: arginase, piruvato
Manganés carboxilase, glutamina sintetase, SOD- EC, citoplasma, mitocéndria
Mn
Enzima: xantina
W ia dehidrogenase/oxidase, aldeido EC, citoplasma
Molibdénio oxidase
Molibdopterina Citoplasma, nucleo
Glutationa peroxidases (GPxs) Citoplasma, EC, MC
Selénio Tioredoxina redutases (TrxRs) Citoplasma, mitocondria
Transportador de Se, selenoproteina P EC
Sodio Bomba de Na*/K* ATPase MC
Transportador de zinco MC, endossomo
Zinco Metaloenzimas: fosfatase alcalina,

alcool desidrogenase, RNA polimerase,
SOD

Nucleo, citoplasma

EC: extracelular, RE: reticulo endoplasmatico, MC: membrana celular, SOD: superéxido

dismutase.
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Figura 1.2. Exemplo de captagéo e transito de um ion metalico dentro de uma célula.
MC: membrana celular; P: proteina; E: enzima. Adaptado de (30).

1.3. Técnicas analiticas empregadas em metalémica

As concentragdes totais dos elementos em diferentes amostras biolégicas
sdo geralmente determinadas por técnicas analiticas altamente sensiveis, como a
espectrometria de emissédo atbmica com fonte de plasma acoplado indutivamente (do
inglés Inductively coupled plasma optical emission spectrometry, ICP-IOS) e a
espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (do inglés
Inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS). Assim, o heteroatomo
presente nas espécies que constituem o metaloma ou metaloproteoma pode ser
usado como um marcador para sua quantificagao.

A espectrometria de massas (MS) é sem duvida uma das técnicas
analiticas mais importantes atualmente e € amplamente empregada para a deteccéo
e quantificacao de elementos e moléculas, obtendo concentracées em niveis de traco
até de ultra traco. Os acoplamentos de técnicas analiticas tém como objetivo fornecer
a resolugao suficiente para evitar coeluicdo de outra espécie do mesmo elemento,
quando € usada a deteccao por ICP-MS, ou de qualquer outra espécie concomitante
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facilmente ionizavel capaz de suprimir a ionizacdo do analito, quando usada a MS
para moléculas.

A técnica de ICP-MS possui especificidade isotdpica, capacidade de
deteccdo multielementar com alta sensibilidade, poder de deteccédo excepcional em
partes por trilhdo (ppt, dependendo da natureza da amostra) e ampla faixa dindmica
linear em niveis de tracos, independentemente do ambiente de coordenacao do metal
e da matriz das amostras. Além disso, apresenta facilidade de acoplamento com
outras técnicas de separagcao, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia gasosa (GC) e eletroforese capilar (CE), o que torna possivel a
abordagem da metalémica dentro de outras 6micas (36,37).

Amostras complexas com alto teor de carbono, entre elas as bioldgicas,
séo consideradas um desafio devido as interferéncias espectrais em analises por ICP-
MS. Estas interferéncias espectrais podem ser geradas por razées massa-carga (m/z)
iguais de espécies poliatdmicas ou isobaricas, como “°Ar'3C+ com 53Cr+ e “%Ar* com
40Ca*, respectivamente. Apesar de ser possivel minimizar ou suprimir estas
interferéncias usando uma célula de colisdo, ainda é considerado mais apropriado
realizar analises de solu¢des com baixo contetdo de carbono (38). Interferéncias néo-
espectrais também podem se apresentar durante a analise de amostras de sangue.
Portanto, altas concentragées de solutos inorganicos e organicos podem causar
alteracbes na geracao, transporte e/ou propriedades do aerossol no plasma. Além
disso, sais dissolvidos podem levar a um bloqueio parcial da tocha injetora ou dos
cones do equipamento de ICP-MS (39). Nesse contexto, é importante o
desenvolvimento de procedimentos de decomposicdo € importante antes da
introducdo de amostras em equipamentos baseados em técnicas de espectrometria
atdbmica com introducdo de amostras liquidas. Além disso, a otimizacdo do método
empregado deve ser considerada para obter resultados confiaveis e garantir a
seguranca durante o preparo, como é no caso dos métodos por via Umida, uma vez
que sdo empregados acidos concentrados.

Nos métodos empregados no tratamento de amostras de sangue a serem
analisados diretamente por ICP-MS, realiza-se a decomposicdo da matéria organica
para obtengdo dos macro/microelementos. Os tratamentos podem ser por via Umida,
como diluicao simples em solucéo acida (adicdo de um agente oxidante) (40), ou em

conjunto com Triton X-100 (41), ou por via seca como numa mufla ou aquecimento
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com micro-ondas para secar até obter cinzas e em seguida, realizar fazer uma diluicao
acida (42).

Como alternativa para ambos os tipos de vias, umida e seca, pode ser
empregado o método de decomposicdo com forno assistido por radiagdo micro-ondas.
Na digestdo de compostos organicos, um acido concentrado é usado, geralmente
acido nitrico, para decompor a matriz. No método de decomposicao por micro-ondas,
sédo usados frascos fechados que sdo capazes de suportar alta pressdo e altas
temperaturas gerando uma oxidagao eficiente para este tipo de matriz. Além disso,
garante que o emprego de acidos concentrados seja seguro. Dentre os beneficios,
encontram-se a reducao de tempo de reacdo e o uso de baixas quantidades de
reagentes empregados, quando comparados aos metodos comuns. Ao mesmo tempo,
cumpre com as recomendagdes de quimica verde através da diminuicdo da geracéo
de gases toxicos para o ambiente (43—45). Como consequéncia, o método de preparo
de amostra assistido por micro-ondas € aplicado para tratamento de amostras

biolégicas para diferentes abordagens émicas (46—48).

1.4. Estudos metalomicos em doencas neuropsiquiatricas

Evidéncias pré-clinicas e clinicas indicam uma potencial correlacdo entre
as razbes das concentragdes em soro ou plasma de elementos essenciais e a
severidade em transtornos psiquiatricos tem sido estudada. Um exemplo é a
proporcdo da concentragdes de Mg e Zn em pacientes com depressao (49). Outro
exemplo mais explorado € a razdo dos microelementos Cu/Zn, usada como um indice
relacionado ao desequilibrio entre processos de inflamacao e o estresse oxidativo no
desenvolvimento e progressao de algumas doencas, como renais e sanguineas (50—
52). Dentre os radicais livres produzidos durante o estresse oxidativo, as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo as mais
relacionadas a disturbios psiquidtricos, como transtorno bipolar e esquizofrenia
(20,53).

Uma insuficiéncia dos metais essenciais pode resultar em alteracbes na
cognicao, funcdo imune e desenvolvimento (54). Nesse contexto, foi sugerido que
desequilibrios nos niveis de metais contribuem para a fisiopatologia de diferentes
doengas cerebrais (55,56), incluindo o transtorno bipolar e a esquizofrenia (57,58).
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A Tabela 1.2 foi gerada a partir da selecao de artigos cientificos numa
busca na base de dados no site Web of Science, usando termos chave “psychiatric
disorders’, “serum/ plasma/ CSF’, e “elements/ microelements”. Como pode se
observar na Tabela 1.2, quatro micronutrientes, em particular, Cu, Fe, Zn, e Al, foram
estudados em diferentes matrizes para uma variedade de transtornos mentais,
especialmente esquizofrenia. No entanto, outros elementos como Se, Ni, P e Mn ndo
foram investigados anteriormente de forma profunda.

Com isso, ha uma necessidade de realizar estudos aprofundados sobre a
relacdo destes elementos quimicos que estdo envolvidos no desencadeamento de
diversas doencas psiquiatricas. Neste sentido, a metalémica é uma estratégia que
fornece informacgdes relevantes além de complementar as outras abordagens émicas.

Assim, baseado na literatura, foram escolhidos 11 macro/microelementos
(K, Mg, Mn, Zn, Fe, Se, Ca, Co, Ni, P e Al) a serem avaliados nas amostras de soro
de pacientes diagnosticados com transtorno bipolar e esquizofrenia. Quanto a selecao
da matriz de analise, foi escolhido o soro sanguineo devido ao fato que a obtengéo
nao é tao invasiva quando comparada com o fluido cérebro-espinhal. A diferenca entre
soro e plasma € que o soro € obtido por coagulacao natural do sangue e separado por
centrifugacdo, enquanto o plasma emprega anticoagulantes como &cido
etilenoadiamino tetra-acético (EDTA), e como este agente quelante pode formar
complexos muito estaveis com calcio, ha risco de perder ou detectar quantidades
menores que as reais durante as andlises. Como método de tratamento de amostra
foi utilizada a decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas compativel para

andlises de elementos por ICP-MS.



Tabela 1.2. Metais estudados por diferentes técnicas e em diferentes matrizes

Matriz Metal Técnica Doenca Ref.
lCu/ |Zn, Cs, Se ICP-MS DP/ESZ (59,60)
1Al, Ca, Mg
\Cu, Fe AA DP (61)
1 (As, Cr, Fe, K, Mg, Se,

Si, Zn) ICP-MS TB (57)
B
tMn / Al, Pb

Soro | Se, Cu/ Ca, Cd, Co, ICP-MS ESZ (62,63)
Cr, Fe, Ni, Sn
1Zn AAI\/A'SCP' DA, DP/TB (64-66)
|Fe, Zn, Co ICP-MS DA, DP (67)
1Fe, Ni ]
IMn. Mo ICP-MS  ESZ (68)
™™g i
|Ca, Fe. Zn UV-Vis ESZ (69)
1Al P, Zn, Fe ICP-MS  ESZ (60)

Plasma INa, Ca, Mg, K
1Cu
| Mn, Fe AA ESZ (62)
1Ca, Cr, Mg

FCS lAl, Co, Fe, Mn, Si, Zn AA DP (61)
1Cu AA DP (70)

FCS: fluido cerebrospinal, ICP-MS: espectrometria de massas com fonte de plasma
acoplado indutivamente, AA: absorcdo atémica, UV-Vis: espectrofotometria UV-
Visivel, DP: doenca de Parkinson, DA: doenca de Alzheimer, 1: niveis altos do analito
comparado com controle saudavel ou outra doenga, |: niveis baixos do analito

comparado com controle saudavel ou outra doenga.
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2. Objetivo

2.1.Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a associagao entre as concentragcdes de
macro e microelementos (K, Mg, Mn, Zn, Fe, Se, Ca, Cu, Ni, P e Al) em amostras de
soro de pacientes com transtorno bipolar (TB) e esquizofrenia (ESZ) comparados com

participantes saudaveis, considerando os efeitos de diferentes tratamentos.

2.2. Objetivos especificos

e Otimizagdo do método para extracdo dos metais usando como padréo de
matriz um pool das amostras de soro de participantes saudaveis (controle);

e Selecionar os is6topos dos elementos com maior porcentagem de
recuperacao;

e Determinar as concentracdes dos ions nas amostras de soro dos pacientes
com TB e ESZ por ICP-MS;

e Aplicar analises estatisticas para detectar possiveis diferencas entre as
amostras de pacientes e o grupo controle (composto por individuos
saudaveis);

e Reportar a correlacdo entre os elementos quantificados e os tratamentos,
incluindo o indice de massa corporal para cada grupo estudado;

e Determinar os valores das relagdes Cu/Zn para cada doenca e comparar

com o grupo controle.
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3. Parte experimental

3.1. Materiais e reagentes

3.1.1. Equipamentos e materiais

e Tubos de polipropileno de 15 e 50 mL,;

e Tubos criogénicos de 1,8 mL;

e Sistema de purificacdo Milli-Q Advanced A 10 (Millipore, EUA);

e Centrifuga, modelo MIKRO 220R (Andreas Hettich, Alemanha);

e Forno de micro-ondas DGT100 Plus (Provecto Analitica, Brasil);

e EspectrOmetro de massas do tipo quadrupolo com fonte de plasma
indutivamente acoplado ICP-MS 2030 (Shimadzu, Jap&o).

3.1.2. Reagentes

e HCI 37 % v/v (Merck, EUA);

e HNOs3 69 % v/v (Merck, EUA);

e H20230 % v/v (Merck, EUA);

o Agua ultrapura com resistividade de 18 MQ cm;

e Solugdes padrao de 1000 ug mL': Y, K, Mg, Mn, Zn, Fe, Se, Ca, Cu, Ni, P
e Al

3.2. Metodologia

3.2.1. Participantes do estudo

Onze individuos com ESZ sob tratamento, sete pacientes com TB tratados
com litio (TBL) e oito pacientes com TB tratados com outros medicamentos, exceto
litio (TBN), participaram do estudo, assim como onze controles saudaveis (CS). Todos
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0s pacientes se encontravam em fase estavel ou eutimia. As amostras de sangue
foram coletadas no Hospital das Clinicas (Universidade Estadual de Campinas,
Brasil). Os controles eram compostos de individuos sem nenhum disturbio psiquiatrico
conhecido. Além disso, nenhum individuo apresentava diabetes, insuficiéncia renal ou
outras doencas metabdlicas para evitar interferéncias com a pesquisa. O protocolo do
estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Campinas (protocolo 775/2010). Os participantes do estudo foram informados sobre
0 objetivo da pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por
cada um dos participantes.

3.2.2. Coleta e armazenamento das amostras

O sangue foi coletado em tubos Vacutainer, aguardando 30 minutos antes
de ser colocado no gelo, deixado coagular por mais 30 minutos e centrifugado a 3500
g por 15 minutos a 4 °C. O soro obtido foi dividido em aliquotas, transferido para tubos
de polipropileno contendo uma solugéo aquosa de 0,01 % (m/v) de azida de sddio e
armazenado a -80 °C até o momento das analises.

Conforme apresentado na Tabela 1.3, os pacientes estavam sob uso de
medicamentos, entre eles: carbamazepina e valproato como anticonvulsivos; litio
como estabilizador do humor; clonazepam como ansiolitico; olanzapina, quetiapina,
aripiprazol, risperidona e clozapina como antipsicéticos; venlafaxina e sertralina como

antidepressivos.
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Tabela 1.3. Caracteristicas dos participantes incluidos no estudo

Parametro TBL TBN ESZ CS
Idade (anos); média (DP) 30 (9,5) 31 (11,0) 33,7 (7,9) 35,9 (7,0)
Género F/M; n (%) 4/3 (57/43) 6/2 (75/25) 3/8 (27/73) 7/4 (64/36)
IMC; kg/m?; média (DP) 24,9 (4,9) 24,6 (4,0) 30,4 (2,5) 24,0 (4,0)
Fumante, % 28,6 25,0 18,2 9,1

Tratamento; n (%)

Anticonvulsivos 2 (28,6) 5 (62,5) 1(9,1) -
Estabilizadores de humor 7 (100) -- -- --
Ansioliticos 1(14,3) - 2(18,2) -
Antipsicoticos 6 (85,7) 5 (62,5) 9 (81,8) -
Antidepressivos -- -- 3(27,3) --

DP: desvio padrao, IMC: indice de massa corporal, TBL: pacientes com transtorno bipolar tratados
com litio, TBN: pacientes com transtorno bipolar tratados com outros medicamentos, exceto litio,
ESZ: pacientes com esquizofrenia, CS: controle saudavel.

3.2.3. Instrumentacao e analise multielementar

Um espectrometro de massas do tipo quadrupolo com fonte de plasma
indutivamente acoplado ICP-MS, um forno de micro-ondas DGT100 Plus e uma
solugao de referéncia certificada de itrio (3%Y) como padréo interno foram empregadas
neste estudo. Agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ cm) obtida de um sistema de
purificacdo Milli-Q foi usada para a preparagéo de todas as solu¢des aquosas para as
analises.

As amostras de soro foram decompostas (ou mineralizadas) usando um
forno de micro-ondas DGT100 Plus de frasco fechado contendo um sistema para
tubos criogénicos de 1,8 mL (71). Foram adicionados, apds etapa de otimizagéo, 125
puL de HNOs subdestilado e 84 pyL de H202 a 40 puL de soro. Ademais, foram
adicionados antes da decomposicdo como padrao interno 4 puL de uma solucao de
itrio (8%Y, 500 pg L"). Ap6s 15 minutos de reagdo a temperatura ambiente, foi aplicado
0 seguinte programa de microondas: (i) 60 s a 300 W, (ii) 120 s a 500 W, (iii) 120 s a
800 W e (iv) 60 s a 500 W. Em seguida, as amostras foram diluidas para 2,0 mL com
agua Milli Q. Cada amostra foi tratada em triplicata e cinco replicatas técnicas foram
medidas. Para quantificacao de K, P e Ca, as amostras foram diluidas 20 vezes. Todos
os parametros de ICP-MS estéo apresentados na Tabela 1.4. Para a anélise por ICP-
MS, uma ampla faixa de m/z foi selecionada para cobrir o maior nimero de elementos

possivel para a andlise quantitativa multielementar.



3.2.4.

Tabela 1.4. Parametros instrumentais utilizados na
avaliagdo do perfil multielementar em amostras de soro
por ICP-MS

Condicoes da fonte Valores
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,2
Profundidade de amostragem (mm) 5
Gas do plasma (L min') 8
Gas auxiliar (L min') 1,1
Gas nebulizador (L min™) 0,7
Condicoes da cela

Gas de colisao He
Gés da célula (mL min™) 6
Voltagem da cela (V) -21
Filtro de energia (V) 7

Analises estatisticas
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Os dados adquiridos foram normalizados em relagéo a intensidade do pico

do padrao interno. Por fim, os dados foram analisados usando ferramentas estatisticas

univariadas no software Excel, como o teste t de Welch e a andlise de variancia

unidirecional (one-way ANOVA). Para a andlise de correlacdo de Pearson, foi

realizada a normalizagdo pela mediana das amostras e o auto escalamento na

plataforma MetaboAnalyst 3.0, e extraidas as tabelas com os coeficientes de

correlacao entre os niveis de elementos para as doengas e o grupo controle saudavel.

Todos os resultados foram avaliados com nivel de confianga de 95 % e significancia

estatistica com p-valor < 0,05.
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4. Resultados e discussoes

4.1. Otimizacao do método

Inicialmente, foram determinados os volumes de acido nitrico e de peroxido
necessarios para obtencao da maior extracao dos metais da matriz. Aléem disso, levou-
se em consideracado outras limitagbes como a da disponibilidade de volume das
amostras, e o0 do teor de acidez ap6s as respectivas diluicbes que deveria ser menor
que 5 % (v/v), como requisito técnico do equipamento utilizado.

Foi empregado um pool de amostras controle suficiente para acompanhar
toda a etapa de otimizagcdo. Assim, partiu-se da metodologia de referéncia
desenvolvida por nosso grupo (60) que foi adaptada, uma vez que era necessario
trabalhar com uma quantidade menor de amostra. Como mostrado na Tabela 1.5,
foram realizadas variagcbes nas proporgdes do acido e do peroxido. Para essas
avaliagbes, os métodos foram realizados em triplicatas e com cinco leituras
independentes, identificando apenas alguns elementos e is6topos.

O Método | foi um ajuste em proporgdes do metodo de referéncia, que
consistiu em ajustar o volume final a 2 mL, diminuindo a diluicdo da amostra e
mantendo a acidez. No Método Il foram mantidas as quantidades da amostra e o fator
de diluicdo, sendo apenas modificada a concentracdo final de acidez. A Tabela 1.6
mostra que entre, os métodos | e Il, ndo ha diferenca significativa, conseguindo assim,
diminuir o teor de acidez de 5,4 % inicial a 4,06 % (v/v). No entanto, ap6s as
decomposicbes das amostras, observou-se em varios tubos residuos brancos que
poderiam ser indicativos de decomposicao incompleta e/ou deposicao residual. Em
consequéncia, procurou-se na literatura onde foram relatadas analises com outra
proporcao da mistura de acido:peréxido, sendo esta de 3:2 (72) no qual o método Il
foi baseado, que aplica uma maior quantidade de perdxido comparado com o método
inicial, que emprega a propor¢ao 5:1. Nessa ultima proporgao, diferencgas significativas
foram obtidas em pelo menos trés elementos, mostrando uma extragao maior e melhor
decomposicdo desde que ndo foram observados mais residuos nos tubos. Em
consequéncia, o método Il foi selecionado com as novas condi¢des de tratamento de

amostra, permitindo a continuidade da otimizagao.
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Tabela 1.5. Métodos de preparo de amostras

Método | Método Il Método lll
Amostra (uL) 40 40 40
HNOs (uL)* 166 125 125
H202 (uL)* 33 25 84
Tempo de pré-reacao 15 min
Programa no 1 min a 300 W; 2 min a 500 W; 2 min a
micro-ondas 800 We 1 mina500W
Volume final 2 mL 2 mL 2 mL
Diluicdo (amostra) 50 50 50
Diluicado (acidez) 12 16 16
% Acidez final 5,40 4,06 4,06

*Acidos concentrados

Tabela 1.6. p-valor do teste-t entre os Métodos

L lell
p-valor
Métodos I-lI Métodos II-llI

®Cu 0,086 0,001*
5Fe 0,177 0,208
SFe 0,155 0,043*
9K 0,193 0,007*
Mg 0,104 0,062
*Mn 0,357 0,256
6Zn 0,465 0,062
8Zn 0,464 0,082

* p-valor < 0,05

Finalmente, usando o pool de amostras controle enriquecidos com
concentracbes conhecidas dos analitos a partir das solu¢cdes padrdo, foram
selecionados os is6topos dos metais tendo em consideragdo a abundancia e a maior
porcentagem de recuperacgao, a qual foi calculada utilizando a seguinte equagéo:

Recuperacao (%) = (valor determinado/ valor teérico) x 100

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados usando o
desvio padrdo do branco (DP) e a pendente (m), sendo 3 x (DP/m) e 10 x (DP/m),
respectivamente. Como mostra a Tabela 1.7, os is6topos selecionados que cumprem
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as duas condigdes mencionadas foram: 83Cu, 27Al, %6Fe, %6Zn, 24Mg, 0Ni, 5°Mn, 78Se,
39P 31K e 44Ca_

Tabela 1.7. Recuperacao, limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao
(LOQ) do método (ug L) e coeficiente de correlagdo da curva analitica (r?)

