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RESUMO

Um dos mecanismos propostos sobre o papel dos lipidios plasmaticos na génese de
doencas, é a sua associagdo com o estresse oxidativo, caracterizado pelo desbalanco
redox, e que pode direta ou indiretamente estar relacionado a fisiopatologia das
doencas crbénicas nao transmissiveis. Proteinas sdo moléculas envolvidas em
praticamente todos os fenbmenos bioldgicos, e o entendimento dos fatores que regulam
a sua expressao, pode abrir portas para novas estratégias terapéuticas. Assim, o
objetivo deste trabalho foi analisar alteragbes no proteoma mitocondrial de células do
figado (CF) de camundongos apoE knockout (apoE -/-) tratados com sildenafil.
Previamente foi evidenciado que os animais apoE -/- apresentam perfil lipidico
plasmatico caracteristico das dislipidemias, apresentando concentragcbes plasmaticas
médias para triglicerideos, colesterol total, LDL e VLDL de 5, 14, 6 e 36 vezes maiores
que aquelas observadas para o grupo C57, respectivamente. Este aumento nao foi
revertido apo6s o tratamento. A citometria de fluxo mostrou elevagcédo nos niveis
intracelulares nas CF dos animais apoE -/- de anion superoxido (~82%), peroxido de
hidrogénio (~60%) e peroxinitrito (~53%), além do aumento do numero de células em
apoptose (de ~2% para ~19%). Nossos resultados mostraram que o tratamento com
sildenafil previne o aumento das ROS analisadas e inibe a inducdo de apoptose,
sugerindo que o sildenafil possui acdo antioxidante. A analise do proteoma mitocondrial
por eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massa (2DE-MS) das CF,
mostrou que em ambas as condigdes experimentais (doenca e tratamento), houve
mudanca no padrdo de expressao das proteinas nesse compartimento subcelular.
Destaque para o aumento da expressdo da urato oxidase no grupo dos animais
tratados (~93%) quando comparados com os sem tratamento. Esta enzima é
responsavel pela degradagdo do acido urico e pode apresentar papel importante na
reducdo da produgcdo de ROS. Os resultados também mostraram que a dislipidemia
induz o aumento da transferrina, uma proteina de transporte de Fe, que ao aumentar a
oferta desse metal, pode aumentar a formagao de H,O, pela reagcdo de Fenton,
contribuindo para o estresse oxidativo. Foi possivel observar, entretanto, que o
sildenafil reduz (~70%) os niveis dessa proteina quando comparado com o grupo apoE

-/- , indicando equilibrio redox ap6s o tratamento. Apds o estudo protedmico



mitocondrial, foi possivel observar a influéncia do tratamento com sildenafil na
regulagdo de proteinas-chave na homeostase redox, contribuindo para a compreensao

dos mecanismos pelos quais o sildenafil apresenta o efeito antioxidante.

Palavras-chave: Dislipidemia, estresse oxidativo, proteoma mitocondrial, sildenafil.



ABSTRACT

The role of plasmatic lipids in the chronic disease may be associated with oxidative
stress, which is characterized by redox imbalance. Proteins are molecules involved in
almost all biological phenomena and the understanding of the protein regulation may be
a source of new therapeutic strategies. Thus, the aim of the present work was analyse
the mitochondrial protein expression in 18-weeks old sildenafil-treated apoE-/- mice as
compared to non-treated animals. Previously, the apoE-/- mice presented a plasma lipid
profile characteristic of dyslipidemia, and the triacylglycerol, total cholesterol, LDL and
VLDL levels were 5, 14, 6 and 36 times higher than observed from control group (C57),
which was not reverted by treatment with sildenafil. Flow cytometry showed in liver cells
increased levels of intracellular reactive oxygen species of superoxide anion (~82%),
hydrogen peroxide (~60%), peroxinitrite (~53%) as well as increased apoptotic cells
(from ~2% to ~19%). The treatment was able to prevent the production of analysed ROS
and reduced the apoptotic cells, restoring the pattern observed in C57 group. It suggests
that sildenafil presents an antioxidant action. Differential two-dimensional
electrophoresis coupled with mass spectrometry was applied to study the changes in
mitochondrial protein profile in both conditions. The treatment up-regulated urate
oxidase (~93%), which degrades the uric acid and it may be consider an antioxidant
way. The results also showed that the dyslipidemia induces transferrin up-regutation
(~914%), an iron-transport protein. The increase of iron supply may leads to hydrogen
peroxide formation by Fenton reaction, contributing to oxidative stress. The animals
treated with sildenafil presented this protein down-regulated (~70%) compared with
those non-treated, suggesting a redox homeostasis state after treatment with sildenafil.
Our results clearly point to the strong role of sildenafil in mitochondrial ROS production.
Up-regulation of urate oxidase and down-regulation of transferrin may represent an
important mechanisms of beneficial action of sildenafil in mitochondrial redox imbalance

during dyslipidemia.

Key words: Dyslipidemia, oxidative stress, mitochondrial proteome, sildenafil.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: PROPORGAO RELATIVA DA COMPOSICAQ BASICA DAS PRINCIPAIS LIPOPROTEINAS ......ccovvveerrrerierreene 20
FIGURA 2: DO GENOMA AO PROTEOMA: UM AUMENTO NA COMPLEXIDADE E NA DINAMICA.......ccoovvevvirerieernenn. 28
FIGURA 3: ELETROFORESE BIDIMENSIONAL ....ooiiiiiiiiiiiiiiiie ettt s 31
FIGURA 4: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS ETAPAS EXPERIMENTAIS DESENVOLVIDAS .......coveveirerirereeerneene 39
FIGURA 5: ANALISE DO NIVEL DE APOPTOSE UTILIZANDO AS MARCAGOES COM ANEXINA VE Pl...ccvucvevirereeerenenn, 43
FIGURA 6: FLUXOGRAMA DO ENRIQUECIMENTO DE MITOCONDRIAS DAS CELULAS DO FIGADO.........ccccvevvrerrerennee. 45
FIGURA 7: ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ANALISE E EDICAO DOS SPOTS CORRESPONDENTES (MATCH)............... 49
FIGURA 8: NIVEIS INTRACELULARES DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO.......ccoveeeirieeriieriesieiereeissieseese e e 56
FIGURA 9: PAINEL DO TIPO DOT PLOT DAS MARCAGOES DAS CELULAS PARA APOPTOSE ......c.cooevverrererieeeeeseeesneenns 58
FIGURA 10: VALIDACAO DO ENRIQUECIMENTO DE MITOCONDRIAS POR WESTERN BLOT ......ovueveveeeeererererererrerenen. 59
FIGURA 11: PERFIL PROTEICO DA FRACAO ENRIQUECIDA COM MITOCONDRIAS .......coooueviverereeriererereeeeeevesesenesae e 61
FIGURA 12: ANALISE DE FATORES ......ouiuiiiiisite ettt bssss s bbbttt st s b st bbb ss b st ss bbb b s se b s s 63
FIGURA 13: GEL BIDIMENSIONAL TIPICO ....cvuvieiveiieiiee ittt esses ettt sttt bbbt be s 65
FIGURA 14: PERFIL DE INTENSIDADE DOS SPOTS PROTEICOS .....ccooviiiiiiiiiiiiie ittt 74
FIGURA 15: REDE DE INTERAGAQ DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS .....ocvvrierieieisirereseesesesssesese s sessesessessssesssae e e 75
FIGURA 16: VIAS DE FORMAGAO DE ROS DE A PARTICIPAGAO DO SILDENAFIL ....cvvveviieernreretisiesessessesessesssssessesssnns 83
FIGURA 17: O MECANISMO KISS-AND-RUN E A INTENSIDADE DA TRANSFERRINA .......coooiiiiiiiiiinii e 89



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: PERFIL LIPIDICO PLASMATICO .....cuvieiviecteteciieete ettt s st sssb et bbb bbb st b s s 55
TABELA 2: VIABILIDADE E APOPTOSE CELULAR ....coiiiiiiiiiiiiciic et s s 57
TABELA 3: ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE INTRAGRUPOS DAS IMAGENS DOS GEIS......ccvevevereererereeeereveveeeeeinens 62

TABELA 4: IDENTIDADE DOS SPOTS PROTEICOS EXPRESSOS NOS GRUPOS EXPERIMENTAIS POR MS E MS/MS......... 66

TABELA 5: DADOS DAS PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS ENTRE OS GRUPQS C57, APOE E SILDENAFIL ..69



LISTA DE ABREVIATURAS

2DE Two Dimensional Electrophoresis (Eletroforese Bidimensional)
ANOVA Analise de Variancia

APO Apolipoproteina

AU Acido urico

C57 Animais controle, da linhagem C57BL/6

cGMP Guanosina Monofosfato Ciclico

CHAPS (3-[(3-Colamidopropil)-dimetil ambnio]-propano- sulfonato)
DDT Ditiotreitol

DCNT Doencas Crbénicas Nao Transmissiveis

DHE Dihidroetideo

DFCH-DA 2'.7'-diacetato de dicloroflueresceina

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

EPM Erro padrdo da média

FIE Focalizacao isoelétrica

FITC Isiotiocianato de Fluoresceina

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

HDL High Density Lipoprotein (Lipoproteina de Alta Densidade)
HK House Keeper

LDL Low Density Lipoprotein (Lipoproteina de Baixa Densidade)
IGP Gradiente de pH imobilizado

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

MM Massa molecular

MS Mass Spectrometry (Espectrometria de Massa)

PBS Tampéo fosfato de sddio com salina

PDE 5 Fosfodiesterase

ROS Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio)
SDS Dodecil sulfato de sddio

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de

sodio



TEMED
TFA

TG

TOF
TRIS-HCI
VDBP
VLDL

Baixa)

N,N,N’,N’ — tetrametiletilenodiamina

Acido Trifluoroacético

Triglicerideos

Time of Flight (tempo de voo)

Tris(hidroximetil) aminometano-hidrocloreto

Vitamin D Binding Protein

Very Low Density Lipoprotein (Lipoproteina de Densidade Muito



SUMARIO

1T INTRODUGAO . .......ocoeectceeie et e s s st s e es st s s s e s sss s sansaees
1.1 OS LIPIDEOS COM RELEVANCIA BIOLOGICA ... .. eieeeeeeeeeiette e e e e eeee e et e e e e e e aeeeeeeenen e e eeeeens 18
1.2 O ESTRESSE OXIDATIVO ....ttttuttttteeeeeeeeeetteetaeteaesaaaasaaaaas s e s aas s bbbttt e et et e et e eeeeaeeeaaaaeaeaaeeaens 22
1.3 AINIBICAO DA FOSFODIESTERASE COMO ALVO TERAPEUTICO......uuiieeiiiieeeeeiiiieeeeee e e e eeaeeeeeanns 25
1.4 AS ANALISES PROTEOMICAS COMO FERRAMENTAS DE ESTUDO.....uuuuuruieriiieiieeereeeeeeeeeaaaaaaaaaaaaaanns 26
1.4.1 Eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massa (2DE-MS) ................... 29
2 JUSTIFICATIVA. .ttt h st h e bbbt s b e bt bt et bese et b bt e bt b et sb e bt sbes b et et b seneeee
B OBUETIVO ...ttt ettt st b bbbt et h et s bbb b b s ket b et b e et eh et eh b e a bbb bbb eneeben
R Bt O = N = 1Y 0 X ] =1 P SRSS 36
3.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS ... ceeeeeeeieeatae e e s e e e e e e ee ettt aa e e e e e e aeeeeeaeate i aa e e e e e e eeeeeeeanen e e aeaeeeeeneenes 36
4 MATERIAL E METODOS ...ttt eeese e see s s sssess s ss s sass s sssssssssssss s sssassanssessssssnssaes
g L U 38
4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS .....uttttttttteietetettttetesteaaeaasasaeaaasaa s e b be bt bb e sttt e et et e e e et e eaeaaaaaaaaeesaens 38
4.3 OBTENGAO DAS AMOSTRAS E ANALISES......ceiituiieiiiuiieeeeiiaeeaeettaeeaesnaaseaeeaaaneeeeennneeeeeannaeeeeennns 39
4.3.1 Coleta de sangue e dosagem do perfil lIPIdICO.............ccoeeeveeeeveceecieseieieeseeeeeteeeeene 40
4.3.2 Isolamento de células dO fIQadO ............cceveeeeeeeeieeeteeeseees ettt 40
4.3.3 Determinagéo dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio........................ 41
4.3.4 Analise da viabilidade celular @ @pPOPIOSE...........cccoceevecieeeeieieseeieeeteee e ese e 42
4.3.5 Enriquecimento de mitocbndrias das células do figado de camundongos........................ 44
4.3.6 Validagao do fracionamento subcelular por Western Bloft ..............cccceeceeeeeevececveereeeiernnn. 46
4.3.7 Eletroforese BidimenSioNal (2DE) ............ccveuvoeeeeecieieieiesieeeieeieieiesistsvssssesessssasessssssassenens 46
4.3.8 Aquisigdo, processamento e analise das imagens doS géiS.........ccevwvvvvevvevvrvreevevveivnirannns 48
4.3.9 Digestdo dos spots de interesse e extragdo dos peptideos.............ccceveveveevevveeeeneeieennen. 50
4.3.10 Espectrometria de massa e pesquisa em banco de dados.............cccccevevveesceveresvvesiearennn, 50
4.3.11 Analise da interacdo entre as Proteinas..............ccoceceeveeeoeeneeieisieeeeeeeet et 51
B RESULTADOS..... .ottt ettt st eh bbb bt et eh et s bt e bbbt b st et e b et eb e et eb e sees et et b e st eb e beb e bebennes
5.1 PERFIL LIPIDICO PLASMATICO ... ittt ettt et ee e teeteeae e e e e s e e s e e s e s et s see e e eeeeas 54
5.2 DETERMINAGCAO DOS NIVEIS INTRACELULARES DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM CELULAS
ISOLADAS DO FIGADO DE CAMUNDONGOS ... eeeaeeieaiatitat i aaaaeeaaeeeaeennnnnaaaaeaeeeeeanasnnnnaaaaeaeaeneenes 55
5.3 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR E APOPTOSE .....ctttttttttttttietteaaaaaaaaeasasaasaaaisssinensseesesseseeeeeeens 56
5.4 VALIDAGAO DO FRACIONAMENTO SUBCELULAR POR WESTERN BLOT ......cooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 58
5.5 ANALISE COMPARATIVA DOS GEIS BIDIMENSIONAIS ... ueieeeeeeieeeeiieaaaeeeeeaeeeeeeeeinaaaaeeeaeaeeeeenees 59
5.6 IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS. ...ttt ettt ee e te e te e e e e e e e s e e s e e s e s et ebe e eeeeeeeeeeas 63
B DISCUSSAD ..ottt ettt bbb e s s st
7 CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt tee et an s s st sae st st enaesaesens s

B REFERENCIAS ...ttt e



Introducao



18

1 INTRODUGAO

Desde a segunda metade do século XX, as populag¢des de todas as regides
do mundo, vém passando por um processo de transicdo das principais doencgas
que fazem parte do cotidiano dos individuos. Saimos de um quadro onde as
doencas infecto parasitarias eram causas importantes de morbimortalidade e
passamos a conviver com as doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), as
quais sao de origem multifatorial, se desenvolvem no decorrer da vida e sao de
longa duragado. Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Saude, em 2008
as DCNT foram responsaveis por 63% dos 6bitos no mundo, e séo consideradas,
sobretudo, um sério problema de saude publica (Brasil - Ministério da Saude,
2011).

