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Q-TOF - espectrometro de massa hibrido — quadrupolo e tempo de voo
RNA - 4cido ribonucléico

rpm — Rotagdes por minuto

RT-PCR - transcri¢do reversa da reagdo em cadeia da polimerase
SDS —Dodecil sulfato de sédio

SMCs — células de musculo liso

SVEC - célula endotelial de veia safena

SVSMC - célula muscular lisa de veia safena

TEMED - N,N-Tetrametiletilenodiamina

TFA — Acido trifluoracético

TGF-B — fator de crescimento transformante beta

VCAM-1 - molécula de adesdo das células vasculares

W - watt

1-D — gel unidimensional

2-D — gel bidimensional
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Campos L. C. G. Identificacido e caracterizacdo de proteinas modificadas em
enxertos de veias safenas humanas arterializadas no modelo ex vivo [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2008. 194p.

A revascularizagdo cardiaca utilizando a ponte de safena é um procedimento bastante
utilizado para restabelecer o fluxo coronariano. Apesar do sucesso deste
procedimento, a paténcia deste enxerto pode chegar a menos de 50% em 10 anos.
Atribui-se parte deste insucesso a variacdes no processo adaptativo a nova condig¢do
hemodindmica, onde o ‘“shear stress” e o estiramento aumentados podem estar
interferindo na fun¢do endotelial e vascular. Este processo envolve a participagio de
diversas proteinas e o estudo de como elas participam conjuntamente € uma
importante abordagem para entender as alteracdes fisioldgicas e patoldgicas que
ocorrem no enxerto vascular. Neste trabalho, tecnologias protedmicas, gel 2-D e
ICAT, foram utilizadas para identificar as proteinas que sdo modificadas nas fases
precoces da arterializacdo do enxerto venoso. Foi utilizado um sistema ex vivo de
perfusdo controlada, desenvolvido em nosso laboratdrio, onde a veia safena humana
foi cultivada tanto em regime hemodindmico venoso (5 mL/min) e arterial (50
mL/min, 80 mmHg) por 24 horas. Dentre as proteinas identificadas, a maioria
apresenta funcdes estruturais como, por exemplo, a-actina de musculo liso, CRPI,
coldgeno VI, tropomiosina, miosina, desmina e vimentina. Para avaliacdo funcional
foram selecionadas a a-SMA e a CRP. A a-SMA mostrou-se diminuida nas fases
mais precoces da arterializa¢do venosa, com quase desaparecimento apds 3 dias da
cirurgia, seguido de um aumento nos periodos subseqiientes. A CRP3 mostrou-se
com expressdo predominantemente arterial tanto em amostra humana como de rato.
A arterializacdo de segmentos venosos induziu a expressio da CRP3, sendo
dependente do aumento do estiramento (“stretch”) nas células musculares lisas e nao
do aumento do “shear stress” na superficie endotelial. Coletivamente, neste trabalho
caracterizamos duas proteinas que foram modificadas durante o processo de
arterializacdo e/ou adaptacdo da veia a condi¢do hemodinamica arterial. As proteinas
identificadas contribuirdo para o melhor entendimento do processo de arterializagdo
venosa e poderdo ser testadas como novos alvos terapéuticos para melhorar a
paténcia destes enxertos.

Descritores: 1. Biologia molecular 2. Oclusao de enxerto vascular 3. Veia safena

4. Revascularizacio miocardica 5. Proteinas citoesqueleto 6. Proteoma 7.
Actinas
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Abstract

Campos L. C. G. Identification and characterization of modified proteins in
arterialized human saphenous vein using an ex vivo system [thesis]. Sdo Paulo:
Medical School, University of Sao Paulo; 2008. 194p.

Coronary artery bypass surgery by saphenous vein graft is still widely used to
revascularization of ischemic heart. Despite the success of this procedure, about 50%
occlude after 5-10 years. The vein graft is subjected to increased tensile stress and
the adaptive vein response to the arterial hemodynamic condition may predispose to
bypass occlusion. Several proteins are modulated during arterialization, the
understanding of the molecular changes of this process may be useful to new
therapeutics approaches development attempting to increase vein graft patency. In
this work, proteomics plataform, gel 2-D and ICAT, were used to identify the
proteins that are modified in the early stages of vein graft arterialization. Human
saphenous vein were cultured in an ex vivo flow through system in both venous (5 ml
/ min) and arterial (50 ml / min, 80 mm Hg) hemodymanic conditions for 24 hours.
The identified proteins were related to cell structural function, such as a-SMA,
CRPI, collagen VI, tropomyosin, myosin, desmin and vimentin. To functional
characterization, a-SMA and CRP were selected. In rat vein arterialization model, -
SMA showed to be decreased during the early stages of arterialization and almost
disappeared after 3 days of surgery. Later on, a-SMA-positive cells increase reaching
similar expression levels of normal jugular vein. The expressiom of CRP3 showed to
be predominantly to arterial beds both in human and rat. When vein segment were
submitted to arterial hemodynamic condition, it was observed a significant induction
of CRP3 expression. Interestingly, the increase of CRP3 is dependent of stretch
stimulus in smooth muscle cells while shear stress did not modify its expression in
endothelial cells. Collectively, we successfully identified proteins differentially
expressed during the vein arterialization by using proteomic technique. a-SMA and
CRP3 were modified in vein segments exposed to arterial hemodynamic condition
and efficiently discriminate smooth muscle cell phenotype. The identified proteins
will contribute to the better understanding of the venous arterialization process and
may be tested as new therapeutic targets for improving the patency these grafts.

Descriptors: 1. Molecular biology 2. Graft occlusion vascular 3. Saphenous vein
4. Myocardial revascularization 5. Cytoskeletal proteins 6. Proteome 7. Actins
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1. Introducao

As doencas cardiovasculares s@o as principais causas de morte nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo responsdveis por 16,7 milhdes de
mortes ao ano (Avezum e cols., 2002 apud Lotufo, 2005). A doenca arterial
corondria destaca-se como uma das maiores causadoras de morte tendo como causa
priméria a aterosclerose, uma doenga inflamatoria cronico-degenerativa caracterizada
pela disfun¢@o endotelial e acimulo de lipides no sistema vascular. A presenca das
placas aterosclerdticas € o principal mecanismo fisiopatoldgico que limita o fluxo
coronariano (Théroux e cols., 1998), levando a reducéo total ou parcial da oferta de
O, causando a isquemia miocdrdica como conseqiiéncia a este desequilibrio. Em
geral, a doenga coronariana constitui a primeira causa de morte, acomete grande
parcela da populacgdo, e resulta em substancial custo de tratamento na fase hospitalar
devido a: (i) intervengdes percutineas com medicamentos adjuvantes e drogas
antitromboticas, (ii) procedimentos invasivos como angioplastia transluminal
percutdnea associada a colocagdo de stents (recobertos ou ndo) e (iii)
revascularizacdo do miocardio por enxertos venosos ou arteriais (Mitra e cols.,
2006). Além disso, hd a necessidade de seguimento de um paciente de alto risco para
ocorréncia e/ou recorréncia de eventos, por uma série de procedimentos nado
invasivos destinados a deteccdo de complicacdes e avaliacdo da terapéutica
instituida. No grande espectro clinico da doenca arterial coronariana, as sindromes
coronarianas agudas correspondem a fase de instabilidade aguda da doenga, com
grande risco de morte, dano ao musculo cardiaco do ventriculo esquerdo, progressao
da doenca e necessidade de intervengdes para revascularizacdo do miocardio (Ryan e

cols., 1996 e Théroux e cols.,1998).
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A revascularizagdo miocérdica através da ponte de safena desenvolvida no
inicio da década de 70 representou um marco na terapéutica do infarto do miocardio
(Favaloro, 1969 e Garret e cols., 1973), tornando-se bastante comum e amplamente
utilizado para restabelecer o fluxo coronariano (Angell e cols., 1977 e Roth e cols.,
1979 apud Lytle e cols., 1985). Apesar de sua eficiéncia, entre 15 a 30% dos
enxertos ocluem dentro do primeiro ano de cirurgia, aumentando para mais de 50%
apds 10 anos do implante (Lytle, 1994, Canver e cols., 1995 e Mehta e cols., 1997),
pois sua durabilidade estd limitada pelo acelerado desenvolvimento de aterosclerose
o que leva a reduzida paténcia destes enxertos. Por este motivo, enxertos arteriais
passaram a complementar a cirurgia de revascularizacdo cardiaca, podendo-se citar a
artéria mamadria interna, a artéria radial, a artéria gastroepipldica direita, e a artéria
epigéstrica inferior (Grondin e cols., 1984, Lytle e cols., 1985, Zeff, e cols., 1988,
Oliveira e cols., 2005), que apresentam uma paténcia de 84,1% contra 56,3% para o
enxerto de veia safena para um periodo de 10 anos pés-cirdrgico (Bulkley &
Hutchins, 1977, Campeau e cols., 1983, Campeau e cols., 1984, Grondin e cols.,
1984, Lytle, 1994). Apesar da eficiéncia dos enxertos arteriais, a veia safena ainda é
bastante utilizada devido ao facil acesso, ao seu tamanho e, principalmente, ao
grande numero de pacientes com varias oclusdes em suas corondrias sendo
necessario, além dos enxertos arteriais, o uso da ponte de veia safena como
complementacio cirtrgica. A alta incidéncia de falha da veia safena como condutora
neste ambiente de circulacdo arterial é dada por uma combinagdo de alteracdes
estruturais e fisioldgicas na parede do vaso. Trés processos, bem conhecidos, sdo a
causa desta falha: a trombose precoce, a hiperplasia neointima (HNI) e a