Analito Numero Recuperacao LOD LOQ cc?::z];;g;o
de massa (%) (Mg L") (nglL?) ")
Cu 65 93,9 0,03 0,10 0,9998
Cu 63 97,1 0,04 0,13 0,9997
Al 27 117 0,32 1,07 0,9981
Fe 57 113 0,09 0,3 0,9999
Fe 56 119 0,1 0,33 0,9912
Zn 68 81,6 0,32 1,08 0,9998
Zn 66 77,6 0,31 1,04 1,0000
Mg 24 112 0,08 0,26 0,9990
Ni 62 87,8 0,02 0,07 0,9991
Ni 60 88,4 0,004 0,01 0,9987
Mn 55 111 0,010 0,02 0,9999
Se 78 108 0,020 0,07 0,9990
Se 76 108 0,21 0,7 0,9986
P 31 88,6 0,87 2,9 0,9979
K 39 93,5 3,7 12,4 0,9984
Ca 44 98,8 4,6 15,3 0,9981
Ca 42 95,1 25,4 84,8 0,9908

4.2. Determinacao de elementos nas amostras de soro

Apés a etapa de otimizacao, foram estabelecidas duas curvas analiticas
para a quantificacdo dos elementos nas amostras respectivas. Cada uma das curvas
(Tabela 1.8) foi composta por sete pontos preparados em solu¢do de 1 % (v/v) de
acido nitrico. Uma solucao constituida por uma mistura de Al, Cu, Fe, Zn, Mn, Ni, Se
e Mg foi utilizada para construir uma primeira curva analitica (1°) empregada para a
quantificacdo das amostras ap6s a decomposicdo. Uma outra curva analitica (2°)
contendo P, Ca e K foi empregada para a quantificacdo das amostras diluidas 20
vezes. Cada ponto usou uma solugdo padrdo de 1000 ug mL" de cada elemento
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levando em consideracdo as diluicdes necessarias sendo preparadas no dia de

andlise.

Tabela 1.8. Concentracbes dos macro/microelementos
quantificados nas amostras de soro

Curva Analitos Curva analitica (ug L)
1° Al, Cu, Fe, Zn 1;5;10; 20; 30; 40; 50
Ni, Mn, Se 0,2;0,5;0,8;1;2;5;10
Mg 50; 100; 200; 250; 300; 400; 500
2°* P, Ca, K 20; 50; 100; 200; 250; 300; 400

*empregada apenas para quantificagdo das amostras diluidas.

Na Tabela 1.9 sédo reportadas as médias e desvio padrao (DP) para as
concentragdes determinadas das 37 amostras analisadas dos grupos ESZ e CS, e
dos subgrupos TB. Microelementos como Al, Ni, e Mn n&do foram considerados, uma
vez que as concentracbes determinadas foram menores do que o limite de

quantificagao (LOQ).

Tabela 1.9. Concentragdes determinadas (ug L) dos elementos
determinados em 37 amostras de soro humano: TBL (n =7), TBN (n
=8),CS(n=11),e ESZ (n=11)

TBL TBN CS ESZ
63Gy Média 893 1032 897 1089
DP 106 332 212 338
56 Média 700 548 421 632
Fe
DP 396 92 121 279
66 Média 516 497 589 488
Zn
DP 58 34 50 88
04 Média 14,0 13,6 13,3 14,3
Mg*
DP 2,7 1,4 1,6 2,6
78 Média 22,1 32,2 37,6 31,8
Se
DP 4,0 5,9 55 3,1
3o Média 198 176 170 186
DP 30 18 28 15
31 Média 112 109 115 118
DP 19 15 17 16
. Média 95 98 95 98
DP 32 23 13 19

*Concentragdo em pug mL™
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4.2.1. Analises estatisticas

Realizou-se a anélise estatistica univariada (Tabela 1.10) correspondente
ao teste one-way ANOVA, a qual indicou dois elementos estatisticamente
diferenciados dentre os 4 grupos estudados e p-valores do teste t de Welch entre
combinacdes de dois a dois grupos. Os dois primeiros elementos, Se e Zn,
apresentaram os menores p-valores por ANOVA. Um terceiro elemento com p-valor <
0,05 foi o Fe, ao comparar os grupos ESZ e TBN com o grupo CS. Esses trés

elementos foram usados para o desenvolvimento das respectivas discussoes.

Tabela 1.10. Analise estatistica por ANOVA e teste t de Welch

Element p-valor Cpé—zalor p-valor Té’ﬁ’flor p-valor p-valor p-valor
o TBL-TBN TBL CS-ESZ ESZ CS-TBN TBL-ESZ ANOVA
Se 3,2E-03*  5,2E-06* 4,3E-03* 0,860 0,056 2,2E-05*  2,0E-06*
Zn 0,442 0,010*  3,0E-03* 0,785 2,2E-04* 0,464 2,7E-03*
K 0,106 0,056 0,101 0,219 0,556 0,266 0,080
Fe 0,344 0,054 0,037* 0,448 0,019* 0,695 0,120
Cu 0,339 0,963 0,132 0,730 0,306 0,177 0,329
P 0,744 0,748 0,663 0,222 0,470 0,464 0,695
Mg 0,734 0,536 0,312 0,505 0,713 0,815 0,754
Ca 0,815 0,999 0,566 0,966 0,681 0,749 0,963

* p-valor < 0,05

A Figura 1.3 mostra o grafico box-plot desses elementos diferenciais para
uma representacdo visual de suas concentracbes determinadas nos grupos
estudados. Na Figura 1.3a, os grupos TBL, TBN e ESZ apresentam concentra¢des
de Se diferencialmente menores do que o CS e, considerando os grupos de pacientes,
a concentracao de Se foi menor no grupo TBL do que nos grupos TBN e ESZ, embora
nao haja diferenciacao estatistica entre ESZ e TBN. Na Figura 1.3b, observa-se que
a concentracao de Zn nos grupos TBL, TBN e ESZ ¢ significativamente menor do que
no CS, mas os grupos nao apresentam diferenciacao estatistica entre si. Finalmente,
na Figura 1.3c, o Fe apresenta concentragées mais altas para os grupos TBN e ESZ
quando comparado ao grupo CS. As médias do Cu no soro foram elevadas nos grupos
ESZ em comparagdo com o grupo CS (Tabela 1.9); no entanto, a diferenga nao foi
estatisticamente significativa. Macroelementos como K, P, Mg e Ca ndo foram
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discriminativos na andlise estatistica, pois apresentaram concentracées semelhantes

entre pacientes e individuos saudaveis.
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Figura 1.3. Gréficos box-plot para a concentracdo dos metais no soro (média + DP; n =
37) e valor de p do teste t de Welch dentre os quatro grupos estudados em pares para (a)

Se

Se, (b) Zn e (c) Fe.
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ndao ha dados concretos sobre as alteragcbes nas

concentragdes de Fe, Cu, e Zn no soro de pacientes recém-diagnosticados com ESZ

comparado com controles saudaveis. Porém, ha relatos de baixa concentracao de Se

em pacientes com ESZ comparados com CS (58,73), independentemente do

tratamento com antipsicoticos

(62,74).

Neste trabalho,

foram determinadas

concentracoes baixas do Se no grupo ESZ comparado com CS (Figura 1.3a). Assim,

pode-se inferir que o tratamento com antipsicéticos combinados ndo afeta

significativamente os niveis deste elemento no soro.
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Kaya et al. reportaram um estudo de microelementos comparando
pacientes ESZ sob tratamento e CS, no qual niveis altos de Fe, Cu, Mg, Al e baixos
niveis de Zn e Mn em soro foram quantificados (75). Estes resultados foram
confirmados por nosso estudo para os niveis de Fe e Zn, mas outros microelementos
nao puderam ser comparados porque ou as concentracbes determinadas se
encontraram abaixo do LOQ ou os pacientes encontraram-se sob diferentes tipos de
medicamentos.

Num estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa, amostras de
plasma foram empregadas para comparar os niveis de elementos em pacientes com
ESZ antes e depois do tratamento com antipsicéticos (60), no qual o Fe foi encontrado
em niveis maiores apds seis semanas do tratamento. Embora este ultimo seja um
estudo usando amostras de plasma, de acordo com os elementos quantificados no
presente trabalho, um aumento dos niveis séricos de Fe nos pacientes com ESZ
tratados também € significativo nessa fracdo do sangue. Em outro estudo, onde
amostras de plasma de pacientes tratados com ESZ e CS foram comparadas,
elementos como Se e Zn nao apresentaram diferencga significativa, enquanto o Cu foi
encontrado em niveis maiores (76). Comparando estes resultados (Figura 1.3), pode-
se inferir que a fracao do sangue é relevante para a determinacao destes elementos,
uma vez que podem ser obtidos resultados divergentes.

Para pacientes com transtorno bipolar sem tratamento e comparados com
pacientes saudaveis, foram apresentadas concentragdes elevadas de K, P, Cu, Al e
Mn e baixas de Fe e Zn (77). Considerando que o presente estudo envolveu pacientes
com TB sob tratamento, a medicagdo pode ser associada, entdo, a mecanismos de
vias metabdlicas nas quais K, P, Cu, Al e Mn estao envolvidos, pois, as concentracoes
nao foram estatisticamente diferentes aquelas determinadas no controle. Além disto,
ha evidéncia de baixas concentragdes de Zn no soro em pacientes com TB na fase
depressiva comparada com voluntarios saudaveis (65,78). Assim, com as baixas
concentragcdes de Zn encontrados para os pacientes com TB em comparagao com CS
(Figura 1.3b) e altas concentragdes de Fe (Figura 1.3c), podemos sugerir que o
tratamento sem litio de alguma maneira afeta mecanismos relacionados ao Fe, desde
que uma concentracao alta foi determinada apenas para o grupo TBN. Ademais, 0s
tratamentos com ou sem o litio ndo afetaram os niveis de Zn no soro, ja que em ambos

os subgrupos, TBL e TBN, as concentragcdes encontraram-se mais baixas em relacédo
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ao grupo controle ap6s o tratamento ou se ha modulacdo, podem nao ser
significativos.

Em um estudo prévio de nosso grupo, foram relatados elevados niveis de
Fe, K, Mg, Se e Zn no soro em ambos os subgrupos de TB e comparados com CS
(57). De forma semelhante, no presente estudo, corroborou-se as altas concentragdes
de Fe em ambos os subgrupos de TB comparados com CS e, assim, € possivel
concluir que a medicacdo esta envolvida no aumento dos niveis de Fe. Uma
explicagdo sobre as respostas divergentes para os outros elementos pode estar
relacionada a combinagdo de medicamentos, incluindo os pacientes tratados com Li.

A relacao entre o Se e o transtorno bipolar tem sido menos explorada que
com a esquizofrenia, como descrito anteriormente. No entanto, em nossa analise
mostra que para o grupo TBL, reportou-se a concentracdo mais baixa de Se entre os
dois subgrupos de TB analisados. Isto pode indicar que o Li, de alguma maneira,
possui efeito antagonista com Se, uma vez que uma diferenga significativa foi
encontrada entre ambos 0s subgrupos para este microelemento. Nao ha informacgao
extra sobre estudos relacionando a baixa concentragdo de Se no soro de pacientes
com TB. Um estudo adicional comparando CS com pacientes com TB antes e depois
do tratamento seria interessante para confirmar os nossos resultados.

As principais funcdes biolégicas do Fe estao relacionadas a participacao
como cofator de diversas proteinas, no transporte de oxigénio e metabolismo celular.
Sabe-se que geralmente a concentracdo de Fe aumenta naturalmente com o
envelhecimento em diferentes partes do cérebro pudendo levar a estresse oxidativo.
O estresse oxidativo pode desempenhar um papel em uma ampla gama de disturbios
neuropsiquiatricos, incluindo esquizofrenia e o transtorno bipolar (79). Ha evidéncias
de que niveis altos de Fe presentes em doencas neurodegenerativas podem levar a
um aumento no estresse oxidativo devido a sua acdo com H202 na reacao de Fenton,
0 que aumenta a producao de -OH no cérebro podendo correlacionar este elemento
com estresse oxidativo e as doencas (15,80). Portanto, as altas concentracdes
séricas de Fe apresentadas nos grupos TBN e ESZ vs. controle, podem estar
associadas a presenca de estresse oxidativo. Além disso, foram avaliadas as
concentragdes deste elemento segundo o género (M/F), e nao foram encontradas
diferencas significativas (p-valor > 0,05) dentro do grupo esquizofrenia, dos subgrupos

bipolar e do controle, o que significa que os niveis ndo foram influenciados por esse
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fator. Por outro lado, ha indicativos, embora ndo robustos, sobre uma relacédo do
incremento dos niveis de Fe no sangue em pessoas fumantes (81-83), que nao foi
considerado relevante neste estudo, dado que o numero de participantes fumantes
nao é significativo em cada grupo estudado.

O selénio é um componente de selenoproteinas. Em particular, a glutationa
peroxidase (GPx), que possui fungdes enzimaticas essenciais, incluindo protecéao
contra o estresse oxidativo e inflamacao (84,85). Assim, como os resultados obtidos
revelaram que o grupo ESZ e ambos os subgrupos TB apresentam uma deficiéncia
de Se, podemos relaciona-los com uma diminuicao dos niveis de poder antioxidante
(86), em consequéncia, sendo susceptiveis aos processos de estresse oxidativo
estando relacionados a esses disturbios. Também, foi relatado que ingestao de Se em
pacientes com esquizofrenia aumenta os niveis séricos de Cu e Zn (87), os quais
apresentaram melhoras como aumento de apetite e da capacidade de memdria apos
a suplementacao, sendo esta ultima uma opg¢ao para regular as concentragdes no
sistema.

O zinco é também envolvido com inumeras fungbes bioldgicas, e sua
deficiéncia é caracterizada promover o retardo de crescimento, perda de apetite e
comprometer o desempenho das fungdes imunoldgicas. Quando a condicdo de
deficiéncia de Zn é apresentado, geralmente esta relacionada a ingestao ou absorcéo
insuficiente de Zn, perda ou maior demanda de Zn no organismo (88). Este déficit
pode desencadear o progresso de inumeras condicdes comportamentais, incluindo
disturbios psiquiatricos, como depressao e ansiedade (89). Por esses motivos, a
reducdo na concentracao desse elemento no presente estudo pode indicar que os
pacientes sao propensos a desenvolver esses disturbios. Ademais, sabe-se que 0 Zn
atua como cofator envolvido no sistema de defesa antioxidante, tendo papel protetor
contra o estresse oxidativo em doencas como diabetes e doencas renais crbnicas (90—
92). Em contraste com os resultados aqui apresentados, o baixo nivel desse elemento
pode implicar que os pacientes estudados, tanto no grupo ESZ e nos subgrupos TB,
estejam passando por processos de estresse oxidativo apesar do tratamento.

O cobre possui atividade num amplo nimero de processos bioldgicos,
como contratilidade miocardica, mielinizagao do sistema nervoso central, metabolismo
do colesterol e da glicose, sintese hormonal e fungcédo imunolégica (93). Além disso,
também esta relacionado a etiologia dos transtornos mentais (94). Embora o aumento
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da concentracdo sérica de Cu nao tenha sido significativo em pacientes com
esquizofrenia, existem evidéncias que apontam um efeito prejudicial dos niveis
elevados de Cu em pacientes com esse transtorno, aumentando ou mantendo a
desregulagdo dopaminérgica (95).

Guo et al. apresentaram em seu estudo uma correlacao positiva entre a
atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) e a razdo Cu/Zn (51). A SOD é uma
das enzimas antioxidantes que protegem a célula, mitigando os efeitos nocivos das
ROS. Para a correta ativagéo dessa enzima, o Cu deve trabalhar em conjunto com o
Zn, e arazao entre esses elementos, e ndo a quantidade absoluta de Cu ou Zn em si
mesmos, que ajuda a enzima a ser ativada adequadamente (96). Portanto, foram
determinadas as proporgdes séricas de Cu/Zn para cada condicdo. A Tabela 1.11
mostra que a razdo Cu/Zn € significativamente maior no grupo ESZ que no grupo CS,
com valor de p < 0,05 e sem diferenciagdo significativa entre o grupo ESZ e os
subgrupos TB. Embora a diferenciacdo entre os grupos TBL e ESZ nao tenha
mostrado significancia estatistica neste estudo, um numero maior de individuos

poderia revelar se a diferenciagéo € significativa ou nao.

Tabela 1.11. Relagao entre Cu e Zn entre os grupos TBN, TBL, ESZ e CS

Cu/Zn p-valores

CS- TBL- CS- TBL GCS- TBN-
TBN TBL CS ESZ Es7 ESz TBL TBN TBN ESZ

Média 2,14 1,76 1,65 2,40 0,028* 0,084 0,669 0,245 0,177 0,444

DP 0,57 0,32 0,43 0,68
* p-valor < 0,05; DP: desvio padrao

Por outro lado, Kunz et al. determinaram niveis significativamente altos de
SOD em pacientes com ESZ sob tratamento e comparados com grupo saudavel,
enquanto nenhuma diferenca significativa foi encontrada ao comparar o grupo
saudavel e pacientes com transtorno bipolar no estado eutimico (97). Além disso, num
estudo realizado por Hendouei et al., no qual pacientes com esquizofrenia foram
submetidos a diferentes tratamentos com antipsicéticos, foi relatado um aumento da
atividade da enzima SOD em pacientes tratados com clozapina em comparagéao com
aqueles tratados com os outros farmacos (98). No total, o grupo ESZ do presente
estudo estava sob tratamento com antipsicéticos, principalmente com clozapina, e de
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acordo com a literatura mencionada, ha uma correlacao positiva entre a relagdo Cu/Zn
e SOD. Esse desequilibrio pode ocorrer como resultado de um desenvolvimento de
mecanismo de prote¢ao e adaptado durante o tratamento e/ou pode ser uma indicagéo
da geragao elevada ROS no grupo ESZ. Portanto, a relagdo Cu/Zn pode ser
considerada como um biomarcador de estresse oxidativo. No entanto, € de interesse
realizar a avaliacao da SOD e desses metais num ensaio com um numero maior de

participantes para validar a correlagéo.

4.2.2. Correlacao das concentracoes dos elementos entre
pacientes e controles

Para medir a forca de associacdo linear entre duas variaveis foram
realizadas as andlises de correlagao de Pearson. Assim, foi determinada a correlacao
entre as concentracdes de elementos dos pacientes e individuos saudaveis, e ao
mesmo tempo, encontrar alguma relagdo aos tratamentos. Além disso, o indice de
massa corporal (IMC) dos participantes foi incluido como variavel. Para melhor
entendimento, os grupos TBL e ESZ foram plotados no mesmo grafico para
comparacao, uma vez que os grupos TBN e CS apresentaram maior semelhanca
entre si. Portanto, a Figura 1.4a e Tabela 1.12 apresentam correlacdes elementares
entre as concentrag¢des dos grupos TBL e ESZ. Para o grupo TBL, todas as variaveis,
exceto Fe, apresentaram correlacdo positiva entre si e uma correlacdo negativa
significativa foi observada entre Se e Fe (r = -0,935), enquanto no grupo ESZ, todas
as variaveis (exceto Cu) exibiram correlagdes positivas entre si. Além disso, uma
correlagdo negativa significativa foi determinada entre o Fe e o Cu (r = -0,745). A
Figura 1.4b e Tabela 1.13 mostram correlagdes variaveis entre os grupos TBN e CS.
A maioria das variaveis (exceto Cu) apresentou correlacdo positiva entre os dois
transtornos. Uma correlacdo negativa significativa foi encontrada apenas entre Fe e
Cu nos grupos CS (r =-0,830) e TBN (r = -0,786).

Além da importancia de avaliar a homeostase dos elementos, o IMC
também pode indicar algumas correla¢gdes com os metais (99,100). Assim, o IMC foi
avaliado nesse contexto, exibindo correlacao positiva com todos os elementos, exceto
com o Fe nos grupos ESZ e TBL (Figura 1.4). Enquanto que, parao CS e TBN, o IMC
apresentou correlagédo positiva com todos os elementos, exceto com o Cu. Tendo em
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vista a evidéncia de ganho de peso apéds tratamento antipsicotico (13), como clozapina
e olanzapina (101), o grupo ESZ apresentou IMC significativamente elevado (p-valor
= 0,036, comparado ao grupo CS, Tabela 1.3). Assim, podemos relacionar a
correlacao negativa do Fe com o tratamento antipsicético na ESZ.

Por outro lado, na Figura 1.4 verificou-se que o mesmo comportamento de
correlacao entre os elementos para os grupos CS, TBN e ESZ, embora menor no
altimo. No entanto, em comparagédo com os outros grupos, o TBL o Cu e o Fe exibem
correlagdes inversas com as demais variaveis, o que pode ser devido ao efeito do Li
no tratamento combinado com outras medicacbes. Além disso, o Cu e o Fe
apresentaram em todos 0s casos uma correlagdo negativa e significativa (exceto no
grupo TBL).
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Figura 1.4. Correlagbes de Pearson entre as concentracées de elementos,
considerando o indice de massa corporal (IMC) entre os grupos: (a) ESZ e TBL (a
diagonal inferior esquerda representa as correlagdes de elementos no grupo ESZ e a
diagonal superior direita, no grupo TBL) e (b) CS e TBN (a diagonal inferior esquerda
representa as correlagdes dos elementos no grupo CS e a diagonal superior direita, no
grupo TBN).



Tabela 1.12. Correlagbes de Pearson entre os niveis dos macro/microelementos para os grupos TBL e ESZ
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Cu Fe Se Zn Ca K P IMC Mg

r p r p r p r p r p r p r p r p r p
Cu 1,000 = -0,676 0,095 0,650 0,114 0,564 0,187 | 0,702 0,078 0,456 0,304 0,447 0,314 0,821* 0,024 0,577 0,175
Fe -0,745*  8,5E-03 1,000 = -0,935* 2,0E-03 | -0,155 0,740 |-0,323 0,480 -0,091 0,846 -0,095 0,839 -0,428 0,338 -0,360 0,427
Se -0,387 0,239 0,382 0,246 1,000 = 0,350 0,441 0,438 0,325 0,261 0,571 0,343 0,451 0,573 0,179 0,547 0,204
Zn -0,312 0,351 0,071 0,835 0,700* 0,017 1,000 = 0,865 0,012 0,852 0,015 0,868 0,011 0,908* 4,7E-03 | 0,384 0,396
Ca -0,179 0,598 -0,047 0,890 0,725* 0,012 0,850* 9,3E-04 | 1,000 - 0,912* 0,004 0,834 0,020 0,938* 1,8E-03 | 0,266 0,564
K -0,410 0,210 0,224 0,508 0,876* 4,0E-04 | 0,751 7,8E-04 | 0,863* 62E-04 1,000 — 0,945* 1,3E-03 | 0,838* 0,019 0,142 0,762
P -0,464 0,151 0,244 0,470 0,712* 0,014 0,799* 3,2E-08 | 0,822 1,9E-03 | 0,913* 8,8E-05 | 1,000 - 0,853* 0,015 0,400 0,374
IMC 0,040 0,906 -0,458 0,157 0,392 0,233 0,327 0,327 0,340 0,306 0,394 0,230 0,303 0,366 1,000 = 0,541 0,210
Mg -0,054 0,874 0,270 0,422 0,732 0,010* 0,145 0,671 0,240 0,477 0,483 0,132 0,277 0,410 0,451 0,164 1,000 --

*Correlagbes significativas com nivel de confianga a 0,05.
r: coeficiente de correlacdo, p: p-valor, IMC: indice de massa corporal, TBL: pacientes com transtorno bipolar tratados com litio, ESZ: pacientes com
esquizofrenia. A diagonal inferior representa as correlacdes entre os macro/microelementos e o IMC no grupo ESZ, enquanto a diagonal superior representa
0s correspondentes para o grupo TBL.