Seguindo essa tendéncia mundial, no Brasil em 2013 foram atribuidas as
DCNTs 72,6% das mortes (Servigo de Informacédo de Mortalidade - SIM, 2015).
Essa nova configuragdo de mortalidade se apresenta como um desafio tanto para
os gestores em saude quanto para os pesquisadores, em fung¢ao do forte impacto
das DCNTs na morbimortalidade, na qualidade de vida dos individuos afetados, na
maior possibilidade de morte prematura e nos efeitos econdmicos adversos para
as familias, comunidades e sociedade em geral (Brasil - Ministério da Saude,
2011).

Dentro do universo multifatorial das DCNT ¢é importante destacar as
dislipidemias, as quais tem seu inicio associado a fatores genéticos e/ou o estilo
de vida, que pode estar relacionado tanto com os habitos alimentares ricos em

gorduras quanto pelo sedentarismo.

1.1 Os lipideos com relevéancia biolégica
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Dentre os lipideos biologicamente mais relevantes, é possivel destacar: os
fosfolipideos que constituem a estrutura basica das membranas celulares; o
colesterol que € o principal precursor quimico dos horménios esteroidais, dos
acidos biliares e da vitamina D, além dos ftriglicerideos que constituem uma das
formas de armazenamento energético mais importante para os seres humanos,

depositados nos tecidos muscular e adiposo (Greenow et al, 2005).

Para o organismo fazer uso dos lipideos da dieta, é necessario inicialmente
haver a correta absorgéo no intestino delgado. Em fungéo da caracteristica apolar
dos lipideos, estes sao previamente degradados no lumen intestinal pelas enzimas
pancreaticas (lipase e fosfolipase) gerando acidos graxos livres e uma mistura de
mono e diacilglicer6is da dieta. Em seguida, sdo absorvidos pelas células

intestinais onde ocorre a sintese dos triglicerideos (TG) (Parzianello et al, 2008).

O transporte pela circulagdo sanguinea desses lipideos, que sao altamente
hidrofobicos, € realizado por agregados moleculares, as lipoproteinas, que sao
compostas por lipideos e apolipoproteinas (apo), as quais tém diversas fungdes no
metabolismo das lipoproteinas como a formacdo intracelular das particulas
lipoproteicas, caso das apo B100 e B48, e a atuagdo como ligantes a receptores
de membrana como por exemplo a apo B100 e a apo E (Greenow et al, 2005).
Existem quatro grandes classes de lipoproteinas separadas em dois grupos: (i) as
ricas em TG, maiores e menos densas, representadas pelos quilomicrons (de
origem intestinal), e pelas lipoproteinas de densidade muito baixa ou very low
density lipoprotein (VLDL - de origem hepéatica); e (ii) as ricas em colesterol,
incluindo as de densidade baixa ou low density lipoprotein (LDL) e as de
densidade alta ou high density lipoprotein (HDL) (Hansonn, 2005). A composi¢ao

genérica das lipoproteinas € mostrada na figura 1.
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Figura 1: Proporgao relativa da composicao basica das principais lipoproteinas. A
densidade da lipoproteina é maior quando sua porcentagem relativa de proteinas € maior
e a de triglicerideos € menor. Adaptado de Mc Kee, 2009.

O transporte de lipideos de origem hepatica ocorre principalmente pelas
VLDL e LDL. As VLDL séo lipoproteinas ricas em TG e contém a apo B100 como
sua apolipoproteina principal. As VLDL sao montadas e secretadas pelo figado e
liberadas na circulagao periférica. A montagem das particulas de VLDL no figado
requer a acao de uma proteina intracelular, a proteina de transferéncia de
triglicerideos microssomal ou microsomal triglyceride transfer protein (MTP),
responsavel pela transferéncia dos TG para a apo B, permitindo a formagéo da
VLDL. A montagem hepatica da VLDL também vem sendo reconhecida como foco
terapéutico no tratamento da hipercolesterolemia, seja por meio da inibicdo da
sintese de apo B (Raal et al, 2010), ou pela inibicdo da MTP (Cuchel et al, 2007).
Na circulagdo, os TG das VLDL, assim como no caso dos quilomicrons, séo

hidrolisados pela lipase lipoproteica, enzima estimulada pela apo Cll e inibida pela
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apo CIll. Os acidos graxos quando liberados sao redistribuidos para os tecidos,
onde podem ser armazenados, como nho tecido adiposo, ou prontamente
utilizados, nos musculos esqueléticos. Por acdo da lipase lipoproteica, as
particulas de VLDL progressivamente depletadas de TG, transformam-se em
remanescentes, removidos pelo figado por receptores especificos. Uma parte das
VLDL da origem as lipoproteinas de densidade intermediaria (intermediary density
lipoprotein, IDL) que sdo removidas rapidamente do plasma. O processo de
catabolismo continua, envolvendo a acdo da lipase hepatica e resultando na

formacéao das LDL (Greenow et al, 2005).

A LDL tem conteudo apenas residual de TG e € composta principalmente
de colesterol e uma unica apolipoproteina, a apo B100. As LDL sao capturadas
por células hepaticas ou periféricas por meio dos receptores de LDL (LDL-R). No
interior das células, o colesterol livre pode ser esterificado para depdsito por agéo
da enzima acil-CoA colesteril aciltransferase (ACAT). A expressédo dos LDL-R nos
hepatdcitos € o principal fator responsavel pelo nivel de colesterol no sangue e
depende da atividade da enzima hidroximetilglutaril (HMG) CoA redutase, enzima-
chave para a sintese intracelular do colesterol hepatico. A inibicado da HMG-CoA
redutase e, portanto, da sintese intracelular do colesterol, € importante alvo
terapéutico no tratamento da hipercolesterolemia. Com a queda do conteudo
intracelular do colesterol, ocorre aumento da expressao de LDL-R nos hepatdcitos,
e, assim, maior captura por essas células de LDL, IDL e VLDL circulantes
(Hansonn et al, 2005).

As particulas de HDL sao formadas no figado, no intestino e na circulagao e
seu principal conteudo proteico é representado pelas apolipoproteinas Al e All. O
colesterol livre da HDL, recebido das membranas celulares, é esterificado por
acao da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT). A apo Al, principal proteina da
HDL, é cofator dessa enzima. O processo de esterificagdo do colesterol, que
ocorre principalmente nas HDL, é fundamental para sua estabilizacéo e transporte
no plasma, no centro desta particula. A HDL transporta o colesterol até o figado,

onde este é captado pelos receptores SR-B1, sendo o circuito de transporte do
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colesterol dos tecidos periféricos para o figado, denominado transporte reverso do
colesterol. Neste transporte, & importante a agdo do complexo ATP binding
cassete A1 (ABC-A1), que facilita a extragado do colesterol da célula pelas HDL. A
HDL também tem outras agdes, como a remocgao de lipideos oxidados da LDL, a
inibicdo da fixacdo de moléculas de adesao e mondcitos ao endotélio (Decano et
al, 2016) e a estimulagéo da liberagao de 6xido nitrico (Raal et al, 2010). Além das
diferengas em tamanho, densidade e composi¢ao quimica, as lipoproteinas podem
diferir entre si pela modificacdo in vivo por oxidagdo ou glicagdo. Estas
modificagbes influenciam seu papel no metabolismo lipidico € no processo
aterogénico (Greenow et al, 2005; Hansonn, 2005).

Dentre os mecanismos propostos sobre o papel dos lipideos na génese de
doencas, destaca-se a sua associagdo com o estresse oxidativo, um estado em
que o excesso de espécies reativas de oxigénio superpbe-se ao efeito dos
sistemas antioxidantes, e que pode direta ou indiretamente estar relacionado a
fisiopatologia das DCTN. A quantidade relativa de antioxidantes e pro-oxidantes
na dieta pode influenciar a suscetibilidade de um individuo em desenvolver o

estresse oxidativo (Shargorodsky et al, 2010).

1.2 O estresse oxidativo

A producéo de espécies reativas resultantes do metabolismo do oxigénio
(ROS), em proporgcbes adequadas, exerce fungdes essenciais ao organismo,
como a fertilizagdo do ovulo, a ativagao de genes e a participagao de mecanismos

de defesa durante o processo de infecgéo (Barbosa et al, 2010).

As ROS sao atomos, ions ou moléculas que podem conter o oxigénio (O>)
com um elétron ndo pareado em sua Uultima camada eletrénica. Sao
caracterizadas por grande instabilidade e elevada reatividade e tendem a ligar o

elétron ndo pareado com outros presentes em estruturas proximas de sua
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formagao, comportando-se como receptores (oxidantes) ou doadores (redutores)

de elétrons (Munro e Treberg, 2017).

Na mitocéndria, o O, sofre reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacao de agua. A enzima catalisadora dessa reacgao é
a citocromo oxidase, que controla a formacao de ROS, impedindo o desbalanco.
No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias s&o
desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando

origem aos radicais livres (Barbosa et al, 2010).

As principais ROS que atuam como sinalizadores moleculares sdo o anion
superoxido (*O2’), o peroxido de hidrogénio (H,O3), o radical hidroxil (*OH") e o
peroxinitrito (*\ONOQO"). O O, exerce papel central na fungdo vascular, pois &
responsavel pela formacdo de outras espécies reativas, levando a menor
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) por inativagao progressiva deste, através
da formacao de peroxinitrito (*\ONOQ"), um potente e duradouro oxidante, que gera
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) (para revisao consulte Munro e
Treberg, 2017).

A partir do H,O, a reagdo de Fenton produz o radical hidroxil (OH"),
potencializando o dano oxidativo, uma vez que esse radical é cerca de 1 milhdo de
vezes mais reativo que seus precursores e possui extrema instabilidade (vida
média de 9-10 segundos) (Barbosa et al, 2010). Os radicais *Oy, o H,O; e,
principalmente, o radical *OH’, promovem a peroxidacao lipidica, com lesao das
mitocondrias, lisossomos e da prépria membrana celular, podendo levar a morte

das células (Percario, 2010).

O H,0,, apesar de nao ser um radical livre por ndo ter um elétron
desemparelhado na sua ultima camada eletrbnica, € uma espécie com alto
potencial reativo. Por participar da reagao de foragdao de *OH" tem acgao deletéria
potencial, uma vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, capaz
de alterar qualquer estrutura celular que se encontre préoxima. Além disso,

diferente dos radicais livres, o H,O, tem vida longa e é capaz de atravessar as
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membranas celulares, sendo potencialmente toxico para as células (Barbosa et al,
2010).

A prolongada exposi¢do as ROS, até mesmo em baixas concentragdes,
pode resultar em danos a moléculas biologicamente importantes e potencialmente
conduzir ao dano tecidual e doengas (Fang et al, 2002). As ROS tém como alvos
celulares principais as proteinas, os lipideos, o acido desorribonucléico (DNA) e o
acido ribonucleico (RNA), e sua produgao excessiva ocasiona lesdes na célula,
alterando sua integridade e, consequentemente, sua funcionalidade (Oliveira e
Schoffen, 2010).

Todas as estruturas celulares sdo suscetiveis a acdo das ROS, porém as
membranas celulares sdo as estruturas mais acometidas pela peroxidagao
lipidica, sofrendo alteragdes em sua estrutura e permeabilidade, o que acarreta
perdas da seletividade na troca idnica, liberagdo de compostos citoplasmaticos e
formagao de produtos toxicos (Antunes et al, 2008). Uma lesdo da membrana, por
sua vez, expbe as estruturas intracelulares, deixando vulneraveis diversas
organelas, inclusive material genético, contribuindo para a ocorréncia de mutagdes
que desfavorecem a regulagdo do ciclo celular e podem provocar morte celular
(Gomes, 2007). Os produtos da peroxidagao lipidica, derivados de acidos graxos
poliinsaturados, sdo extremamente instaveis e se decompdem para formar uma
série de compostos que incluem estruturas carbonilicas reativas, como o
malondialdeido (MDA), o qual é produto da oxidagédo da particula de LDL e cujos
niveis elevados estdo associados a fatores de risco cardiovascular como diabetes,

hipertenséao e as dislipidemias (Nasser, 2011).

Em todas as células eucariotas, a principal fonte produtora de espécies
reativas de oxigénio, sdo as mitocondrias (Munro e Treberg, 2017). Como ja
mencionado, numa situacdo de desbalanco redox, as ROS se tornam nocivas a
homeostase de diversos tipos celulares, ao se difundirem para o citosol através de
um canal i6nio voltagem-dependente (VDAC) para o *O;, e por difusdo simples
para o H;O, (Turrens, 2003), sdo capazes de induzir apoptose/necrose,

fragmentagdo do material genético, peroxidacao lipidica, disfungdo endotelial,
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dentre outros danos (Bernardes et al, 2016; Dias et al, 2014; Tonini et al, 2013;
Rodrigues et al, 2013; Balarini et al, 2013). Nesse processo de produgado de
espécies reativas de oxigénio, as proteinas mitocondriais desempenham um papel
fundamental, seja na cadeia transportadora de elétrons ou no efluxo das ROS

para o citosol (Turrens, 2003).

Utilizando o modelo animal que mimetiza a dislipidemia em humanos (0
camundongo knockout para a apolipoproteina E, apoE -/-), nosso grupo de
pesquisa ja evidenciou que, a dislipidemia induz o estresse oxidativo em artérias
aortas (Balarini et al, 2013), em células mononucleares (Tonini et al, 2013), células
do figado (Rodrigues et al, 2013) e mais recentemente, em células da medula

Ossea (Bernardes et al, 2016).

1.3 A inibicao da fosfodiesterase como alvo terapéutico

O principal efeito da inibicdo das fosfodiesterases (PDE) é o aumento dos
nucleotideos ciclicos intracelulares: Adenosina monosfato ciclico (CAMP) e
Guanosina monofosfato ciclico (cGMP). Em funcdo de existirem diversas
isoformas das PDE bem como uma distribuicdo heterogénea entre os tecidos, o
uso de inibidores seletivos se apresentam como estratégias terapéuticas
relevantes. O sildenafil, responsavel pela inibicdo da degradagcdo do cGMP,
apresenta alta seletividade para a isoforma 5 da fosfodiesterase, a PDES (Raja e
Nayak, 2004). A definigdo mais conservadora para o sildenafil é sobre a sua
atuacao no relaxamento vascular, uma vez que a inibicdo da hidrélise o cGMP
favorece o aumento da biodisponibilidade do oxido nitrico. Entretanto, num
contexto global, é necessario também se avaliar os efeitos pleiotropios desta
droga. O termo pleiotrépico €, classicamente relacionado com as multiplas fungdes
atribuidas a um unico gene, entretanto, a farmacologia também adotou esse termo

de maneira a mencionar os diversos efeitos de um farmaco/droga.
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Utilizando o sildenafil, Milani e colaboradores em 2005, descreveram para
ratos diabéticos, um aumento da capacidade antioxidante total bem como uma
reducédo da peroxidacao lipidica. Assim como Milani, desde o final dos anos 90,
varios grupos de pesquisa trouxeram diversas evidéncias experimentais que o
aumento dos niveis intracelulares de cGMP induzidos pela inibicdo das PDEs
(como faz o sildenafil), previnem a indugdo do estresse oxidativo em glandulas
salivares (Abdollahi, 2003), células renais (Kohda, 2001) e pulmdes (Zhang, 1999).

Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa vem contribuindo para a
compreensdao dos mecanismos envolvidos na melhora do balanco redox
observada para o sildenafil. Em camundongos apoE knockout foi descrito: o
reestabelecimento da funcdo endotelial (Balarini et al, 2013; Leal, 2015) e a
melhora de biomarcadores de genotoxicidade em células monoclueares, células
do figado (Rodrigues et al, 2013) e células da medula éssea (Bernardes et al,
2016). Em modelos experimentais de hipertensdo renovascular, o sildenafil foi
capaz de atenuar, em camundongos, o estresse oxidativo e a lesdo ao DNA (Dias
et al, 2014) e melhorar a fungdo e a estrutura endotelial (Fahning et el, 2015), e
em ratos, previnir a lesdo renal desencadeada pela nefropaia induzida por
contraste (Almeida, 2016).

Assim, €& possivel concluir que o sildenafil apresenta como efeito
pleiotropico, uma relevante acdo antioxidante em diversos 6rgdos e sistemas,
sendo uma promissora estratégia terapéutica para as desordens causadas pelo

estresse oxidativo.

1.4 As analises protedmicas como ferramentas de estudo

Se fosse possivel definir o lema da revolugdo genbmica, este seria:
sequenciar genes, entender suas funcdes e compreender (até curar) doengas. O

que existe, de fato, € uma grande quantidade de informagdes geradas pelas
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analises genOmicas que ainda ndo atingiram esse objetivo, ainda que estes
estudos tenham conduzido o desenvolvimento de diversos campos da ciéncia
(Oliveira et al, 2014).

No curso temporal do desenvolvimento das investigagdes, a transcriptdmica
(estudo dos transcritos dos genes) foi, provavelmente, o passo seguinte mais
Obvio ao estudo genbmico, a fim de se compreender as informagdes obtidas
considerando a proximidade dos transcritos ao material genético, bem como aos
processos fisioldégicos. Numerosos bancos de dados transcriptdmicos foram
gerados mas, embora informativos, eles per se ndo foram capazes de prover as
informagdes necessarias para alcangar o entendimento da relagdo do gendéma
com seu fendtipo e suas implicagdes fisioldgicas (Graves e Haystead 2002; Fields,
2001). Isso se deve ao fato de ndo haver uma linearidade entre o numero de
genes, de seus transcritos e das proteinas sintetizadas. A idéia de que um gene
codifica somente uma proteina € ultrapassada, dada influéncia de processos como
splicing alternativo do mRNA e modificagdes proteicas pos-traducionais (McGregor

e Dunn, 2006). A figura 2 ilustra esse conceito.
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Genoma ————  Transcipioma ———— Proteoma

Processamento
co/pos-traducional
“Splicing” ——>  Proteina,
alternativo —— Proteina,

—> Proteina,
—— Proteina,
—— Proteina;

— > mRNA,
— > mRNA,
Gene, ———> mRNA.
— > mRNA,
— 5 mRNA_

—— Proteina,

——— Proteina,

Figura 2. Do genoma ao proteoma: um aumento na complexidade e na dindmica. A
diversidade de produtos génicos oriundos de um unico gene é devida principalmente aos
splicing alternativos dos transcritos e as modificagdes co- e pos-traducionais das
proteinas. E estimado que o genoma humano origina em média 180 mil diferentes
espécies de MRNA. Estes sdo traduzidos a proteinas que sao processadas em diferentes
vias, gerando cerca de 8 a 10 diferentes formas modificadas de proteinas. Portanto, o
genoma humano pode potencialmente produzir cerca de (180000 x 10) 1,8 milhdes de
diferentes espécies proteicas. Adaptado de Jensen (2006).

Assim, o estudo das proteinas - sendo estas o produto final da
decodificacdo do DNA - é fundamental para fazer a conexao necessaria com as

informacdes produzidas pela genémica e a transcriptémica.

O termo proteoma foi utilizado primeiramente por Wasinger e colaboradores
(1995) como proteinas complementares ao genoma. Tradicionalmente, € definido
como a analise do conjunto completo de proteinas (proteoma) expressas por uma

célula, tecido ou organismo em determinada situagéo e, ao contrario do genoma,
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nao é estatico, podendo ser modificado pelas condicbes e estimulos que este

organismo esta exposto.

Considerando esta observacdo, uma visdo mais abrangente foi elaborada
por Arrell e colaboradores (2001) para definir o termo proteoma: consiste no
conjunto de todas as proteinas presentes em uma célula ou em um organismo,
num dado momento, incluindo ndo somente aquelas traduzidas diretamente a
partir do material genético, mas também as proteinas modificadas a partir de
splicing alternativo, processamento pds-traducional, ou de uma combinagao de
ambos, resultando em modificagdes que tém o potencial de alterar a estrutura e/ou
a funcao proteica. Dessa forma, o proteoma nao pode ser diretamente previsto a

partir de informag¢des do genoma ou do transcriptoma (Apweiler et al, 2009).

Enquanto o genoma é relativamente constante, o proteoma se modifica de
acordo com as interagdes momento-a-momento, entre 0 genoma e o ambiente
(Arab et al., 2006). O proteoma e altamente dinamico e varia de acordo com o tipo
e o estado funcional da célula, podendo refletir mudangas caracteristicas e
imediatas, em resposta por exemplo, a estimulos externos e a processos
patologicos (Apweiler et al, 2009). Assim, a analise do proteoma mostra-se
significativamente mais estimulante e complexa do que o sequenciamento do

genoma (Rotilio et al., 2012).

Para a analise de um determinado proteoma, utiliza-se de uma das
abordagens protedbmicas, termo pelo qual se representa um amplo grupo de
tecnologias decorrentes de métodos fisico-quimicos de analise de proteinas e
envolve: meétodos de separagdo e analise de proteinas (cromatografias,
focalizagao isoelétrica, eletroforeses e espectrometria de massa) e bioinformatica
(Van Eyk, 2011).

1.4.1 Eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massa (2DE-MS)
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De maneira geral, as metodologias empregadas em protedmica podem ser
classificadas nos tipos top-down ou bottom-up. Os dois conceitos se diferenciam
em sua esséncia quanto a forma de analise das proteinas: na abordagem top-
down as proteinas ndo passam por processos de separagao, tendo como objeto
de analise a amostra completa. J& o conceito bottom-up, a identificacdo das
proteinas de interesse é feita apds uma prévia separacido das proteinas contidas
naquele proteoma, e em seguida a digestao triptica dessas proteinas (Oliveira et
al, 2014), como é feito na eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de

massa.

A eletroforese bidimensional (2DE) foi desenvolvida ha mais de 40 anos por
O'Farrell (1975) e Klose (1975), sendo, desde entdo, aperfeicoada. Nesta técnica
as proteinas sdo separadas em duas etapas (dimensdes): 12 dimensao (FIE -
focalizagao isoelétrica), nesta etapa, as proteinas sdo separadas de acordo com
sua propriedades de carga (pl), migrando em direcdo ao eletrodo carregado,
através de um gradiente especifico de pH presente num gel em tira, até alcangar
seu pl, no qual a carga liquida da proteina € zero, sob condigbes desnaturantes;
seguida pela 22 dimensao (SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de s6dio), na qual a separagéo ocorre de acordo com sua massa
molecular relativa (McGregor e Dunn, 2006; Gorg et al., 2004). A  associagao
dessas tecnologias tem contribuido para a caracterizagdo de grande parte das
proteinas presentes em organismos vivos e para a andlise de proteomas

complexos (Rotilio et al., 2012).
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Figura 3. Eletroforese bidimensional. Na primeira dimensdo, as proteinas sao
resolvidas (separadas) de acordo com seu ponto isoelétrico, utilizado a focalizagédo
isoelétrica. Nesta etapa, as proteinas migram num campo elétrico sobre um gel com
gradiente de pH, até estacionarem na faixa onde sua carga liquida & zero. Na segunda
dimensdao a migragdo ocorre em gel de poliacrilamida de acordo com sua massa

molecular relativa. Adaptado de Oliveira et al., 2014.

Apés a distribuicdo pelo gel de poliacrilamida de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas, as proteinas entdo sdo extraidas, submetidas a
digestao por tripsina e identificadas por espectrometria de massa (MS). A técnica
consiste basicamente na ionizacdo da proteina e na avaliagdo da razao
massa/carga (m/z) dos ions. Os equipamentos possuem uma fonte de ionizagao,
um ou mais analisadores de massa e um detector. O primeiro componente é
utilizado para gerar ions peptidicos ou proteicos, geralmente transferindo prétons

(H+) para as moléculas sem alterar sua estrutura quimica. O ion & acelerado por
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campo elétrico e separado por m/z no analisador de massa, ou entdo é
selecionado de acordo com uma relagdo m/z previamente determinada e
fragmentado em um processo denominado em tandem (MS2 ou MS/MS).
Finalmente, os ions passam pelo detector, que é conectado a um computador com
programas para analise de dados (May, 2011).

Corretamente aplicada, a protebmica fornece aos pesquisadores
‘inventarios proteicos celulares” em momentos especificos, tornando-se
ferramenta ideal para a documentagcdo das modificagdes proteicas fruto de
determinada doenga, condi¢do ou tratamento (Arrell et al, 2001). A triagem
proteica em larga escala, possibilitada pela andlise protedmica, permite a
execucao de estudos sobre expressao proteica impossiveis de serem realizadas
utilizando-se somente as técnicas classicas de biologia molecular, as quais
possibilitam a analise da expressdo de somente uma ou poucas proteinas, em

determinado momento (Vercauteren et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

As proteinas tém papel fundamental na génese, regulagédo e manutengao
de diferentes ag¢des celulares. Quando alguma alteragcdo, seja por influéncia
externa ou interna ocasiona o mau funcionamento das proteinas, os danos

celulares podem ser irreversiveis.

Considerando que a protebmica oferece inumeras possibilidades para o
entendimento dos diferentes processos celulares, e que o estresse oxidativo pode
ocasionar danos irreversiveis para as células, torna-se muito importantes estudos
que ajudem a entender como diferentes abordagens terapéuticas podem modular
a expressao proteinas que estdo diretamente envolvidas na geracdo de estresse

oxidativo.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com sildenafil
no proteoma mitocondrial de células do figado de camundongos espontaneamente

dislipidémicos (apoE knockout).

3.2 Objetivos especificos

Numa visdo sequencial da investigacao, este trabalho teve como objetivos

especificos apds o tratamento com sildenafil:
e Avaliar o perfil lipidico plasmatico dos animais.

Nas células do figado os objetivos foram identificar e quantificar marcadores

intracelulares para:
e Concentragao do anion superoxido;
e Concentracao do peroxido de hidrogénio;
e Concentracao do 6xido nitrico;
e Concentracao de peroxinitrito;
¢ Inducao de apoptose.
Paralelamente, ainda com as células do figado, os objetivos foram:

e Padronizar e validar metodologia para enriquecimento/isolamento de

mitocondrias;

e Avaliar o perfil do proteoma mitocondrial dos animais, utilizando

eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massa.



Material
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos machos, isogénicos,
knockout para a apolipoproteina E (apoE -/-) os quais se tornam espontaneamente
dislipidémicos. Também foram utilizados os animais controle da linhagem
C57BL/6, neste trabalho referidos como C57.

Todos os animais foram obtidos no Biotério de Pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFES (07/2010). Os camundongos foram
criados e mantidos com acesso a ragao e agua ad libitum, em ambiente com ciclo
claro/escuro 12/12h com temperatura e umidade controladas (2212 °C e 60%,

respectivamente).

4.2 Grupos experimentais

A partir da 82 até a 18 semana de idade, os animais apoE -/- receberam
dieta western type (Rhoster) contendo 41% de calorias em forma de lipideos e
1,5% de colesterol, a fim de acelerar o processo de desenvolvimento da
dislipidemia. Para investigar a influéncia do tratamento com sildenafil, entre a 162

e 182 semanas, os animais apoE -/- foram subdivididos e 2 grupos:

e Os tratados com sildenafil por via oral na dose de 40mg/Kg/dia (grupo
SILDENAFIL);

e Animais apoE’/ que receberam apenas veiculo por via oral (grupo APOE).

Os animais controle da linhagem C57 receberam dieta comum para

roedores (Labina).
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4.3 Obtencao das amostras e analises

O esquema a seguir sintetiza as etapas experimentais bem como os

protocolos desenvolvidos para as analises das amostras.

18 seranas de idade

H
Coleta de sangue \l

Extragéo do Figado
Dosagem do perfil lipidico / \

=

Isolamento de Células Enriguecimento mitocondrial

<

Extragao das Proteinas

T
RO .
-:0 e 3
r — s, | = 5 | —»
o s 40 0t -

Andalise por Eletroforese 2D
citornetria de fluxo

€

Espectrometria de Massas
MALDI-TOF/TOF

Figura 4: Representacao esquematica das etapas experimentais desenvolvidas. Ao
atingirem 18 semanas de idade, os camundongos tiveram amostras de sangue coletadas
para dosagens dos lipideos plasmaticos. O figado foi extraido para a
identificagdo/dosagem de ROS intracelulares e a analise o proteoma mitocondrial.
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4.3.1 Coleta de sangue e dosagem do perfil lipidico

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg, Cristalia)
por via intraperitoneal (i.p.). Apds a exposicao cirurgica do figado e do coragao
(laparotomia seguida de toracotomia), foi obtido acesso intraventricular esquerdo,
para coleta de sangue. As amostras coletadas foram imediatamente transferias
para tubos contento heparina e em seguida, centrifugados a 800 g por 10 minutos.
O plasma foi separado do concentrado de hemacias e armazenado a - 20 °C até o
momento das analises. O colesterol plasmatico, os triglicerideos, a lipoproteina de
baixa densidade (HDL) e a lipoproteina de alta densidade (LDL) foram dosadas
utilizando conjuntos de dosagem colorimétricas (Bioclin) seguindo a metodologia
do fabricante. A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) foi estimada

subtraindo o HDL e o LDL do colesterol total.

4.3.2 Isolamento de células do figado

De maneira sequencial ao procedimento descrito no item 4.3.1, apds a
coleta de sangue o acesso intraventricular esquerdo foi utilizado para perfusao
com 10 mL de solugdo salina 0,9 % m/v a fim de retirar o excesso de sangue
contido no figado antes de sua retirada completa. A amostra foi entdo fragmentada
com tesoura, sobre placa de vidro em banho de gelo. Aos fragmentos foi
adicionado 1 mL de tripsina (Gibco), transferidos para tubos de polipropileno com
fundo cdnico, agitados em agitador tipo vortex por 10 segundos e incubados por
30 minutos a 37 °C sobre mesa de agitagao circular a 200 rotagbes por minuto. O
material foi filtrado em malha de nylon de 70 um e em seguida, lavado 3 vezes
com tampao fosfato de sédio (PBS) pH = 7,4 a 1100 g por 10 minutos (Rodrigues
et al, 2013).
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4.3.3 Determinagdo dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio

Para verificar os niveis intracelulares das espécies reativas de oxigénio
(ROS), os niveis do anion superoxido (+Oz’), do peroxido de hidrogénio (H20-), do
peroxinitrito (*ONOO7/*OH) e do Oxido nitrico (*NO) foram determinados nas

amostras por citometria de fluxo.

Para um N = 6 animais por ensaio, apds o isolamento, aliquotas de células
do figado foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. Para estimativa da quantidade
citoplasmatica de Oy, foi adicionado dihidroetideo (DHE) numa concentracéo final
de 160 nm, e para estimativa de H;O, foi adicionado 2'7'-diacetato de
dicloroflueresceina (DCFH-DA) numa concentragdo de 20 mM, ambos foram
mantidos ao abrigo da luz por 30 minutos a 37 °C. Apds o periodo de incubacgéo,
as amostras foram lavadas e ressuspendidas em PBS e mantidas a 4 °C até o
momento da aquisicdo dos dados. As amostras utilizadas como controle positivo
para reacao com DHE e DFC, foram incubadas por 5 minutos com doxorrubicina
(10 nM, contracgao final) ou peroxido de hidrogénio (50 mM, concentragao final)

respectivamente.