aterosclerose (Bourassa, 1991 e Fitzgibbon e cols.,1996).
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A preservagdo da perviabilidade das anastomoses venosas estd relacionada
diretamente com a técnica de preparo do enxerto, com a qualidade da veia e com a
adequada administracdo de drogas antitrombdticas (Loop e cols., 1981 e Loop e
cols., 1983). A lesdo do endotélio e da camada média durante a preparacio cirurgica
e implantacdo da veia aorto-corondria pode ocasionar a oclusdo trombética do
enxerto, devido a liberacdo local de vasoconstritores, aumento da agregacdo
plaquetaria e acimulo de fatores de coagulagdo ativados. A obstrucdo dos enxertos
nos primeiros meses apds a cirurgia estd freqiientemente associada a trombose
decorrente de falhas nas técnicas cirdrgicas utilizadas, das altera¢des na parede do
vaso e na dindmica do fluxo sangiiineo, bem como a componentes do sangue arterial
que provocam danos na monocamada endotelial que reveste o vaso. A grande perda
de tecido endotelial (Roubos e cols., 1995), provoca a aderéncia de plaquetas e
neutréfilos através da produgdo de moléculas de adesdo na superficie das células
endoteliais danificadas, gerando um acimulo de fibrina na superficie do limen e
desencadeando a cascata de coagulacdo (Dilley e cols., 1992; Verrier e Boyle, 1996).
A formagdo de fios de fibrina também ¢ estimulada através do aumento na
quantidade de trombina circulante, que produz monoémeros de fibrina a partir do
fibrinogénio e favorece o desenvolvimento do codgulo. Isto ocorre uma vez que a
producdo de trombomodulina, um inibidor de trombina, é diminuida em até 30%
como resposta ao descamamento do endotélio (Cook e cols., 1991). A presenga de
trombina na veia também tem um efeito vasoconstritor, favorecendo a trombose

(Yang e cols., 1997).

Durante o primeiro ano apds o implante, a hiperplasia neointima pode

também provocar a oclusdo com ou sem a ocorréncia de trombose (Roth e cols.,
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1979). Os enxertos livres de trombose passam por mudancas fisiopatoldgicas
denominadas arterializacdo da veia que consiste na presenca de hiperplasia neointima
que se inicia com a proliferacdo das células musculares lisas que migram para a
camada média e sdo capazes de sintetizar coldgeno, elastina e outras substincias,
resultando em fibrose da intima composta de um ndmero varidvel de elementos
celulares e material extracelular (Eldon e cols., 1981). Macroscopicamente, este
processo envolve um espessamento progressivo da média com formagdo de
neointima, evoluindo, em alguns casos, para o desenvolvimento do processo
aterosclerdtico, resultando na oclusdo do enxerto venoso. (Mehta e cols., 1997 e
Spray e cols., 1977). A hiperplasia neointima € o principal processo da doenga do
enxerto de safena durante o primeiro ano ap6s a cirurgia, sendo causada por dano na
camada intima do vaso, o que resulta em acimulo de matriz extracelular nesta
camada, além de migracdo e proliferacdo das células de musculo liso da camada
média para a intima provocando o espessamento do vaso (Shuhaiber e cols., 2002).
Este espessamento é considerado por varios patologistas como uma lesdo precoce da
aterosclerose que eventualmente determinard alteracdes ao fluxo e oclusdo do

enxerto (Lawrie e cols., 1977).

A hiperplasia neointima ocorre em resposta a descamacgdo e destruicdo do
tecido endotelial que reveste o vaso (LoGerfo e cols., 1983). A restituicdo desta
camada ¢ feita pela deposicdo de plaquetas que estimula a produgdo de fatores de
crescimento como o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF (fator
de crescimento transformante) e EGF (fator de crescimento da epiderme) (Groves e
cols., 1986), levando a proliferagdo celular. Outro fator envolvido na hiperplasia da

intima do enxerto venoso € o aumento do estresse mecanico associado ao aumento da
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distensdo pela alta pressdo arterial e ao aumento do “shear stress”. Quando a veia
safena é implantada no coracdo, ¢ imediatamente submetida a uma nova condigdo
hemodinamica, ou seja, a veia que estava em um regime venoso, de baixo fluxo e
baixa pressdo, e passa para um regime arterial, de alto fluxo, alta pressdo e com
caracteristica pulsdtil. Estas forcas hemodindmicas sdo bastante importantes para a
funcdo vascular, pois influenciam o ténus vascular e a regulacdo génica de diversas
proteinas, sugerindo que a paténcia das pontes de safena pode estar também
relacionada com a stbita alteracdo hemodindmica imposta ao vaso. E descrito que o
aumento de “shear stress” na parede do vaso, estimula a producdo de bFGF (fator
basico de crescimento de fibroblastos) (Nguyen e cols., 1994) fazendo com que
células musculares migrem e proliferem na camada intima, e ainda, induz a
deposicdo de matriz extracelular e o aumento progressivo de fibrose (Linder e cols.,
1991; Cox e cols., 1991; Dilley e cols., 1992 e Allaire & Clowes, 1997). A
proliferacdo das células de musculo liso, que causa a hiperplasia na camada intima
do vaso sangiiineo, é dada através de uma cascata de eventos do ciclo celular
governados por uma familia conservada de proteinas: as quinases dependentes de
ciclinas (CDKs) (Morgan, 1997). Estas se associam as ciclinas formando complexos
estaveis que, quando ativados, comandam a transicdo entre os estidgios do ciclo
celular. Cada complexo apresenta um padrdo de expressdo especifico dependente da
fase do ciclo celular e sua atividade depende do seu grau de fosforilagdo.
Inicialmente, os complexos ciclina D/Cdk4 ou Cdk6 e ciclina E/Cdk2 sdo os
responsdveis pela transicdo de G1 para S (Sherr, 1994 e Sherr, 1996). A subseqiiente

transicdo de G2 para M € coordenada por ciclina B/Cdk1 (Shuhaiber e cols., 2002).
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O passo seguinte, que pode ocorrer em fungdo da hiperplasia neointima, é a
aterosclerose (Schwartz e cols., 1995). Tais lesdes conhecidas como placas
aterosclerdticas ou ateromas, sdo consideradas altamente inflamatdrias e envolvem
acumulo de lipideos na intimidade da parede vascular, migracdo, proliferacdo e morte
de células e fibrose (Murray e cols., 1997). Este processo passa a ser significativo a
partir do 5° ao 7° ano (Neitzel e cols., 1986; Ratliff & Myles, 1989 e Bourassa,
1991), e sua progressao ocorre devido ao dano cronico nas células endoteliais (Boyle
e cols., 1997). Particulas lipoproteicas oxidadas s@o mais facilmente reconhecidas e
internalizadas por macréfagos presentes na intima vascular (Smith, 1990).
Adicionalmente a retencdo de particulas lipoprotéicas oxidadas na matriz, o endotélio
disfuncionante se caracteriza por mudanca em sua relacdo com os leucdcitos
circulantes por meio da expressdo de moléculas de adesdo em sua superficie. A
propria presenga de LDL na intima do vaso estimula a producdo de citocinas
(Rajavashisth e cols., 1990), as quais induzem a expressdo de moléculas de adesdo
pelo endotélio. E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 sdo moléculas de adesao induzidas
por esse mecanismo (Cybulsky e cols., 2001). A expressdo de moléculas de adesdo
pelo endotélio € etapa fundamental para o recrutamento de leucécitos, um fendomeno
que envolve trés fases principais: rolamento, adesdo e migragdo. A etapa de
rolamento consiste em fragil contato entre o leucécito e a célula endotelial mediado
por selectinas (Dong e cols., 1998). A aderéncia destes leucécitos no endotélio lesado
d4 inicio a resposta inflamatéria (Joris e cols., 1983). A etapa seguinte que envolve
forte adesdao intercelular depende de ligacdo entre elementos da familia das
imunoglobulinas (VCAM-1 e ICAM-1) no endotélio e integrinas no leucdcito.