Tabela 1.13. Correlagbes de Pearson entre os niveis dos macro/microelementos para os grupos TBN e CS
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Cu Fe IMC Mg P Zn Ca Se K

r p r p r p r p r p r p r p r p r p
Cu 1,000 - -0,786* 0,021 -0,005 0,991 -0,503 0,204 -0,182 0,667 -0,455 0,258 -0,033 0,938 0,062 0,884 -0,357 0,386
Fe -0,830* 2,9E-03 | 1,000 0,595 0,120 0,812* 0,014 0,684 0,061 0,880 4,0E-03 | 0,565 0,144 0,392 0,337 0,761* 0,028
IMC -0,525 0,119 0,711* 0,021 1,000 0,722* 0,043 0,903* 2,1E-03 | 0,878* 4,2E-03 | 0,875* 0,004 0,850 7,4E-03 | 0,884* 3,6E-03
Mg -0,557 0,095 0,785*  7,2E-03 | 0,879*  8,0E-04 | 1,000 0,599 0,116 0,862 5,9E-03 | 0,447 0,266 0,641 0,087 0,823* 0,012
P -0,063 0,862 0,372 0,290 0,616 0,058 0,506 0,135 1,000 -- 0,887 3,3E-03 | 0,957 1,9E-04 | 0,789 0,020 0,893* 2,8E-03
Zn -0,449 0,193 0,652 0,041 0,852* 1,8E-03 | 0,739* 0,015 0,791* 6,5E-03 | 1,000 -- 0,800* 0,017 0,733* 0,038 0,947 3,6E-04
Ca -0,429 0,216 0,740* 0,014 0,874*  9,4E-04 | 0,785* 7,1E-03 | 0,710 2,2E-02 | 0,852* 1,8E-03 | 1,000 -- 0,750* 0,032 0,804 0,016
Se -0,280 0,434 0,615 0,058 0,727 0,017 0,708* 0,022 0,924* 1,3E-04 | 0,872 1,0E-03 | 0,773* 8,7E-03 | 1,000 -- 0,884* 3,6E-03
K -0,373 0,289 0,653* 0,041 0,609 0,062 0,594 0,070 0,790* 6,5E-03 | 0,786 7,0E-03 | 0,859* 1,4E-03 | 0,784* 7,3E-03 | 1,000 --

*Correlagotes significativas com nivel de confianga a 0,05.

r: coeficiente de correlagdo, p: p-valor, IMC: indice de massa corporal, TBN: pacientes com transtorno bipolar tratados com outros medicamentos diferentes ao litio, CS:
controle saudavel. A diagonal inferior representa as correlagdes entre os macro/microelementos e o IMC no grupo CS, enquanto a diagonal superior representa os
correspondentes para o grupo TBN.
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5. Conclusoes parciais

Os resultados obtidos neste Capitulo mostram que as concentracoes
séricas de Fe, Zn e Se sao afetadas durante o tratamento de pacientes diagnosticados
com transtorno bipolar e esquizofrenia. Aléem disso, sugerem que o desequilibrio nas
concentracdes de Fe € um efeito do tratamento do transtorno bipolar e que pode estar
associado ao estresse oxidativo para ambos os transtornos.

N&o foi possivel concluir se as baixas concentragcbes de Se séao
consequéncia apenas do tratamento ou do estresse oxidativo. Ademais, supde-se que
o litio tenha um efeito antagonista ao Se, como mostrado no grupo TBL. A baixa
concentracao de Zn nos grupos TB e ESZ pode denotar estresse oxidativo em
processo, apesar do tratamento. Apenas para o grupo TBL foi relatada uma correlagao
significativa negativa entre o Se e o Fe.

Uma correlagdo negativa entre Fe e IMC no grupo ESZ pode estar
relacionada ao tratamento com antipsicéticos. Ja a relagdo Cu/Zn determinada pode
ser considerada como um parametro indicativo para relacionar o estresse oxidativo a
ESZ. Estudos futuros, incluindo um nimero amostral maior de pacientes com ESZ e
TB, antes e apds o tratamento e comparados com grupo controle, S0 necessarios
para confirmar os resultados exploratérios aqui apresentados.
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CAPITULO 2

Estudo proteémico livre de marcadores em amostras de
soro de pacientes com transtorno bipolar e esquizofrenia sob

tratamento
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1. Revisao bibliografica

1.1 ProteOmica

Nas ultimas décadas, a descoberta de biomarcadores utilizando matrizes
complexas em psiquiatria foi acelerada pela prote6mica, dada a capacidade de medir
mudancas na abundancia de proteinas por meio de técnicas de separagao, como a
cromatografia liquida (LC), e espectrometria de massas (MS) (102). Esta estratégia
vem auxiliando nas investigacdes para beneficiar o diagnostico, prognéstico e para
monitorar o desenvolvimento de doencas. Além disso, busca identificar e avaliar
potenciais alvos moleculares para desenvolvimento de novos farmacos. De maneira
geral, a protedmica consiste na caracterizagdo analitica do proteoma, incluindo
expressao, estrutura, funcdes, interacées e modificagdes pds-traducionais (103).

Duas estratégias de identificagcdo e quantificagcao protedmica por MS sao
frequentemente exploradas. A primeira, chamada de shotgun (104,105), conhecida
também como protedmica exploratéria, consiste em uma andlise global de proteinas,
permitindo determinar a identidade e, ao mesmo tempo, a quantidade das proteinas
presentes na amostra. Uma segunda estratégia € chamada de targeted proteomics ou
baseada em alvos (106), cujo objetivo € conhecer a abundancia de uma proteina
especifica por meio de uma série de transicbes predefinidas (par i6nico
precursor/produto) que é monitorada ao longo do tempo, obtendo uma quantificacao
seletiva e precisa.

A protebmica exploratéria pode ser abordada, em geral, por duas
possibilidades de quantificagcdo: a quantificagcdo relativa, baseada na razéo
quantitativa ou alteracao de abundancia relativa de uma proteina entre as amostras;
e a quantificagdo absoluta, baseada em numeros de copias (expressao de proteinas
numa célula) ou concentracdo de proteina em uma amostra. Ambas as abordagens
podem ser desenvolvidas por dois métodos de quantificacdo: quantificacdo por
marcacgao e livre de marcadores (label-free).
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1.1.1. Quantificacao por marcacao

O método de quantificacdo por marcacao permite a introdugéo de isétopos
pesados como, por exemplo, 2H, '3C, 5N, entre outros, em proteinas ou peptideos. A
quantificacdo das proteinas € atingida por meio da comparacao das intensidades
relativas dos sinais dos peptideos de uma amostra combinando diferentes marcadores
ou combinando proteinas marcadas e ndo marcadas. Entre os métodos de marcacéao
isotopica comumente empregados encontram-se o SILAC (analise da razédo de
is6topos estaveis em aminoacidos em cultura de células), que é uma técnica de
marcacao metabdlica que consiste em um cultivo celular em meios de cultura
diferenciais. Assim, um meio contém aminoacidos com seu isétopo de maior
abundéancia, como Lys-'°Ce (leve) e outro contendo aminoacidos marcados com o
is6topo mais pesado, como Lys-'3Cs (pesado) (107). Por outro lado, ICAT (do inglés
isotope-coded affinity tag/ marcador de afinidade codificada por is6topos) (108) ou
iTRAQ (do inglés isobaric tags for relative and absolute quantitation/ marcador
isobarico para quantificacéo relativa e absoluta) (109), envolvem marcagao quimica.

O método por marcacdo com isotopos estaveis introduz uma pequena
diferenca de massa para peptideos idénticos de duas ou mais amostras, de modo que
eles podem ser distinguidos no espectro MS1 (Figura 2.1a). Nos marcadores
isobaricos, é inserido um isétopo diferente de um marcador de massa isobarica em
cada amostra, logo, as amostras sdo agrupadas e analisadas simultaneamente
(Figura 2.1b). Como consequéncia, os peptideos marcados com as variantes
isotopicas aparecem em um Unico pico no mesmo valor de m/z em uma varredura
MS1 com tempo de retencao de LC idéntico podendo ser quantificados no MS2 (110).
Para ambos os métodos, a proporcdo de abundéancia relativa de peptideos é
experimentalmente medida comparando pares de peptideos pesados/leves e, em
seguida, os niveis de proteina sao inferidos a partir da avaliagao estatistica das razdes
de peptideos.
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Figura 2.1. Marcacéo isot6pica e isobarica (a) Quantificacao isotdpica por SILAC, (b) Kit
comercial iTRAQ para quantificacdo isobarica. Esquema mostrando como ocorre a
marcagao e mistura das amostras ap6s a reagao quimica individual de cada amostra em
diferente condicao. NHS: grupo amino reativo.

1.1.2. Quantificacao livre de marcadores (LFQ)

As medidas de abundancia livre de marcadores (/label-free) para analises
quantitativas de dados protedbmicos destacam-se devido a sua relativa facilidade de
uso (parte experimental mais simples e baixo custo) e aplicabilidade geral a uma
ampla gama de estudos proteémicos. Por sua vez, € empregada para complementar
os estudos nos quais métodos de marcacao sao usados. A Figura 2.2 mostra os dois
principais métodos de quantificacdo desenvolvidos: no primeiro, conhecido como
contagem de espectros (CEs), é feita a comparacao do numero de espectros MS/MS
identificados de uma mesma proteina ao longo de multiplas leituras de LC-MS/MS. A

principio, devido ao fato que as proteinas mais abundantes produzem um maior
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namero de peptideos, encontrou-se a relacdo entre contagem espectral e a
abundancia das proteinas. Na pratica, este método apresenta algumas desvantagens
como o baixo desempenho para concentragdes extremamente baixas ou altas de
proteina e & provavelmente causado pelas configuragcbes de exclusdo dindmica
durante a andlise de aquisicdo LC-MS dependente de dados. A otimizacdo das
configuragdes de exclusado dindmica no modo de analise dependente de dados pode
aumentar a reprodutibilidade da contagem espectral e também a quantificacdo de
proteinas com abundancia baixa (< 20 kDa) ou muito alta. Outro detalhe é que o
numero de peptideos gerados pela clivagem proteolitica é dependente da massa
molecular e comprimento da sequéncia da proteina. Apesar das desvantagens
mencionadas, 0 método de contagem espectral ainda é uma ferramenta valiosa para
o rastreamento rapido das diferengas entre as amostras e a estimativa ampla das

concentracdes de proteinas dentro do proteoma (111,112).

Quantificagéo baseada na Quantificagéo baseada na
contagem de espectros e intensidade do ion peptideo
identificagdo concomitante (MS1) e subsequente
(MS2) identificagdo (MS2)
o 3
Anélise LC-MS/MS 8 §
Mistura de peptideos wz
condlgao A Tempo de retengao
o 2
Andlise LC-MS/MS g s
Mistura de peptideos mz /\
Condi(}éo B Tempo de retencio

Figura 2.2. Métodos de quantificagéo livre de marcadores. Baseada tanto pela contagem
de espectros como calculo de intensidade da area sob a curva (117).

A segunda estratégia de quantificacao em proteémica shotgun é baseada
na intensidade do ion precursor conforme determinado pelo cromatograma de ion
extraido (XIC) gerado a partir do espectro de varredura total. Da mesma maneira que

a contagem de espectros esta correlacionada com a abundéncia de peptideos, o
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mesmo ocorre com o sinal do ion precursor, que pode considerar as medidas das
mudancas de intensidade de ions como area sob a curva ou altura dos picos
cromatograficos dos peptideos em um tempo de retencéo esperado. Esta abordagem
parece direta e conveniente, mas para obter resultados confiaveis, varios aspectos
experimentais e técnicos devem ser considerados, como por exemplo: preparacao de
amostra, purificagdo, separacao e fonte de ionizacdo. Além disso, os dados brutos
gerados por LC-MS devem ser pds-processados, como alinhamento de tempos de
retencdo, normalizacao de intensidades dos espectros de MS, entre outros (113,114).
Os meétodos baseados em XIC sdo consistentemente mais sensiveis e
precisos do que a CEs ao usar espectrémetros de massas de alta resolucao porque
esses equipamentos podem discriminar entre peptideos coeluentes de massa
semelhante, permitindo o mapeamento preciso de XIC (nivel MS1) para o peptideo
(nivel MS2). Ambas as abordagens LFQ baseadas em XIC e CEs sao suscetiveis a
alta variabilidade entre replicatas da mesma amostra. Os algoritmos quantitativos
empregados tentam controlar esta variabilidade, mas ainda n&o superaram a
variabilidade aleatéria da selecdo de ions, mudancas no tempo de retengédo e
eficiéncia de ionizacao (115,116). Alguns exemplos dos algoritmos empregados sao:
emPAl e APEX (112), MaxLFQ e iBAQ (117), para CEs e XIC respectivamente.

1.2. Estudos protedmicos em transtornos psiquiatricos

Antes de avaliar biomarcadores periféricos em transtornos psiquiatricos no
geral, foi importante tentar compreender as principais alteracdes fisiopatoldgicas
associadas aos principais transtornos psiquiatricos. A identificacao das vias neuronais
que sao afetadas em decorréncia destas doencas requer a integracdo de informagdes
obtidas por diferentes estratégias. Os estudos podem ser principalmente
subclassificados dentro das investigacbes post-mortem, incluindo abordagens como
gendmica, transcriptémica, proteémica, histologia, imageamento e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (NMR). Esses estudos permitiram a investigacao de
alterac6es moleculares e estruturais associadas as fisiopatologias relevantes (118).

Apesar desses estudos terem proporcionado resultados para o
desenvolvimento de novas hipoteses, como por exemplo, sobre as alteragées na
transmissao sinaptica, conectividade neuronal e plasticidade, estas andlises séo
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automaticamente afetadas pelo tempo de coleta da amostra e limitadas a um pequeno
namero de regides do cérebro (119-122). Na literatura, existem alguns biomarcadores
propostos em estudos independentes para cada doenga e poucos estudos
comparando-os. Porém, carecem de especificidade porque os biomarcadores séo
compartilhados entre as condicbes (118,123,124). Entre os processos bioldgicos
associados as proteinas cerebrais identificadas em pacientes com TB e ESZ
encontram-se: resposta ao estresse, metabolismo lipidico e fungcao mitocondrial
(119,125,126).

Por outro lado, as proteinas séricas identificadas em TB estdo envolvidas
na resposta imune, regulando os processos de transporte e comunicagao celular. Ja
para ESZ, além da resposta imune, estdo a regulacdo do metabolismo do acido
nucléico, crescimento e manutencgéao celular (127). A Tabela 2.1 foi gerada a partir da
selecao de artigos cientificos, baseados numa busca na base de dados do site Web
of Science, e usando termos chave “schizophrenia’, “bipolar disorder’
. serum/plasma’, e “biomarkers”. Nela indica alguns estudos realizados em ambas as
doencas até o ano de 2017, bem como as técnicas empregadas para analisar
amostras de sangue e identificar e/ou quantificar as proteinas pertencentes as vias de

sinalizagao e processos biol6gicos mencionados nesta secao.



Tabela 2.1. Estudo de biomarcadores em soro e plasma de pacientes com TB e ESZ
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.. . Doenca _— A
Proteina identificada PB/VS ¢ Técnica Referéncias
TB ESZ
Apo A1, Apo A4 2-DE, MALDI-TOF-MS, (128-132)
imunoensaios
. Transporte SDS-PAGE, MALDI-FTICR-
Componente C3, Transtiretina molecular e fatores X MS,2-DE, MALDI-TOF-MS (128,132,133)
Ferritina, Transferrina, Fator de coagulagao Imunoensaios, 2-DE, MALDI-
complementar B precursor, (128,131,132,134)
N TOF-MS
Fibrinogénio
Antitripsina a1, Macroglobulina a2,
Haptoglobma, Endotelina-1, « 2-DE, MALDI-TQF-MS, (128,132,135)
Glutationa S-transferase, Imunoensaios
Haptoglobina cadeia a2 e 8
Imunoensaios enzimaticos,
Proteina reativa C (CRP) X X SDS-PAGE, MALDI-FTICR- (133,136)
MS
IL-6 X X Imunoensaios (137-139)
IL-6R, sIL-2R, sIL-6R Inflamagéo e X Imunoensaios (130,136,140)
IL-10, IL-12, IL-16 estresse oxidativo X Imunoensaios (128,138,139,141)
Fator inibitorio de migracao de
macréfagos, TNF-R2, ICAM-1, IFN- .
Y, IL-1B, Polipeptidio pancredtico, X Imunoensaios (128,135,142,143)
Progesterona, Testosterona
TIMP1, TGF-B, TNF-a X Imunoensaios (128,138,142)
sP-selectina, sTNF-R1, IgM X Imunoensaios (136,140,144,145)
sCD14, hsCRP X X Imunoensaios (145,146)

x: Doenca psiquiatrica estudada. TB: transtorno bipolar; ESZ: esquizofrenia; PB: processo biologico; VS: via de sinalizacao.
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1.3.Relacao do sistema imunolégico com TB e ESZ

De forma geral, o sistema imunolégico é uma rede complexa de células e
proteinas que defende o corpo contra infecgdes e substancias externas (antigenos).
Este inclui barreiras anatémicas e fisiol6gicas, como camadas de células epiteliais,
lagrimas, saliva e a camada de muco secretado que reveste o epitélio dos tratos
gastrointestinal, respiratério e geniturinario. O sistema imunol6gico possui meméria
para que possa reconhecer e destruir um antigeno rapidamente se ele entrar no corpo
novamente. Ele é dividido em sistema imunoldgico inato e adaptativo.

Resumidamente, o sistema imunolégico inato caracteriza-se,
principalmente, pela resposta rapida a padrdées moleculares compartilhados por
muitos microbios e toxinas que ndo estao presentes no hospedeiro. Ele possui células
de defesa do sistema imune inato, proteinas soluveis e pequenas moléculas bioativas
que estao constitutivamente presentes em fluidos biol6gicos, como proteinas do
complemento. Alternativamente, essas pequenas moléculas, sdo liberadas das
células quando sao ativadas, como as citocinas, as quais regulam fungdes de outras
células em resposta a inflamacéo (147).

A classe de citocinas pré-inflamatérias é composta por interleucinas, como
por exemplo: IL-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral a (TNF- a), presentes na
Tabela 2.1; ao mesmo tempo, elas contribuem para a potencializagdo da resposta
inflamatéria uma vez que estas regulam a atividade das células pelas quais foram
liberadas.

A inflamacao é a resposta do sistema imunoldgico a estimulos prejudiciais,
como patdgenos, células danificadas e agentes externos, como compostos toxicos ou
irradiacao. Atua removendo estimulos prejudiciais e iniciando o processo de cura.
Portanto, € um mecanismo de defesa vital para a saude. Normalmente, durante as
respostas inflamatoérias agudas, os eventos celulares e moleculares e suas interacoes
minimizam com eficiéncia a lesdo ou infecgdo iminente. Este processo de mitigacéo
contribui para a restauracdo da homeostase do tecido e resolucdo da inflamagéao
aguda (148).

Em contraste, o sistema imune adaptativo € composto por células
altamente especializadas, como linfocitos T e B. Eles manifestam uma alta
especificidade por antigenos alvos eliminando os patégenos ou prevenindo a
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expansdo. As duas vias geralmente agem juntas, sendo o sistema inato a primeira
linha de defesa e 0 adaptativo torna-se proeminente apds varios dias (147).

Como mostrado na Tabela 2.1, diferentes estudos revelaram que pacientes
com TB e ESZ apresentam concentracdes séricas alteradas de citocinas e outras
moléculas associadas com inflamacdo ou funcdo e disfuncdo imunolégica (118).
Neste contexto, existe a teoria da inflamag&o em doengas neuropsiquiatricas, como
ESZ e TB (fase depressiva), baseada na relagéo entre as citocinas pré-inflamatorias
e seus efeitos sobre as vias de sinalizagdo do metabolismo das monoaminas, funcoes
neuroenddcrinas e plasticidade sinaptica. Esta teoria foi apoiada, no caso de
pacientes com ESZ, por experimentos que identificaram, além do aumento de peso,
modulac¢des dos niveis de citocinas apds seis meses de tratamento com antipsicotico
(149,150). Similarmente para pacientes com TB, diversos estudos demostraram niveis
elevados de citocinas durante as fases de depressao, mania e eutimia, indicando
estados de inflamagéao crdnicos e baixos (151).



65

2. Objetivo

2.1.Objetivo geral

O objetivo deste estudo protedmico exploratério livre de marcadores
consistiu em avaliar a associagao entre as abundancias relativas das proteinas em
soro de pacientes com TB e ESZ, bem como a possivel relacdo aos efeitos de

diferentes tratamentos.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar a deplecao das amostras de soro usando a coluna de afinidade
HiTrap Aloumina & IgG;

e Identificar as proteinas nas amostras de soro por nLC-MS/MS;

e Realizar a caracterizagdo e reportar os valores de fold change para as
proteinas diferencialmente significativas;

e Realizar as analises de dados, usando ferramentas de bioinformatica para
detectar possiveis diferencas com as determinadas no grupo controle
(saudavel);

e Interpretar os resultados com base na literatura.
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3. Parte experimental

3.1. Materiais e reagentes

3.1.1. Equipamentos e materiais

e Balancga analitica;

e Tubos de polipropileno de 600 uL, 1,5 mL e 2 mL;

e Sistema de purificacao Mili-Q, Milli-Q Advanced A 10 (Millipore, EUA);

e Cromatdgrafia liquida da proteina rapida — FPLC AKTA™ (GE Healthcare,
Alemanha);

e Centrifuga, modelo MIKRO 220R (Andreas Hettich, Alemanha);

e Coluna de afinidade albumina e immunoglobulina (HiTrap Albumin & IgG,
GE Healthcare, Alemanha);

e Tubos Vivacon 500 com cut-off de 30 kDa (Sartorius, Alemanha);

e Tubos de 1,5 mL Lobind (Eppendorf, Alemanha);

e SpeedVac, modelo Concentrator Plus (Eppendorf, Alemanha);

e Vdrtex com velocidade variavel de 0 — 2500 rpm (modelo: MX-S, DLAB
Scientific, China);

e pH-metro;

e Microcentrifuga analégica de 7000 rpm (modelo: D1008, DLAB Scientific,
China);

e Termobloco de microtubos (modelo: AccuTherm; Labnet International,
EUA);

o Espectrofotdmetro leitor de microplacas, modelo: Asys Expert Plus
(Biochrom Ltd, Reino Unido);

e Stage Tips C18;

e Espectrdmetro de massas do tipo Orbitrap Elite™ (Thermo Scientific, EUA);

o Reagentes de pureza analitica e solventes grau HPLC, provenientes de
empresas J.T. Baker (EUA), Merck (EUA) e Sigma-Aldrich (Alemanha).
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3.1.2. Tampoes e solucoes

e Solucdo Coomassie: acido fosférico 10 % (v/v), sulfato de amébnio 10 %
(m/v), Coomassie Brilliant Blue G-250 0,12 % (m/v), metanol 20 % (v/v),
agua deionizada;

e Solugéo albumina de soro bovino (BSA) 2g mL;

e Tampao de acoplamento — fosfato de sédio / NaCl (20 mmol L' /0,15
mmol L, pH 7,4);

e Tampao de eluicido — fosfato de potassio / KCI (50 mmol L'/ 1,5 mol L,
pH 7,4);

e Solugéo de ureia (8 mol L),

e Solucéo de brometo de tetraetilaménio (TEAB) (20 mmol L);

e Solugéo de ditiotreitol (DTT, 100 mmol L-') em TEAB;

e Solugéo de iodoacetamida (IAA, 50 mmol L') em TEAB;

e Solugéo de tripsina (Try, 0,2 ug uL') em TEAB;

e Solucao de acido trifluoroacético (TFA, 0,5 % v/v);

e Solucdes para dessalinizagdo: Acido férmico (AF, 0,1 % v/v); acetonitrila
(ACN, 100 %, 90 %, 50 % e 20 %) em AF 0,1 %; metanol (MeOH, 100 %).