O DHE atravessa livremente a membrana celular alcangando o citoplasma.
Ao entrar em contato com <O, sofre um reagéo de oxidagao liberando o etideo, o
qual &4 capaz de se ligar ao DNA da célula causando a amplificagdo da

fluorescéncia na cor vermelha (Porto et al, 2015).

O DCFH-DA ¢é um éster nao fluorescente, lipofilico que facilmente atravessa
a membrana plasmatica. Dentro da célula, esterases citosodlicas desacetilam o
DCFH-DA para formar a 2',7'- diclorofluoresceina (DCFH) o qual, devido a sua
polaridade, fica confinado no citoplasma. Espécies reativas de oxigénio
(principalmente o peréxido de hidrogénio) oxidam o DCFH formando a 2'.7'-
diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui fluorescéncia verde. Desta

forma, a intensidade da fluorescéncia intracelular se torna uma medida dos
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metabdlitos oxidativos produzidos pelas células, em particular H,O2 (Lunardi et al,
2006).

Ja o diacetato de diaminofluoresceina (DAF-2 DA) foi utilizado para estimar
a biodisponibilidade do 6xido nitrico. Semelhantemente ao DCFH-DA, o DAF-2 DA
€ degradado por esterases intracelulares, formando o DAF2, o qual na presenca
do NO é convertido em triazol fluoresceina (DAF-2T). Esta molécula ao ser
excitada com luz na faixa de 450 nm, emite luz verde. Para este ensaio, o DAF-2
DA (2 mM concentracéo final) foi adicionado a suspensé&o de células isoladas do
figado e incubado a 37 °C por 180 minutos ao abrigo da luz. Como controle
positivo, foi utilizado o nitroprussiato de sédio a 10 yM de concentragao final (Dias
et al, 2014).

As espécies altamente reativas (*ONOO7/+OH") foram coradas pelo corante
HPF (5 puM) por 30 minutos a 37 °C ao abrigo da luz. Como controle positivo, as
amostras foram incubadas com nitroprussiato de sédio e 10 yM de doxorrubicina
(Setsukinai et al, 2003). Apds a marcagéao, as células foram lavadas 3 vezes com

PBS para posterior aquisigao no citémetro de fluxo.

4.3.4 Analise da viabilidade celular e apoptose

A utilizacdo da citometria de fluxo, através do uso simultaneo da anexina V
conjugada com o fluorocromo isiotiocianato de fluoresceina (FITC) e do iodeto de
propidio (IP), permite a distingdo entre a apoptose e a necrose. A anexina V tem
afinidade nanomolar para a fosfatidilserina, e quando conjugada com o FITC
permite a quantificagcao células em apoptose. Por outro lado, a utilizagdo do iodeto
de propideo permite a marcagéo das células em que ha perda da integridade da
membrana, uma vez que se intercala na dupla cadeia do DNA emitindo
fluorescéncia, mas nao consegue atravessar uma membrana citoplasmatica

integra. Neste sentido, pela exposicédo simultanea a anexina V e ao IP é possivel a
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discriminagcao de quatro grupos: (i) células viaveis, ou seja, ndo marcadas pela
anexina V nem pelo IP; (ii) células em apoptose inicial, marcadas apenas pela
anexina V; (iii) células em apoptose tardia/necrose, e portanto marcadas pela
anexina V, bem como pelo IP; (iv) e células em necrose, apenas marcadas pelo IP
(Valente, 2011).

Anexina-/Pl+ Anexina+/Pl+

Anexina+/Pl-

; v
-10210" 102 10° 104 10°
Anexina-V

Figura 5: Analise do nivel apoptose utilizando as marcagdes com anexina V e iodeto
de propideo. Grafico tipico representando células negativas para ambos marcadores.

Nesta analise, foi utilizado o reagente Annexin V-FITC Apoptosis Detection

Kit® (BD Pharmingen), de acordo com as orientagdes do fabricante.
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4.3.5 Enriquecimento de mitocondrias das células do figado de camundongos

O fracionamento subcelular bem como a validacdo desta técnica foram
conduzidos de acordo com o método descrito por (Dimauro et al, 2012), com

algumas adaptagdes.

De maneira sequencial ao procedimento descrito no item 4.3.2, apds a
coleta de sangue, o acesso intraventricular esquerdo foi utilizado para perfuséo
com 10 mL de tampéo de isolamento (250 mM de sacarose, 50 mM de TRIS-HCI,
5 mM de cloreto de magnésio, pH = 7,4) a fim de retirar 0 excesso de sangue
contido no figado antes de retirada completa do 6rgdo. Foi entdo realizada sua
fragmentacdo com tesoura e adicionado 2 mL de tampao de isolamento contendo
coquetel de inibidor de proteases (1% v/v, Sigma). Os fragmentos foram
homogeneizados com auxilio de pistilo de polipropileno acoplado a um
homogenizador automatico durante 30 segundos a 500 rotagdes por minuto. Este
homogenato foi mantido em gelo por 30 minutos para decantagdo. Apds esse
periodo, o material foi agitado vigorosamente em agitador tipo vortex por 15
segundos e em seguida centrifugado a 800 g por 15 minutos a 4 °C, originando
um precipitado (P4) composto por nucleos e detritos celulares (descartados) e um
sobrenadante (S4) que foi recuperado. S4 foi centrifugado a 11000 g por 10
minutos a 4 °C, dando origem ao sobrenadante S, contento majoritariamente a
fracdo citosdlica, e a um precipitado P, de conteudo mitocondrial. Ao S, foi
adicionado para precipitagado das proteinas, acetona 100% e mantido a - 20 °C por
1 hora. O precipitado proteico do citosol (P4) foi obtido apds centrifugagcao a 12000

g por 5 minutos a 4 °C.

Paralelamente, P, foi lavado 3 vezes com tampao de isolamento a 11000 g
por 10 minutos a 4 °C dando origem ao precipitado P3 rico em mitocdndrias, o qual
foi ressuspendido em tampao de armazenamento (1 mM de EDTA; 50 mM de
TRIS-HCI; 0,5 % v/v Triton X-100; e coquetel de inibidor de proteases). As

amostras foram submetidas a 3 ciclos de sonicagdo em banho de gelo de 10
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segundos com intervalos de 30 segundos. Em seguida, armazenadas a - 20 °C até

o momento das analises. A seguir, o fluxograma do protocolo descrito:

Homogenizacao 30s, 500rpm
Decantagao em banho de gelo
Agitacdo mecanica (vortex)

Centrifugagdo 800g/15min/4°C

! }

P S1
Fragmentos celulares
(descartados) Centrifugagdo 11000g/10min/4°C
P: Sa
3x tampé&o isolamento Acetona 100%, -20°C, 1h
11000g/10min/4°C 12000g/5min/4°C
P P4

FRAGAO MITOCONDRIAL FRAGAO CITOSOLICA

Figura 6: Fluxograma do enriquecimento de mitocondrias das células do figado de
camundongos. O esquema mostra as etapas de centrifugagcdes em sequencia até a

obtencédo das aliquotas ricas em mitocdndria.

O conteudo proteico das fragdes P3 e P4 enriquecidas com proteinas
citosdlicas e mitocondriais respectivamente, foi dosado utilizando 2-D Quant Kit

(GE LifeSciences) conforme metodologia do fabricante.
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4.3.6 Validagao do fracionamento subcelular por Western Blot

Para a validacdo do fracionamento subcelular, a pureza das fracoes
derivadas da mesma amostra das células do figado de camundongos foi verificada
por proteinas chamadas house-keeper (HK). Amostras proteicas contendo 25 ug
por fragao (citosolica e mitocondrial) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), em gradiente de 10-20% num sistema Mini-Protean
Gel (Bio-Rad) e, em seguida, transferidas durante 12h a 24 V e 4 °C para uma

membrana de nitrocelulose (GE LifeSciences).

Apés a transferéncia, a membrana foi bloqueada durante 2h com TBS-T
(TRIS 20 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 0,1%) com adicdo de 5% ml/v leite
desnatado. Em seguida foram realizadas 3 etapas de lavagens com TBS-T (10
min sob agitacdo). O reconhecimento das proteinas na membrana foi realizado
através de incubacdo por 12h a 4 °C de anticorpos monoclonais para
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase (GAPDH, 1:5000 - Santa Cruz
Biotechnologies) e Citocromo ¢ (Cox-IV subunidade IV, 1:2000 - MitoSciences), as
quais sao proteinas HK para citosol e mitocondria respectivamente. Apés mais 3
etapas de lavagens com TBS-T (10 min sob agitagdo), o anticorpo secundario
(1:5000, Cell Signaling) foi diluido em TBS-T com 5% m/v de leite desnatado e
incubado na membrana por 1h em temperatura ambiente. Em seguida, a
membrana foi lavada 2 vezes por 10 minutos com TBS-T e mais 2 vezes por 10
minutos com TBS (TBS-T sem Tween 20). As proteinas foram detectadas por uma

reagao de quimiluminescéncia, utilizando Kit ECL (GE LifeSciences).

Finalmente, as membranas foram colocadas em foto documentador

sensivel a quimiluminescéncia (Bio-rad) para revelagado das marcagoes.

4.3.7 Eletroforese Bidimensional (2DE)
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e Primeira dimenséo - Focalizagéo Isoelétrica (FIE)

Inicialmente, as amostras enriquecidas com mitocéndrias foram submetidas
a lise das organelas por sonicagao em 3 ciclos de 10 segundos com intervalos de
30 segundos, em banho de gelo. Em seguida as amostras foram submetidas a
uma etapa de retirada de impurezas indesejaveis (2D Clean Up - GE LifeSciences)

a fim de obter uma melhor resolugéo na separagao das proteinas.

Para a focalizacdo isoelétrica foram utilizados géis em tira (Strips, GE
Healthcare), de 11 cm com gradiente ndo linear de pH de 3 a 11. Aliquotas
contendo 320 pg de proteina das amostras enriquecidas com mitocéndrias, foram
diluidas em tampéo de reidratacdo (DeStreak, GE LifeSciences) contendo 0,2 %
v/v de anfdlitos (Bio-Lyte 3-10 Buffer, Bio-Rad) para um volume final de 250 pL. As
aliquotas entdo foram transferidas para bandejas de reidratagdo e as strips
colocados sobre estas, por um periodo de 30 minutos até total incorporagéo no
gel. Em seguida as strips foram cobertas com 6leo mineral (Bio-Rad) e mantidas
por um periodo de 18 horas (reidratacdo passiva) e entdo realizada a FIE (12
etapa: 250 V por 15 minutos; 22 etapa: acumulo gradual de voltagem, por rampa
linear, até 8000 V por 2 horas; 32 etapa: acumulo de 20000 Volts/Hora; 4?2 etapa:
500 V por 4 horas) em um sistema Protean IEF Cell (Bio-Rad) a 20 °C,

respeitando a corrente maxima de 50 mA/gel.

Apdés o término da focalizagdo isoelétrica, as proteinas no gel foram
submetidas a reducédo e alquilagdo de acordo com Andrade et al, (2008). O
processo consistiu de incubagao sequienciada com: (i) tampao de equilibrio (50
mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M de uréia, 30 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) SDS e 0,002 % de
azul de bromofenol) contendo 125 mM de DTT, durante 15 minutos; e (ii) tampéao

de equilibrio contendo 125 mM de iodoacetamida durante 15 minutos.
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e Segunda dimensédo - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

A segunda dimenséo da eletroforese, foi realizada de acordo com Laemmli
(1970) num sistema Ettan DALTsix (GE Healthcare) com gel de separagdo de
poliacrilamida a 12,5 %. O gel de separacéo foi preparado a partir de uma solugéo
de acrilamida-bisacrilamida em agua (29,2:0,8 %), contendo 0,1 % de SDS pl/v, 0,1
% de persulfato de aménio p/v, 0,1 % de TEMED v/v e 0,375 M de Tris-HCI pH
8,8. As strips contendo as proteinas reduzidas e alquiladas foram transferidos para
superficie do gel e seladas com agarose 0,5 % (preparada em tampao
Tris/Glicina/SDS). A eletroforese foi conduzida a 20 mA/gel por 30 minutos e, em
seguida a 40 mA/gel até o término da corrida em tampao Tris-HCI 0,025M, glicina
0,2M contendo 0,1% de SDS pH 8,3.

Decorrido o tempo da eletroforese, os géis foram retirados das placas e
corados com solugdo de Coomassie coloidal Brilliant Blue G-250, Bio-Rad (H3PO4
2 % viv; CH30H 20 % v/v; NHsSO3 10% p/v; Coomassie 0,05 % p/v) por 5 dias sob
agitacdo constante. Apds a coloragdo, o excesso da solugdo de corante foi

retirado com agua ultrapura Milli-Q, por 24 horas.

4.3.8 Aquisicdo, processamento e analise das imagens dos géis

Para obtencao das imagens, os géis de poliacrilamida foram digitalizados
utilizando escaner ImageScanner Ill (GE Life Sciences) no modo de transmissao
calibrado. Para cada grupo (C57, APOE e SILDENAFIL) foram obtidos 4 géis,
correspondentes a cada animal do grupo (C57 1-4; APOE 1-4; e SILDENAFIL 1-4)
totalizando 12 imagens, as quais foram analisadas pelo software Image Master 2D
Platinum v7.05 (GE Life Sciences). A variagcao experimental foi determinada por

meio da analise de correlagéo (scater plot) dentro do conjunto de imagens obtidas
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de cada grupo. A autenticidade dos spots foi validada por inspegéo visual e
editada quando necessario. A intensidade de cada spot foi normalizada em

porcentagem de volume:

%Vol:ﬂxlﬂo

n

z Vol

s=1

Onde:

e Vol = area da base do pico do spot (a 75% do cume) x intensidade do spot.

o Vol é a area do spot s em um gel contendo n spots.
Apds a inspecao manual, os spots marcados nas imagens dos géis foram
submetidos a analise de correspondéncia (match spot) para que sua intensidade

fosse comparada apenas com o spot correspondente dos demais grupos
experimentais (figura 7).

Spots proteicos correspondentes Sobreposigédo das imagens

Edigédo

Figura 7: Esquema representativo da analise e edicao dos spots correspondentes -
match spot - entre os grupos experimentais.
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4.3.9 Digestao dos spots de interesse e extragcao dos peptideos

As fragbes dos géis contendo os spots de interesse, selecionados conforme
item anterior, foram manualmente removidas do gel, com auxilio de pipetas
Pasteur de plastico, e descoradas por 3 lavagens de 15 minutos com 400 uL de
solugao de acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0, sob
agitagao. Apds a remocao do descorante, as fracdes dos géis foram tratadas com
200 pL de acetonitrila, até a opacificagdo do gel. Em seguida este solvente foi
removido da amostra por concentrador a vacuo (CentriVap concentrator -
LABCONCO). As fragdes foram reidratadas com 10 pyL de solug&o de bicarbonato
de amoénio 50 mM, contendo 20 ng/uL de tripsina grau espectrometria de massa
(Promega) e mantidas por 30 minutos em banho de gelo para incorporagdo da
solugdo. Para manter as fragdes umidas durante a hidrolise triptica, 20 puL de
solugdo de bicarbornato de aménio 50 mM foram adicionados, e a mistura foi

incubada por 14 horas a 37°C.