Aderentes ao endotélio e sob influéncia de citocinas com propriedades quimiotdticas,
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os leucdcitos migram para a regido subendotelial. Aglomerados na intima vascular
apds o fendmeno migratério, os mondcitos podem se diferenciar em macréfagos por
acdo de citocinas, como o fator de estimulagdo de colonia de macréfago (M-CSF)
(Terkeltaub e cols., 1998). Uma vez diferenciados, os macrdéfagos sdo capazes de
fagocitar as particulas lipidicas que se acumulam na intima. Apds incorporagdo de
grande quantidade de material lipidico, o macréfago assume uma aparéncia
vacuolada peculiar, o que o torna semelhante a uma célula espumosa, como, alids, é
conhecido nesse cendrio. Estas células sdo capazes de produzir fatores de
crescimento semelhantes ao PDGF, estimulando a proliferagcdo celular e a formagao
da hiperplasia neointima (Shuhaiber e cols., 2002). A a¢do continuada deste processo
predispde a formacdo de faixas de gordura, dando inicio a placa aterosclerética. O
aumento na expressdo das moléculas de adesdo, em resposta ao processo
inflamatdrio, também favorece a aterosclerose (Price & Loscalzo, 1999). Além dos
macrdfagos, varios outros tipos celulares estdo presentes nas placas aterosclerdticas
humanas. Os linfécitos T sdo células que, como os macréfagos, também migram e se
acumulam no ateroma, onde podem desempenhar fun¢des imunes decisivas para o
processo evolutivo da lesdo (van der Wal e cols., 1994). A inflamagdo, embora seja
hoje reconhecida em todas as fases de formacdo e também nos processos de
complicacdo aguda do ateroma, € uma visdo inovadora da doencga aterosclerdtica
(Hansson e cols., 2006).

Conforme descrito acima, a arterializagdo do enxerto venoso é um processo
bastante complexo. O entendimento das alteragdes moleculares que acompanham
este evento adaptativo fisiopatoldgico poderd fornecer alternativas de intervencdes

para promover a melhora da paténcia dos mesmos. Modelos animais “in vivo”, de
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enxerto venoso em leito arterial, tém sido utilizados para melhor elucidar os eventos
envolvidos na arterializagdo do enxerto venoso. Rodriguez e cols. (2000) mostraram
que a interposi¢do da veia safena na artéria cardtida de porco leva a uma elevada taxa
de apoptose nas primeiras 8 horas apds a cirurgia, ocasionando a uma perda de
células musculares lisas da camada média vascular, j4 a taxa de proliferacdo
apresentou-se baixa durante o periodo do estudo de 48 horas. Este fendmeno parece
estar relacionado com mecanismos de sinalizagdo celular, que ativam a morte celular
da musculatura lisa localizada na média, que por sua vez é substituida por tecido
fibroso e desta maneira contribui para a degeneracdo do enxerto venoso. Inicialmente
a taxa de apoptose no enxerto venoso parece ser maior do que a taxa de proliferagao,
sendo que o pico de proliferagdo ocorre apés 5-7 dias (Yamamura e col., 1994). Este
processo de morte celular que ocorre logo apds a interposi¢cdo do enxerto € resultado
do estresse em que a parede da veia é submetida quando colocada em regime arterial.
Este regime hemodindmico de maior fluxo e maior pressdo causa um estiramento na
parede da veia, cuja estrutura nio estd preparada para receber tal tensdo (Moore e
col., 2001), provocando uma série de alteracdes estruturais e moleculares que
contribuem para a hiperplasia da intima e presenca de placas ateroscleréticas. Este
processo pode estar relacionado com a regulacdo de fatores de crescimento como
PDGF e TGF-B (Hoch e col., 1995), componentes da cascata das MAP quinases
como p38 (Mayr e cols., 2000), fatores de transcricio como E2F (Mann e cols.,
1999), e proteinas que compdem e degradam a matriz extracelular como tenascin-C,
e as metaloproteinases (MMPs), respectivamente (Wallner e cols., 1999; Leville e
cols., 2000). Liu e cols. (1999), realizando estudos de interposi¢do de veia jugular em

aorta de ratos, mostraram que o revestimento externo da veia jugular por uma
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membrana cilindrica de politetrafluoretileno evita o processo apoptdtico do enxerto,
sugerindo que a degeneracdo do enxerto venoso ocorre devido ao estiramento da
parede vascular. Além disso, a reducdo da forca de tensdo, devido ao
condicionamento da membrana ao redor do enxerto, foi capaz de diminuir
drasticamente a degradacgdo das fibras de actinas da musculatura lisa.

Além de estudos in vivo, trabalhos ex vivo tem demonstrado que o fluxo
arterial na veia safena diminui a concentracio e a atividade funcional da
trombomodulina (Gosling e cols., 1999), proteina que confere caracteristica
antitrombogénica ao endotélio, alterando a expressdo da eNOS (NO sintase
endotelial) e das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM -1 (Golledge e cols., 1997),
assim influenciando na adesividade do endotélio as plaquetas e aos mondcitos. A
dificuldade de compreender os processos patolégicos em seus aspectos moleculares
tem limitado o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes. Atualmente
estdo sendo criadas novas oportunidades para a compreensdo de problemas
bioldgicos complexos e, conseqiientemente, para o desenvolvimento de novas

abordagens diagndsticas e terapéuticas.

Com o seqiienciamento do genoma humano, o grande desafio estdi em
identificar e desvendar a fungdo dos genes. Existem muitas maneiras de identificar a
funcdo de um determinado gene, quer seja por busca de homologia com genes ja
descritos em outros organismos, ou por localizag¢do da proteina dentro da célula e seu
nivel de expressdo, incluindo expressdo diferencial nos tecidos. Nesse sentido, novos
genes envolvidos no processo de espessamento da veia safena em regime
hemodindmico arterial estdo sendo estudados em nosso laboratdrio. Para tanto, foi

desenvolvido um sistema de cultura de veia safena que permite o estudo vascular em
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condicdes hemodindmicas controladas por periodos de até 1 semana (figura 1). Foi
demonstrado que o sistema de cultura ex vivo reproduz os fendmenos que ocorrem in
vivo na veia safena, simulando a condicdo a que ela é submetida apds o processo de
revascularizacdo cardiaca. Desta forma, representa um modelo interessante para o
estudo das modificagdes que ocorrem na ponte de safena (Miyakawa e cols., 2003).
As modifica¢des que ocorrem apds 24 horas estdo sendo estudadas, na tentativa de
identificar as alteragdes inicias que ocorrem nos enxertos venosos. Acreditamos que
sdo os eventos iniciais que desencadeiam o processo de arterializagdo do enxerto
venoso e possivelmente as complicagdes posteriores como oclusdo e aterosclerose. O
processo de oclusdo que ocorre nas pontes de safena envolve a participacdo de
diversas proteinas e o estudo de como estas proteinas participam conjuntamente €

uma importante abordagem para compreensdo da fisiologia e fisiopatologia vascular.

Neste trabalho estd sendo empregada a tecnologia protedmica para comparar
globalmente as alteracdes protéicas que estdo ocorrendo na veia safena humana
cultivada em regime hemodinamico venoso e arterial. Estdo sendo utilizadas as
metodologias de gel bidimensional e ICAT (do inglés: “isotope-coded affinity
tagging”), que consistem na andlise de proteinas expressas de um genoma através da
sistemdtica separacdo, identificacdo e quantificacdo de proteinas de uma amostra
(Wilkins e cols., 1996; Penningtonel e cols., 1997). Gel 2-D e ICAT s@o métodos
importantes para a tecnologia protedmica, porém nenhum deles pode ser considerado
independente e suficientemente capaz de identificar todas as proteinas presentes em
uma amostra de estudo. Uma andlise de complexos multiprotéicos de mitocOondrias
demonstrou que nem o ICAT nem o gel 2-D foram capazes de identificar todas as

proteinas presentes em uma fracdo subcellular. Pode-se dizer que cada técnica é
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seletiva com respeito as proteinas detectadas (Patton e cols., 2002). Uma das maiores
limitacdes do gel 2-D estd na falha de detectar proteinas em baixa abundancia e
proteinas hidrofébicas. A visualizagdo das proteinas depende do corante utilizado e
usualmente € utilizado o Coomasie Blue R-250, cujo limite de detec¢do é 150ng de
proteina. Ji4 o ICAT é capaz de detectar e de quantificar proteinas de baixa
abundancia em amostras complexas, porém esta limitada em detectar apenas
peptideos que contenham cisteinas. (Kubota e cols., 2003). Assim, a realizacdo de
andlise conjunta de ICAT e gel 2-D pode compensar as limitagdes inerentes a cada
uma das duas técnicas e, desta maneira, identificar um maior niimero de proteinas

com padrio diferencial em nosso estudo.