3.2. Metodologia

3.2.1. Participantes do estudo

Dez individuos com TB e dez com ESZ, ambos os grupos sob tratamento,
participaram do estudo, assim como quatorze controles saudaveis (CS). Todos os
pacientes se encontravam na fase estavel ou eutimica. As amostras de sangue foram
coletadas no Hospital das Clinicas (Universidade Estadual de Campinas, Brasil)
seguindo os critérios de exclusao e protocolos conforme descrito no item 3.2.1 do
Capitulo 1.
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3.2.2. Coleta de amostras e armazenamento

Tanto o procedimento para a colha do sangue como a descricao dos
medicamentos utilizados no tratamento dos pacientes foram descritos no item 3.2.2
do Capitulo 1. As informacdes dos participantes incluidos para o estudo proteémicos

esta mostrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Caracteristicas dos participantes incluidos no estudo

Parametro B ESZ CS
Idade (anos); média (DP) 33,2 (8,5) 32 (4,7) 37,9 (8,9)
Género F/M; n (%) 6/4 (60/40)  3/7 (30/70)  9/5 (64/36)
IMC; kg/m2; média (DP) 26,4 (4,4) 30 (7,7) 24,5 (2,7)
Fumante (%) 10,0 20,0 21,4

Tratamento; n (%)

Anticonvulsivantes 4 (40) 2 (20) -
Estabilizadores de humor 5 (50) -- --
Ansiolitico 1(10) 3 (30) -
Antipsicéticos 7 (70) 9 (90) -
Antidepressivos -- 2 (20) -

IMC: Indice de massa corporal, TB: pacientes com transtorno bipolar, ESZ:
pacientes com esquizofrenia, CS: controle saudavel.

3.2.3. Deplecao e quantificacao de proteinas

Foi realizado o fracionamento das amostras de soro empregando uma
coluna de bioafinidade HiTrap Albumin & IgG (GE Healthcare, Alemanha) de 0,7 x 2,5
cm (1 mL), com vazdo de 1 mL min-! para separar as proteinas mais abundantes do
soro (tais como albumina, IgG, etc.) e evitar possiveis interferéncias nas analises por
MS. Uma aliquota de 70 pL de soro foi diluida no tampao de acoplamento (1:1) e
centrifugada a 13 000 g a 4 °C por 10 minutos. Em seguida, foram injetados 100 uL
da amostra em um equipamento Akta Start FPLC (GE Healthcare, Alemanha) usando
a coluna HiTrap Albumin & IgG (152). As fracbes depletadas foram coletadas e
concentradas em SpeedVac a 30 °C por 5 h, até a obtengcdo de um volume final de
aproximadamente 200 pL. Assim, para dar continuidade as demais etapas, foi
necessario realizar a quantificagdo de proteinas empregando o método colorimétrico
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de Bradford usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdao na faixa de

concentragdes entre 1 e 25 ug L' (153).

3.2.4. Digestao com tripsina

Apés a quantificacado das proteinas pelo método de Bradford, uma aliquota
contendo 150 ug de proteinas de cada amostra foi utilizada para a digestao usando
um filtro concentrador Vivacon 500 com cut-off de 30 kDa para as etapas de
carregamento, digestao e eluicdo dos peptideos para cada amostra (154). Assim, na
primeira etapa, as proteinas foram carregadas no filtro e o volume necessario (até 200
uL) completado com uma solugédo de 8 mol L' de ureia e centrifugada a 10 000 g por
15 min. A porgéo nao retida foi descartada. A seguir, foram realizadas duas lavagens
com solucéo de ureia cada uma com velocidade de centrifugacao de 10 000 g por 15
min, descartando sempre as porcdes nao retidas. O processo de reducéo foi feito
pela adicdo de 150 uL de ditiotreitol (DTT) e ureia, permanecendo sob agitacao em
termobloco a 21 °C por 1 min e 600 rpm, seguido de repouso a temperatura ambiente
por 30 min e centrifugado a 10 000 g por 15 min. A seguir, foram realizadas lavagens
para retirar o DTT com 150 pL de solucao de ureia. O processo de alquilacao foi feito
com 150 pL de iodoacetamida (IAA) e a solugao foi incubada no termobloco a 21 °C
por 1 min e 600 rpm e protegida da luz por mais 20 min seguido de centrifugagéo 10
000 g por 15 min. Em seguida, foram realizadas lavagens consecutivas com 100 pL
de solugao de ureia (1x) e solucdo de TEAB (3x) centrifugadas a 10 000 g por 15 min
cada uma.

Na segunda etapa, digestao, foram adicionados 5 uL de Try e 90 uL de
TEAB a cada amostra com um novo tubo Eppendorf Lobind como suporte, protegidos
com parafilm e incubados no termobloco a 37 °C por 16 h (overnight) a 500 rpm. Na
terceira etapa, a eluicdo dos peptideos foi realizada em um spin na microcentrifuga
para recuperar amostra retida na tampa. Em seguida, foi centrifugado a temperatura
ambiente a 14 000 g por 10 min. Adicionou-se 50 pL TEAB e centrifugou-se
novamente a 14 000 g por 10 min. Finalmente, foram adicionados 40 uL de TEAB com
agitacao no termobloco a 600 rpm por 1 min; e em seguida, uma ultima centrifugacao
de 14 000 g por 10 min antes do filtro (Vivacon) ser retirado. Para deter a reacao da



70

enzima, foi adicionado 10 pL TFA para conferir um pH < 3. Em seguida, as amostras
foram secas a vacuo por um periodo aproximado de 4 h.

3.2.5. Dessalinizacao

Nesta etapa de dessalinizacao foram empregadas colunas Stage Tips C18
(155), previamente condicionadas com 150 pL de MeOH, retirando o solvente sob
centrifugacao a 1 000 g por 3 min. Seguidas de trés lavagens com 150 pL de ACN
100% (em TFA 0,1%) e trés lavagens de TFA 0,1% sob as mesmas condi¢des de
centrifugacao. Depois de prontas, as amostras em 50 pyL de AF 0,1% foram
ressuspendidas e transferidas as colunas. A seguir, foram centrifugadas a 900 g por
4 min e realizadas trés lavagens com 200 pL de TFA 0,1% sob as mesmas condi¢des
de centrifugacao. Finalmente, para recuperar os peptideos, foram trocados os tubos
por Eppendorfs Lobind novos e submetidos a 6 ciclos de lavagens com centrifugagao
de 600 g por 2 min, guardando a porcao eluida. Assim, nos dois primeiros ciclos foram
adicionando 80 pL de ACN 20% (em TFA 0,1%), seguidos de outros dois ciclos com
adicéo de 80 pL de ACN 50% (em TFA 0,1%) e dois com de 80 uL de ACN 90% (em
TFA 0,1%). As porc¢des foram secas no concentrador e posteriormente armazenadas
a -80 °C.

3.2.6. Analises por espectrometria de massas

No dia das analises, as amostras foram ressuspendidas em 50 pL de AF.
Um total de 2 ug de peptideos digeridos foram carregados em um sistema de nano
cromatografia liquida (nLC) Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific). Os peptideos
foram eluidos utilizando uma coluna C18 trap e Reprosil-Pur Basic (Dr. Maisch GmbH)
de 30 mm de comprimento e 0,1 mm de didmetro, 230 mm de comprimento e 0,075
mm de didmetro interno, respectivamente. O gradiente empregou uma solugéo
aquosa de 0,1 % (v/v) de AF na fase mével A e uma de 0,1 % (v/v) de AF em ACN na
fase moével B durante 180 minutos com uma vazao controlada de 400 nL min' de 2 a
35 % da fase B. O eluido da coluna de nLC foi diretamente submetido a ionizagao por
electrospray (ESI) em um espectrometro de massas Orbitrap Elite™ (Thermo
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Scientific), operado no modo de ions positivos e ajustado para aquisicao dependente
de dados (DDA).

Os peptideos precursores foram detectados na faixa de razdo m/z 300 a
1650 e a uma resolugao de 120 K. O modo MS tandem foi realizado com uma janela
de isolamento de 1 unidade de massa atémica (u), com fragmentacdo HCD
(dissociacao por colisao de alta energia) no quadrupolo com uma energia de colisao
normalizada de 35 %. Somente o0s 15 precursores mais intensos foram submetidos ao
MS2. A duragdo da exclusao dinadmica foi definida como 90 s com tolerancia a erros

de massa em torno de 10 ppm (156).

3.2.7. Identificacao de proteinas

Os dados adquiridos por MS foram processados usando o programa
MaxQuant versdo 1.6.0.1 (157). As listas de pico derivadas foram submetidas ao
mecanismo de busca Andromeda (158) (www.maxquant.org) e o banco de dados

usado na busca de proteinas foi Human UniProt (ano 2017, sequéncias: 93614,
residuos: 37039836). Para pesquisas no Andromeda, a tolerancia em massa do
precursor foi definida como 20 ppm. A tolerancia da massa de ions do fragmento foi
ajustada para 0,5 Da. A tripsina/P foi escolhida como enzima e foram permitidas 2
clivagens perdidas. A oxidagdo da metionina foi definida como modificagdes variaveis
e a carbamidometilacdo da cisteina foi definida como uma modificagdo fixa. O
comprimento minimo do peptideo foi fixado em seis aminoacidos. A taxa de falsa
descoberta (FDR) maxima - calculada empregando uma estratégia de banco de dados
reverso - foi fixada em 1 % para peptideos e proteinas. O algoritmo LFQ do MaxQuant
foi aplicado para normalizar e calcular as abundéancias das proteinas (159). Nesse
fluxo de trabalho especifico, a partir do arquivo proteingroups.txt gerado, o filtro de
dados e analise estatistica para cada grupo de proteinas foi calculada no Perseus v.
1.6.14.0 (160).

3.2.8. Analises estatisticas e de classificacao

Os dados foram analisados usando ferramentas estatisticas univariadas no
Perseus, como o teste t de Welch aplicado aos grupos em pares usando FDR de
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Benjamini-Hochberg. O teste multi-amostral (one-way ANOVA) foi feito com
permutacdes baseadas no FDR e 250 randomizacdes. Os respectivos fold changes
(FC) foram determinados e exibidos como log2(FC). Adicionalmente, os Volcano plot
sé&o mostrados para todos os grupos em pares usando teste de duas-caudas com 250
randomizacdes. Todos os resultados foram avaliados com nivel de confianga de 95
%, significancia estatistica com valor de p < 0,05 e FDR = 0,05.

3.2.9. Anotacao funcional e analise de enriquecimento de vias de

sinalizacao

Foi realizada uma analise bioinformatica de proteinas expressas
diferencialmente entre os grupos estudados. A analise de Gene Ontology (GO) foi
empregada para classificar as proteinas significativas nas seguintes trés classes:
componente celular (CC), processos biologicos (PB) e funcdo molecular (FM). A
analise de enriquecimento GO foi usada no FunRich ver. 3.1.3 (161), enquanto o

REACTOME (Disponivel online: https://reactome.org/) (162) foi usado para

classificacao de vias. Para determinar as relagdes funcionais entre essas proteinas,
conduzimos uma analise de enriquecimento de via de sinalizacao/processo usando

agrupamento de anotacao funcional DAVID (Database Annotation Visualization, and

Integrated Discovery, Bioinformatic resources, https:/david.ncifcrf.gov/) (163) nos

bancos de dados de vias de sinalizacao: GO e Enciclopédia de Genes e Genomas
Kyoto (KEGG). Finalmente, as interagdes proteina-proteina (IPP) foram previstas

usando o Cytoscape através do aplicativo String (164).


https://david.ncifcrf.gov/
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4. Resultados e discussoes

4.1. Anadlises estatisticas e de classificacao

A comparacgédo dos dados demograficos na Tabela 2.2 (considerando os
fatores de idade e sexo) nédo revelou diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos. No entanto, uma diferenca significativa no IMC (p = 0,02) foi observada
entre os grupos ESZ e CS. A andlise de nLC-MS permitiu a quantificacdo de 108
proteinas (Tabela Anexo) nas 34 amostras estudadas. Nenhuma proteina foi
identificada como exclusiva em individuos com qualquer uma das duas condi¢oes
psiquiatricas, sugerindo que quaisquer diferencas proteémicas nos pacientes sao
quantitativas. Ap6s analise estatistica, foi obtida uma lista de 25 proteinas diferenciais
(p < 0,05) entre os trés grupos e essas proteinas foram selecionadas para posterior
analise (Tabela 2.3). O respectivo logz (FC) para cada par de condicédo esta listado na
Tabela 2.4, onde o sinal negativo indica menor abundancia, enquanto o positivo, maior
abundancia para cada proteina. Além disso, a tabela mostra as proteinas significativas
pelo grafico de Volcano com um asterisco (*). Na Figura 2.3 € possivel a visualizacao
das diferengas entre as abundéancias da proteina entre as duas condi¢gées usando o
grupo CS como linha de base. Assim, AFM, CPB2, RBP4, IGLC6, APOA1 e GPX3
encontram-se em niveis menores, enquanto as 19 proteinas restantes apresentam
niveis opostos entre si. Este ultimo detalhe é relevante para levar em consideracao na

interpretagéo das andlises de enriquecimento.
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Figura 2.3. Relacdo de abundéancias das proteinas entre os grupos.



Tabela 2.3. Analise estatistica por teste t e ANOVA

, p-valor p-valor p-valor ANOVA
IDs Nomedeproteina  po7 7B ESZ-CS TB-CS p-valor
075636 Ficolina-3 1,1E-04* 0,017* 0,034* 2,9E-04*
P05156 Fator do complemento|  9,3E-04* 0,042 8,6E-03* 4,5E-04*
P07357 Complemento C8 cadeia 5,1E-03* 0,275  2,7E-03* 1,8E-03*
a
P08697 Alfa-2-antiplasmin 3,8E-03* 0,098 0,015* 2,5E-03*
P07225 Proteina vitamina K- 6,5E-03* 3,8E-03* 0,623 6,4E-03*
dependente S
P02768 Albumina sérica 6,2E-03* 0,014* 0,151 7,1E-03*
Q14624 Inibidor Inter-a-tripsin 4 6,1E-03* 0,051 0,135  9,3E-03*
P00747 Plasminogénio 3,9E-04* 0,161 0,103 0,012*
P02647 Apolipoproteina A-I 0,042* 7,2E-03* 0,524 0,013*
Q92954 Proteoglicano 4 5,0E-03* 0,256 0,053 0,014*
P22352 Glutationa peroxidase 3 0,903 0,022* 0,010* 0,015*
P05546 Cofator heparina 2 1,4E-03* 0,277 0,063 0,016*
P06276 Colinesterase 8,9E-03* 0,055 0,220 0,017*
P35542 Proteina A-4 amiléide 0,028* 0,650 0,024* 0,037*
sérica
P02743 Componente P de 0,041* 0,025* 0,703 0,047
amiloide sérico
Q961Y4 Carboxipeptidase B2 0,104 0,030* 0,659 0,064
P07360 Complemento C8 cadeia 0,041 0,048* 0,494 0,081
Y
P07358 Complemento C8 cadeia  0,040* 0,078 0,492 0,087
p
POCF74 Regido C dalgcadeiaA- 0,505 0,182 0,034* 0,092
6
P00738 Haptoglobina 0,088 0,031* 0,488 0,095
P15169 Cadeia catalitica da 0,028* 0,327 0,171 0,095
carboxipeptidase N
P04217 Alfa-1B-glicoproteina 0,040* 0,088 0,566 0,103
P43652 Afamina 0,161 0,041* 0,883 0,113
P00736 Complemento C1r 0,048* 0,110 0,443 0,115
P02753 Proteina 4 de ligagéo ao 0,332 0,342 0,045* 0,130

retinol

*p-valor < 0,05. TB: pacientes com transtorno bipolar, ESZ: pacientes com esquizofrenia,
CS: controle saudavel.



Tabela 2.4. Valores de fold change (logoFC) para as 25 proteinas diferenciais
estatisticamente significativas

Gene IDs Nome log(FC)
ESZ/TB ESZ/CS TB/CS

FCN3 075636 Ficolina-3 1,80" 1,04* -0,76*

CFl P05156 Fator do complemento | 1,01* 0,41 -0,60*

C8A P07357 Complemento C8 cadeia 1,86* 0,47 -1,39*
a

SERPINF2 P08697 Alfa-2-antiplasmin 2,45* 0,97 -1,49*

PROS1 P07225 Proteina vitamina K- 1,47 1,24* -0,23
dependente S

ALB P02768 Albumina sérica 1,74* 0,95* -0,79

ITIH4 Q14624 Inibidor Inter-a-tripsin 4 0,80* 0,47 -0,33

PLG P00747 Plasminogénio 0,98* 0,44 -0,54

APOA1 P02647 Apolipoproteina A-I -0,48 -0,59* -0,12

PRG4 Q92954 Proteoglicano 4 0,84* 0,29 -0,56

GPX3 P22352 Glutationa peroxidase 3 0,04 -0,79* -0,83*

SERPIND1 P05546 Cofator heparina 2 0,71* 0,26 -0,45

BCHE P06276 Colinesterase 1,07* 0,66 -0,41

SAA4 P35542 Proteina A-4 amilbide 1,07* 0,19 -0,88*
sérica

APCS P02743 Componente P de 1,01* 0,86* -0,16
amiloide sérico

CPB2 Q961Y4  Carboxipeptidase B2 0,48 0,58 0,10

c8G P07360 Complemento C8 cadeia 1,54* 1,04* -0,50
Y

C8B P07358 Complemento C8 cadeia 1,30* 0,89 -0,41
p

IGLC6 POCF74 Regiao C da Ig cadeia A- 0,26 -0,56 -0,82*
6

HP P00738 Haptoglobina 1,12 0,77* -0,35

CPN1 P15169 Cadeia catalitica da 1,45* 0,66 -0,79
carboxipeptidase N

A1BG P04217  Alfa-1B-glicoproteina 0,91 0,66 -0,25

AFM P43652 Afamina 0,63 0,67* 0,04

C1iR P00736 Complemento C1r 1,28* 0,79 -0,49

RBP4 P02753 Proteina 4 de ligacao ao 0,70 -0,45 -1,14*
retinol

*Significativos pelo Volcano plot.
TB: pacientes com transtorno bipolar, ESZ: pacientes com esquizofrenia, CS: controle
saudavel.
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A Figura 2.4 exibe o perfil de abundancia de proteinas diferenciais e
significativas pelo Volcano plot. Como descricao: nos graficos de Volcano, o eixo Y é
o logaritmo de base 10 negativa do p-valor do teste t para as 25 proteinas diferenciais.
O eixo X é o logaritmo de base 2 da alteragao do fold change (FC) (razao entre pares
de grupos). Os pontos de corte usados sao: p-valor < 0,05 e fold change = 1,5, as
proteinas diferenciais em maior abundéncia apontadas pelo Volcano plot sao
denotadas em cor vermelha, enquanto as menos abundantes, em cor verde. Assim,
as Figuras 2.4a e 2.4b exibem as proteinas significativamente diferenciais para os
pares TB-CS e ESZ-CS, respectivamente. Especificamente o grafico de Volcano na
Figura 2.4a aponta oito proteinas menos abundantes no grupo TB em comparagao
com os individuos saudaveis (C8A, SERPINF2, GPX3, CFl, SAA4, RBP4, IGLC6 e
FCN3) e nenhuma proteina com niveis maiores. Enquanto para o grupo ESZ (Figura
2.4b), sete proteinas mais abundantes (PROS1, ALB, FCN3, APCS, HP, AFM e C8G)
e duas menos (GPX3 e APOAT1) foram observadas em comparagéao com o grupo CS.
Por outro lado, quando ambos os grupos de transtornos sdo comparados entre si
usando o grupo controle como base, ele retornou 18 proteinas com niveis maiores e
significativos no grupo ESZ (Figura 2.4c), o que significa que essas proteinas se

encontram em maior abundancia no grupo ESZ que no TB.
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Figura 2.4. Perfil de abundancia de proteinas diferenciais por Volcano plots: p-valor
vs. log>(FC). Volcano plot comparando os grupos: (a) TB e CS, (b) ESZ e CS, (c) TBe
ESZ. Pontos vermelhos representam proteinas em maior abundancia, enquanto os
pontos verdes representam proteinas em menor abundancia.

Embora os niveis séricos da proteina APOA1 foram determinados em
niveis baixos para ambos os transtornos psiquiatricos, a alteracdo desta proteina foi
encontrada significativa por Volcano plot apenas para ESZ em comparagdo com o
grupo CS. As informagbes na literatura estdo de acordo com os resultados de baixa
abundancia apresentados aqui em relacdo a esta apolipoproteina em pacientes com
TB (165-167) e ESZ (132,168,169) tratados em comparacdo com CS. Em um estudo
prévio de nosso grupo, foi sugerido que os baixos niveis séricos de APOA1 em
pacientes com TB versus individuos saudaveis sdo restaurados de forma mais eficaz
no tratamento com litio (Li) do que com outros medicamentos diferentes ao Li (170).
No entanto, no presente estudo nao foram observadas diferengas significativas entre
ambos os tratamentos dentro do grupo TB (p = 0,16). Além da medicacdo (os
participantes ndo estavam sendo tratados exclusivamente com Li), esta diferenga
também pode depender da técnica de deplecao de proteinas (2D-DIGE vs. FPLC) e
do analisador de massas (TOF vs. Orbitrap) empregados nos estudos.