Em seguida, a solugdo nao incorporada ao gel foi recolhida e as fragbes do
gel foram submetidas a duas lavagens sucessivas com 30 uL de solugéo de acido
formico 5% em acetonitrila 50% (30 minutos cada, sob agitagdo), para completa
remogado dos fragmentos tripticos. As solugdes foram agrupadas e o volume
resultante foi reduzido até aproximadamente 10 pL, por concentragdo a vacuo.
Posteriormente, as amostras obtidas foram dessalinizadas em micro coluna Zip-
Tip (resina C18; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA) equilibrada com solugao
0,1% de acido trifluoracético (TFA). Os fragmentos da hidrolise enzimatica foram
eluidos da resina com 8 pL de solugédo 50% de acetonitrila, contendo 0,1% de TFA
(Vergote et al., 2005).

4.3.10 Espectrometria de massa e pesquisa em banco de dados
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As amostras foram preparadas para aquisicdo dos espectros de massa em
sistema de Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight/Time of
Flight (MALDI-TOF/TOF). Para isso, aliquotas de 0,3 pL de cada amostra
previamente digerida e dessalinizada conforme descrigdo no item anterior, foram
aplicadas em placa anchorship 600 (Bruker Daltonics). Logo em seguida, sobre as
amostras foi aplicado o volume de 0,3 pL de solugdo saturada da matriz de CHCA
(5mg/mL de matriz em acetonitrila 50% / TFA 0,1%) para incorporagcdo as

amostras e posterior co-cristalizacdo a temperatura ambiente.

O espectrometro de massa Autoflex IIITM (Bruker Daltonics), foi operado no
modo positivo/refletor. A calibragdo externa do modo MS foi realizada utilizando a
mistura de peptideos Peptide Calibration Standard |l, a qual estavam contidos:
bradicinina m/z = 757,39; angiotensina || m/z = 1046,54; angiotensina | m/z =
1296,68; sustancia P m/z = 1347,73; bombesina m/z = 1619,82; substrato da
renina m/z = 1758,93; ACTH (1-17) m/z = 2093,08; ACTH (18-39) m/z = 2465,19; e
somatostatina (28) m/z =3147,47. Os sinais dos ions mais intensos foram

selecionados como precursor para aquisicdo do MS/MS.

Os dados adquiridos de cada spot proteico (MS e MS/MS) foram
investigados no banco de dados do Centro Nacional de Informagdes
Biotecnoldgicas nédo redundante (NCBIprot) com interface compartilhada com o
software MASCOT®. Os parametros selecionados para as buscas foram:
Peptideos tripticos com com auséncia de um unico fragmento; Taxonomia de Mus
musculus; Carbamidometilacdo da cisteina como modificacéo fixa e oxidacao da
metionina como modificagao variavel; Valores de massa monoisotépica; Carga do
peptideo 1+; Tolerancia de 0,4 Da na massa do MS e do MS/MS. Os resultados
encontrados apos a pesquisa no MASCOT® foram exportados e cruzados com o

banco de dados UniProt para confirmacao.

4.3.11 Andlise da interagéo entre as proteinas
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As proteinas identificadas foram carregadas na base de dados STRING
(http://string-db.org), utilizado para verificar as possiveis interagcdes proteina-
proteina existentes. Para essa busca, foram utilizados os numeros das entradas -
fornecidos pelo banco de dados no Uniprot. A busca foi parametrizada como
"multiplas proteinas", score de interacdo minima de 0,900 de confianga, e
vinculadas ao organismo Mus musculus. As proteinas que apresentaram interagao
entre si, foram agrupadas de acordo com suas fungdes e localizagéo, e as que

nao apresentaram interacdo foram excluidas.

4.3.12 Analises estatisticas

Os dados apresentados nesse trabalho, sdo expresso como média + EPM.
As diferencas entre as médias foram comparadas por analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida de pos teste de Tukey, e foram consideradas

significativas quando a confiang¢a no resultado foi acima de 95% (p < 0,05).



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil lipidico plasmatico

Os animais knockout para a apolipoproteina E, os quais receberam a dieta
aterogénica por 10 semanas, apresentaram alteracdo significativa em todos os
parametros analisados do perfil lipidico, tanto os animais do grupo APOE quanto
do grupo SILDENAFIL (tabela 1). Para o grupo APOE, as concentragdes
plasmaticas médias de triglicerideos, colesterol total, LDL e VLDL foram 5, 14, 6 e
36 vezes maior que aquelas observadas para o grupo C57, respectivamente.
Como esperado, houve uma redugédo de ~ 50% na concentragao plasmatica de
HDL, na comparacéao entre os grupos APOE e C57. Os animais do grupo
SILDENAFIL apresentaram perfil lipidico plasmatico semelhante ao dos animais
do grupo APOE e, portanto, o fator tratamento n&o alterou os parametros

analisados.

Tabela 1: Perfil lipidico plasmatico. Valores apresentados como média + EPM em

mg/dL. *p<0,05 comparado com o grupo C57.

Lipideos C57 APOE SILDENAFIL
Triglicerideos 69,75+7,7 229,0*+19,2 241,5* £ 18,0
Colesterol total 87,50 +5,2 1223 ’20 * 1367,0* £ 172,2

Lipoproteina de baixa

densidade (LDL) 32,25+36  178,8*+6,2 182,8* £2,7

Lipoproteina de alta

densidade (HDL) 42,25 +4,0 19,50* £ 1,0 20,75* £ 3,0
Lipoproteina de densidade 31,13 6.2 1090,0* =

muito baixa (VLDL) 632 1174,0* £ 172,2
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5.2 Determinagao dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio

em células isoladas do figado de camundongos

A determinagao dos niveis intracelulares das espécies reativas de oxigénio
em células isoladas do figado de camundongos, foi realizada por meio da
citometria de fluxo. Foi detectada a elevagcdo de ~82%, ~59% e ~53% na
intensidade dos marcadores DHE (*O;), DCF (H20.2) e HPF (*ONOOQO7/-OH)
respectivamente, nos animais do grupo APOE, quando comparados com o grupo
controle. Foi observado também que essas intensidades para os animais do grupo
SILDENAFIL, sédo similares aquelas encontradas no grupo C57, sugerindo que o
tratamento com sildenafil previne o aumento/producdao do anion superéxido, do
peréxido de hidrogénio e do peroxinitrito nos camundongos dislipidémicos (figura 8
A, B e D, respectivamente). Ao comparar com o grupo C57, nao foram observadas
alteracdes na intensidade do marcador DAF para os grupos APOE e SILDENAFIL
(figura 8C), cujo marcador é correspondente aos niveis intracelulares de Oxido

nitrico.
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Figura 8: Niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio. Os niveis *O, (A),
H>0, (B), NO (C) e *ONOO7/+OH" (D) foram estimados, por citometria de fluxo, em células

isoladas a partir do figado de camundongos, num total de 10000 eventos. Os dados séo

apresentados como a média de unidades arbitrarias + EPM. #p<0,05 comparado com o

grupo controle e *p<0,05 comparado com o gruo APOE.

5.3 Analise da viabilidade celular e apoptose

O processo apoptético esta intimamente relacionada com o estresse

oxidativo e, consequentemente, o desempenho da células em questdo em
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executar suas atividades fim. A tabela 2 mostra os resultados obtidos na analise

por citometria de fluxo utilizando o Annexin V kit, como descrito no item 4.3.4.

Em comparagdo com os animais do grupo C57, houve uma redugdo na
porcentagem de células viaveis nos animais do grupo APOE (96,78+0,54% versus
81,39+2,86%). Concomitantemente, a porcentagem de células em estagio de
apoptose inicial aumentou de 2,02+0,18% no grupo C57 para 18,73£2,16% no
grupo APOE. Houve ainda uma redugao no percentual de células em necrose no
grupo APOE (0,06£78%), quando comparado com o grupo C57 (0,44+0,06%).

Tabela 2: Viabilidade celular e apoptose. Os dados sdo expressos como médiazEPM

da porcentagem das células analisadas.

Estagio C57 APOE SILDENAFIL
Células viaveis 96,7810,54 81,39+2,86** 97,6410,44
Apoptose inicial 2,02+0,18 18,73+2,16** 1,3110,34
Apoptose tardia 0,76+0,10 0,68+0,61 0,58+0,10

Necrose 0,44+0,06 0,06+0,02** 0,46+0,09

Os animais do grupo SILDENAFIL ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados com os animais controle (C57), indicando que o
tratamento com o sildenafil pode impedir que as células dos animais dislipidémicos
iniciem o processo de apoptose. A figura 9 mostra a distribui¢ao tipica das células

em cada condigdo experimental.
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Figura 9: Grafico tipo dot plot tipico das marcagdoes das células para apoptose.
Cada painel representa o padrao de marcacgao referente a uma replicata biolégica de cada
grupo. A marcacgao negativa para anexina V e Pl representa as células viaveis; marcagao
positiva para anexina V representa as células em apoptose inicial; marcacao positiva para
Pl, necrose; e marcacéao positiva para anexina V e PI, apoptose tardia.

5.4 Validagao do fracionamento subcelular por Western Blot

Anteriormente a analise do proteoma mitocondrial das células do figado dos
camundongos, a efetividade do processo de enriquecimento das mitocondrias foi
avaliado. A qualidade das amostras - extratos proteicos obtidos das mitocdndrias -
foi avaliada pela imuno-deteccdo por western blot da GAPDH (enzima

exclusivamente citosdlica) e da Cox-IV (proteina exclusivamente mitocondrial).

O painel a esquerda da figura 10 mostra que, houve o reconhecimento da
Cox-IV apenas nas amostras correspondentes as mitocondrias (raia M), indicando
que nao houve perda das organelas durante o processo de enriquecimento, ja que
nao houve o mesmo reconhecimento nas amostras correspondentes ao conteudo
citoplasmatico (raia C). De maneira complementar, o painel a direita da figura 10,
mostra que houve o reconhecimento da GAPDH apenas nas amostras

correspondentes ao conteudo citoplasmatico (raia C). Portanto, o protocolo de
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fracionamento subcelular descrito no item 4.3.5, foi considerado satisfatério para a

analise protedmica.

38 kDa

17 kDa

GAPDH

Figura 10: Validagdao do enriquecimento de mitocdndrias por Western Blot. Foram
utilizados 15 ug de cada amostra (M = mitocondrial e C = citosdlica) para a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 12%. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e incubadas separadamente com anticorpos house-keeping, para cada
subfragao celular (Cox-IV para fragdo mitocondrial e GAPDH para fragao citosdlica).

5.5 Analise comparativa dos géis bidimensionais

De maneira preliminar, as proteinas extraidas apds o enriquecimento
mitocondrial, foram submetidas a separacédo por eletroforese bidimensional em
sistema de mini-gel com strips de 7cm e gradiente de pH nao-linear entre 3 e 10.
Esta etapa teve como finalidade a padronizacdo das condicbes experimentais

posteriormente utilizadas, bem como a verificagdo da homogeneidade das
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amostras dentro de cada grupo. Os resultados mostraram alta homogeneidade
entre as amostras dentro do mesmo grupo além de alta reprodutibilidade do

protocolo da 2DE estabelecido (dados ndo apresentados).

Para a analise protedmica diferencial entre os grupos experimentais, foram
obtidos 10 géis de 11x11cm: 2 géis do grupo C57, 4 géis do grupo APOE e 4 géis
do grupo SILDENAFIL, correspondendo as replicatas biolégicas. O grupo C57 foi
analisado com 2 géis em fungdo de uma situagao fortuita, onde os outros 2 géis do
grupo, foram descartados apds uma extensa ruptura mecanica, inviabilizando as
suas digitalizagbes. Assim, considerando a alta homogeneidade observada na
etapa prévia e também a alta correlagdo entre os perfis dos 2 géis digitalizados
(0,991), foi possivel assumir a reproducao fiel de cada gel com uma replicata

técnica.

Aliquotas de 320 ug foram eletrofocalizadas e em seguida resolvidas em gel
SDS-PAGE 12,5%. A analise dos géis pelo software Image Master 2D Platinum
v7.05, detectou em média 304 spots proteicos no grupo C57, 175 no grupo APOE
e 118 no grupo SILDENAFIL. A figura 11 mostra as imagens digitalizadas. O gel
com maior numero de spots foi considerado o gel master, o qual teve o seu perfil
utilizado como padrdo de comparagdo com os demais perfis do grupo analisado.
Em funcdo das diversas etapas de processamento das amostras, o calculo do
coeficiente de correlagdo entre cada gel é importante para garantir a
homogeneidade do grupo em analise sendo que, quanto mais proximo de 1,
maiores sdo as semelhangas entre as imagens. As equagdes da regressao linear

correlacionando os spots estdo na tabela 3.
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Figura 11: Perfil proteico da fragcao enriquecida com mitocondrias a partir das
células do figado de camundongos. Aliquotas de 320 ug de proteinas sollveis foram
focalizadas em IPG strip pH nao linear de 3-10 de 11 cm. As proteinas foram separadas
na segunda dimenséao utilizando SDS-PAGE 12%. Os valores posicionados a esquerda
das imagens representam a massa molecular de proteinas utilizadas como padréo. O
triangulo vermelho indica a imagem utilizada como referéncia (gel master).
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Tabela 3: Analise da reprodutibilidade das imagens dos géis intragrupos. As imagens dos

géis foram relacionadas com a imagem de referéncia (gel master) de cada grupo.

Relagao entre os géis Equacgao Coef. de correlagao

C57-1 x C57-2 y =0,99x - 0,011 0,991
APOE-2 x APOE-1 y =0,753x + 0,198 0,933
APOE-2 x APOE-3 y =0,71x + 0,456 0,931
APOE-2 x APOE-4 y =1,2x - 0,556 0,953
SILDENAFIL-3 X SILDENAFIL-1 y = 0,595x + 0,267 0,910
SILDENAFIL-3 X SILDENAFIL-2 y=1,06x + 0,103 0,895
SILDENAFIL-3 X SILDENAFIL-4 y =0,923x + 0,136 0,895

A andlise de fatores foi utilizada como ferramenta para a delimitagdo dos
grupos a partir das imagens obtidas dos géis. Nesta figura, os géis sao
representados pelos vetores em azul e os matchs sao representados pelas cruzes
vermelhas. A proximidade entre os vetores indica que estes, provavelmente,
pertencem ao mesmo grupo ou populagdo. A distancia entre vetores e,
principalmente, seu posicionamento em quadrantes distintos, indica maior
probabilidade de diferenga entre esses vetores (géis). Como mostra a figura 12, as
linhas representativas dos géis das amostras do grupo APOE (correspondentes
aos vetores V) encontram-se em um quadrante diferente dos vetores dos grupos
C57 (vetores C) e SILDENAFIL (vetores T). A disposicao dos vetores indica que, o
tratamento com sildenafil pode contribuir para um padrao de expressao/produgao
de proteinas mitocondriais semelhante ao perfil encontrado para os animais do

grupo controle.
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Figura 12: Analise de fatores. Grafico de projecdo dos géis analisados para
delineamento dos grupos experimentais. Os vetores C, V e T representam
respectivamente os grupos C57, APOE e SILDENAFIL.

5.6 Identificagao das proteinas

Para a analise protebmica comparativa entre os grupos foram considerados
0s seguintes critérios para a analise da diferenga na intensidade relativa de um
spot. detecgdo de forma consistente em todos os grupos, em todas as replicadas
experimentais de cada grupo e diferenga estatistica (p < 0,05) na comparacao das
meédias dos volumes dos spots em ao menos 2 grupos. Utilizando esses critérios,
foram detectados diferencas de intensidade em 30 spots, os quais foram extraidos
dos géis e processados para identificagdo por espectrometria de massa.