Deste modo, neste trabalho utilizamos o Proteoma para identificar as
alteracdes que ocorrem na veia safena em regime hemodinémico arterial. Estes dados
permitirdo a avaliacdo global das alteragdes moleculares do enxerto venoso,
contribuindo para o entendimento do processo de arterializacdo e fornecendo
proteinas candidatas com potencial terapéutico para melhorar a paténcia do enxerto

vENnoso
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2. Objetivo

Identificar e caracterizar proteinas modificadas na veia safena humana
submetida ao regime hemodindmico arterial no sistema ex vivo, de maneira

quantitativa e/ou qualitativa.

2.1 Objetivos especificos:
Avaliar durante a arterializagdo venosa o perfil de expressdo da:
+¢ alfa actina de musculo liso (0-SMA) e

/7

% Proteina Rica em Cisteina (CRP).
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3. Materiais

3.1.REAGENTES, SAIS, DROGAS E KITS

+ GE Healthcare:
IPG strip, IPG buffer, DeStreak' ™ Rehydration solution, IPG cover fluid, membrana
de nitrocellulose Hybound ECL, Protein G sepharose 4 Fast Flow, hyperfilm ECL,
CHAPS, glicina, acrilamida, bis-acrilamida, iodoacetamida, urea.

4+ Gibco BRL - Invitrogen Co.:
Silver Quest™ Silver staining kit, Superscript Il DMEM; FBS; NCS, Penicilina;
Estreptomicina; Trizol; Agarose; EDTA; Tris-HCl; DTT; dNTPs; oligo dT; RNAsin,
PMSEF, Human Endothelial médium (SFM), bFGF, EGF, TEMED, APS.

+ Sigma-Aldrich Co.:
Triton X-100; NaCl; KCI; Na,HPOs. KH,PO,, NaHCO;; MgCl,. EGTA; BSA;
Brometo de Etideo; HEPES, Tween 20, Luminol, 4cido p-comdrico, coomassie G-
250, coomassie brilhant blue R-250, azul de bromofenol, SDS, glycerol, bicarbonate
de amonio, sulfato de amodnio.

+ Serva:
Coomassie colloidal blue — serva blue G.

+ Merck S/A.:
Metanol, Hematoxilina; Etanol; Per6xido de Hidrogénio; Citrato de Sédio; NaOH;
Isopropanol, dcido acético, cloroférmio, acetonitrila, TFA, acido cloridrico, acido

fosfoérico.
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« Promega:
Trypsin porcine,

= Bio-Rad:
Kit Bio-Rad assay dye Reagent concentrad.

4+ Millipore:
Zip Tips C18, Kit Amicon ultra 4 centrifugal filter devices.

+ Applied Biosystems:
Kit high capacity cDNA archive, kit SyBr Green PCR master mix, ICAT.

+ Labsynth:
Amonio Hidréxido, Acido Acético e Acido Cloridric.

+ Dakocytomation;
Kit LSAB + system-HRP Universal; kit LSAB + system-AP Universal.

+ Outros:
Azul de Anilina.(Carlo Erba Reagente), Formol (Rioquimica); DAB
(Novocastra); Paraplast plus (Oxford Labware); Citrisolv (Fisher brand); Resina
Erv-Mount (EasyPath); Pentobarbital (farmacia ICHCFMUSP); Leite desnatado
MOLICO (Nestlé); Gelatina (Vetec); Tripsina (Cultilab); Xilol e acetona (Quimex);
Soro Fisiolégico 0,9% estéril (Baxter); Racdo (Nuvital); Heparina (Hipolabor);

Ketalar (Uniao Quimica S/A); Rompum (Vetbrandes).
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3.2. EQUIPAMENTOS

+ GE Healthcare:
Strip holder, Ettan IPGphor, Ettan Daltsix, resfriador MultiTemp III, Image
scanner,Image Master 2-D Elite, Ettan MALDI-TOF, sistema de eletroforese
vertical.

+ Millipore:
Multiprobe II liquid handling wokstation, Sistema de Filtragio de Agua Ultrapura
MilliQ Plus.

+ Applied Biosystem:
ABI PRISM 7700 sequence detector, 4700 Proteomics analyzer MALI-TOF.

+ Perkin Elmer:
Victor Wallac, prO-TOF 2000 MALDI-TOF MS.

+ Bio-Rad;
Sistema de eletrotransferéncia semi-seco.

+ Waters Micromass:
Q-TOF Ultima, ProteinLyns 2.0.

4+ Outros:

Sistema de Cultura ex vivo (adaptado a partir de CELLMAX - Spectrum
Laboratories), Triturador e Homogeneizador de Tecidos PowerGen 125 (Fisher
Scientific); Incubadora de CO, Umidecida a 37C Modelo 3110 (Forma Scientific),
Camara de Newbauer (Loptik Labor), Estufa de Cultura Orion 502 (FANEM),
Fluxo Laminar (Veco do Brasil Ind.), Microscopio Invertido Nikon TMS (Nikon,

Inc.), FX-4000™ Flexercell® Tension Plus™ (Flexcell® International
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Corporation) Lupa Cirdrgica D.F. Vasconcellos M900 (DFV), Mesa Cirtirgica
Aquecida K-MOD100 (Baxter Healthcare Co.), Inclusor de Tecidos Leica EG1160
(Leica Histology & E. M. Products), Processador de Tecidos Leica TP1020 (Leica
Histology & E. M. Products), Estufa 65°C (Quimis), Microscépio de Luz Leica
DMLS (Leica Histology & E. M. Products), Micrétomo Ergostar HM200
(Microm), Panela a Vapor Pascal (Dakocytomation), Programa Leica Qwin versio
2.2 Q500IW (Leica Histology & E. M. Products), ImageJ (Rasband, 2004), Cubas
para Eletroforese (Owl Separation System Inc.), Fonte FB105 (Fisher Scientific) e
Modelo 250 (Life Technologies, Gibco BRL Electrophoresis Power Supply),
Espectrofotometro ND1000 (NanoDrop), Microondas (Continental), Sistema de
Imagem Eagle Eye II (Stratagene), Termocicladora PTC 200 (MJ Research, Inc.),
Centrifuga Eppendorf Refrigerada Modelo 5417R (Brinkmann Instruments, Inc.),
Concentrador de Amostras Concentrator5301 (Eppendorf), Microcentrifuga
(Wealtec Co.), Agitador Magnético Corning Modelo PC320 (Laboratory Stirrer),
Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc.), PH metro 40 pHmeter (Beckman),
Micropipetas Automadticas Reguldveis P1000, P200, P20, P10 e P2 (Gilson Medical
Electronics), Pipetador Pipetting AID (Gilson Medical Electronics), Freezer -20°C
(Brastemp), Freezer -80C (Forma Scientific, Bio Freezer), Refrigerador 4°C
(Brastemp), Autoclave Universal Modelo 105 (FABBE Primar Ind. Ltda);
Balanca AB104, Mettler PM2000 (Mettler Instrument Co.) e BG4001 (Gehaka) e

Banho-maria FABBE Modelo 169 (Primar IDL. Ltda).
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3.3. ANTICORPOS

Anticorpo Monoclonal clone 1A4 contra a-SMA (Sigma); Anticorpo contra CRP3
(Arber e cols., 1994), GAPDH (R&D Systems), anti-mouse (Zymed) ¢ anti-rabbit

(Zymed).

3.4.PRODUTOS PLASTICOS E DESCARTAVEIS

+ Nunc:

Pipetas graduadas estéreis de 2, 5, 10 e 25mL, Garrafas T75 e T150, placas de

cultura de células de 6 Pocos.
4+ Scientific Specialties Inc.