As informacdes sobre os niveis de proteina moduladas em pacientes com
TB antes de qualquer tratamento sao limitadas, em parte porque o diagndstico é feito
principalmente apds o paciente apresentar um episodio (mania ou hipomania). Como
consequéncia, a probabilidade de que os pacientes podem se encontrar sob
tratamento € alta, alternando entre as fases de eutimia, depressdo ou mania (171). No
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entanto, um estudo relatado por Ren et al. (172) em pacientes com TB sem tratamento
em comparacao com participantes saudaveis, foram observadas proteinas reguladas
positivamente, como HP e APOA1; entdo, € possivel sugerir para este estudo que a
medicacgao restaura e até diminui seus niveis. Por outro lado, apesar do numero de
estudos sobre 0s niveis de proteinas séricas de pacientes com ESZ no primeiro surto
ou sem tratamento serem mais elevados do que para TB, especificamente, os niveis
de APOA1 nao estdo bem estabelecidos (130,131,173,174), impedindo a comparagao
com os resultados aqui relatados. Em um outro estudo, as proteinas C8B e ITIH4
foram encontradas em niveis maiores, enquanto a PROS1, em niveis menores aos
controles (175). Baseado nestes resultados, podemos inferir que o tratamento pode
nao interferir nos niveis de C8B e ITHI4, sendo ambas as proteinas caracteristicas da
doenca, enquanto a PROS1 é modulada apos o tratamento.

Em relacdo as apolipoproteinas, embora altamente abundantes no soro,
sao caracterizadas em multiplas classes e subclasses dependendo das propriedades
superficiais e estruturais (176,177). A APOA1 é um componente predominante das
particulas das proteinas de alta densidade (HDL), as quais possuem propriedades
ateroprotetoras, bem como atividades antioxidantes e anti-inflamatoérias nos estados
livre e ligado a lipidios juntamente com a atividade de efluxo de colesterol. Este Gltimo
consiste na transferéncia de colesterol intracelular de macréfagos ou outras células
até receptores extracelulares (178,179). Assim, a APOA1 como molécula isolada
apresenta diversas funcdes moleculares, portanto, participa em mais de um processo
biolégico para atingir uma funcao biolégica mais ampla. Como esperado, devido ao
envolvimento em uma diversidade de fungdes bioldgicas e independentemente dos
niveis serem estatisticamente significativos para ESZ no presente estudo, a APOA1
nao pode ser empregada como biomarcador para diferenciar TB de ESZ.

Algumas das proteinas identificadas neste trabalho foram relatadas em
estudos anteriores de TB e ESZ. Como exemplo pontual: Song et al. (180)
identificaram proteinas diferenciais comparando as fases bipolares (eutimia, mania e
depresséao) vs. individuos saudaveis. Entre as proteinas identificadas em pacientes
eutimicos com TB (principalmente tratados com estabilizadores de humor), duas
proteinas em niveis inferiores ao controle, além da APOA1, APCS e ITIH4, foram
confirmadas no presente estudo. Enquanto que, para proteinas como HP, C1R e CFl,
resultados opostos foram obtidos. Essas diferencas podem ser devido ao efeito do
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tratamento combinado que os pacientes com TB incluidos neste estudo foram
submetidos. Portanto, € possivel que antipsicéticos misturados com estabilizadores
de humor influenciem a abundéancia de HP, C1R e CFI. Quanto a niveis de proteinas
em pacientes com ESZ tratados com antipsicéticos Wan et.al (181) encontrou niveis
significativamente altos de HP e APCS quando comparado com grupo saudavel, os

que se encontram em concordancia com o presente estudo.

4.2. Anotacao funcional e analise de enriquecimento de vias de sinalizacao

A fim de compreender as implicagbes funcionais das abundéncias
alteradas em ambas as condi¢des psiquiatricas, foi realizada uma analise de predi¢ao
GO (Tabela 2.5). Obteve-se que as proteinas diferenciais enriquecidas resultaram
principalmente em categorias relacionadas ao sistema imunoldgico, a resposta ao
estresse e a processos celulares. Na categoria CC, todas as proteinas, exceto PRG4,
se encontram distribuidas extracelularmente. Na categoria PB, os termos 'regulagéo
da ativacdao do complemento’ (GO: 0030449), 'degranulagdo de plaquetas' (GO:
0002576), 'ativagdao do complemento, via classica' (GO: 0006958), 'resposta de fase
aguda' (GO: 0006953), entre outros, se revelaram significativamente representados
(p < 0,05, Figura 2.5a).

Na categoria FM, o Unico grupo representado foi 'atividade inibidora da
endopeptidase' (p < 0,01) e as proteinas identificadas foram alfa-2-antiplasmin
(SERPINF2), proteina vitamina K-dependente S (PROSH1), inibidor Inter-a-tripsin 4
(ITIH4) e cofator heparina 2 (SERPIND1).

A classificacdo das vias de sinalizacdo por REACTOME (Tabela 2.6 e
Figura 2.5b) demonstrou que as mais representadas foram sistema imunoldgico,
hemdstase, metabolismo de proteinas, transporte mediado por vesiculas e vias de
transporte de pequenas moléculas. A analise de agrupamento de anotacao funcional
com DAVID foi realizada para avaliar a significancia funcional de proteinas mais e
menos abundantes entre os grupos TB e ESZ. Quatro grupos de anotacdes
apresentando os GO terms PB: cascatas de complemento e coagulacao, fibrindlise,
atividade da endopeptidase do tipo serina e atividade do inibidor da endopeptidase;
assim como as principais vias: sistema imunolégico e hemdstase com pontuacao

enriquecida > 2 foram determinadas (Tabela 2.7).
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Tabela 2.5. Analise de enriquecimento de Gene Ontology para as 25 proteinas diferenciadas

Gene Enriqueci-

Bonferroni

% mento p-valor Proteinas

Componente celular (CC)

Regido extracelular 96 9,7 2,5E-20  Todas exceto PRG4

Processo biologico (PB)

Regulacao da ativagao do 36 56,9 2,8E-10  CFIl; C8A; PROS1; CPB2;

complemento C8G; C8B; IGLC6; CPNf1;
C1R

Degranulagao de 28 40,0 3,7E-06  SERPINF2; PROS1; ALB;

plaquetas ITIH4; PLG; APOA1; A1BG

Ativagao do 28 32,1 1,8E-05  CFIl; C8A; APCS; C8G;

complemento, via classica C8B; IGLC6; C1R

Resposta de fase aguda 20 96,6 1,8E-05  SERPINF2; ITIH4; SAA4;
APCS; HP

Fibrindlise 16 142,9 1,8E-04  SERPINF2; PROS1; PLG;
CPB2

Ativacao do complemento 20 38,8 2,0E-03 FCNB3; C8A; C8B; IGLCS;
C1R

Regulacdo negativa da 12 2145 3,6E-083  SERPINF2; PLG; CPB2

fibrindlise

Ativagao do 12 165,0 8,5E-03  CB8A; C8G; C8B

complemento, via

alternativa

Citélise 12 119,2 2,4E-02 CB8A; C8G; C8B

Funcao molecular (FM)

Atividade do inibidor de 16 72,7 1,1E-03  SERPINF2; PROS1; ITIH4;

endopeptidase

SERPIND1




Tabela 2.6. Analise de vias de sinalizagao por REACTOME

Via sinalizacao

ID principal Nome da via Proteinas
R-HSA-166658 Cascata do complemento FCN3; CPB2; C8G; C1R; PROS1
IGLCS6; CFl; C8B; C8A; CPN1
R-HSA-977606 Regulacéo da cascata do complemento CPB2; C8G; C1R; PROST1;
IGLC6; CFl; C8B; C8A; CPN1
R-HSA-166665 Sistema Via terminal do complemento C8G; C8B; C8A
R-HSA-168249 imunologico Sistema imunolégico inato FCN3; CPB2; C8G; C1R; PROSI;
IGLCS6; CFIl; HP; A1BG;
C8B; C8A; CPN1
R-HSA-166786 Expressao de ativadores C4 e C2 FCN3; C1R; IGLC6
R-HSA-166663 Disparo inicial do complemento FCN3; C1R; IGLC6
R-HSA-114608 Degranulagéo de plaquetas
R-HSA-76005 Resposta ao aumento Ca?* citosolico plaquetario ITIH4; PROST; ALB
P plaq SERPINF2; APOAT1; PLG; A1BG
R-HSA-76002 Hemdstase Ativacao, sinalizacdo e agregacéo de plaquetas ’ ’ ’
R-HSA-75205 Dissolucéo do coagulo de fibrina SERPINF2; PLG

R-HSA-140837

Via intrinseca de formacao de coagulo de fibrina

SERPIND1; PROS1

R-HSA-8957275
R-HSA-381426

Metabolismo de

Fosforilagdo p6s-traducional de proteina
Regulacéo do transporte da Insulin-like Growth

SERPIND1; ALB; APOA1
SERPIND1; ALB; APOAT; PLG

proteinas Factor (IGF) e transportada por Insulin-like
Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs)
R-HSA-8964058 ™ Remodelagao HDL ALB; APOA1; SAA4; AFM
R-HSA-2168880 Transporte Remocao (scavenging) de heme do plasma ALB; IGLC6; HP; APOA1
R-HSA-2173782 me@a?o por Ligacdo e captacéo de ligantes pelos receptores  ALB; IGLC6; HP; APOA(1
vesiculas

Scavenger

p-valor < 0,005; FDR < 0,05. TM: transporte de pequenas moléculas

81
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Figura 2.5. Classificagdo das proteinas diferencialmente abundantes
identificadas em processos biol6gicos (BP) e vias nas quais participam, e sua
quantidade relativa (%). (a) GO terms representados para a categoria BP e
principais processos coloridos. A linha vertical indica um p-valor de 0,05. (b)
Principais vias de sinalizacao alteradas determinadas pelo REACTOME.
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Tabela 2.7. Andlise de agrupamentos (cluster) significativamente enriquecidos de
proteinas com abundancias alteradas entre os grupos TB e ESZ calculados por
DAVID Bioinformatics Resources 6.8

Termo Score* Proteinas

Cluster 1 4,29

hsa04610: Cascata do C8A, C8B, SERPINF2, C1R, CFl,
complemento e coagulagéo SERPIND1, CPB2, PROS1, PLG, C8G
G0:0030449~regulagao da C8A, C8B, CFI, PROS1, C8G
ativacéo do complemento

G0:0006958~ativacao do C8A, C8B, IGLC®6, C1R, CFI, C8G
complemento, via classica

G0:0006956~ ativagao do C8A, C8B, FCNS3, IGLC6, C1R
complemento

Imunidade C8A, C8B, FCN3, HP, C1R, CFI, C8G
GO:0005579~membrane C8A, C8B, C8G

attack complex

Cluster 2 3,95

G0:0042730~ fibrindlise SERPINF2, CPB2, PROS1, PLG
Coagulagao / hemdstase SERPIND1, CPB2, PROS1, PLG
Cluster 3 2,95

G0:0004252~atividade de FCNS, IGLC6, HP, C1R, CFI, PLG
endopeptidase do tipo serina

Cluster 4 2,87

G0:0004866~atividade do SERPINF2, ITIH4, SERPIND1, PROST

inibidor de endopeptidase

* Enriquecimento: p-valor < 0,001 e FDR < 0,05.

A fim de investigar melhor como as proteinas listadas estao relacionadas
entre si, a topologia da rede IPP global foi avaliada com base nas informacdes
disponiveis (182,183). Assim, a relacdo entre as proteinas listadas na Tabela 2.3,
(exceto IGLC6 - proteina ndo encontrada no banco de dados String) estédo
representadas na rede (Figura 2.6). Adicionalmente, mostra os valores logz(FC)
referentes a ambas as condigdes (ESZ/TB) desde a tonalidade verde (menor

abundancia relativa) até a vermelha (maior abundancia).
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Na rede, uma proteina é mostrada como um nodo circular e uma interacéo
proteina-proteina entre duas proteinas (ou genes) sao mostrados como uma linha
(também chamada de 'borda’) entre as proteinas. O enriquecimento com IPP
apresentou p = 1,0E-16, o que significa que os nodos tém mais interagdes entre si do
que seria esperado para um conjunto aleatério de proteinas de tamanho semelhante
contrastadas no genoma. Entdo, indica que essas proteinas estdo parcialmente
conectadas biologicamente como um grupo. Foram considerados o corte de confianga
(scores) > 0,6 e FDR < 0,05 para a lista de proteinas no software Cytoscape.

Estas analises de anotacdo funcional e enriquecimento das vias de
sinalizagdo sugeriram que TB e ESZ compartilham padrées funcionais comuns. As
proteinas diferenciais identificadas estavam envolvidas nos mesmos processos € vias
biologicas, indicando um mecanismo alterado semelhante entre as doengas, o0 que
pode refletir uma caracteristica da doenca ou uma resposta ao progresso do
tratamento. A rede IPP mostra dois nodos centrais, CPB2 e ALB sutiimente
conectados pelos agrupamentos de fibrindlise/hemostase e de atividade do inibidor
da endopeptidase tendo como intermediaria a PLG. Em contrapartida, a CPB2
participa, além do cluster fibrindlise/heméstase, nas cascatas de complemento e
coagulacao, especificamente.

O primeiro nodo, CPB2, esta envolvido no mecanismo de regulacao
cruzada para o equilibrio do sistema de fibrindlise/coagulacdo e ao mesmo tempo é
capaz de regular as respostas inflamatérias através da inibicdo do complemento
(184,185). Portanto, devido ao seu papel intermediario entre esses dois processos
torna esta proteina de interesse. O cross-talk entre os sistemas complemento e de
coagulacao ja foi discutido, destacando atividades comuns como a manutencao da
hemostasia e estando implicadas na patogénese de doencas (186,187). Isso pode
explicar o agrupamento apresentado na Tabela 2.7, em que as cascatas de
complemento e coagulagdo apresentam o maior score e também pode explicar o
elevado numero de interagdes da CPB2 com as outras proteinas. Além disso, ndo ha
evidéncia na literatura relacionada a disfuncdo do sistema de coagulagéo para TB,
enquanto ha para ESZ (188).
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Figura 2.6. Interactoma de ESZ e TB: interactoma de ambos os transtornos
psiquiatricos € mostrada como um grafico, onde as proteinas* sdo mostradas como
nodos e as IPPs como bordas conectando os nodos. Nodos coloridos de acordo com
log2(FC) determinados para ESZ/TB: nodos verdes proteinas com menor
abundéancia, enquanto vermelhos para proteinas com maior abundéancia. IPP:
interacao proteina-proteina. *Proteinas listadas na Tabela 2.3, exceto IGLC6. Grafico
obtido pelo app Sting do Cytoscape.
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Por outro lado, um segundo nodo, ALB, envolve uma das proteinas mais
abundantes e uma de suas principais propriedades € atuar como uma proteina
transportadora, uma vez que possui a capacidade de interagir com uma infinidade de
ligantes (189). Como pode ser visto na Tabela 2.6, a ALB participa de mais de uma
via, 0 que explica o porqué possui um maior nimero de interagdes.

A Figura 2.5b destaca a relacdo de mais de 50 % das proteinas
identificadas na lista como elementos da via de resposta imune e hemdstase para
ambos os transtornos psiquiatricos, estando de acordo com a analise bioinformatica

realizada e com a literatura. Dentre as proteinas com propriedades antioxidantes,
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encontrou-se que os niveis séricos de RBP4 foram menores do que os controles para
ambos os transtornos. Estudos divergentes tentam entender a relagéo desta proteina
e seu envolvimento na sindrome metabdlica (MetS) e em disfungcdes vasculares
devido a sua correlacdo com alguns marcadores de risco de doenca cardiovascular
(DCV) (190). Juntamente com a proteina GPX3, a RBP4 esta associada ao estresse
oxidativo e na resposta inflamatéria como um antioxidante (191,192). Além disso, na
literatura esta descrito que uma diminuicdo do nivel de GPX3 €& proporcional ao
aumento do risco de trombose arterial em resposta a superproducao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (193).

Comes et al. realizaram uma abordagem sistematica para resumir as
proteinas plasmaticas e/ou séricas identificadas como biomarcadores para trés
transtornos psiquiatricos, TB, ESZ e MDD (transtorno depressivo maior), e relataram
aterosclerose juntamente com sinalizacdo de resposta de fase aguda entre as vias
significativas compartilhadas entre TB e ESZ (194). Quanto as vias do complemento,
elas foram apenas descritas anteriormente em estudos de ESZ (175,195).

Com relacado aos efeitos antipsicéticos, os niveis de proteinas (como
APOA1, C8B e RBP4) e as vias mencionadas anteriormente (resposta da fase aguda
e sistema de complemento) foram relatadas como moduladas apés o tratamento com
risperidona e olanzapina, respectivamente (129,196). Curiosamente, existem estudos
que empregam analises estatisticas multivariadas comparando o grupo saudavel com
pacientes com ESZ no primeiro surto e apds diferentes tratamentos com
antipsicéticos, ndo mostrando nenhuma diferenciacdo de agrupamento significativo
na analise de componentes principais (PCA) entre os grupos tratados com ESZ e
antes do tratamento, mesmo que um deles tenha empregado um n < 10 em um dos
grupos comparados, enquanto o outro tenha empregado um n > 20 (197,198).
Segundo Todorov et al. (199), para estimar os efeitos de algum tratamento em estudos
clinicos é vantajoso utilizar um tamanho amostral adequado (acima de 20 por grupo)
para que o poder de diferenciagdo de grupos por analises multivariadas nao seja
significativo em relacdo aqueles determinados por andlises univariadas. Este é um
detalhe de importancia a ser aprofundado, uma vez que no tratamento estatistico
univariado deste trabalho mostraram resultados opostos, apesar de ter uma referéncia
com n pequeno, e precisa ser confirmado em outros estudos e definir se ha ou ndo

diferencgas significativas referentes ao tratamento para este transtorno.
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Li et al. (175) realizaram experimentos de validagao para a via de ativagao
do complemento para ESZ e demonstraram que os niveis da via alternativa,
originalmente regulados negativamente, sao restaurados aos reportados nos
individuos controle apds o tratamento com antipsicotico (clozapina). Ja a via classica
nao mostrou diferenca antes e depois da clozapina ou qualquer outro tratamento com
antipsicético, mantendo os niveis superiores aos dos controles saudaveis. Em
contraste com os achados deste trabalho (Figura 2.5a), as proteinas envolvidas na
via alternativa e na via classica apresentaram-se em niveis maiores em comparagao
com controles saudaveis. Embora o grupo estudado nao estivesse sob tratamento
exclusivo com um Unico antipsicotico (clozapina), o tratamento combinado pode ter
um melhor desempenho, aumentando os niveis da via alternativa e ndo afetando a via
classica.

Embora ndo tenhamos informacdes sobre essas vias em pacientes com
TB, destacam-se os farmacos quetiapina e a olanzapina. Apesar de serem
antipsicéticos, eles ndo tém efeito na restauragédo dos niveis das proteinas que
constituem a via alternativa (em niveis menores ao CS), ou isso pode ser devido ao
uso combinado com estabilizadores de humor. Além disso, vale ressaltar que embora
a IGLC6 tenha sido relacionada ao processo de ativacdo do complemento neste
estudo, ndo ha informagdes disponiveis desta proteina relacionada aos transtornos, o
que é interessante porque a mesma apresentou niveis inferiores em ambas as
condicoes. Portanto, ndo é possivel inferir se € uma alteragdo decorrente da doenca
ou da resposta ao tratamento.

Nesse ponto, € perceptivel a presenca das proteinas moduladas do
processo inflamatorio, o que ja se correlaciona no diagndstico de ambas as doencas
(200,201). Apesar do tratamento, esse desbalanceamento do processo € mantido,
indicando que essas mudancas estao relacionadas a doenca, ndo a uma resposta ao
tratamento. Além disso, sabe-se que a atividade do complemento contribui para o
sistema imunolégico inato (202); entretanto, mais estudos sdo necessarios para
entender a participacao deste processo no desenvolvimento de ambas as doengas.

Finalmente, uma representacdo de potenciais comorbidades relacionadas
a TB e ESZ é relatada como uma rede (Figura 2.7) usando a ferramenta ToppCluster
(https://toppcluster.cchmc.org/) (203). Dentre todas as doencas associadas a lista de

proteinas submetida, selecionamos DCVs como uma comorbidade de interesse, uma
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vez que MetS é relatada na literatura como efeito colateral de antipsicoticos, em
ambos os tratamentos dos transtornos, que aumentam a obesidade e o risco
cardiovascular (13,204-206).

olanzapine

drug/

‘ acute-phase response J
, ’ complement activation - I‘fi'—\?‘
endopeptidase inhibitor I\ ) 8230 OQ\GE/;'p LR
activity SE.F2
go-molecular-function SE.D1 .
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Figura 2.7. Relacdo entre enriquecimento das proteinas diferenciadas, vias, termos
GO, doencas e farmacos. A andlise de associacdo funcional foi realizada por
ToppCluster. Hexagono vermelho: proteina diferenciada.

Portanto, as DCVs correspondentes sdo doengas coronarias e
neurovasculares. Para as interagdes farmaco-proteina, o Unico farmaco encontrado
no banco de dados DisGeNET foi a olanzapina (OLZ), um farmaco antipsicético eficaz
para tratamento de ESZ e TB, em concordancia com o mencionado previamente. Além
disso, a rede mostra associagbes entre os termos e a vias de sinalizagdo do GO com
as DCVs, o que aponta que os processos funcionais discutidos participam de alguma
forma nessas doencgas, podendo ser indicativo de risco durante o transcurso do
tratamento. As proteinas relacionadas a essas doencgas sdo PLG, CPB2, FCN3 e HP
e, de acordo com a Tabela 2.7, participam da fibrindlise e da resposta imunologica.

Dentre as proteinas com interagcdes relacionadas a OLZ-DCVs
apresentadas na Figura 2.7 destacam-se duas: albumina sérica humana e
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apolipoproteina A1. A afinidade de ligagdo da albumina sérica humana com farmacos
€ um dos principais fatores para a biodisponibilidade e a meia-vida dos farmacos no
tecido alvo (207,208). Em particular, para a farmacodinamica da OLZ, a dindmica de
interacao nos sitios de ligacdo de ALB sugeriu uma alta afinidade para esta proteina,
diminuindo a biodisponibilidade do farmaco e o efeito do medicamento em altas
expressodes (209). Em contraste com este estudo, uma vez que OLZ estava entre os
antipsicéticos usados apenas no grupo TB, uma diminuigao na abundancia relativa de
ALB em comparagéao com CS pode levar a uma maior biodisponibilidade relativa de
OLZ, podendo explicar o aumento de risco de DCVs nos pacientes tratados com esse
farmaco. Esta ultima é uma hipétese interessante, porque niveis opostos de ALB
significativos foram determinados no grupo ESZ (Tabela 2.4). Com base neste fato e
em uma interacao existente entre clozapina e ALB (210), chega-se a ideia de que a
ALB nao interfere com a biodisponibilidade relativa da clozapina, apesar de ambos os
farmacos possuirem o mesmo esqueleto molecular estrutural (Figura 2.8); entdo, o

baixo nivel atual da ALB poderia ser atribuido ao tratamento com OLZ .
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Figura 2.8. Estrutura molecular de (a) olanzapina e (b) clozapina.