Adicionalmente, foram retirados e processados 7 spots proteicos de alta
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intensidade visualizados apenas do grupo C57, e 1 spot presente apenas nos

grupos C57 e SILDENAFIL, totalizando 38 analises de massa.

Dentre os 30 spots com diferengas entre os grupos, a analise de massa em
sistema MALDI-TOF/TOF revelou a identidade de 24 spots gerando um total de 11
proteinas distintas, ja que em alguns casos, a mesma proteina foi identificada em
mais de um spot. Seis spots ndo obtiveram resultado em fun¢cdo da quantidade de
material ser insuficiente para deteccédo. Além disso, dos 7 spots exclusivos do
grupo C57, 5 proteinas distintas foram identificadas. Para o spot presente apenas
nos grupos C57 e SILDENAFIL, uma proteina foi encontrada. Em nenhum caso,
mais de uma proteina foi identificada no mesmo spot. Aleatoriamente, 3 spots
proteicos de cada grupo foram retirados e analisados separadamente a fim de
confirmar a analise de correspondéncia (match) realizada no software de analise
das imagens, os quais foram identificados para as mesmas proteinas, dando

maior consisténcia para os matchs entre os géis.

A combinagdo dos espectros de massa resultantes (MS e MS/MS) foi
utilizada na identificagdo das proteinas, por meio de busca no banco de dados do
NCBInr pelo software MASCOT®. As informacdes obtidas foram cruzadas com o
banco de dados UniProt. A figura 13 mostra 0 mapa bidimensional dos spots
identificados com seus respectivos numeros de identificacdo. Para os spots com
intensidade significativamente diferentes entre os grupos foram identificadas:
albumina (spots 2 e 3), anexina (30), arginase (21, 22), calreticulina (10), catalase
(17, 18), dissulfeto isomerase (11, 12, 15, 16, 23), proteina de choque A5 - HSP
A5 (1), transferrina (4, 6, 7, 8, 9), urato oxidase (26, 27, 28) e vitamin D binding -
VDBP. (13, 14). As proteinas encontradas exclusivamente no grupo C57 foram:
beta-actina (19, 20), glicogénio fosforilase (5), major urinary protein 17 - MUP 17
(31), major urinary protein 21 - MUP 21 (29) e regucalcina (24, 25). A proteina
identificada apenas nos grupos C57 e SILDENAFIL foi identificada como catepsina

B (32). As tabelas 4 e 5 reunem informagao das proteinas identificadas.
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Figura 13. Gel bidimensional tipico. (A) Mapa bidimensional representativo do perfil das
expressas pelos camundongos do grupo C57 nas amostras enriquecidas com
mitocondrias. (B) Magnitude das expresséao diferencial da transferrina e da catalase entre
os grupos APOE e SILDENAFIL.
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Tabela 4: Identidade dos spots proteicos expressos nos grupos experimentais, por MS e MS/MS. Homologia com a taxonomia

Mus musculus.

Spot 1.D. Sequéncia de Peptideos Identificada

Proteina

% de
cobertura

pl MM Da

Score (tedrico) (tedrica)

N° do acesso

FEELNMDLFR
SDIDEIVLVGGSTR
AKFEELNMDLFR
ITPSYVAFTPEGER
KSDIDEIVLVGGSTR
IINEPTAAAIAYGLDKR
VTHAVVTVPAYFNDAQR
DNHLLGTFDLTGIPPAPR
KVTHAVVTVPAYFNDAQR
IEIESFFEGEDFSETLTR

HPDYSVSLLLR

APQVSTPTLVEAAR

RHPDYSVSLLLR

LGEYGFQNAILVR

2,3 DVFLGTFLYEYSR
LPCVEDYLSAILNR

RPCFSALTVDETYVPK
ENPTTFMGHYLHEVAR + Oxidacéo (M)
AADKDTCFSTEGPNLVTR

WCALSHLER
LYLGHNYVTAIR

KPVDQYEDCYLAR
DFASCHLAQAPNHVVVSR

4, 6,
7,8,9

DYYFALAHTVR
LHSFVSDDIFLR

HSPA5
Heat Shock Protein A5

Albumina

Transferrina

Glicogénio Fosforilase

CAA05361.1 17 1255 5,1 72547

NP_033784.2 19 917 5,75 70700

AAH08559.1 8 332 6,38 70928

AAG00588.1 2 152 6,63 97825
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11, 12,
15, 16, 23

13, 14

17,18

19, 20

21,22

LFPSGLDQK
VHVIFNYK
KVHVIFNYK
GQTLVVQFTVK
EQFLDGDAWTNR
HEQNIDCGGGYVK
IKDPDAAKPEDWDER
IDNSQVESGSLEDDWDFLPPKK
CKDDEFTHLYTLIVRPDNTYEVK

FFPASADR
VDATEESDLAQQYGVR
QFLLAAEAIDDIPFGITSNSGVFSK
TGPAATTLSDTAAAESLVDSSEVTVIGFFK

VPTANLENVLPLAEDFTEILSR

LFAYPDTHR
LAQEDPDYGLR
NFTDVHPDYGAR
FNSANEDNVTQVR
DAILFPSFIHSQK
GAGAFGYFEVTHDITR
LGPNYLQIPVNCPYR
GPLLVQDVVFTDEMAHFDR
FYTEDGNWDLVGNNTPIFFIR

AVFPSIVGR
SYELPDGQVITIGNER
IWHHTFYNELR

DIVYIGLR
TGLLSGLDIMEVNPTLGK + Oxidagao (M)
STVNTAVALTLACFGTQR
VSVVLGGDHSLAVGSISGHAR
DHGDLAFVDVPNDSSFQIVK

Calreticulina

Dissulfeto Isomerase

VDBP
Vitamin D binding Protein

Catalase

Beta-actina

Arginase

NP_031617.1

BAE24642.1

NP_032122.1

NP_033934.2

NP_031824.1

NP_031508.1

27

15

24

26

730

441

160

918

53

319

4,33

4,77

5,37

8,1

5,78

6,51

67

48136

57419

53725

60043

39446

34957



24,25

26, 27, 28

29

30

31

32

DGLNAEGLLR
LWVACYNGGR
WDTVSNQVQR
VAVDAPVSSVALR
HQGSLYSLFPDHSVK

DVDFEAIWGAVR
RDVDFEAIWGAVR
NIETFAMNICEHFLSSFNHVTR + Oxidagao
(M)

ENIIDLTNVNR
NFNVEQISGYWFSIAEASDER
NFNVEQISGYWFSIAEASDEREK

SEIDLFNIR
GTVTDFPGFDGR

FAQLCEEHGILR
DGETFQLMGLYGR
DGETFQLMGLYGR + Oxidacao (M)
INGEWHTIILASDKR
TDYDNFLMAHLINEK + Oxidacao (M)
LFLEQIHVLENSLVLK
AGEYSVTYDGFNTFTIPK

GENHCGIESEIVAGIPR

Regucalcina

Urato Oxidase

MUP 21
Major Urinary Protein 21

Anexina 5

MUP 17
Major Urinary Protein 17

Catepsina B

BAE27192.1

EDL11965.1

EDL31162.1

AAHO03716.1

DAA06311.1

NP_031824.1

19

17

18

50

318

289

406

136

631

72

5,27

8,74

4,49

4,83

4,89

5,57

68

33896

23554

21389

35773

20651

38168




Tabela 5: Dados das proteinas diferencialmente expressas entre os grupos C57, APOE e SILDENAFIL.
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. C57 x APOE APOE x TRAT C ~ Localizagao
Spot|.D. Proteina (%) (%) Processo Biolégico Fungao Molecular Principal
HSP A5 Requlacdo neaativa de Mitocondria;
1 Heat Shock Protein +39,4 +27,2 gulag 9 Dobramento proteico Reticulo
apoptose "
A5 endoplasmatico
2,3 Albumina +220,1 -10,4 Manutengdo dg Iocnallzggao Binding molecular Secretada
celular da mitocondria
Regulaca iti
4,6,7,8,9 Transferrina +914,3 -70,7 egu agao_pos~| va Ligacao / Transporte Secretada
de fosforilacédo
5 Gllcogemo exclusivo C57 Metabolismo do glicogénio Catalise Citosol
fosforilase
MitocOndria;
10 Calreticulina -83,2 +96,9 Senescéncia celular Chaperona Reticulo
endoplansmatico
11, 12, . Reticulo
15. 16, 23 Dissulfeto Isomerase -14,9 +54,5 Homeostase redox Chaperona endoplasmatico
VDBP
T rt
13,14 VtaminDbinding 469 +89,5 Metabolismo da vitamina D ransporte / Secretada

Protein

armazenamento



17,18

19, 20

21,22

24,25

26, 27, 28

29

30

31

32

Catalase

Beta-actina

Arginase

Regucalcina

Urato Oxidase

MUP 21
Major Urinary
Protein 21

Anexina 5

MUP 17
Major Urinary
Protein 17

Catepsina B

+339,4 -22,9

exclusivo C57

+208,1 +9.1

exclusivo C57

+48,6 +93,8

exclusivo C57

+224.,5 -24,80

exclusivo C57

n&o identificada no grupo
APOE

Cataboismo do H,0,
Resposta ao estresse
oxidativo

Organizagdo de membrana

Agregacao plaquetaria

Resposta ao peroxido de
hidrogénio
Ciclo na uréia

Senescéncia celular
Regulacdo negativa de
apoptose
Homeostase de Calcio

Oxidacao do acido urico

Estabilizagao de ferombnios

Regulagao negativa da
coagulagao

Estabilizagao de ferombnios

Protedlise

Oxirredutase

ATP binding

NO sintase binding

Catalise

Catalise

Oxirredutase

Transporte

Anticoagulante

Transporte

Catalise
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Mitocondria;
Peroxissomo

Citoesqueleto

Membrana
externa
mitocondrial;
Citosol

Mitocondria;
Citosol

Peroxissomos

Secretada

Membrana
plasmatica

Secretada

Lisossomo
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Apos a identificacdo, os spots referentes as mesmas proteinas tiveram os
volumes somados com a finalidade de se obter o real quantitativo. Os animais do
grupo APOE (espontaneamente dislipidémicos), apresentaram aumento significativo
na intensidade relativa a 5 proteinas: catalase (339,4%), anexina (224,5%),
transferrina (914,3%), albumina (220,1%) e arginase (208,1%). Por outro lado, foi
evidenciada a reducgao de 83,2% no spot referente a calreticulina. Vale ressaltar que
o spot referente a catepsina B nao foi identificado neste grupo, sugerindo que a
dislipidemia impede a expressao desta proteina, ou ao menos reduz a expressao a

niveis abaixo dos minimos detectaveis pela metodologia empregada neste trabalho.

Apods o tratamento com sildenafil, foi possivel observar para os animais deste
grupo, um aumento significativo da média do volume dos spots correspondentes a
urato oxidase (93,8%), calreticulina (96,9%), HSP A5 (27,2%) e VDBP (89,5%), bem
como a reducéo do spot da transferrina (-70,7%). E importante salientar que, mesmo
sem diferenga estatistica, houve uma consideravel redugao para a catalase (-22,9%)
e para a anexina (-24,8%), quando compradas as médias do grupo APOE. Os dados

acima descritos, sdo apresentados na tabela 5 e na figura 14.

As proteinas identificadas também foram analisadas no programa STRING,
uma ferramenta de bioinformatica usada para obter possiveis interagdes existentes
proteina-proteina. Os resultados dessa analise s&o representados pela figura 15, a
qual mostra a rede de interagcdes das proteinas, agrupadas (clusterizadas) de acordo

com suas classificagcdes funcionais.
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Figura 14: Perfil de intensidade dos spots proteicos. Os volumes de todos os spots
identificados para a mesma proteina foram somados e as médias entre os grupos
comparadas. *p<0,05; **p<0,01 comparado com o grupo C57 e *p<0,05 comparado com o
grupo APOE.
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Figura 15: Rede de interagdo das proteinas identificadas. As proteinas foram
categorizadas e agrupadas de acordo com sua fungéo celular (A) e suas localizagdo nos
compartimentos subcelulares (B). As linhas finas representam apenas uma interagao e as
linhas grossas representam mais de uma interagcao. Rgn = regucalcina; Cat = catalase; Arg1
= arginase 1; Anxa5 = anexina A5; Uox = urato oxidase; Ctsb = catepsina B; Calr =
calreticulina; Hspd1 = HSPAS5; Actb = beta-actina; Pda3 e Pda6 = dissulfeto isomerase A3 e
A6; Alb = albumina; Trf = transferrina; G¢c = vitamin D binding protein; Pygl = glicogénio

fosforilase.
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Discussao



7

6 DISCUSSAO

As vantagens da utilizagdo dos inibidores seletivos da fosfodiesterase 5
(PDES) sdo bem conhecidas. Inicialmente no tratamento da disfungdo erétil
masculina e da hipertensdo pulmonar, e nos ultimos anos, novas abordagens
farmacolégicas foram descritas para essa classe de farmacos, como a utilizagdo na
hipertensao arterial sistémica - principalmente para o sildenafil - o primeiro e 0 mais
estudado inibidor desta enzima (Vasquez et al, 2016). O potencial dessa droga como
antioxidante tem sido estudado pelo nosso grupo de pesquisa e, grande parte de
nossos esforgos, tem sido concentrado na compreensido dos mecanismos pelos

quais este farmaco reestabelece o equilibrio redox, ou previne o seu desbalanco.

Na busca pela elucidagdo dos mecanismos fisioldgicos, € necessario
considerar que mudancgas fenotipicas podem ser correlacionadas com alteragcées no
perfil proteico, e as abordagens protebmicas s&o consideradas poderosas
ferramentas para avaliar alteragdes de forma global no remodelamento proteico, seja
no contexto fisiolégico ou patologico (Mitra et al, 2015; Cieniewski-Bernard et al,
2008). Assim, diversos trabalhos que utilizam técnicas protedmicas, buscam
aprofundar o conhecimento sobre as alteragbes no conjunto de proteinas
(proteomas) de duas formas principais: utilizando modelos animais que desenvolvem
naturalmente alguma disfungdo e/ou avaliando alteragdes proteicas no curso
temporal da progressao de doencgas (Silbiger et al, 2011; Cieniewski-Bernard et al,
2008).

Utilizados neste trabalho, os camundongos knockout para a apolipoproteina
E, sdo extensamente empregados em ensaios experimentais como modelo animal
que mimetiza as dislipidemias observadas para os humanos. Esta alteragao
metabolica é capaz de induzir, dentre outras coisas, uma severa disfungao
mitocondrial, caracterizada pela extensa produgéao de espécies reativas de oxigénio
(Paradies et al, 2014). Dessa forma, com o objetivo de identificar alteragdes no
padrdo de expressdo de proteinas mitocondriais nas células do figado dos
camundongos apoE knockout, foi realizada analise protedmica comparativa por
eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de massa, entre os animais

com, e sem o tratamento com sildenafil.
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A presengca das dislipidemias nos animais utilizados neste trabalho foi
confirmada e caracterizada pela medida dos parametros lipidicos plasmaticos. De
acordo com Bonomini e colaboradores, em 2010, a dislipidemia, principalmente
alteragao no VLDL, é tipicamente associada aos camundongos apoE knockout e de
fato, isso foi confirmado por nossos resultados uma vez que foi evidenciado o
aumento de aproximadamente 36 vezes nos niveis plasmaticos dessa lipoproteina.
Também foi evidenciado um aumento nos niveis do LDL (14 vezes), o colesterol
total (6 vezes) e os triglicerideos (6 vezes), em comparagdo com os do grupo
controle (tabela 1). Vale ressaltar que as alteragcdes observadas no modelo utilizado,
ja estdo bem estabelecidas e descritas na literatura - inclusive pelo nosso grupo de
pesquisa (Leal et al, 2015; Balarini et al, 2013) validando, portanto, o modelo animal

empregado.