Ponteiras P1000, P200 e P2 e Eppendorfs estéreis 1500 e 200uL.
+ Outros:

Placas Real Time (Applied Biosystems), Fio de Sutura 10.0 (Ethicon, Johnson &
Johnson), Laminas Foscas Lapidadas, Laminulas e Pap Pen Liquid Blocker
(EasyPath), Rodinho Estéril para Raspagem de Placa de Cultura (Costar Co.), Tubos
Falcons Estéreis 15 e S0mL (Cellstar), Cassetes M480 (Simport Plastics); Gaiolas e
Bebedouros (Beiramar Ltda); Papel Filtro (3M Co.) placas de cultura 150x25mm

(Corning).
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4. Métodos

4.1. CULTIVO EX VIVO DE VEIA SAFENA HUMANA

4.1.1. Obtencao das veias safenas

As veias safenas foram obtidas de pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacio cardiaca por ponte de safena no Instituto do Coragdo, HC-FMUSP.
Apds o procedimento cirdrgico, os segmentos ndo utilizados foram levados ao
Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do InCor e cultivados no sistema
ex vivo conforme descrito a seguir. Este protocolo de pesquisa foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Anilise de Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(CAPPesq 638/04) (Anexo II, item 1) (Termo de consentimento livre e esclarecido —

Anexo III).

4.1.2. Sistema de Cultura da veia safena.

As veias safenas foram cultivadas no sistema de cultura ex vivo,
adaptado no sistema de capilares artificiais (Redmond,E.M., e col., 1995). Neste
sistema uma cuba com a veia safena foi colocada no lugar do cartucho contendo os
capilares, ainda, foi acoplado um regulador de pressdo permitindo o controle da
pressdo e do fluxo de maneira independente (figura 1). Segmentos da veia safena, de
aproximadamente 2 cm, foram cultivados por 24 horas em regime hemodinidmico
venoso (fluxo: SmL/min) ou regime hemodinamico arterial (fluxo: 50mL/min,
pressdao: 80mmHg). Em seguida procedeu-se: (1) extragdo de RNA para anélise de

expressdo génica pela técnica de RT-PCR e RT-PCR em tempo real; (2) extracio de
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proteinas para a realizacdo da andlise proteomica utilizando as técnicas de gel 2-D e

ICAT e (3) processamento e inclusdo em parafina para andlise histoldgica.

Este procedimento de cultura ex vivo de veia safena foi padronizado no
laboratério e reproduz as alteracdes iniciais que ocorrem no processo de

arterializac@o de segmento venoso in vivo (Miyakawa e cols., 2003).
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Reservatdrio de

A meio de cultura
comprimido
‘ Manémet
‘ andmetro
0, CO, |_|
' H Regulador .
de Filtro
pressao
97 Capacitor
Bomba peristaltica

Figura 1: Sistema de cultura ex vivo de veia safena humana. (A) Representacédo

2

esquemadtica do sistema de cultivo onde a veia safena € colocada na cuba de cultivo e
conectada ao sistema. O meio de cultura € retirado do seu reservatorio, através de uma
bomba peristéltica ajustdvel, que faz com que o meio flua através de tubo de silicone levando
nutrientes para o vaso. Além disto, o sistema possui um aparato de pressurizag¢do que permite
o controle da pressdo de forma independente do fluxo. (B) Segmento de veia safena na cuba
contendo meio de cultura, (C) sistema de cultura de veia safena e (D) aparato para

pressurizagdo do sistema.
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4.2. PROTEOMA
Esta tecnologia consiste em fornecer o mapeamento das proteinas expressas
em um determinado momento podendo ser empregada em células, tecidos, 6rgaos ou
fluidos bioldgicos, sejam eles fisiologicos ou patoldgicos. Neste trabalho foram
utilizadas 2 técnicas protedmicas: a Eletroforese Bidimensional (2-D) e o ICAT (do

inglés: isotope-coded affinity tags).

4.2.1. Eletroforese Bidimensional (2-D)
No 2-D dois parametros distintos sdo utilizados para separar proteinas. Em uma
primeira dimensao as proteinas foram separadas pela diferenca de carga elétrica, ja

na segunda dimensdo elas foram separadas por sua massa relativa (peso molecular)

(Anexo IV).

4.2.1.1. Extracao de Proteinas

Para otimizar a extracio de proteinas da veia safena, trés protocolos
diferentes foram testados (Anexo V). A Extracdo C foi o mais eficiente e foi o

método empregado para a realizacdo do 2-D.

Extracdo C

As veias safenas foram trituradas através da pulverizagdo de nitrogé€nio
liquido e utilizacdo de gral e pistilo. Em seguida foram lisadas em tampao de
extracdo, 2% triton X-100, O9M urea, 40mM DTT e 0,5mM PMSF. As proteinas

foram obtidas no sobrenadante apds duas centrifugacdes de 13.000rpm por 30
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minutos. Em seguida as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford

(1976) utilizando o kit Bio-Rad assay dye Reagent Concentrad.

Para concentrar as proteinas em um menor volume foi utilizado o kit Amicon

Ultra-4 Centrifugal Filter Devices de acordo com instrug¢des do fabricante.

4.2.1.2. Focalizacao Isoelétrica do gel 2D (Primeira Dimensao)

Nesta primeira etapa, as proteinas foram separas de acordo com o seu ponto
isoelétrico, utilizando “IPG strip” de 7 e 24 cm, pH 3-10 e pH 4-7. As amostras
foram adicionados a (1) solu¢do de reidratacdo (8M urea, 0,5% CHAPS, 0,2% DTT,
0,5% “IPG Buffer” e 0,002% azul de bromofenol (1% azul de bromofenol, 50mM

Tris-base) ou (2) a solu¢io de reidratacio comercial DeStreak™

Rehydration
Solution de tal forma que o volume da amostra corresponde-se a 10% do volume

total indicado para cada “strip holder” (volume de 125l para “IPG strip” 7cm e de

450ul para “IPG strip” de 24cm).

As amostras juntamente com a solugdo de reidratacdo foram aplicadas no
centro do “strip holder” e as “IPG strip” foram posicionadas sobre a solu¢do com o
lado do gel, contendo o pH imobilizado, virado para baixo e o lado 4cido voltado
para o anodo dentro do “strip holder”. “IPG Cover Fluid” foi aplicado para
minimizar a evaporagdo e cristalizacdo da uréia. O “strip holder” foi fechado e
posicionado na plataforma do Ettan IPGphor. O equipamento foi programado de
forma que a tira re-hidratasse por 12 horas e que no final da focalizagdo fossem

acumulados 64KVh para “IPG strip” de 7 cm e 64 KVh para “IPG strip” de 24 cm.
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Sumariamente, esta etapa envolve reidratacdo das “IPG strips”, aplicacdo das

amostras e focalizacdo isoelétrica.

4.2.1.3. Equilibrio da “IPG Strip”

Apés a focalizacdo, as “IPG Strips” foram submetidas a duas etapas de
equilibrio para a preparacdo das proteinas para a segunda dimensdo. Na primeira
etapa ocorre a reducdo das pontes dissulfeto das proteinas pela acdo 10 mg/mL de
DTT acrescido a solug@o de equilibrio (tris-HCI pH 8,8 50mM, urea 6M, glicerol
30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) incubada por 15 minutos. Na segunda
etapa, para evitar a reoxidagdo, ocorre a alcaliniza¢do dos grupamentos tidis expostos
pela acdo de 25 mg/mL de iodoacetamida acrescida a solucdo de equilibrio (tris-HCI
pH 8,8 50mM, urea 6M, glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) e

incubada por 15 minutos.

4.2.14. SDS-PAGE (Segunda Dimensao)

Ap6s o Equilibrio das “IPG Strips”, a segunda dimensao foi realizada em géis
de poliacrilamida 12,5 % (30% acrilamida 1% bis-acrilamida, 1,5M Tris-HCI pH 8,8,
10% SDS, 10% APS e TEMED), utilizando sistema de cuba vertical para “strips” de

7 cm e cuba de eletroforese vertical Ettan Daltsix.

As “IPG Strips” foram imersas em tampao de eletroforese (25mM Tris pHS,3,
1,9M glicina, 1%SDS) e em seguida posicionadas sobre o gel de poliacrilamida, com
o padrdo de peso molecular contido em um pequeno pedagco de papel de filtro
posicionado do lado 4cido do “Strip”. O conjunto foi entdo selado com solugdo de

agarose (0,5% agarose, 0,002% bromofenol, diluido em tampao de eletroforese). A
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eletroforese foi realizada em tampdo de eletroforese (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,9M
Glicina, 1% SDS), poténcia de 2,5 W/gel por 30 minutos e 100 W totais até o final
da migracdo. Para manuten¢do da temperatura a 25°C, foi utilizado um resfriador

MultiTemp III na temperatura de 10 °C.