Por outro lado, as apolipoproteinas tém fun¢des importantes no transporte
de lipideos, protecdo cardiovascular, mas também potencial relagdo com a funcéo
neuronal, por causa de sua participagdo nas células gliais, especificamente a
capacidade de APOAT1 de cruzar a barreira hematoencefalica (211,212). Além disso,
os niveis de apolipoproteina foram correlacionados com MetS em ESZ (213) onde
APOA1, entre outras, é considerada como um biomarcador de diagnéstico de DCVs
e indicador de sobrepeso pela determinacdo da razdo APOB/APOA1 (214,215).
Corroborando com os resultados aqui apresentados, verificou-se que 0s niveis de
APOA1 estdo diminuidos em ambos os disturbios. No entanto, a relacao
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APOB/APOAT1 foi significativamente maior apenas para o grupo ESZ em comparacéao
com CS (p = 0,006) e TB (p = 0,026), o que pode ser justificado devido ao presente
excesso de peso entre os participantes ESZ, sendo este estado altamente provavel
de ser resultado do tratamento com antipsicéticos, como mencionado anteriormente.
Portanto, os ultimos resultados sugerem os pacientes com ESZ como um possivel
grupo de risco a desenvolver doenga cardiovascular.

Contudo, as interagées mostradas na Figura 2.7 parecem fazer sentido
apenas para ESZ conforme foi descrito. Os pacientes com ESZ neste estudo estavam
sob tratamento com clozapina e ndo receberam tratamento com OLZ, enquanto que
os pacientes com TB receberam OLZ combinado com quetiapina e risperidona. Além
disso, embora esses dois ultimos ndo tenham aparecido na rede, espera-se que
aparecam em futuras anadlises de interacbes de proteina-farmaco, uma vez que

compartilham alguns alvos (hiips://go.drugbank.com/), incluindo efeitos colaterais

associados a MetS e levando a possiveis riscos cardiovasculares (216). Portanto, ha
valor cientifico em avaliar melhor a relagdo entre APOA1, ALB e DCVs causadas por

outros antipsicoticos.

5. Conclusoes parciais

Em relacdo a discussdo sobre a existéncia de vias fisiopatolégicas
compartilhadas ou diferentes entre TB e ESZ, o presente Capitulo indica que ambos
os transtornos psiquiatricos apresentam variacbes predominantes nas vias de
sinalizacdo do sistema imunolégico e de hemdéstase, mais especificamente, no
processo de cascata de complemento e coagulacéo.

Os resultados obtidos confirmam que o tratamento com antipsicéticos tém
um efeito positivo na via do complemento para pacientes com ESZ, ao passo que,
para TB, essa via é preservada independentemente do tratamento combinado com
antipsicéticos.

Niveis maiores ou superexpressao da via classica do complemento é uma
caracteristica da ESZ e, nos resultados apresentados, os niveis ainda sdo elevados
apesar do uso de um tratamento combinado. Algumas proteinas diferenciais foram
confirmadas com a literatura e conformam um novo conjunto de proteinas que
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apresenta um nivel diferenciado apdés o tratamento participando de processos
biolégicos ja descritos na literatura.

Dentre as limitacbes no desenvolvimento desse Capitulo, inclui-se o
numero relativamente pequeno de amostras de individuos locais e informagdes sobre
o perfil lipidico clinico do paciente. Portanto, ndo é possivel generalizar os resultados
do estudo para toda a populacao e este precisa ser replicado com nimero de amostras
maiores. Ademais, os presentes resultados precisam ser validados para garantir as
identidades das proteinas discutidas. Porém, conforme sugerido por outros autores,
concordamos com a necessidade de intervencao e monitoramento adequados para
ambas as doencas consideradas como grupo de alto risco para DCVs,

especificamente neste grupo de pacientes estudado.
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CAPITULO 3

Estudos de prote6mica redox — marcacao por dimetilacao
seletiva de cisteina oxidada (OxCysDML)
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1. Revisao bibliografica

1.1.Estresse oxidativo

As reaclOes de oxidacao e reducao (reacoes redox) em sistemas biol6gicos
representam a base para numerosos mecanismos bioquimicos e alteracdes
metabdlicas. No contexto de sistemas biologicos, ao inves de empregar os termos
agente redutor e agente oxidante, os mesmos sdo denominados como antioxidante e
pré-oxidante, respectivamente. Sendo o antioxidante a substancia que doa elétrons,
0 pro-oxidante € a substancia que aceita elétrons (217,218).

As espécies pré-oxidantes foram definidas como substancias quimicas que
induzem o estresse oxidativo, geralmente através da formacao de espécies reativas
ou inibicdo de sistemas antioxidantes. Elas podem derivar a partir do oxigénio,
nitrogénio e enxofre, criando assim, espécies reativas de oxigénio (ROS), de
nitrogénio (RNS) e de enxofre (RSS). Quanto ao termo antioxidante, a definicdo € de
qualquer substancia que impeca a oxidacdo das biomoléculas, eliminando
diretamente as ROS ou indiretamente, através da regulacdo positiva das defesas
antioxidantes ou inibicdo da producéao de ROS. As reagdes podem ser enzimaticas ou
nao enzimaticas, de natureza enddgena ou exégena (219,220).

Helmut Sies forneceu em 1985 o conceito inicial de estresse oxidativo,
focado no dano a biomoléculas como DNA, lipidios e proteinas. Este conceito foi
estendido para incluir o papel emergente dos oxidantes biologicamente gerados na
sinalizagao redox (221). Ap6s duas décadas, o termo foi redefinido, assim, o estresse
oxidativo consiste no desequilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes, com
prevaléncia da primeira, levando a uma perturbacéo na sinalizacédo e controle redox
e/ou dano molecular (222,223).

A maioria das proteinas depende de cofatores organicos e inorganicos para
a atividade redox, entre eles: NAD* (dinucleotideo de nicotinamida e adenina), FAD
(dinucleotideo de flavina e adenina), grupo heme, Cu, Fe, dentre outros metais de
transicdo. Por outro lado, para outras proteinas, os residuos de aminoacidos sao
responsaveis por essa propriedade, sendo que 0s quatro aminoacidos principais sao
triptofano, treonina, cisteina e glicina (224). A modificagao oxidativa de grupos criticos
nas proteinas constitui um mecanismo de tradugéo de sinal, acoplando o estado redox
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da proteina a sua funcéo e atividade. No geral, a sinalizacdo redox é um componente
intrinseco e altamente regulado do metabolismo celular, controlando o crescimento,
diferenciacao, adaptagcao e morte celular, sendo importante em processos fisiologicos
e patoldgicos (225,226).

1.2.Prote6mica redox

A protebmica redox € uma subarea da prote6mica com o objetivo de
identificar proteinas oxidadas e determinar a extenséo e a posigdo das modificagdes
oxidativas nos proteomas de interesse (227). A oxidacdo de proteinas nédo €
necessariamente prejudicial. O mecanismo de sinalizacao e controle redox envolve,
em grande parte, a modificacdo oxidativa das cadeias laterais de aminoacidos nas
proteinas pelo perdxido de hidrogénio, seguindo a ordem decrescente em reatividade
e reversibilidade biologica: cisteina > metionina > prolina > histidina > triptofano
(221,228).

Sabe-se que a cisteina, dentre os 20 aminoacidos naturais, € um dos
aminodcidos presentes em quase todas as proteinas. E altamente reativa e envolvida
em processos bioldégicos como reconhecimento celular e sinalizagdo apoptotica e
imune, homeostase celular e quimica redox (229,230). Esse notavel nivel de
reatividade é devido ao grupo tiol livre (-SH) da cadeia lateral. Neste grupo, a diferenca
de eletronegatividade entre o atomo de enxofre e o de hidrogénio é pequena, fazendo
a ligacdao S-H menos polarizada quando comparada com a ligacao O-H, criando,
assim, uma menor tendéncia a formar ligagcées de hidrogénio (230,231). O residuo
ativo da cisteina, o tiolato (-RS"), € um nucledfilo forte e reage com espécies oxidantes
e eletrofilicas, embora interacdes com residuos especificos ou metais possam
também estabilizar o tiolato. Além disso, o tiolato possui uma quimica redox muito
versatil, ja que o atomo de enxofre pode sofrer transicées para qualquer estado de
oxidacao entre +6 e -2. O grupo tiol da cisteina pode desempenhar uma variedade de
reacoes sob condicdes fisiolégicas como, por exemplo, transferéncia de hidreto,
sulfenilacao, sulfonilagdo, entre outras (232).

Tanto em células como em tecidos, cercade 5 a 12 % do total das cisteinas
nas proteinas esta oxidada, e pode incrementar a valores maiores que 40 % pela
atividade de oxidantes. A oxidacao ocorre através de reacdes de um ou dois elétrons,
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produzindo radical thiyl (-RS-) ou acidos sulfénicos e dissulfénicos, respectivamente
(233). Além disso, eles sao propensos a oxidacao reversivel e irreversivel por ROS e

efetuam S-nitrosilagdo com éxido nitrico (NO) (ver Figura 3.1) (234).
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Figura 3.1. Modificacdes pds-traducionais (PTMs) oxidativas das proteinas que possuem
grupo tiol da cisteina frente aos niveis das espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS). Adaptacgao de (235).

Dentre as oxidacdes reversiveis, a transformacao de tiol a acido sulfénico
(R-SOH) a partir do peréxido de hidrogénio, reacdao também conhecida como
sulfenilagdo, promove uma mudancga de +16 Da. O produto gerado na reacao catalitica
das peroxiredoxinas (Prxs), por exemplo, pode ser estabilizado dentro de certos
microambientes proteicos. Uma vez que as Prxs sdo oxidadas, reagem com o residuo
tiol de outra Prx, formando uma ligacdo dissulfeto intermolecular catalisada por
tioredoxina (Trx) (236,237).

O tripeptideo glutationa (Glu-Cys-Gly, GSH) € vital intra e
extracelularmente em mamiferos e apresenta diversas funcées bioldgicas, entre elas,
a manutencdo do equilibrio redox intracelular (238). Similarmente as Prxs, esta
enzima possui propriedades antioxidantes e protege o tiol de oxidacées irreversiveis

durante o estresse oxidativo, através de um mecanismo chamado S-glutationilacéo,
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gerando proteinas glutationadas (R-SSGs), acontecendo sob condicdes fisioldgicas
normais. Deste modo, é possivel indicar a participacdo de GSH na modulacao da
atividade de proteinas como mediadores de sinalizagdo envolvidos nos processos
celulares e sinalizagao redox (239).

As ligac6es dissulfeto proporcionam uma caracteristica estrutural que
ocorre durante o enovelamento de proteinas no ambiente oxidante. Atualmente, tem-
se proposto que as ligagbes séo intercambiaveis dinamicamente no ambiente redox,
0 que altera a conformagéao, associacao e funcao das proteinas (240).

Por outro lado, quando se encontra sob estresse oxidativo, o ambiente é
altamente oxidante e o &cido sulfénico é geralmente vulneravel a oxidacao irreversivel
ao acido sulfinico (R — SO2H) e &cido sulfénico (R — SOsH) com alteracées de massa
de +32 e +48 Da, respectivamente. Diferentemente do R-SH e do R-SOH, os
derivados de acido sulfinico e sulfénico ndo sofrem redugdo por GSH ou Trx em
condicoes fisiologicas. Além disso, processos como nitrosilacdo do triptofano e
tirosina, ou hidroxilagdo da histidina e carbonilagdo de proteinas podem ocorrer sob
efeito de niveis altos de ROS ou RNS, resultando na perda da fungéo da proteina,
desenovelamento, acumulacdo, ou degradacdo que em consequéncia gera dano
celular (241,242).

Na literatura, diversos estudos indicam o estresse oxidativo envolvido no
processo de envelhecimento (243) e dos principais processos de doencgas, incluindo
as cardiovasculares (244,245), diabetes (246), as neurodegenerativas (247,248) e
cancer (249).

1.3. Estresse oxidativo em transtorno bipolar e esquizofrenia

Existem evidéncias que o estresse oxidativo estd envolvido em patologias
no sistema nervoso central (SNC) e que pode estar envolvido em diversos transtornos
neuropsiquiatricos (250). Embora esta ndo seja a causa principal, o0 dano oxidativo
tem sido interpretado como um processo patogénico comum que contribui com o
declinio do curso ou com o0 mau resultado do tratamento desta doenca (251,252).

Apesar de o cérebro possuir a maior atividade oxidativa, correlagdes de
biomarcadores periféricos que refletem o estado do SNC em pacientes com ESZ vém
sendo descobertos. Considerando o tamanho do SNC em comparagdo com 0s outros
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compartimentos do corpo humano, parece razoavel supor que alteracdes nos niveis
de enzimas no interior do cérebro possam refletir em seus niveis plasmaticos (253).

Estudos com amostras de plasma e soro sanguineo de pacientes com
transtorno bipolar reportaram alteragées significativas em enzimas antioxidantes,
mostrando uma relagcdo diretamente proporcional entre o aumento do estresse
oxidativo e a ativacao das defesas antioxidantes em referéncia as fases psiquiatricas
da doencga: maniaca e eutimica (254,255). Além disso, a ocorréncia de peroxidagao
de lipidios vém sendo relatada em pacientes com transtorno bipolar nas fases de
mania, hipomania, depressao e na progressao da doenca (256,257).

Uma diminuicdo da defesa antioxidante em pacientes com ESZ sob
tratamento crénico com antipsicéticos foi verificada por Altuntas et al. (258).

Quando diferentes biomarcadores para as duas doengas foram avaliados,
encontrou-se que apenas a peroxidacao lipidica € relevante na patogénese de
pacientes bipolares, enquanto que, a oxidacao de proteinas € notéria em ESZ e que,
espécies totais de guanina oxidada podem ser cruciais em ambos os transtornos
psiquiatricos (259).

1.4.Técnicas analiticas aplicadas para a quantificacao de proteinas redox

A protedmica quantitativa por espectrometria de massas é uma ferramenta
essencial para mensurar a abundancia relativa e absoluta de proteinas com a
finalidade da descoberta de biomarcadores de doengas e proporcionar informagdes
sobre os processos bioldgicos (105). Como mencionado nos itens anteriores, a
cisteina pode estar sujeita a diversas PTMs oxidativas e sao importantes na
compreensao de algumas doencas.

Dentre os métodos quimicos de marcacdo de proteinas e peptideos,
qualquer grupo reativo pode ser modificado usando rétulos de isétopos estaveis.
Contudo, a maioria das técnicas tém como alvo o N-terminal e a lisina nas cadeias
laterais. Os dois métodos mais populares baseados na marcacdo de aminas
primarias, tandem mass tags (TMTs) (260) e marcacéao isobdrica para quantificacéo
relativa e absoluta (iTRAQ) (261), empregam reagentes construidos de modo que
peptideos de amostras marcadas diferencialmente tenham massa idéntica (isobarica),
mas possam ser distinguidos apds fragmentacao no espectrdbmetro de massas pelos
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ions repérteres numa faixa de baixa massa dos espectros tandem de MS (MS2) e
quantificados com base em suas intensidades relativas (mencionado no Capitulo 2)
(262).

Como alternativa dentro dos métodos de quantificacao relativa, a marcagéao
de cisteinas tem sido empregada com a finalidade de diminuir a complexidade das
amostras e acrescentar a deteccao de proteinas de baixa abundancia. Assim, os
residuos de cisteina podem ser retidos indiretamente por diferentes métodos, por
exemplo, cromatografia de afinidade biotina/avidina, onde a fase estacionaria tem
como ligante a avidina, que se liga ao reagente biotinilado (263), ou, ainda, por
marcacao quimica ou enriquecimento por meio de anticorpos (264).

O primeiro método desenvolvido com seletividade a cisteina é a marcagéao
de afinidade codificada por is6topos (ICAT) (265), constituida por um reagente que
possui trés partes (Fig. 3.2): um marcador de afinidade (biotina), usado para isolar os
peptideos marcados, uma regiao ligante que pode incorporar até 8 isétopos estaveis,
e um grupo reativo com especificidade para grupos tiol (cisteina). O reagente existe
em duas formas, pesado (contém deutério) e leve (ndo contém deutério) (266).

Reagente ICAT™
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(Leve: X = H; Pesado: X = 2H) especifico de tiol

Figura 3.2. Estrutura do reagente ICAT. Adaptacao de (267).

O método ICAT inclui as seguintes etapas: () Os residuos cisteina das
cadeias laterais de proteinas reduzidas na amostra representam o estado com
marcacao isotépica leve. Os grupos equivalentes em uma amostra representam um
segundo estado com marcacao pesada. (lI) As duas amostras sdao combinadas e
clivadas enzimaticamente para gerar fragmentos peptidicos, alguns dos quais sao
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marcados. (lll) Os peptideos marcados (aqueles que contém cisteina) sao isolados
por cromatografia de afinidade com avidina. (IV) Finalmente, os peptideos isolados
sdo separados e analisados por nanoLC-MS/MS (267). Uma aplicacao interessante
da tecnologia ICAT é a caracterizacao de cisteinas ligadas a proteinas sensiveis a
oxidacéao (268).

Em contraste com iTRAQ e ICAT, os quais consistem em kits comerciais,
a marcacao isotépica por dimetilacdo (DML) por aminacdo redutora empregando
reagentes comerciais foi proposta, oferecendo melhor custo-beneficio mediante
procedimentos menos complexos (269). O uso da marcacdo DML supera outros,
como iTRAQ e TMT, ja que demonstra alto rendimento de reacao e especificidade,
reprodutibilidade na digestao e robustez (270,271).

A marcagdo DML (Figura 3.3a) é baseada na reagcao de aminas primarias
de peptideos ou proteinas, onde tanto os grupos N-terminal e e-amino dos residuos
lisina reagem com formaldeido para gerar uma base de Schiff. O cation iminio
intermediario € logo reduzido por cianoborohidreto de sédio (NaBH3CN), formando
uma amina secundaria que é mais nucleofilica que a amina primaria e imediatamente
reage com outra molécula de formaldeido, resultando em uma amina terciaria
contendo dois grupos metila. Estas reacdes podem ocorrer entre pH 5 e 8,5
produzindo picos que diferem em 4 unidades de massa para cada par isotopico
derivado (272,273).
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Figura 3.3. (a) Mecanismo de reagdo da marcacao por dimetilacdo, (b) esquema de
marcacéao “leve” e “pesada”, com o deslocamento de massa.

Como pode ser observado na Figura 3.3b, a combinagédo de formaldeido
e cianoborohidreto comum (sem marcacéao isotdpica) gera um aumento de massa de
28 Da por amina primaria no peptideo (marcacao leve). De forma semelhante, é obtida
a marcacao pesada, onde a massa é aumentada em 36 Da quando empregado
formaldeido deuterado com '3C e cianoborohidreto deuterado de sédio.

1.4.1. Dimetilacao de cisteina oxidada (OxCysDML)

Recentemente, Gu et al. propuseram os métodos de dimetilacao seletiva
de cisteina (CysDML) (274), onde a principal diferenca reside em que os peptideos de
cisteinil estdo ligados em uma resina de Thiopropyl Sepharose 6B disponivel
comercialmente e os peptideos ligados sdo marcados na resina com marcadores
dimetil isotopdlogos. Novos métodos na abordagem proteémica redox envolvem uma
extensdo para a cisteina oxidada (OxCysDML) (275), sendo este ultimo o método
empregado neste trabalho.

No workflow para o ensaio OxCysDML (Figura 3.4), € necessario realizar
a protecao ou bloqueio dos grupos tiol livres das proteinas com uma alta quantidade
de N-etilmaldeimida (NEM) para minimizar reacoes paralelas. Apés a remocao do
excedente de NEM, é adicionado ditiotreitol (DTT) para reduzir qualquer modificacao

reversivel na cisteina. Assim, apos a digestdo com tripsina, os peptideos recém-
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formados contendo grupos sulfidrila serdo enriquecidos na resina Thiopropy!
Sepharose 6B por afinidade. Em seguida, é realizada uma série de lavagens para a
retirada de peptideos que ndo possuam afinidade com a resina.

Durante a marcacdo na resina, ambas as condicbes sao tratadas
separadamente com um dos isotopdlogo de dimetila, leve (-C2He) ou pesado (—
13C2%Hs). Depois, os peptideos sédo eluidos da resina com DTT e alquilados com
iodoacetamida. As amostras marcadas podem entdo ser misturadas, pois 0s
diferentes is6topos nao afetam o comportamento dos peptideos marcados na analise
por LC-MS. Em espectrometria de massas, os diferentes peptideos marcados
isotopicamente podem ser reconhecidos pela diferenca de massa conhecida entre
eles. Por fim, a quantificacdo pode ser realizada comparando a intensidade ou areas
de pico do sinal dos peptideos marcados diferencialmente, fornecendo uma leitura
direta da abundéncia relativa de proteinas nas amostras (269).
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Figura 3.4. Representacao do workflow para o método de dimetilagdo da cisteina oxidada
(OxCysDML). Adaptagao da referéncia (275).
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2. Obijetivos

2.1.0Objetivo geral

O objetivo deste estudo piloto foi a identificacdo de proteinas que contém
cisteina oxidada, relevantes para o estudo de biomarcadores de estresse oxidativo,
pelo método de dimetilagdo de cisteina oxidada (OxCysDML).

2.2. Objetivos especificos

e Depletar as proteinas de pools de soro sanguineo dos participantes presentes
nos grupos estudados por cromatografia liquida de proteinas (FPLC) usando
a coluna de afinidade a albumina e imunoglobulina (Albumin & IgG).

e Aplicar o método proposto por Gu et al. para determinagdo de proteinas
contendo cisteina oxidada (OxCysDML).

e Realizar um flowthrough para acompanhar o procedimento e avaliar as
possiveis perdas de proteinas nele.

e Caracterizar as proteinas oxidadas identificadas por espectrometria de
massas, usando equipamento do tipo nanoLC-ESI-QTOF-MS.

e Estabelecer as relagdes entre as proteinas identificadas e quantificadas

diferencialmente e os transtornos psiquiatricos.
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3. Parte Experimental

3.1. Materiais e reagentes

3.1.1. Equipamentos e materiais

Balanga analitica;

Sistema de purificacdo de agua Mili-Q, Milli-Q Advanced A 10 (Millipore, EUA);
Cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) AKTA™ (GE Healthcare,
Alemanha);

Coluna de afinidade albumina e imunoglobulina (HiTrap Albumin & 1gG, GE
Healthcare, Alemanha);

Centrifuga, modelo MIKRO 220R (Andreas Hettich, Alemanha);
Microcentrifuga analégica de 7000 rpm (modelo: D1008, DLAB Scientific,
China);

Espectrofotémetro leitor de microplacas (Molecular Devices LLC, EUA);
SpeedVac, modelo Concentrator Plus (Eppendorf, Alemanha);

Termobloco de microtubos (Modelo: AccuTherm; Labnet International, EUA)
Vortex com velocidade varidvel de 0 — 2500 rpm (modelo: MX-S, DLAB
Scientific, China);

pH-metro;

Spin column para reagentes Seppro (Merck, EUA);

Cartuchos SepPak C18 Oasis (Waters, EUA);

Resina Thiopropyl Sepharose 6B (Sigma-Aldrich, EUA);

Reagentes de pureza analitica e solventes grau HPLC, provenientes de
empresas J.T. Baker (EUA), Merck (EUA) e Sigma-Aldrich (Alemanha).