Como descrito anteriormente, as dislipidemias apresentam repercussoes
patolégicas em diversos 6rgéos e sistemas, e essas alteragdes plasmaticas estao
intimamente relacionadas com o estresse oxidativo. Neste trabalho além das
caracteristicas dislipidémicas, também foi evidenciado elevacdo da produgao
intracelular de ROS, nas células do figado camundongos apoE knockout,
evidenciando que o figado destes animais estda exposto a um grande estresse

oxidativo.

A analise da producdo de ROS pelas células do figado dos camundongos
espontaneamente dislipidémicos mostrou um acentuado aumento intracelular do
anion superoéxido, do peroxido de hidrogénio e do peroxinitrito (figura 8A, 8B e 8D
respectivamente). O desequilibrio entre a formagdo das espécies reativas de
oxigénio e os sistemas antioxidantes celulares - desbalango redox - caracteriza o
estado de estresse oxidativo, sendo esta condi¢gdo, extremamente prejudicial a
célula (Paradies et al, 2014). De forma semelhante, Rodrigues e colaboradores em
2013 mostraram que, em camundongos apoE knockout, houve um aumento do
anion superodxido nas células mononucleares quando comparado com 0s animais

controle, parametro este, também analisado por citometria de fluxo.

Nao foram observadas alteragcdes no perfil lipidico plasmatico dos animais
tratados com sildenafil ao compara-los com os animais sem tratamento. Estes

resultados, em conjunto com os descritos em trabalhos anteriores (Rodrigues et al,
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2013; Balarini et al, 2013; Dessault et al, 2009), sugerem que até onde se conhece,
o sildenafil ndo € capaz de alterar os niveis dos lipideos plasmaticos. Por outro lado,
0s camundongos que receberam o tratamento com sildenafil, apresentaram grande
reducao na producgao intracelular de espécies reativas de oxigénio, indicando que o
sildenafil é capaz de prevenir a producdo de ROS ou reestabelecer o equilibrio redox
das células analisadas.

Em 2011, Suski e colaboradores descreveram algumas alteragdes no perfil
proteico mitocondrial de células de figado de camundongos apoE knockout, quando
comparados com seus respectivos controles (camundongos da linhagem C57). Da
mesma forma, foi possivel observar em nosso trabalho uma mudanga no padréo de
expressao proteica mitocondrial das células do figado dos camundongos apoE
knockout, entretanto alguns dados podem ser considerados inéditos, uma vez que

nao foram descritos previamente.

Alguns trabalhos demonstram que ocorre um aumento da atividade da xantina
oxidase (XO) no estado dislipidémico, tanto em humanos quanto em animais (Berry
et al, 2004; Janssen, 1993; Povoa, 1984). A xantina oxidase - que esta envolvida no
metabolismo de nucleotideos purinicos - € uma flavoenzima que contém um atomo
de molibdénio e quatro centros ferro-enxofre em seu grupo prostético. Esta enzima
catalisa a oxidagdo da hipoxantina em xantina (hipoxantina + NAD" + H,O = xantina
+ NADH) e sucessivamente a xantina em urato/acido urico (xantina + H,O + O, =
urato/acido urico + HyO,). Esta enzima possui dois dominios cataliticos podendo
atuar tanto como desidrogenase como oxidase. Sabe-se que em condi¢des
fisiologicas essa enzima atua como desidrogenase (XDH), mas sobre determinados
estimulos, (p. ex. hiperlipidemia, inflamagéao, hipdxia), a sua forma desidrogenase é

alterada para a forma oxidase (Berry et al, 2004).

Em mamiferos, a XO é primariamente sintetizado no figado, e 0 mecanismo
de modificagdo da xantina desidrogenase - induzida por lipideos - pode ser de forma
irreversivel apds protedlise ou reversivel através de oxidagdo dos grupos sulfidril
(Yamaguchi et al, 2007). O gene promotor da XO é ativado por citocinas
inflamatorias (Chow et al, 1994; Terao et al, 1992), as quais podem ser estimuladas
pelo processo inflamatério hepatico induzido pela dieta western type (esteatose

hepatica ndo-alcoolica) (Ludwig et al, 1997). Assim, é tentador especular que a dieta
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western type desencadeou o processo inflamatério hepatico, com subsequente
transcricdo da XO, todavia, é necessario considerar que a inflamacao é também um
processo intimamente relacionado com o estresse oxidativo (Schroder et al, 2006),
sendo esta condicdo, capaz de promover a conversao da XDH para XO, o que pode

contribuir para a gerag&o de espécies reativas de oxigénio.

Numa condicdo em que a atividade da XO estda aumentada, ha por
consequéncia o aumento da produgao de acido urico (AU) que, apesar de ainda ser
controverso, tem sido sugerido possuir uma acao pré-oxidante. Entretanto,
inicialmente acreditava-se que o AU possuia agdo antioxidante baseada em sua
reagdo com o peroxinitrito atuando, portanto, como ROS scavenger. Entretanto,
essa reagao pode dar origem ao aminocarbonil, um composto altamente reativo e
citotoxico, (Santos et al, 1999), o qual apresenta alta capacidade de oxidacédo de
lipideos, principalmente fosfolipideos de membrana e das LDLs. A agao pro-oxidante
do AU também tem sido relacionada com sua capacidade de aumentar a atividade
da NADPH oxidase (Sautin e Johnson, 2008), o que pode explicar, a0 menos em
parte, o aumento intracelular das espécies reativas de oxigénio nas analises

realizadas nesse trabalho.

Além da reagdo com peroxinitrito, o acido urico também pode ser degradado
pela urato oxidase (Uox), enzima presente em grande parte dos mamiferos mas n&o
em humanos. A atividade desta enzima pode ser considerada antioxidante, uma vez
que a degradacao do AU pela Uox impede os efeitos pro-oxidantes descritos acima
ao dar origem a um composto de baixa reatividade e alta solubilidade, a alantoina
(Sautin e Johnson, 2008; Santos et al, 1999).

Interessantemente, em nossa analise protedmica, foi observado up-regulation
da Uox nos camundongos apoE knockout tratados com sildenafil, quando
comparados com os animais do grupo sem tratamento (grupo APOE, figura 13A).
Esse achado pode sugerir a capacidade do sildenafil em reduzir os niveis
intracelulares de ROS, pode estar relacionado com o aumento da expressao da Uox,
apresentando portanto, acado antioxidante (figura 16). Além disto, como descrito por
Balarini e colaboradores (2013), a diminuicdo do estresse oxidativo induzido pelo
tratamento com sildenafil, pode ser associado ao aumento da biodisponibilidade

intracelular do cGMP - devido a inibicdo da PDE5 - levando a uma reducdo da
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atividade da NADPH oxidase, diminuindo portanto os niveis do &nion superoxido.
Dessa forma, a reducado dos niveis intracelulares de ROS observadas pela citometria
de fluxo neste trabalho (figura 8), pode se relacionar com o tratamento com sildenafil
tanto via reducdo da atividade de NADPH oxidase, quanto pela indugcdo da

expresséo da urato oxidase.

Classicamente, a urato oxidase € encontrada nos peroxissomos (figura 15),
a presenca desta enzima nas amostras mitocondriais usadas neste trabalho, pode
ser justificada considerando que o protocolo de usado foi de enriquecimento de uma
fracdo (mitocondrial), e é esperado que a amostra enriquecida contenha
contaminantes de outros compartimentos subcelulares, o que também ja foi

encontrado por Dimauro et al, 2012.

Apos as etapas de enriquecimento, foi possivel evidenciar pela analise por
western blot, que as amostras eram majoritariamente compostas por mitocéndrias e
livres de contaminagcdo, ao menos em grande escala, de moléculas de origem
citoplasmatica (figura 10), sendo esse protocolo portanto, considerado satisfatério e

usado para as analises do proteoma mitocondrial.

Além das enzimas descritas acima que podem estar associadas com o
estresse oxidativo, nossa analise comparativa do proteoma mitocondrial também
revelou que, os animais do grupo APOE apresentaram intensidade dos spots
referentes a enzima catalase, 3 vezes maior quando comparados com 0s animais do
grupo C57 (figura 13B, tabela 4). Esses resultados estdo em acordo com Rindler e
colaboradores (2013), que observaram em mitocondrias de cardiomiocitos de
camundongos, aumento da expressao e atividade da catalase, 24h apds os animais
se alimentarem com a dieta western type, padrdo este que permaneceu por 30
semanas (mesmo periodo de oferta da dieta). Os autores concluiram que o aumento
da catalase foi uma resposta antioxidante aos altos niveis de H,O, apos a ingestéo
de lipideos da dieta, ja que a catalase degrada o peroxido de hidrogénio em H,O +
O,. De forma similar, no presente trabalho foi evidenciado aumento da catalase nos
camundongos que receberam oferta da dieta western type por 10 semanas (da 8% a
182 semana de vida para os grupos APOE e SILDENAFIL), aumento este, que pode
ser sugerido como uma tentativa de retornar o equilibrio redox, uma vez que houve

aumento dos niveis de peréxido de hidrogénio intracelular. Este dado e a hipdtese
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vao ao encontro aos resultados observados para as células do figado pelas analises
por citometria de fluxo (figura 8B).

No grupo de animais que receberam o tratamento com sildenafil (grupo
SILDENAFIL), a anélise protebmica mostrou que houve redugao na intensidade dos
spots referentes a catalase em aproximadamente 23% em comparagao ao grupo
APOE (figura 8B, tabela 4). Considerando que o sildenafil induz aumento da
expressao urato oxidase e provavelmente, reduz a formagao de ROS ao degradar o
acido urico e, que ao elevar os niveis de cGMP, pode levar a uma redugdo da
atividade de NADPH oxidase e assim reduzir os niveis de e0O,, a reducido da
expressao da catalase é um resultado esperado, uma vez que o tratamento foi

capaz de reduzir os niveis das ROS, logo do seu substrato, o H,O,.

O peréxido de hidrogénio apesar de nao ser um radical livre, apresenta alta
capacidade reativa, podendo ser deletério aos sistemas biologicos de diversas
maneiras (Rindler et al, 2013). Por exemplo, a reacdo de Fenton (Fe** a Fe®*)
converte o H,O, em radical hidroxila (¢ OH"), podendo causar danos estruturais no
DNA, em lipideos e em proteinas. O H,O, também é substrato para a enzima
mieloperoxidase, dando origem a uma molécula altamente reativa, o acido
hipocloroso (Hazen e Heinecke, 1997), todavia, em niveis considerados baixos, 0
peréxido de hidrogénio apresenta fungdes fisioldgicas relevantes como a sinalizagao

celular (Salmeen et al, 2003) e efeito proliferativo (Loo et al, 2011).

O consumo de H,O, pelas enzimas glutationa peroxidase, peroxirredoxina e
catalase, devem ser pronta e seletivamente reguladas a fim de limitar os efeitos
nocivos do peroxido de hidrogénio e permitir seus efeitos fisiologicos (Rindler et al,
2013). Diferentemente ao observado para glutationa peroxidase e peroxirredoxina, a
baixa afinidade da catalase pelo H,O,, pode embasar a sua indugdo em situacdes
especificas como a dieta rica em lipideos (Manta et al, 2009). Essa diferenga faz da
catalase a enzima ideal para o consumo do H,O, quando este é encontrado em
niveis considerados toxicos, permitindo as outras duas enzimas a regulagédo em
condigbes fisiologicas (Rindler et al, 2013). Essas informagdes estdo em acordo
com cenario observado nesse trabalho, onde foi possivel detectar niveis elevados de
peroxido de hidrogénio intracelular (figura 8B) e aumento da expresséo da catalase
(figura 13B).
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Figura 16: Vias de formag¢dao de ROS e a participagdo do sildenafil. Apdés o tratamento com

sildenafil, houve aumento da expressédo da urato oxidase, enzima que degrada o &cido urico em

alantoina, composto de baixa reatividade, apresentando possivelmente efeito antioxidante.
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Como ja mencionado, neste contexto oxidativo as ROS s&o capazes de gerar
diversos efeitos nocivos a célula, como o dano ao DNA. Em 2013, Rodrigues e
colaboradores mostraram que, camundongos apoE knockout apresentaram
extensivo aumento na fragmentacdo do DNA tanto de células mononucleares
quando em células do figado, dano este, associado ao aumento da producéo de
ROS. Dessa forma, ao considerar que o aumento da produc¢ao de ROS ¢é associado
a fragmentacdo do DNA, e este dano € vinculado como um dos principais
fenbmenos desencadeadores da apoptose (Hengartner, 2000), é possivel
compreender os resultados apresentados na tabela 1, os quais mostram um elevado

numero de células em apoptose.

A ativacado da apoptose pode ser iniciada de duas maneiras diferentes: pela
via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca
€ desencadeada pela interagdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de
membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF), e
esta interacdo é capaz de ativar uma via de sinalizagdo onde diversas proteinas-
chave participam: a via das caspases (Budihardjo et al, 1999). A via intrinseca é
ativada por situacbes de estresse intracelular como a privagdo de fatores de
crescimento, hipoxia, ativagdo de oncogenes, danos ao DNA e aumento de ROS,
este ultimo fator evidenciado no presente trabalho (figura 8). Estes diversos sinais
que sao desencadeados pelas mais variadas condigbes, convergem para a

mitocdndria (Hengartner, 2000).

Quando sinais de morte celular alcangam a mitocéndria, levam ao colapso do
potencial da membrana mitocondrial interna (Ay), bem como a uma transigdo da
permeabilidade mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a agua presente no espago
entre as membranas ¢é internalizada para a matriz mitocondrial, levando a ruptura da
organela e consequente liberagdo de moléculas pré-apoptéticas para o citoplasma
(Desagher e Martinou, 2000). Além disso, o colapso do Ay e TPM levam a perda da
homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentando a produgao de
espécies reativas do oxigénio (Kroemer e Reed, 2000), o que leva a oxidagao de
lipidios, proteinas e acidos nucleicos, aumentando o colapso do Ay (Green e
Kroemer, 2004).
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A partir do inicio do processo de apoptose intrinseca, onde ocorrem
mudangas estruturais e funcionais das membranas da mitocéndria, ha a exposi¢cao
de fosfolipideos carregados negativamente, principalmente a fosfatidilserina. Esse
processo deixa essas moléculas susceptiveis a interacdo com proteinas que sao
atraidas por essas regides carregadas negativamente, as anexinas (Degrelle et al,
2017). As anexinas fazem parte de uma familia de proteinas soluveis compostas por
12 isoformas, e como citado, tem como caracteristica principal a sua ligagdo a
regides da membrana celular que estao carregadas negativamente, numa maneira
dependente de Ca?* (Gerke e Moss, 2002).

Também observamos modulagdo no spot referente a anexina A5 no grupo
APOE, que também apresentou elevagao no numero de células em apoptose (tabela
2). O aumento da anexina A5 pode ser explicado em fungao do provavel aumento da
oferta de regides carregadas negativamente expostas no processo apoptoético, e
dessa forma, maior formag&do de complexos com a anexina A5. Essa hipdtese ganha
consisténcia considerando que o tratamento com sildenafil, leva a diminuicdo do
estresse oxidativo pelas razdes ja abordadas e também ha diminuigdo de células em
apoptose quando comparado com o grupo APOE (tabela 2). Assim, com a menor
oferta de sitios de ligagdo para a anexina A5, menor € a formagado dos complexos
com as regides negativas e, conforme observado nos resultados deste trabalho,
menor foi a detecgdo da anexina A5 no grupo SILDENAFIL (figura 13C). Essa
reducado, ainda que nao significativa em termos estatisticos, mostra uma tendéncia
de reestruturacdo da composicdo mitocondrial das células do figado apods o

tratamento, sendo portanto, um dado com relevancia fisiologica.