4.2.1.5. Analise do gel 2-D

Assim que terminado a eletroforese, o gel foi fixado por 1-2 horas sob
agitacdo mecéanica, na Solugdo Fixante (etanol 40%, acido acético 10%). Em seguida,
foi corado por no minimo 1 hora na Solucdo Corante e descorado em Solugdo

Descorante. O gel foi mantido em dgua bidestilada.

Ao final da segunda dimensdo, os géis foram fixados (40% metanol e 10%
dcido acético) por 1-2 horas sob agitacdo mecénica orbital. Trés tipos de coloracdo
foram utilizados: (1) Coomassie brilhant Blue (0,1% coomassie R-250, 40% etanol;
10% éacido acético) e solugdo descorante (20% metanol, 5% 4acido acético), (2)
Coomassie Colloidal Blue (8% sulfato de amonio, 0,8% &acido fosférico, 0,08%
coomassie blue G-250 e 20% metanol) e (3) “SilverQuest™ Silver Staining Kit”. Em
seguida os géis foram mantidos em 4gua bidestilada e a sua imagem foi adquirida no
programa ImageScaner. A detec¢do e andlise para a retirada de cada proteina de
interesse foi realizada manualmente ou utilizando o programa ImageMaster 2-D
Elite. Este programa detecta as proteinas, quantifica-as por densidade e compara

proteinas presentes em diferentes géis.
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4.2.1.6. Processamento do gel (extracao da proteina de interesse do

gel, digestao triptica e extracao dos Peptideos).

Apés andlise pelo programa Image Master 2-D Elite, a retirada e o
processamento das proteinas de interesse foram realizados de trés maneiras:
automatizada, manual e retirada manual seguida de processamento automatizado
(Anexo VI). A eficiéncia de 5 protocolos foram testados e apds a padronizagao ficou
estabelecido a utilizacdo do protocolo E para processamento das proteinas de
interesse.

Protocolo E:

As proteinas de interesse foram recortadas e fragmentadas com o auxilio de
um bisturi estéril sobre uma placa de vidro limpa com acetona e etanol e foram
colocados em tubos eppendorfs lavados duas vezes com metanol e uma vez com H,O
milliQ. Para remocdo dos corantes os pedagos de gel contendo as proteinas foram
incubados com solug@o 50% acetonitrila e 25mM NH4sHCO3, pH 8. A suspensdo foi
incubada sob agitacdo vigorosa por 10 minutos e deixada em repouso durante 15
minutos. Este procedimento foi repetido até total descoloracdo do gel, o que exigiu 8
repeti¢cdes para pedacos levemente corados e 15 repeticdes para géis corados mais
intensamente.

Para desidratar os fragmentos de géis foi realizado uma lavagem com 100%
acetonitrila e em seguida os géis foram secados em sistema de centrifugacdo a vicuo
durante 25 minutos.

Na etapa de digestdo enzimatica os géis foram reidratados com solucio
contendo 10-15pg/ml tripsina diluida em 25mM NH4HCO;. A solug@o enzimdtica

foi aplicada fria (4°C), as amostras permaneceram em banho de gelo durante 10
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minutos, em seguida foi adicionado 25mM NH4HCOj; e foram colocadas em estufa
37°C durante 20 horas. Apos este periodo o sobrenadante do tubo de digestdao foi
transferido para um novo tubo eppendorf tratado com metanol.

Para extracdo dos peptideos, foi adicionada solugdo 50% acetonitrila, 5%
TFA, em quantidade suficiente para cobrir completamente os pedacos de géis, e
agitados suavemente durante 30 minutos. Este processo de extracdo foi repetido mais
uma vez e os sobrenadantes foram combinados e reduzidos, em sistema de
centrifugacdo a vicuo, ao volume de Sul. As amostras foram purificadas em
microcolunas C18 ZIP TIPs de acordo com instrucdes do fabricante. Em seguida, as
amostras foram analisadas no espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF, em
colaboragdo com o Dr. Fabio César Gozzo do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS- Campinas SP).

Paralelamente amostras foram enviadas para uma “Proteomics Core Facility”
no Schepens Eye Research Institute (Boston — MA) e processadas no equipamento
automatizado Multiprobe II liquid handling workstation utilizing Millipore zip plate

technology.

4.2.2. Analise de Proteoma Diferencial com ICAT (do inglés: ‘““isotope-

coded affinity tags”).

Neste tipo de abordagem as proteinas sdo marcadas em residuos de cisteina
com etiquetas que permitirdo que estas proteinas sejam isoladas e identificadas
(Figura 2). A codificacdo isotdpica combinada a uma etiqueta de afinidade de biotina
em Unico agente de alquilagdo ficou conhecida como marcadores de afinidade

isotopicamente codificados (ICAT). Através deste reagente tornou-se possivel

29



Métodos

codificar isotopicamente peptideos contendo cisteina e seleciond-los em seguida por

afinidade (Anexo VII).

“Etiqueta” de codificacao

T Sitiode isotépica
@ clivagem "
sci C,oH:-N:O pesado: 9x °C
. acida (C1oH17N;03) leve: 9 x 2C

Figura 2: Representacdo esquemdtica da estrutura do reagente de ICAT. O reagente
consiste em quatro elementos: uma “etiqueta” de afinidade (biotina) que é usada para isolar
peptideos marcados com ICAT; um sitio de clivagem 4cida, para remocao da biotina, uma
regido que possa incorporar isotopos estdveis e um grupo reativo com especificidade para

grupos de thiol, ou seja, as cisteinas. O reagente existe em dois formuldrios: pesado e leve.

O Cleavable ICAT Reagent Kit for Protein Labeling foi utilizado de acordo
com instrugdes do fabricante. Esta metodologia compde dois diferentes reagentes
quimicamente idénticos de ICAT, que se ligam a regides alquiladas das cisteinas.
Um dos reagentes contém nove dtomos de carbono 12 [ C;, ] (isotopicamente leve) e
o outro nove atomos de carbono 13 [ C3 | (isotopicamente pesado). Isto resulta em
uma diferenca em massa de 9 Daltons entre os dois reagentes e, desta maneira,
peptideos que contém uma cisteina apresentardo uma diferenca de 9 Daltons entre
as duas amostras de estudo, peptideos com duas cisteinas terdo uma diferenca de 18

Daltons, e assim por diante. Os residuos de cisteina reduzidos das proteinas nas duas
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amostras a serem comparadas sdo rotulados separadamente durante o experimento e
devido a diferenga em massa entre os Cjz e os C;3 as amostras marcadas com ICAT
pesado e leve foram combinadas e digeridas com tripsina. Os peptideos marcados,
que contém cisteina foram isolados por cromatografia de afinidade e analisados por
espectrometria de massa, determinando assim a identidade da proteina que deu
origem ao peptideo e a abundancia relativa de cada proteina nas amostras sendo

comparadas (Figura 3).

Marcacio com
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miz

Ampsiras Teste e Controle Purificagdo com Avidina Espectromeiria de Massa
Combinadas e Digeridas com B
vy Tripsina Clivagem
l
Identificacio do peptideo por MS/MS

Amostra Teste Marcagio com
R te ICAT Pesado

h, —# NH- EACDPLR COOH

LMM

Abundincia relativa =

Figura 3: Estratégia de ICAT para andlise de expressdo diferencial de proteina. As
proteinas das células controle e teste sdo coletadas, desnaturadas, reduzidas, e marcados com
o reagente ICAT leve e pesado, respectivamente. As amostras sdo combinadas e digeridas
com tripsina. Os peptideos marcados com ICAT sdo isolados por cromatografia de afinidade
a biotina, e analisados por LC-ESI-MS/MS. A relacdo das intensidades dos fons marcados
com ICAT leve e pesado permitem a quantificacdo, enquanto um subseqiiente MS/MS

fornece a identificagdo da proteina.
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As amostras de veia safena humana submetidas ao regime hemodindmico
venoso e arterial foram marcadas respectivamente com a forma isotopicamente leve [
Ci2] e a forma pesada [ C3 ] do reagente ICAT. Ap6s processamento das amostras a

andlise foi realizada no espectrometro de massa Q-TOF.

4.2.3. Analise por Espectrometria de Massas

Essencialmente todos os espectrometros de massa medem a relacdo
massa/carga de proteinas, peptideos ou fragmentos de peptideos. Atualmente, o
espectrometro de massa (MS) tem sido bastante utilizado em projetos para
identificacdo de proteinas, e para deteccdo e caracterizacdo de modificacdes pOs-
traducionais. Com os avangos tecnoldgicos, diferentes técnicas de protedmica tém
sido combinadas com a MS permitindo a identificagdo de um painel de proteinas
resultantes da expressdo génica total de uma amostra.