3.1.2. Tampoes e solucoes

Solucao tampao fosfato-salino (PBS);
Tampéo de homogeneizagdo: 8 mol L' ureia em PBS, pH = 7,2;

Tampao de ressuspensio: 50 mmol L' Tris, 8 mol L' ureia, pH = 8,2;
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e Tampao de redugdo: 1 mol L' DTT em tampé&o de ressuspensao, pH = 8,2;

e Tampao de digestdo: 20 mmol L Tris, pH = 8,2;

e Tampao de acoplamento: 50 mmol L Tris, 21 mmol L' EDTA, pH = 7,5;

e Tampao de lavagem: 50 mmol L' Tris, 1 mmol L' EDTA, pH = 8,0;

e Tampldes e solugcbes empregados para as lavagens na etapa de
enriquecimento: tampao de lavagem, 2 mol L' NaCl, e 80 % (v/v) ACN
contendo 0,1 % (v/v) TFA.

3.2. Metodologia

3.2.1. Otimizacao e aplicacao do método OxCysDML

Para a otimizag&o do método, foi realizada uma andlise piloto empregando
pools de soro de pacientes dos grupos TB e CS. Assim, foram usadas trés aliquotas
do pool TB submetidas a marcacao e quatro para CS, gerando 3 replicatas TB/ CS e
um flowthrough para uma das amostras CS com a finalidade de avaliar as possiveis
perdas de peptideos ao longo do processo.

3.2.2. Deplecao e quantificacao de proteinas

Foi realizado o fracionamento das amostras de soro empregando uma
coluna de bioafinidade HiTrap Albumin & IgG (GE Healthcare, Alemanha) de 0,7 x 2,5
cm (1 mL), com vazdo de 1 mL min'! para separar as proteinas mais abundantes do
soro (tais como albumina, IgG, etc.) e evitar possiveis interferéncias nas analises por
MS. Uma aliquota de 70 pL de soro foi diluida no tampao de acoplamento (1:1) e
centrifugada a 13 000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Em seguida, foram injetados 100 pL
da amostra em um equipamento Akta Start FPLC (GE Healthcare, Alemanha) usando
a coluna HiTrap Albumin & IgG (152). As fracbes depletadas foram coletadas e
concentradas em SpeedVac a 30 °C por 5 h, até a obtencdo de um volume final de
aproximadamente 200 pL. Assim, para dar continuidade as demais etapas, foi
necessario realizar a quantificacdo de proteinas empregando o método colorimétrico
de Bradford usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo na faixa de

concentragdes entre 1 e 25 ug L' (153).
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3.2.3. NEM - bloqueio e precipitacao de proteinas com acetona

Apdés a quantificacdo das proteinas, aliquotas de 60 pug foram secas em
SpeedVac até formar o pellet correspondente. Depois, as seguintes solucdes foram
preparadas com tampao de homogeneizacao: dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 %
(m/v) e 250 mmol L' de N-etilmaldeimida (NEM). Em tubos Eppendorf de 1,5 mL foram
adicionados separadamente 30 pg de proteinas de cada amostra, 25 puL de 10 % (m/v)
SDS e 50 pL de 250 mmol L' NEM, completando com tampao de homogeneizagéo
até um volume final de 250 pL. Imediatamente, as amostras foram cobertas com papel
aluminio e agitadas durante 2 h a temperatura ambiente. Para retirar 0 excesso de
NEM, foi realizada a precipitacdo das proteinas com acetona a -20 °C. A solugao foi
agitada e incubada em geladeira overnight. Apds esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 13 000 g por 10 min a 4 °C para formacao dos pellets e descarte da
acetona. Para a reducao das cisteinas oxidadas, os pellets foram dissolvidos em 100
uL de tampdo de ressuspensdo e 1 puL de tampao de reducédo. As amostras foram
incubadas no termobloco a 37 °C por 1 h.

3.2.4. Digestao com tripsina

Considerando uma perda de 30 % de proteinas durante a precipitacdo com
acetona (276), foram adicionados 21 pL de 20 ng pL tripsina (1:50 enzima/proteina).
As amostras foram agitadas e deixadas em banho a 37 °C overnight. A reacao foi
interrompida adicionando-se 1-2 uL de acido férmico até obteng¢do de um pH menor
do que 3. Por fim, as amostras foram dessalinizadas e secas usando colunas SepPak
C18.

3.2.5. Reducao de peptideos e enriquecimento na resina

No dia de uso, preparou-se uma solugdo de 100 mmol L' DTT em tampé&o
de acoplamento. Adicionou-se 1 pL dessa solugdo as amostras com mais 20 pL de
tampao de acoplamento, incubando-as em banho a 37 °C por 1 h. Para o
condicionamento da resina, 35 mg de Sepharose 6B foram pesados aproximadamente
em um tubo de 1,5 mL para cada amostra, sendo um total de seis tubos. A seguir, 1
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mL de agua desgaseificada foi adicionado a cada tubo e a solucdo foi mantida em
repouso a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, a resina foi homogeneizada
com uma pipeta de 1 mL e deixada em repouso a temperatura ambiente por mais 10
minutos. Em seguida, foram transferidas para diferentes spin columns e encaixadas
em um suporte para tubos de 2 mL para centrifugacao por 30 s a 1 000 g e remocao
da agua. Foram realizadas, em paralelo, lavagens com aliquotas de 450 uL de agua
desgaseificada seis vezes, seguidas de lavagem com tamp&o de acoplamento
repetida dez vezes. Todas as lavagens foram realizadas sob as mesmas condigbes
de centrifugagéo.

Para o enriquecimento dos peptideos nas spin columns, foram adicionados
79 pL de tampado de acoplamento em cada amostra e estas foram transferidas a
coluna. A base da coluna foi fechada e, esta, agitada por um periodo de 1 h a
temperatura ambiente. As spin columns foram, entéo, transferidas a novos tubos de 2
mL sem a base da coluna e centrifugadas a 1500 g por 1 minuto para remocao de
peptideos ndo ligados. Para finalizar esta etapa, foram realizadas seis lavagens
sequenciais com tampao de lavagem a aliquotas de 450 pL, seis vezes com 2 mol L-
' de NaCl, seis vezes com 80 % (v/v) ACN (contendo 0,1 % (v/v) TFA), e seis vezes
com 1 % (v/v) acido acético. Nesta parte, apenas as elui¢cdes das lavagens de um dos
tubos com amostra controle foram coletadas e combinadas, para acompanhamento

do flowthrough.

3.2.6. Dimetilacao na resina

No dia de uso, solucbes de 1 % (v/v) acido acético, 4 % (v/v) formaldeido
(CH20), 0,6 mol L cianoboroidreto de sédio (NaBH3CN), 1 % (v/v) hidroxido de
amonio e 100 mmol L brometo de tetraetilamoénio (TEAB) em dgua foram preparadas.
Para a dimetilagao leve, as solu¢des usadas foram formaldeido e cianoborohidreto de
sodio, CH20 e NaBHsCN, empregadas apenas nas amostras controle. Para a
dimetilacdo pesada, as solugbes wusadas foram formaldeido deuterado e
cianoborohidreto de sédio deuterado, '*CD20 e NaBD3CN, respectivamente, apenas
para as amostras TB. Foram adicionados as amostras nas colunas, 100 pyL de 1 %
(v/v) &cido acético, tampando a base da coluna e estas foram homogeneizadas sob
agitacao circular tipo vértex. Em seguida, foram adicionados 8 puL de 4 % (v/v) de
formaldeido com agitacao suave. Imediatamente, foram adicionados 8 pL de 0,6 mol
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L' de cianoboroidreto de sddio, e as solugbes foram homogeneizadas sob agitagao
circular tipo vortex por 10 min a temperatura ambiente. A reacéo foi interrompida com
adicao de 16 pL de 1 % (v/v) de hidréxido de aménio e os tubos foram agitados por 3
min. A seguir, foram adicionados 8 pL de &cido férmico as amostras e estas foram
deixadas em repouso a temperatura ambiente por 1 minuto. As spin columns foram
transferidas para novos tubos de 2 mL e centrifugadas a 1500 g por 1 minuto. Por fim,
as amostras foram lavadas seis vezes com aliquotas de 450 pyL de 100 mmol L'
TEAB. Para finalizar, a base da coluna foi fechada. Nesta etapa final, foram coletadas

as fragdes apos a centrifugacao e as lavagens para acompanhamento do flowthrough.

3.2.7. Eluicao e bloqueio dos tiois livres

No dia de uso, uma solugéo de 20 mmol L' de DTT em &gua foi preparada,
e 100 pL desta solugédo foram adicionados as amostras que mantidas sob agitagéo
por 30 min a temperatura ambiente. As tampas foram retiradas das bases e as spin
columns foram transferidas para um novo tubo de 2 mL e centrifugadas a 1500 g por
1 minuto, coletando-se as fragbes eluidas. A etapa anterior foi repetida mais duas
vezes com DTT e com 10 minutos de agitagédo, coletando-se as eluicbes no mesmo
tubo. Repetiu-se mais uma vez com 80 % (v/v) ACN ao invés de DTT. Para o bloqueio,
foi preparada uma solucdo de 1 mol L' de IAA do qual 32 pL foram adicionados as
amostras, incubando-as no escuro a temperatura ambiente por uma hora. As
amostras leves (CS) foram misturadas com as pesadas (TB) em tubos diferentes,
resultando em triplicatas das misturas CS e TB. Finalmente, as novas misturas foram
dessalinizadas em cartuchos C18 separadamente, secas e estocadas a -80 °C para

as posteriores analises por LC-MS/MS.

3.2.8. Analises por espectrometria de massas

Para as andlises das proteinas, uma aliquota de 4,5 puL de peptideos,
obtidos pela digestao de proteinas com tripsina foram separados pela coluna C18 (100
mm x 6100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) acoplada ao espectrometro
QTOF Premier MS (Waters) com uma fonte de nanoelectrospray numa vazao de 0,6
mL min-'. O gradiente foi de 2 — 90 % ACN em 0,1 % (v/v) &cido férmico durante 120
minutos. A voltagem do nanoelectrospray foi 3,5 kV, a voltagem do cone de 30 V e a
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temperatura da fonte -80 °C. O instrumento foi operado no modo ‘top trés’, onde cada
espectro de massas é adquirido seguido do espectro MS/MS dos trés picos mais
intensos identificados.

3.2.9. Analise de dados

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx v.4.1 e os
arquivos .raw foram convertidos no formato de peak list (.mgf) sem realizar a soma
dos scans pelo software Mascot Distiller v.2.3.02, 2009 (Matrix Science Ltd.) e o banco
de dados usado na busca de proteinas foi Human UniProt (ano 2016, sequéncias:
93614, residuos: 37039836) usando Mascot Distiller Engine v.2.3.01 (Matrix Science
Ltd.), com carbamidometilacdo como modificacao fixa, oxidagao da metionina como
modificagdo variavel, uma clivagem perdida pela tripsina e com tolerancia de 0,1 Da

de erro de massa para os ions precursor e fragmentos.

4. Resultados e discussao

4.1. Otimizacao do método OxCysDML

Por ser a primeira vez que o método foi aplicado em nosso laboratério e
levando em consideragao que a deplecao de proteinas majoritarias utilizada ndo € a
mais eficiente, decidiu-se realizar um flowthrough ao longo do tratamento das
amostras, com a finalidade de localizar e identificar as possiveis perdas de
cisteinoproteinas durante o processo todo. Assim, o procedimento para apenas uma
das replicatas do grupo CS foi acompanhado. Coletaram-se sete elui¢cdes, sendo a
primeira eluicdo correspondente a fracao de proteinas ndo ligadas a resina (Tabela
3.1). Em seguida, quatro eluigbes correspondentes as lavagens na etapa de redugao
e enriguecimento foram coletadas e, por fim, duas eluicbes correspondentes a etapa
de dimetilacédo na resina.

Ressalta-se que as identificacdes das proteinas listadas na Tabela 3.1
foram adquiridas a partir dos fragmentos dos peptideos identificados por
espectrometria de massas. Consequentemente, olhando para a coluna referente as
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sequéncias de peptideos, pode-se demonstrar que nao ha perda de peptideos com
cisteina, uma vez que nao ha presencga da letra “C” (correspondente ao aminoacido
cisteina) dentro da sequéncia.

Assim, apds a lavagem com tampao de lavagem (Tris/EDTA), obteve-se a
lista de proteinas (Tabela 3.2). Visto que nenhum dos peptideos identificados
apresenta o aminoacido cisteina, esta tabela confirma que os peptideos que foram
liberados ndo possuem afinidade com a resina e que tinham ficado retidas de maneira
nao-especifica.

Ao final do procedimento de enriquecimento na resina, foram realizadas
lavagens continuas com NaCl, ACN/TFA e HAc, como relatado na secao 3.2.5. Assim,
na Tabela 3.3, observa-se que o numero de identificacdes de proteinas diminuiu
consideravelmente, o que demonstra que ndo ha perdas de peptideos com afinidade
durante as lavagens com NaCl. J&4 na lavagem com solucao de ACN/TFA, obtiveram-
se perdas de peptideos, como mostra a Tabela 3.4. Por fim, na ultima lavagem com
acido acetico, identificou-se apenas uma proteina cujo peptideo encontrava-se retido

de maneira ndo-especifica (Tabela 3.5).
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Tabela 3.1. Lista de proteinas identificadas na fragcao de proteinas néo ligadas a resina

Ordem ID do Uniprot

ID da Proteina

Sequéncia de peptideos

1 AOA0G2JMB2*

2 AOA0G2JPRO*

3 P04217

4 P01024
5 AOA0B4J2B5

6  VOGYES*
7 E9PIT3*

8  HOY7Z1*

9 ADAOB7WT59"
10 Q8TCEt*

11 P04004

12 P01023

13 F8W696"

14 P02787

15 B7ZKJ8*

16 P02743

17 AOA1BOGUU9*
18 P08603

19 P06727

20 AOA087WU08*
21 AOA087X232*

Ig constante pesada alfa 2 +
Complemento C4-A
Alfa—1B-glicoproteina

Complemento C3

Ig variable pesada 3/OR16-
9 (ndo-funcional) t
Apolipoproteina A-Il

Protrombina

Fibronectina +
Transthiretina
Antitrombina-Il|
Vitronectina
Alfa-2-macroglobulina
Apolipoproteina A-|
Serotransferrina

Proteina ITIH4
Componente P de amiloide
sérico

Ig constante pesada mu t
Fator do complemento H
Apolipoproteina A-IV
Haptoglobina
Complemento C1s

YLTWASRQEPSQGTTTF
AVTSILR
VGLSGMAIADVTLLSGFH
ALR
TPGAAANLELIFVGPQHAG
NYR

SNLDEDIIAEENIVSR

EVQLVESGGGLVQPGGSLR

AGTELVNFLSYFVELGTQP
ATQ
IVEGSDAEIGMSPWQVMLFR

VTWAPPPSIDLTNFLVR
VLDAVRGSPAINVAVHVFR
EVPLNTIIFMGR
RVDTVDPPYPR
AIGYLNTGYQR
THLAPYSDELRQR
DSGFQMNQLR
FAHTVVTSR
VGEYSLYIGR

QIQVSWLR
EIMENYNIALR
ISASAEELRQR
VGYVSGWGR
TMQENSTPRED

*Isoformas, tFragmento
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Tabela 3.2. Proteinas identificadas na fragao das lavagens com tampéao Tris/EDTA

Ordem

ID do Uniprot

ID da Proteina

Sequéncia de peptideos

1

10
11
12
13
14
15
16

17
18

19
20
21

22
23
24

AOA0G2JMB2* Ig constante pesada alfa2 + YLTWASRQEPSQGTT

AOA0G2JL54* Complemento C4-B

P01024 Complemento C3
E9PIT3* Protrombina
BOYIW2* Apolipoproteina C-llI

VOGYES3*

AOAOB4J2B5 Ig variable pesada 3/OR16-
9 (ndo-funcional) t

FBWAS2* Proteina ITIH1

HOY721* Fibronectina +

P01023 Alfa-2-macroglobulina
P04004 Vitronectina

Q5T985* Proteina ITIH2

H7BXTO* Vitamina K-dependente S +
Q8TCE1* Antitrombina-Ill

HOY7L5* Apolipoproteina E *
P02743 Componente P de amiloide

sérico
AOA087WUQ08* Haptoglobina

P04217 Alfa—1B—glicoproteina
P02787 Serotransferrina
F8W696* Apolipoproteina A-I

P05108 Enzima de clivagem de
cadeia lateral de colesterol,

mitocondrial

AOA1BOGUU9* Ig constante pesada mu +
P06727 Apolipoproteina A-IV
AOA087X232* Complemento C1s

Apolipoproteina A-Il

TFAVTSILR
TTNIQGINLLFSSR

AGDFLEANYMNLQR

IVEGSDAEIGMSPWQV
MLFR
DALSSVQESQVAQQAR

AGTELVNFLSYFVELG
TQPATQ
EVQLVESGGGLVQP
GGSLR
AAISGENAGLVR

VTWAPPPSIDLTNFLVR
AIGYLNTGYQR
RVDTVDPPYPR
FYNQVSTPLLR
SFQTGLFTAAR
EVPLNTIFMGR
AATVGSLAGQPLQER
VGEYSLYIGR

VGYVSGWGR

LHDNQNGWSGDSAPVELIL
SDETLPAPEFSPEPESGR
DSGFQMNQLR

THLAPYSDELRQR
GLPPRSVLVK

QIQVSWLR
ISASAEELRQR
TMQENSTPRED

*Isoforma, *Fragmento
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Tabela 3.3. Lista de proteinas identificadas na fragao das lavagens com NaCl

Sequéncia de

Ordem ID do Uniprot ID da Proteina ,
peptideos

1 AOA0G2JMB2* Ig constante pesada QEPSQGTTTFAV
alfa2t TSILR

2 AOA0B4J2B5 Ig variable pesada 3/OR16-9 EVQLVESGGGLVQ
(ndo-funcional) t PGGSLR

3 P01023 Alfa-2-macroglobulina AIGYLNTGYQR

4 P04264 Keratina, typo Il citosqueletal 1 TLLEGEESR

*Isoforma, TFragmento

Tabela 3.4. Lista de proteinas identificadas na fracao das lavagens com ACN/TFA

Ordem ID do Uniprot ID da Proteina Sequéncia de peptideos
1 AOA087WT59* Transtiretina VLDAVRGSPAINVAVHVFR
2 AOA286YEY1* Ig constante pesada DLCGCYSVSSVLPGCAEP

alfa 1t WNHGK

3 CoJv77* Alfa—2-HS-glicoproteina  HTFMGVVSLGSPSGEVSHPR
4 P02787 Serotransferrina QQQHLFGSNVTDCSGNFCLFR
5 AOA0G2JL54* Complemento C4-B TTNIQGINLLFSSR
6 P01619 Ig variable kappa 3-20  LLIYGASSR

*Isoforma, TFragmento

Tabela 3.5. Proteina identificada na fragéo das lavagens com HAc.

Ordem ID do Uniprot ID da Proteina Sequéncia de peptideos
1 P01023 Alfa—2-macroglobulina  AIGYLNTGYQR

Como parte do procedimento descrito no item 3.2.6, coletaram-se mais
duas fracbes, uma apds centrifugacdo da marcacao na resina e uma correspondente
as lavagens realizadas com TEAB ao final dessa etapa. A Tabela 3.6 mostra apenas
uma proteina, sendo a mesma identificada em ambas as fracoes.
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Tabela 3.6. Proteina identificada na fracao de eluicao apdés marcacéao e
lavagens com TEAB

Ordem ID. do ID da Proteina Sequepma de
Uniprot peptideos

1 H7COA1* N-glicosilase / DNA-liase + VASIPCPR

*Isoforma, *Fragmento

Por fim, as replicatas das misturas de ambos os grupos foram analisadas,
sendo o grupo controle marcado como “leve” e o grupo bipolar como “pesado”. Um
total de 24 proteinas foram identificadas, listadas na Tabela 3.7. Os peptideos
identificados dentre todas essas proteinas possuem o aminodcido cisteina (néo
mostrados). Pode-se observar que em alguns casos ha auséncia de proteinas entre
as replicatas. Quanto a razao P/L (grupo bipolar/controle) foi possivel realizar apenas
as quantificagées de duas proteinas: alfa-1B-glicoproteina e serotransferrina. Pode-
se observar que o valor da primeira replicata ndo é congruente com as outras,
devendo ser, portanto, desconsiderada para o calculo da média das quantificacoes
para cada proteina.

O valor da razéo entre TB/CS para a proteina alfa-1B-glicoproteina € de
5,04; ou seja, o grupo TB possui 5 vezes a abundancia apresentada no grupo CS. No
caso da serotransferrina, o valor é de 1,84; entendendo-se que o grupo TB possui esta
proteina em aproximadamente o dobro da abundéancia apresentada no grupo CS.
Cabe destacar que essas duas proteinas ja foram relatadas num estudo comparativo
entre as doencgas de Parkinson e sindrome de Down, relacionando-as com estresse
oxidativo (277).

Para as outras proteinas listadas na Tabela 3.7, as quantificacbes nao
puderam ser realizadas por dois possiveis motivos. O primeiro é devido a marcacao
dos peptideos nas amostras do grupo bipolar ndo ter sido efetiva. A segunda
possibilidade seria que mesmo existindo marcacgao, as intensidades ndo foram altas
o suficiente para que o software pudesse identifica-las.

Este ensaio foi realizado apenas para verificar a viabilidade do método de
marcacao e, como foi mostrado nas Tabelas 3.2 a 3.6, ndo houveram perdas de
peptideos que pudessem influenciar no resultado da marcacao. Apesar de proteinas
que contém cisteina alfa-1B-glicoproteina e serotransferrina (Tabela 3.2) terem sido
identificadas, mesmo sem sitio de afinidade a resina, os resultados ao final do
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protocolo de marcacdo nao foram comprometidos. A serotransferrina mostrada na
Tabela 3.4 é o Unico peptideo com afinidade a resina que foi perdido durante as
lavagens.