Foi também observado neste trabalho, um padrao distinto de expressao entre
0s grupos experimentais de duas proteinas, envolvidas na regulagao intracelular de

Ca**, aregucalcina e a calreticulina.

A regucalcina é extensamente produzida pelo figado e pelo cértex renal de
ratos, e sua transcricao é estimulada pelo aumento dos niveis intracelulares de Ca®"
(Shimokawa e Yamaguchi, 1992). Sua localizagdo ja foi descrita para diversos
compartimentos subcelulares, inclusive a mitocondria (Yamaguchi et al, 2008). Como
proteina reguladora da homeostase intracelular de Ca?*, ela possui papel central na

controle de algumas fung¢des, como a inibigdo de proteinas quinases e fosfatases
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indicando um papel regulatério na transdugdo de sinal intracelular (Koruta e
Yamaguchi, 1998). Em 2005, Nakagawa e colaboradores descreveram para a
regucalcina uma agao inibidora de apoptose em células dos rins de ratos. Os
autores observaram que o aumento a expressao da regucalcina induziu o aumento

da expressdo do mRNA da Bcl-2, uma proteina inibidora de apoptose.

Neste trabalho a regucalcina foi encontrada apenas no grupo C57 (animais
controle, tabela 4), sugerindo um down-regulation e/ou ndo expressao desta proteina
nos grupos APOE e SILDENAFIL.

Este resultado esta em consonéncia com a baixa porcentagem do estado
apoptotico observada no grupo C57. Especular uma relagdo no grande numero de
células em apoptose no grupo APOE e a regucalcina nao ter sido detectada para
esses animais, seria cientificamente imprudente. De fato, analises mais detalhadas
sS40 necessarias para entender esse fenbmeno, uma vez que o tratamento com
sildenafil diminuiu o numero de células em apoptose mas a regucalcina também né&o

foi identificada nas mitocéndrias dos animais desse grupo.

A calreticulina € uma chaperona, primariamente produzida no reticulo
endoplasmatico, a qual esta envolvida com o armazenamento e a homeostase de
Ca**. Embora seja comum assumir que a calreticulina é uma proteina exclusiva do
reticulo, tem sido encontrada em outros compartimentos subcelulares, como citosol
(Labriola et al, 2010), nucleo (Holaska et al, 2001) e nas mitocéndrias (Zhang et al,
2014; Shan et al, 2014). Em ambos os trabalhos que descreveram a calreticulina na
mitocondria, os autores associaram o aumento da expressao dessa proteina com a
disfuncdo mitocondrial observada nos experimentos realizados, via inibicdo da
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), uma molécula relacionada
com a atividade dos complexos | e |l da cadeia transportadora de elétrons e a

permeabilidade das membranas mitocondriais (Szczepanek et al, 2012).

Em nosso trabalho, os animais do grupo APOE, os quais apresentam
aumento na producao de ROS, numero de células em apoptose e possivelmente
exista uma disfuncdo mitocondrial associada, apresentaram reducdo de mais de
80% na expressao da calreticulina, quando comparados com os animais do grupo
C57 (tabela 4). Este resultado vai de encontro ao descrito por Zhang (2014) e Shan
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(2014), ao relacionarem o aumento da expressdo da calreticulina a disfungéo
mitocondrial. E necessario considerar que, os fendmenos observados pelos autores
citados, foram descritos em mitocéndrias de cardiomiécitos de ratos e, apesar de se
tratar da mesma proteina e organela, nédo é possivel assumir os mesmos efeitos
para tecidos diferentes e animais de espécies distintas. Assim os resultados,
merecem mais investigagbes para se entender a participagdo dessa proteina no

desenho experimental proposto nesse trabalho.

Dentre as diversas participagdes fundamentais que a mitocdndria possui nos
processos fisioldgicos, uma das mais importantes € o metabolismo do ferro, uma vez
que nesta organela, ocorre a sintese dos grupamentos Fe-S (iron-sulfur clusters,
ISCs) os quais sao grupos prostéticos de varias proteinas (Dailey e Meissner, 2013).
Os ISCs participam, por exemplo, da cadeia transportadora de elétrons como
transportadores entre os complexos I, Il e Ill (Rouault e Tong, 2008) e no ciclo do
acido citrico como cofator enzimatico (Mena et al, 2015).

Apo6s a absorcdo intestinal do ferro na forma Fe?*, o metal é em seguida
transportado - em sua forma Fe** - no plasma pela transferrina, uma glicoproteina
de aproximadamente 70 KDa, que é sintetizada e secretada principalmente pelo
figado (para uma revisdo, consulte Grotto HZW, 2008). A internalizacdo do ferro
para as células ocorre apos a ligagdo da transferrina com seus receptores de
membrana (Tf-R) com subsequente endocitose do complexo Fe-Tf. Os ions Fe**
podem ser difundidos do endossoma e incorporados a ferritina para um
armazenamento seguro ou ser carreado para a mitocondria através de alguns
mecanismos (Mena et al 2015). Um dos principais € chamado de kiss-and-run, onde
ocorre a direta interacdo do endossoma com a membrana mitocondrial e posterior

liberagao dos ions férricos para a organela (Sheftel et al., 2007).

Um recente trabalho publicado por Ke e colaboradores (2017), descreve que,
em cultura de células, o aumento da oferta da ferro foi responsavel pelo aumento do
numero de células em apoptose e também o aumento da producdo de ROS. Os
autores também evidenciaram que a oferta exacerbada do metal desencadeou a via
intrinseca da apoptose, associada com uma disfungdo mitocondrial. Além disso, em
humanos, algumas condigbes clinicas sao associadas as dislipidemias (condigao
caracteristica dos camundongos apoE knockout): a esteatose hepatica né&o
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alcodlica, sindrome metabdlica e hiperferritinemia. Esta triade tem sido descrita
como sindrome metabdlica de sobrecarga de ferro (DIOS - Dysmetabolic Iron

Overload Syndrome) (Dongiovanni et al, 2011).

No presente trabalho foi observada alteragao significativa na expressédo da
transferrina no grupo APOE (nove vezes maior comparado com o grupo C57, tabela
4 e figura 13E). Considerando o descrito acima, nossos resultados - aumento da
transferrina - v&o ao encontro da literatura ja que os camundongos apoE knockout
apresentam uma dislipidemia bem estabelecida e esta é intimamente relacionada
com a esteatose hepatica n&o alcodlica e sindrome metabdlica. Além disso, o aporte
aumentado de ferro para a mitocdndria pode contribuir significativamente para a
producao de ROS, por meio da reagcao de Fenton, a qual da origem ao radical

hidroxil (*OH), altamente citotdxico.

O aumento da detecgdo da transferrina na amostras com enriquecimento
mitocondrial, pode ser explicado pelo mecanismo de carregamento de ferro kiss-
and-run (figura 17A), citado anteriormente, o qual ocorre uma interagcédo direta do

endossomo repleto de transferrina (Tf), com a mitocondria.

Levando em consideracdo as informacgdes descritas por Ke e colaboradores
(2017) e as geradas no presente trabalho, podemos inferir que o aumento da
transferrina nos animais do grupo APOE, pode estar relacionado com o aumento da
producdo de ROS e do numero de células em apoptose neste grupo, por meio do
possivel aumento do aporte de Fe para as mitocondria (figura 17B). Claramente,
estudos voltados para o completo entendimento dos mecanismos de transporte
intracelular de Ferro, bem como o envolvimento da transferrina no cenario
dislipidémico, sao necessario para a elucidacdo dos mecanismos que envolvem 0s

beneficios fisioldgicos alcangados com o tratamento com sildenafil.
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A
B C57 SILDENAFIL
[p u;
| Transferrina f Transferrina | Transferrina
|ROS t ROS | ROS
| Apoptose f Apoptose | Apoptose

Figura 17: Mecanismo kiss-and-run e a intensidade da transferrina nos grupos experimentais.
(A) Apdés o reconhecimento da transferrina pelo seu receptor de membrana, o complexo é
internalizado iniciando o mecanismo kiss-and-run, o qual envolve a interagao direta do endossomo
com a mitocondria, a fim de carrear o ferro do meio extracelular para a organela. (B) Nos animais
dislipidémicos (APOE), foi possivel observar o significativo aumento na expressédo da transferrina
(spots proteicos correspondentes para a Tf, em destaque na linha pontilhada em vermelho) em
comparagao com os animais sadios (C57). Apdés o tratamento com sildenafil, a expressdo da
transferrina retornou aos niveis dos animais C57. As esferas vermelhas representam os ions Fe. Os

circulos azuis representam os endossomos com o complexo Fe-Tf. Tf-R = receptor de transferrina.
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Embora o protocolo de enriquecimento mitocondrial tenha sido considerado
satisfatorio e varias informagdes relevantes foram geradas pela analise prote6mica,

alguns achados foram inesperados e/ou contraditorios.

Ja foi evidenciado que o aumento de albumina plasmatica é capaz de induzir
apoptose intrinseca (via mitocondrial) em células do tubulo proximal de ratos (Erkan
et al, 2007). Em 2014, Ruggiero e colaboradores mostraram que a albumina, quando
ligada a lipideos, € capaz de sofrer endocitose com subsequente liberacdo dos
acidos graxos no interior na célula, induzindo o aumento da [B-oxidagdo. Este
processo leva ao aumento da producédo de ROS e exaustdo do sistema antioxidante
celular, desencadeando a via apoptética. Considerando essas informacdes, o
aumento da albumina observado no grupo APOE é coerente com o descrito por
Ruggiero e colaboradores (2014), embora seja importante salientar que,
provavelmente ndo ha participagdo da albumina no reequilibrio redox obtido apds o
tratamento com sildenafil, uma vez que n&do houve diferenga entre os grupos de

animais com e sem tratamento (figura 13F).

Diversos trabalhos descrevem o aumento da expressdo da catepsina B em
processos patoldgicos como o traumatismo cranio-encefalico (Hook et al, 2015), na
doenga de Chagas (Doyle et al, 2007), e na fibrose hepatica (Holsinger et al, 2010).
No presente trabalho, foi observada auséncia da catepsina B nos animais no grupo
APOE (figura 13G), enquanto que, controversamente, Suski et al. (2011) numa
abordagem protedmica semelhante, evidenciaram o aumento significativo dessa

enzima nos camundongos apoE knockout quando comparados com os animais C57.

Adicionalmente, trés proteinas apresentaram maior expressido durante a
dislipidemia e o tratamento com sildenafil ndo foi capaz de reestabelecer o padrao
de expressdo: HSP A5 (heat shock protein A5), arginase-1 e a vitamin D binding

protein.

As proteinas de choque (HSPs) sdo consideradas como biomarcadores de
processos patoldgicos (Roos e Romagnolo, 2012). A redugado da expressao da HSP
A5, HSP 90B1 e HSP E1, ja foram associadas a redugédo de estresse no reticulo
endoplasmatico, resposta inflamatoria e produ¢cao de ROS (Cooney et al, 2012). Os
resultados obtidos mostram que, o grupo de animais dislipidémicos apresenta uma
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tendéncia de aumento da HSP A5 quando comparados com os animais do grupo
C57 e, interessantemente, no grupo SILDENAFIL onde foi observada a reducédo da
producdo de ROS e numero de células em apoptose, também houve aumento da
expressao da HSP A5 (figura 13H).

Para a enzima arginase, sdo descritas duas isoformas, 1 e 2. Ambas
catalisam a mesma reacao porém, diferenciam-se na distribuicdo entre os tecidos e

na localizagdo dos compartimentos subcelulares (Munder, 2009).

Arginase-1 € expressa principalmente no figado, sendo uma das enzimas do
ciclo da ureia, o qual possui etapas tanto no citosol quanto na mitocéndria
(Jenkinson et al, 1996). Em funcdo da participagdo dessa enzima ocorrer no citosol,
sua identificacdo nas amostras com enriquecimento mitocondrial, pode ser
considerado um achado surpreendente. O aumento de sua expressao ja foi
associado a estimulos antiinflamatorios, degradando a L-arginina até gerar colageno
e poliaminas, compostos que estao relacionados com o reparo tecidual, proliferagao
celular e transporte transmembrana (Munder, 2009). O padrdao de expressao
observado para a arginase-1 apos a 2DE, se mostrou inconclusivo onde teve sua
expressdo aumentada tanto no grupo APOE quanto no SILDENAFIL, quando
comparados com o grupo C57 (figura 13l).

A vitamin D binding protein (VDBP) é uma proteina, da superfamilia da
albumina, que é produzida principalmente pelos hepatdcitos. Além de sua fungao
mais conhecida (a do transporte plasmatico da vitamina D), a VDBP também ja foi
relacionada ao transporte de acidos graxos e endotoxinas, efeito quimiotatico sobre
neutroéfilos, ativacdo de macrofagos e o sequestro de actina em tecidos injuriados
(Wookey et al, 2017). De maneira semelhante a HSP A5, a VDBP apresentou uma
tendéncia de aumento de expressao do grupo APOE e um significativo aumento no
grupo de animais tratados com sildenafil (figura 13J). E possivel que exista relagéo
dessa proteina no contexto desse estudo, uma vez que ela participa do transporte
de acidos graxos. Contudo, seria demasiadamente prematuro inferir alguma
participacdo nos fendmenos aqui observados sem os devidos experimentos

comprobatérios.
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Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que, além do ponto de
vista da homeostase celular, ocorrem também diferencas em termos de
remodelamento proteico mitocondrial dos animais apoE knockout, com e sem
tratamento com sildenafil. Os dados produzidos podem auxiliar na compreensao de
mecanismos moleculares envolvidos em algumas alteragdes fisiopatoldgicas
observadas na dislipidemia, bem como os efeitos benéficos do tratamento com

sildenafil.
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Consideracoes
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi demonstrado que a dislipidemia - condicdo caracteristica
dos camundongos apoE knockout - foi capaz de induzir uma provavel disfungcéo
mitocondrial nas células do figado, caracterizada pelo aumento da produgao
intracelular de ROS (&nion superoxido, peroxido de hidrogénio e peroxinitrito) e
aumento do numero de células em apoptose. Nesse contexto, também foi
evidenciado que a dislipidemia induziu alteracbes no proteoma mitocondrial, as

quais se relacionam com o estresse oxidativo.

O tratamento com sildenafil foi capaz de prevenir e/ou reduzir a produgao
intracelular das ROS que se apresentaram elevadas nos animais sem tratamento,
bem como reduziu o quantitativo de células em apoptose. Além disso, o sildenafil
induziu: (i) aumento da expressdo da urato oxidase, enzima com potencial
antioxidante; (ii) redugao da transferrina, que ao reduzir a oferta de Fe, contribui para

e reducao do estresse oxidativo mitocondrial.

Os resultados obtidos nesse trabalho trazem avangos no conhecimento das
alteragdes no proteoma mitocondrial, particularmente o das células do figado de
camundongos apoE knockout. Considerando que as analises proteomicas séo
estudos descritivos, as hipodteses discutidas permitem direcionar estudos
complementares para o entendimento completo dos mecanismos envolvidos no

balanco redox.
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