A andlise das amostras obtidas no 2-D foram analisadas pelos equipamentos,
4700 Proteomics Analyzer, prO-TOF 2000 MALDI-TOF MS e Ettan MALDI-ToF.
As amostras do experimento ICAT foram analisadas em equipamento Q-TOF Ultima
no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) — Campinas, com a colaboracio
do Dr. Fabio César Gozzo. As descricdes detalhadas de cada espectrometro

encontram-se no Anexo VIII.
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4.3.CULTURA DE CELULAS
4.3.1. Cultura primaria de células de miisculo liso de veia safena
(SVSMC) e artéria mamaria (MASMC) humana

Pequenos fragmentos de veia safena ou de artéria mamadria, apés a retirada a
camada endotelial por atrito mecanico, foram colocados em placas de cultura de 6
pogos contendo 3% gelatina e cultivados em meio DMEM high glucose
suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina e 100 uL/mL
de estreptomicina em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO,. Ap6s aproximadamente
1 semana, de crescimento das células musculares lisas, elas foram ampliadas e
caracterizadas com anticorpo anti-o-SMA. Estas células foram mantidas na placa até
a confluéncia de aproximadamente 80% e os repiques foram realizados por
exposicdo a solugdo de tripsina/EDTA (250mg% - 1:250) por 5 minutos, e a
manuten¢do da cultura em garrafas de 75cm” até a oitava passagem.

A cultura apresenta morfologia caracteristica de células musculares lisas de

“hill and valey” e presen¢a de marcador especifico para o-SMA.

4.3.2. Cultura primaria de células endoteliais de veia safena (SVEC)
humana

As culturas primérias de células endoteliais de veia safena foram mantidas em

meio Human Endothelial — SFM suplementado com 20% de soro de bezerro recém-

nascido, 100 U/mL de penicilina, 100 uL/mL de estreptomicina, 20ng/mL de b-FGF

humano (fator basico de crescimento de fibroblasto), 10ng/mL de EGF (fator de

crescimento epidermal) e em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO,.
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Estas células foram mantidas em garrafas de 150cm? até a confluéncia de
aproximadamente 100% para serem colocadas em placas e submetidas ao ‘“‘shear
stress”. Os repiques foram realizados por exposi¢do a solug¢do de tripsina/EDTA
(250mg% - 1:250) por 5 minutos, e a manuten¢do da cultura foi mantida até a oitava
passagem. 3,0 x 10° células foram cultivadas em placas de cultura de 150x25 mm e
apds 2 dias submetidas ao “shear stress” de 15 dinas/cm’ por um periodo de 24 horas
no sistema de “cone plate”.

A cultura apresenta marcadores especificos de células endoteliais como, por

exemplo, fator de Von willebrand e VE-caderina.

4.4. ESTIMULOS FISICOS IN VITRO

4.4.1. Producao de “shear stress”

Para a producdo de ‘“shear stress” foi utilizado o sistema de “cone plate”
(figura 4), que € o método tradicional de produzir “shear stress” “in vitro” (Malek,A.
e col.,, 1992). Este sistema consiste de um cone, de angulo superficial de 0,5°,
girando sobre a cultura de células. A velocidade angular (®) do cone € controlada e o
“shear stress” € calculado através da féormula abaixo:

T=n0/a
onde: T é o “shear stress” (dinas/cmz), N a viscosidade do meio de cultura
(dinas.s/cm®), @ a velocidade angular do cone (rad./s) e o o dngulo superficial do
cone (rad.).

As células foram submetidas ao “shear stress” de 15 dinas/cm’ por um
periodo de 24 horas no sistema de “cone plate”. Em seguida, estas células foram

processadas para extracdo de RNA com Trizol.
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ne < = “ghear stress” (dinasicm?)

1 = viscosidade (dinas_s/c?)

o = velocidade angular (rad is)
« = angulo do cone (rad)

Figura 4: Sistema de “cone plate” utilizado para producdo de “shear stress” nas células
endoteliais. O cone gira sobre as células endoteliais e o “shear stress” pode ser variado

através de alteracdes na velocidade angular ou da viscosidade do meio de cultura.

4.4.2. Producao de estiramento

Para a produgdo de estiramento foi utilizado o sistema “FX-4000™
Flexercell® Tension Plus™,

Culturas primdrias de células musculares lisas de veias safenas foram
cultivadas em meio de cultura DMEM high glucose suplementado com 20% de FBS.
1,5 x 10° células foram cultivadas em placas de cultura de 6 wells 3,5 cm de
diametro. Apds 24 horas as células foram cultivadas em meio DMEM high glucose

suplementado com 0,5% de FBS por um periodo de 48 horas. Em seguida as células

foram submetidas ao estimulo mecanico de 10% de estiramento (“stretch”) com
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freqiiéncia de 1Hz (figura 5), por um periodo de 24hs. As células foram lisadas com

Trizol.

LRubber‘ membrane SIDE VIEW
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Figura 5: Sistema “Flexercell” utilizado para produgio de “stretch” nas células musculares
lisas. A membrana inferior da placa € estirada juntamente com as células que estdo aderidas

em sua superficie, provocando o estiramento das mesmas.

45. MODELO DE ARTERIALIZACAO DE SEGMENTO VENOSO EM RATO

4.5.1. Fistula artério-venosa da veia jugular em artéria carétida

Foram usados ratos Wistar machos de 12 a 14 semanas de idade, provenientes
do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Os
ratos foram mantidos por todo o periodo com livre acesso a 4gua e comida,
temperatura controlada entre 22 e 24°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas e, em
ndmero de no maximo 5 animais por gaiola. O protocolo de pesquisa n°418/03,
abaixo, foi aprovado pela CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e

da FMUSP (Anexo II, item 2).
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Ratos pesando 250g a 350g foram heparinizados com 70UI/Kg via
intraperitoneal. Apds trinta minutos foram anestesiados com ketalar (50mg/Kg) e
rompum (10mg/Kg). A veia jugular externa direita foi dissecada na porcao distal,
clampeada e cortada. A artéria carétida comum, depois de dissecada, foi clampeada
e cortada. A veia jugular externa foi entdo ligada a artéria carétida comum por
anastomose término-terminal, utilizando o fio de sutura 10.0, formando uma jungao
artério-venosa da veia jugular na artéria cardtida (Figura 6). Apds a ligadura
cirurgica, o fluxo sangiiineo foi restabelecido e os animais acompanhados por 1, 3, 7,

14, 28 e 90 dias.

Apoés esses periodos os animais foram sacrificados com superdoses de
pentobarbital (anestésico que provoca intensa secrecdo nas vias aéreas, por isso
pouco utilizado para cirurgias) e heparina, esta ultima para evitar a coagulacio
sanguinea. Para andlise histologica os animais foram perfundidos sob infusdo e
pressdo constantes a 80mmHg, com soro fisiolégico 0,9% acrescido de 14mM KCl
para induzir a parada cardiaca em diastole e permitir a saida de todo o fluxo
sangiiineo, em seguida foi infundido formaldeido tamponado a 4%, para fixacdo e
conservagdo dos tecidos. O sitio cirdrgico foi exposto e a veia jugular foi dissecada,

retirada e mantida em formaldeido tamponado a 4% até seu processamento.
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&
Artéria carotida
direita

Vela jugular
direita

Figura 6: Representagio esquemitica da Fistula Artério-Venosa entre artéria cardtida
direita e veia jugular direita, realizada em ratos. As setas indicam a direcdo do fluxo
sangiiineo
4.6. TECNICAS DE VALIDACAO E CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS
ALVO
4.6.1. Western Blot:
Esta técnica consiste em uma reacdo de anticorpo primario especifico para a
proteina de interesse, que estd imobilizada em uma membrana de nitrocelulose. A
revelacdo ¢ feita através da utilizacdo de um anticorpo secunddrio ligado a HRP e a

reacdo quimica da peroxidase.