O baixo numero de identificagbes apresentadas pode estar relacionado,
além de uma deplecdo ndo 6tima, a sensibilidade e resolucdo do equipamento.
Considerando que um analisador do tipo QTOF foi empregado nas analises, ions
precursores de baixa abundancia podem nao ser detectados como em um analisador
do tipo Orbitrap (278). Portanto, caso seja possivel dar continuidade com esta
abordagem no futuro, seria interessante empregar um espectrdmetro de massas com
analisador do tipo Orbitrap. Assim, acredita-se que o numero de identificacées de

proteinas seja maior do que atual.



Tabela 3.7. Identificacao e quantificacao das replicatas da amostra Bipolar/Controle pelo método OxCysDML

Identificacao P/L (Quantificacao) DP
ID do Uniprot Nome B1 B2 B3 B1 B2 B3 B1 B2 B3
P02763 Alfa—1—glicoproteina acida 1 X X X
P04217 Alfa—1B-glicoproteina X X X 21,97 6,45 3,63 5,39 10,75 6,40
P02765 Alfa—2—HS—glicoproteina X X X
P02749 Beta—2—glicoproteina 1 X X X
P04003 C4b-binding proteina cadeia alfa X X X
P27658 Cadeia de colageno alfa-1 (VIII) X X X
H7C5N5 Ceruloplasmin X
Q8NCX0 Coiled-coil domain—containing protein 150 X
POCOL5 Complemento C4-B X X
P00751 Fator do complemenot B X X X
D6RGG7 Dihidropteridina redutase X
Q725Q5 DNA polimerase nu X
P59022 Proteina 10 da regido critica da sindrome de X X X
Down
P02790 Hemopexina X 15,48 1,49
P01877 Ig constante pesada alfa 2 X X X
P01871-2 Ig constante pesada um X X X
P01834 Ig constante kappa X X X
P00747 Plasminogen X X
Q9Y2G9 Homdélogo de proteina de morango 2 X X X
P02787 Serotransferrina X X X 0,093 1,99 1,68 5,09 13,29 17,24
Q9UDY6 Proteina contendo motivo tripartido 10 X
P02774 Vitamina D—binding X
P04004 Vitronectina X X X
C9JPP4 Nao determinada X

X: Presenca da proteina na replicata; P/L: razdo grupo TB/CS (pesado/leve); B: replicatas da mistura entre os grupos TB e CS; DP: desvio padréo.
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5. Conclusoes parciais

De acordo com o estudo bibliografico apresentado neste Capitulo, dentro
das modificagbes pds-traducionais, destaca-se a relevancia da oxidagédo da cisteina e
a participacdo dela nas doencas mentais estudadas. Assim, dentro da proposta, o
método de marcacao isotopica por dimetilacdo foi implementado com sucesso.
Embora o nimero de identificacdes de proteinas marcadas tenha sido baixo, o nimero
de proteinas que foram perdidas, avaliadas nas amostras controle ao longo do
procedimento, foi minima. Espera-se que este método seja empregado para futuras
andlises de potenciais biomarcadores de TB e ESZ pelo grupo de pesquisa.
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Consideracoes finais

De forma geral, os biomarcadores clinicos precisam ser identificados e
avaliados desde a etapa de diagndéstico até as intervengdes terapéuticas para cada
tipo de doenca. Assim, especificamente na Psiquiatria, o ideal seria renovar o sistema
de classificacdo dos diagnésticos, atualmente baseados em sinais e sintomas, além
da estratificacdo dos pacientes. Consequentemente, a eficacia em determinar o tipo,
tempo e curso dos transtornos poderia ser aumentada, permitindo que as doencgas
fossem subclassificadas com base em critérios fisioldgicos, levando assim a uma
abordagem precisa e mais fundamentada biologicamente para os tratamentos
psiquiatricos.

Diante disso, este trabalho foi idealizado com objetivo de determinar perfis
metaldmicos e protedmicos em amostras de soro de pacientes diagnosticados com
transtorno bipolar e esquizofrenia sob tratamento. Ao mesmo tempo, teve-se o intuito
de encontrar conexdes entre ambos estudos 6micos.

Desta maneira, dos 11 microelementos quantificados no Capitulo 1, o Se,
Zn e Fe foram diferenciados estatisticamente entre os grupos de pacientes com
doencas mentais e individuos saudaveis. Mostrou-se que as concentragdes do Fe sdo
afetadas durante o tratamento e foi possivel inferir uma atividade antagdnica do litio
ao tratamento combinado com referéncia aos niveis de Se. Finalmente, nesse estudo
metaldmico foi demonstrado que ambas as doencas encontram-se sob estresse
oxidativo apesar do tratamento, de acordo com os niveis de Fe e Zn.

No Capitulo 2, 25 proteinas foram identificadas como diferenciais entre as
doencas e o controle. Apesar de nao ter sido possivel definir se as modulacbes dos
niveis de proteinas encontradas em ambas as doengas é consequéncia do
tratamento, destacou-se a desregulacédo das vias metabdlicas do sistema imunoldgico
e hemostase, mostrando uma regulacao oposta nas cascatas de complemento e
coagulagao entre o transtorno bipolar e esquizofrenia. Estas cascatas s&o de interesse
desde que ndo foram relacionadas anteriormente as doengas na literatura. Além disso,
proteinas alteradas envolvidas no processo de ativacdo do complemento podem ser
consideradas como um conjunto de biomarcadores para acompanhar a progressao do
tratamento em pacientes com ESZ.
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Finalmente, no Capitulo 3, foi abordada uma estratégia seletiva, visando
quantificar apenas a classe de proteinas sujeitas a oxidacao, produtos do estresse
oxidativo. Deste modo, foi escolhido o método por dimetilagdo de cisteina oxidada,
sendo viavel economicamente dentre os métodos disponiveis. Assim, apesar do baixo
nuamero de proteinas identificadas, a otimizagdo do método foi realizada e conseguiu-
se quantificar duas proteinas no ensaio piloto, as quais foram relatadas anteriormente
neste contexto num estudo de doenga neurodegenerativa.

Assim, foi possivel chegar a um ponto de convergéncia entre os trés
capitulos desenvolvidos: sendo que as baixas concentracoes de Se detectadas tanto
em pacientes com ESZ como em TB foram relacionadas ao estresse oxidativo e a
proteina GPX3, relatada como regulada negativamente, estd envolvida, além do
estresse oxidativo, com processos de resposta inflamatéria. A mesma proteina foi
identificada, embora nao quantificada, no estudo de dimetilagdo de cisteina oxidada.
Deste modo, determinou-se que tanto o estresse oxidativo quanto os processos de
inflamagdo encontram-se presentes em ambas as doencas apesar do tratamento,
sendo necessario estudos comparativos entre o momento do diagnostico e o
transcurso do tratamento para poder definir se ambos estados sao caracteristicos da
doencga e/ou consequéncias aos tratamentos ministrados. Adicionalmente, o estudo
poderia ser complementado com analises especificas para avaliar as atividades de
proteinas envolvidas em processos redox como SOD e GPX3, entre outras, com a
finalidade de verificar eventuais diferencas entre os grupos.

Dentro das limitacbes deste estudo, encontram-se o0 numero de
participantes envolvidos nesta pesquisa ser pequeno, ja que nao foi possivel atingir
uma quantidade maior a 10 amostras por grupo pudendo ter influéncias devido ao
género ou idade, por exemplo. Ao mesmo tempo, esse numero amostral era limitado
pela dependéncia de disponibilidade de equipamentos para as analises envolvidas
nas trés abordagens desenvolvidas.

Esta Tese colaborou oferecendo novas perspectivas para o entendimento
de parte da fisiopatologia com referéncia aos tratamentos empregados em ambos os
transtornos estudados, bem como na proposta de suplementacdo para tentar
estabilizar os niveis dos metais essenciais, corrigindo os possiveis efeitos
secundarios, como também diminuir possiveis comorbidades durante o tratamento.

Porém, testes de validacdo de identidades e quantidades para as proteinas devem
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ser conduzidas no futuro. Espera-se que estas sugestdes possam ser aplicadas
localmente, uma vez que o grupo amostral estudado € correspondente a pessoas que
vém sendo tratadas no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas,

e com o tempo ser possivelmente expandidas a niveis regionais e/ou nacionais.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados sobre a pesquisa
Titulo do projeto: “Estudo protedmico e metaldmico para a identificacio de possiveis
biomarcadores em amostras de soro sanguineo de pacientes com transtorno afetivo bipolar”
Pesquisador responsavel: Alessandra Sussilini
Cargo/fungéo: Professora do Instituto de Quimica da Unicamp

Faco parte do projeto de pesquisa que tem como objetivo analisar e comparar as proteinas
e metaloproteinas de sangue, em pessoas portadoras do transtorno afetivo bipolar ou ndo (grupo
controle), buscando verificar se existe uma relagdo entre estas proteinas com o transtorno afetivo
bipolar, com o tratamento aplicado ou com fatores genéticos.

Para poder realizar esta pesquisa, necessito que o(a) senhor(a) concorde em responder a
um breve questionario a respeito dos dados pessoais, do uso de medicamentos e da presenca de
doengas, e também em doar 5 mL de sangue para ser analisado. Além disso, convidamos também
vocé a participar de uma entrevista, respondendo perguntas sobre sua salde mental atual, problemas
de salde apresentados no passado por vocé ou familiares e tratamentos realizados. Concordando em
participar da pesquisa, profissionais qualificados irdo coletar o sangue.

E garantido o sigilo absoluto de sua identidade na apresentagcao dos resultados obtidos
durante a pesquisa. Caso haja interesse, eu poderei lhe fornecer o resultado individual da analise do
seu sangue. Nao havera beneficio financeiro ou de qualquer outro tipo. O desconforto e risco possivel
da participagao se referem a coleta de sangue, mas esta sera realizada por profissionais qualificados,
usando material adequado e descartavel. E também garantido que o(a) senhor(a) pode desistir de
participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizos para o seu tratamento atual ou futuro, e que,
se eu ndo autorizar, as amostras coletadas ndo serdo utilizadas para outros fins (elas somente serao
utilizadas de acordo com os objetivos deste trabalho).

O(a) senhor(a) recebera uma copia deste documento e eu me colocarei a disposicao para
o seu acompanhamento ao laboratério de coleta e também para esclarecimentos necessarios antes,
durante e apés a pesquisa.

Declaro que, depois de esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
concordo em participar do Projeto de Pesquisa. Autorizo 0 armazenamento do meu sangue pelo 1Q-
Unicamp para utilizagdo em pesquisas futuras, desde que elas sejam devidamente aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-Unicamp, e se cabivel, pelo Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP):

__ Sim __ Naéo

Campinas, de de 20

Assinatura do(a) doador(a) Assinatura do
pesquisador

Para maiores informacoes, duvidas e esclarecimentos sobre a
pesquisa, falar com Alessandra Sussulini - telefone: (19) 3521-3060 ou (19)
99324-5795; e-mail: sussulini@igm.unicamp.br; endereco: Laboratério B226,

Comité de Etica em Pesquisa - telefone: (19) 35218936; endereco: Rua
Tessalia Vieira de Camargo, 126. Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, Baréao
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FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

GRUPO:
HC:

Datadecoleta: / /

1) Nome:

2)Ildade: _ anos

3) Altura:

4) Peso:

5) E fumante? () sim ( ) ndo

Caso sim, ha quanto tempo? Quantos cigarros por dia?

6) Possui alguma doeng¢a? ( ) sim () nao

Caso sim, qual (is)?

7) Faz uso de medicamentos (ndo considerar aqueles utilizados no tratamento do
transtorno afetivo bipolar, se for o caso)? ( ) sim ( ) nao

Caso sim: Qual (is)?

Qual

a dose?

Ha quanto tempo?

Quanto ao transtorno afetivo bipolar:

6) Ha quanto tempo foi diagnosticada a doenca?

7) Ja foi diagnosticada anteriormente como depressiva? () sim ( ) néo
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8) Qual (is) medicamento (s) é (sédo) utilizado (s) em seu tratamento?

9) Qual a dose?

10) Ha quanto tempo faz este tratamento?

11) Ja fez algum tratamento diferente antes do atual? () sim ( ) nédo

Caso sim, com qual (is) medicamento (s)? Qual a dose?

Outras observagdes ou comentarios:
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Tabela ANEXO. Lista de informacdes de proteinas quantificadas em amostras de soro por MaxQuant ver. 1.6.0.1 usando
Perseus ver. 1.6.14.0

Unique +

# de Razor + . Sequence razor Unique
, . Unique sequence
IDs Nome Gene Score Pepti_ unique . coverage  sequence
. peptides coverage
deos peptides [%] coverage
[%]
[%]
Q96lY4  Carboxypeptidase B2 CPB2 5,0 5 5 5 20,5 20,5 20,5
Q06033 Inter-alpha-trypsin inhibitor 3 ITIH3 26,1 7 7 7 14,2 14,2 14,2
P01871 Ig mu chain C region IGHM 323,3 19 19 19 51,8 51,8 51,8
P22352  Glutathione peroxidase 3 GPX3 13,5 4 4 4 19,6 19,6 19,6
P35542  Serum amyloid A-4 protein SAA4 67,9 3 3 3 16,8 16,8 16,8
P02746 Complement C1q C1QB 25,3 2 2 2 12,7 12,7 12,7
subcomponent subunit B
P06681 Complement C2 c2 18,9 19 5 5 33,1 10,7 10,7
AOA0G2J Immunoglobulin heavy IGHA2 107,5 14 4 1 72,1 30,9 7,4
MB2 constant alpha 2
Q92954  Proteoglycan 4 PRG4 2,0 2 2 2 3,5 3,5 3,5
P02656  Apolipoprotein C-IlI APOC3 47,4 3 3 3 39,3 39,3 39,3
Q03591 Complement factor H-related CFHR1 323,3 12 6 1 68,3 39,5 3,7
protein 1
P00736  Complement C1r C1R 256,4 21 21 21 45,5 455 45,5
subcomponent
P00751 Complement factor B CFB 323,3 43 43 29 39,4 39,4 25
Q14624  Inter-alpha-trypsin inhibitor 4 ITIH4 323,3 35 35 33 49,2 49,2 47,3
P05090  Apolipoprotein D APOD 97,8 6 6 6 26,5 26,5 26,5
P02768  Serum albumin ALB 96,1 25 25 22 49,9 49,9 46
P05156  Complement factor | CFl 115,4 16 16 16 37,7 37,7 37,7
P05452  Tetranectin CLEC3B 39,3 5 5 5 45,6 45,6 45,6
P03952  Plasma kallikrein KLKB1 196,2 12 12 12 20,1 20,1 20,1
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014791
043866
075636
P00450
P00734
P00738
P00739
P00742
P00747
P00748
P01008
P01009
P0O1011

P01019
P01023
P01024
P01031

P01042
P01834
P01876
P02647
P02649
P02652
P02743
P02748
P02749
P02750

P02751
P02753
P02760

Apolipoprotein L1

CD5 antigen-like
Ficolin-3

Ceruloplasmin
Prothrombin

Haptoglobin
Haptoglobin-related protein
Coagulation factor X
Plasminogen
Coagulation factor XII
Antithrombin-II|
Alpha-1-antitrypsin
Alpha-1-antichymotrypsin
Angiotensinogen
Alpha-2-macroglobulin
Complement C3
Complement C5
Kininogen-1

Ig kappa chain C region
Ig alpha-1 chain C region
Apolipoprotein A-I
Apolipoprotein E
Apolipoprotein A-ll
Serum amyloid P-component
Complement component C9
Beta-2-glycoprotein 1
Leucine-rich alpha-2-
glycoprotein

Fibronectin
Retinol-binding protein 4
Alpha-1-microglobulin

APOLA1
CD5L
FCN3

CP

F2

HP

HPR

F10

PLG

F12
SERPINCH
SERPINA1
SERPINA3
AGT

A2M

Cc3

C5

KNG
IGKC
IGHA1
APOA1
APOE
APOA2
APCS

Cc9

APOH
LRG1

FN1
RBP4
AMBP

323,3
17,6
32,7

323,3

291,1

323,3
88,6
13,2

323,3

143,5

186,5

323,3

323,3

304,3

323,3

323,3

323,3

323,3

323,3

323,3

323,3

323,3

323,3
48,5

113,3

203,2

323,3

323,3
208,9
151,7

112
29
17

16
29
14

14
15
10

56
10
11

112
29
17

16
29
14

14
15
10

56
10
11

100

56
10
11

28,1
26,8
21,2
57,7
48,9
64,8
54
20,7
53,2
20,5
44,8
66,3
42,1
31,5
63,3
74,1
26,1
44,7
80,4
64,9
78,3
51,7
51,1
29,1
34,2
60,6
40,9

42,6
72,4
44.6

28,1
26,8
21,2
57,7
48,9
64,8
28,2
20,7
53,2
20,5
44,8
66,3
42,1
31,5
63,3
74,1
26,1
44,7
80,4
64,9
78,3
51,7
51,1
29,1
34,2
60,6
40,9

42,6
72,4
44,6

28,1
26,8
21,2

48,9
44,8
28,2
20,7
51,4
20,5
44,8
5,7
42,1
31,5
57,1
67,7
26,1
1,9
80,4
27,8
78,3
51,7
51,1
29,1
34,2
60,6
40,9

42,6
72,4
44,6
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P02763
P02765
P02766
P02774
P02775
P02787
P02790
P04003

P04004
P04114
P04196
P04217
P05154

P05155
P05160
P05543
P05546
P06276
P06396
P06727
P07225
P07357

P07358

P07360

P07996
P08185

Alpha-1-acid glycoprotein 1
Alpha-2-HS-glycoprotein
Transthyretin

Vitamin D-binding protein
Platelet basic protein
Serotransferrin

Hemopexin

C4b-binding protein alpha
chain

Vitronectin

Apolipoprotein B-100
Histidine-rich glycoprotein
Alpha-1B-glycoprotein
Plasma serine protease
inhibitor

Plasma protease C1 inhibitor
Coagulation factor XIlI B chain
Thyroxine-binding globulin
Heparin cofactor 2
Cholinesterase

Gelsolin

Apolipoprotein A-IV

Vitamin K-dependent protein S
Complement component C8
alpha chain

Complement component C8
beta chain

Complement component C8
gamma chain
Thrombospondin-1
Corticosteroid-binding globulin

ORM?
AHSG
TTR
GC
PPBP
TF
HPX
C4BPA

VTN
APOB
HRG
A1BG
SERPINA5

SERPING1
F13B
SERPINA7
SERPIND1
BCHE
GSN
APOA4
PROS1
C8A

C8B

C8G

THBSH
SERPINA6

323,3
323,3
323,3
323,3
59,8
323,3
323,3
323,3

323,3
323,3
323,3
323,3
6.3

180,3
6,6
11,7
323,3
8,8
323,3
323,3
111,0
101,9

43,0

63,2

60,3
67,2

9
10
11
30

60
18
21

15
187

9
10
11
30

60
18
21

15
187

10
11

52
18
21

15
187

44.8
42,2
73,5
70,7
38,3
73,2
55,8
45,4

34,9
52,6
37,7
57,2
18

27
19,2
23,1
36,7
17,9

41
59,3
25,7
31,5

34,5

55

18,6
30,1

44,8
42,2
73,5
70,7
38,3
73,2
55,8
45,4

34,9
52,6
37,7
57,2
18

27
19,2
23,1
36,7
17,9

41
59,3
25,7
31,5

34,5
55

18,6
30,1

32,3
42,2
73,5
5,7
38,3
64,2
55,8
45,4

34,9
52,6
37,7
57,2
18

27
19,2
23,1
36,7
17,9

41
59,3
25,7
31,5

34,5
55

18,6
30,1
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P08603
P08697
P09871

POCOL4
POCOL5
POCF74
P10643
P10909
P13671

P15169

P19652
P19823

P19827

P20742
P20851
P22792
P23142
P25311
P27169

P29622

P35858

P36955

P43652
P51884

Complement factor H
Alpha-2-antiplasmin
Complement C1s
subcomponent

Complement C4-A
Complement C4-B

Ig lambda-6 chain C region
Complement component C7
Clusterin

Complement component C6
Carboxypeptidase N catalytic
chain

Alpha-1-acid glycoprotein 2
Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H2
Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H1

Pregnancy zone protein
C4b-binding protein beta chain
Carboxypeptidase N subunit 2
Fibulin-1
Zinc-alpha-2-glycoprotein
Serum
paraoxonase/arylesterase 1
Kallistatin

Insulin-like growth factor-
binding protein complex acid
labile subunit

Pigment epithelium-derived
factor

Afamin

Lumican

CFH
SERPINF2
C1S

C4A
C4B
IGLC6
Cc7
CLU
Cé6
CPN1

ORM2
ITIH2

ITIH1

PzP
C4BPB
CPN2
FBLN1
AZGP1
PON1

SERPINA4

IGFALS

SERPINF1

AFM
LUM

323,3
60,5
58,7

323,3
64,8
229,4
182,6
230,6
275,1
50,2

264,8
323,3

323,3

323,3
48,6
15,0
45,7

323,3

308,6

31,9

45,9

97,3

323,3
32,5

56

14

70
70

20
12
16

23

24

35

12
12

14

14

12

22
8

56

14

70

20
12
16

23

24

27

12
12

14

14

12

22

24

27

12
12

14

14

12

22

60,4
23,4
28,5

49,4
49,7
74,5
37,4
28,6
27,5
29

43,8
35

36,7

32,4
15,9
15
16,9
46,6
57,2

45

33,1

34,7

41,7
32

60,4
23,4
28,5

49,4
3,3
74,5
37,4
28,6
27,5
29

31,3
35

36,7

25,5
15,9
15
16,9
46,6
57,2

45

33,1

34,7

41,7
32

54
23,4
28,5

9,4
37,4
28,6
27,5

29

31,3
35

36,7

25,5
15,9
15
4,8
46,6
57,2

45

33,1

34,7

41,7
32
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P55058 Phospholipid transfer protein PLTP 2,4 3 3 3 10,3 10,3 10,3

P68871 Hemoglobin subunit beta HBB 142,8 12 12 6 83 83 51

P69905 Hemoglobin subunit alpha HBA1 67,0 8 8 5 70,4 70,4 47,9

P80748  Ig lambda chain V-IIl region IGLV3-9 24,9 3 3 3 41,9 41,9 41,9
LOI

Q04756  Hepatocyte growth factor HGFAC 10,0 3 3 3 6,4 6,4 6,4
activator

Q08380  Galectin-3-binding protein LGALS3BP 36,6 6 6 6 15,9 15,9 15,9

Q15485  Ficolin-2 FCN2 4,2 3 3 3 16,7 16,7 16,7

Q16610  Extracellular matrix protein 1 ECM1 10,9 3 3 3 8,9 8,9 8,9

Q96PD5  N-acetylmuramoyl-L-alanine PGLYRP2 323,3 11 11 11 31,9 31,9 31,9

amidase