A separacdo das proteinas foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% (para proteinas de alto peso molecular) e 8 ou 10% (para proteinas
de baixo peso molecular), como descrito no anexo V item 2. Foram utilizadas

concentragdes de 30, 40 ou 80ug de extrato de veia safena cultivada no sistema ex
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vivo. As proteinas foram transferidas do gel para a membrana de nitrocelulose
Hybound ECL, utilizando o sistema de transferéncia semi-seco, a uma tensio
constante de 10 Volts. Para bloquear as reagdes inespecificas a membrana foi
incubada com 5% leite desnatado por 4 horas e, entdo, incubados com o anticorpo
primdrio de interesse (tabela 1) diluidos em PBST (137mM NaCl, 2,5mM KClI,
10mM Na,HPO4,176mM KH,PO4 pH 7,4 € 0,1% Tween) e 3% BSA Apds 18h de
incubacdo a 4°C, a membrana foi lavada 3 vezes por 10 minutos com PBST e
incubadas por 1h temperatura ambiente com anticorpo secunddrio (tabela 1) diluidos
em PBST e 5% de leite desnatado. Depois de lavagem em PBST, a membrana foi
revelada pela reacdo da peroxidase com a solucdo (2,5mM Luminol, 400uM é&cido p-
comdrico, 100uM Tris pH 8,5 e 5SmM H,0,) e expostas ao Hyperfilm ECL. As
bandas foram quantificadas no programa ImageJ (Rasband, 2004) utilizando como
normalizadores a quantificacdo do Western blot para GAPDH e a quantificagdo de

um padrio interno utilizado para todas as membranas.

As concentragdes de cada anticorpo utilizado encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Descrigdes dos anticorpos utilizados no Western blot para validacdo das proteinas
a-SMA e CRP3 no processo de arterializacdo de enxertos venosos € suas respectivas

concentragdes de uso.

Anticorpo Concentracao

Anticorpo Concentraciao

Protein: Diluica Diluica
rotetna Primario pg/ml Huieao Secundario pg/ml rHigao
a-actina de
musculo liso Rabbit anti-mouse
a-actina J (mouse clone 1A4 0,25ug/ml 1:4000 HRP (Zymed - 0,2pug/ml 1:8000
— Sigma) Invitrogen ’

CRP3 (rabbit — . .
Goat anti-rabbit

gentilmente ) 1:2000 .
CRP3 cedido por Dr. : HRP .(Zyrned - 0,4pg/ml 1:4000
Arber (Arber e Invitrogen
cols., 1994)
GAPDH (rabbit — Goat anti-rabbit
GAPDH || policlonal —- R&D) 0,5ug/ml 1:2000 HRP (Zymed - 0,75ug/ml 1:2000

Invitrogen

4.6.2. Imuno-histoquimica

Esta técnica consiste em uma reacdo de um anticorpo primario especifico
com a proteina de interesse presente em cortes histoldgicos do tecido estudado,
utilizando para revelagdo um anticorpo secunddrio ligado 2 HRP e a rea¢do quimica

da peroxidase.

Os segmentos vasculares foram colocados em formalina tamponada 4% por
um periodo de 24 a 48 horas. Apods este periodo, o material foi processado, incluido
em parafina, e em seguida cortado em micrétomo em espessura de 3 um. No caso
dos segmentos de veia jugular arterializada, os cortes foram iniciados a 400 um a

partir da sutura.

Os tecidos foram desparafinizados em xilol, reidratados em graduacdes
decrescentes de alcool e dgua. Para bloquear a peroxidase enddgena dos tecidos,

foram realizados 7 banhos de &dgua oxigenada por 3 minutos, depois feita a
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recuperagdo antigénica por panela a vapor Pascal em solucdo de citrato de sdédio
10mM, pH6,0, por 50 minutos. Para bloquear as reacdes inespecificas os tecidos
foram banhados com 2% leite desnatado por 20 minutos e, entdo, incubados com
anticorpo primdrio de interesse diluido em solugdo 5% BSA. Ap6s 18h de incubagio
a 4°C, os tecidos foram lavados 3 vezes por 5 minutos com PBS (137mM NaCl,
2,5mM KCI, 10mM Na,HPO, e 176mM KH,PO,, pH 7,4) e incubados com
anticorpo secunddrio. As concentragdes de cada anticorpo utilizado encontram-se na
Tabela 2. Depois de lavados em PBS os tecidos foram incubados com solugdo 2 do
kit LSAB HRP Universal que contém complexo biotina estreptavidina para
amplificacdo do sinal do anticorpo primadrio e, entdo, foram revelados em solugdo de
diaminobenzidina tetrahidroclorida (DAB) por 7 minutos. Os tecidos foram contra
corados com coloragdes especificas (contra-coloragdes), conforme descri¢do abaixo,
e entdo diafanizados e as ldminas foram montadas em resina e avaliadas segundo sua

marcagao.

A quantificacdo foi realizada através dos programas Leica Qwin versdo 2.2
Q500IW e Imagel (Rasband, 2004). Foram mensuradas as dreas de marcacgdo
positiva para a proteina de interesse e a drea total do vaso. Em cada corte foram

realizadas 4 medidas por dois avaliadores cegos quanto ao contetido das laminas.
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Tabela 2. Descri¢des dos anticorpos utilizados na Imuno-histoquimica para validagdo das
proteinas a-SMA e CRP3 no processo de arterializacdo de enxertos venosos € suas

respectivas concentragdes de uso.

Concentracao

Proteina Anticorpo Primario ug/ml Diluicao

o-actina de musculo liso

o-actina (mouse clone 1A4 — Sigma) 16,2ug/ml 1:500

CRP3 (rabbit — gentilmente cedido

CRP3 por Dr. Arber (Arber e cols., 1994) B 1:400

Contra-coloracao

+ o-SMA:

As reacdes de imuno-histoquimica para a-SMA foram contra-coradas com a
hematoxilina de Harris que cora em azul o nicleo celulares. Apds a reagdo de
imuno-histoquimica os tecidos foram corados com hematoxilina de Harris por 2
minutos, enxaguados em 4gua corrente e em seguida mergulhados rapidamente
na seqiiéncia de: 4gua amoniacal a 1% para azular a hematoxilina, d4gua corrente,
4cido cloridrico a 0,01% para diferenciar a coloragdo. Finalmente, foram

clareados e desidratados em graduacgdes crescentes de alcodis.

Além disto, foi realizada a colora¢do de Miller que cora em azul as ldminas
elasticas para melhor visualizacdo das tinicas vasculares. Apds desparafinizacdo
os tecidos foram corados com Miller por 1 hora, clareados em graduagdes

crescentes de alcodis e enxaguados em dgua deionizada para fixacdo da
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coloracdo. Neste caso, a contra-coloragdo € inicialmente realizada por se tratar de
uma solu¢do muito 4cida e alcodlica, que retira a imunomarcacio se realizada
apds a mesma.

+ CRP3:

As reacdes de imuno-histoquimica para CRP3 foram contra-corados com azul
de anilina que cora o coldgeno em azul. Apds a reacdo de imuno-histoquimica os
tecidos foram corados com azul de anilina a 2% por 5 minutos, clareados em
dgua deionizada de 4 a 5 vezes, desidratados em graduagdes crescentes de dlcool,

diafanizados e montados em resina.

4.6.3. Imuno-precipitacio

Na imunoprecipitacdo, um anticorpo ligado a minudsculas esferas de agarose
(uma resina) € utilizado para precipitar o antigeno. Geralmente esta ligacdo entre
anticorpo e agarose ¢ feita através de uma proteina A ou G, mas também pode ser
feita através de outras pontes como a biotina/estreptoavidina.

500ug de extrato de veia safena cultivada no sistema ex vivo foi incubado
com 2ug do anticorpo primdrio contra a-SMA (monoclonal 1A4) por 18 horas a 4°C.
Em seguida, incubado por 2 horas a 4°C com a proteina G ligada a agarose (Protein
G Sepharose 4 Fast Flow). Como as esferas de agarose possuem um tamanho imenso
quando comparadas com os componentes celulares encontrados no lisado, elas foram
precipitadas usando uma centrifugacdo a baixa velocidade (5000rpm). Apds esta
centrifugacdo o precipitado (no qual estd o antigeno ligado a agarose) foi dissolvido
em uma solucdo de eletroforese e analisado através da técnica eletroforética descrita

no Anexo V item 2.
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4.7. AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

4.7.1. Extracio de RNA

Veias safenas foram trituradas através da pulverizacio de nitrogénio liquido e
em seguida homogeneizadas em 1mL de Trizol utilizando o Triturador e
Homogeneizador de Tecidos PowerGen 125. No caso de cultura de células, o Trizol
foi adicionado diretamente na cultura. O protocolo foi realizado de acordo com
instrugdes do fabricante. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a
12000rpm a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e adicionado 200uL de
cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados e incubados por 3 minutos a
temperatura ambiente. Apds centrifugacdo de 15 minutos, 12000rpm a 4°C, a fase
superior foi transferida para um novo tubo onde foi adicionado 500uL de
isopropanol. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente e centrifugadas por 10 minutos, 12000rpm a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e 1mL de 75% de etanol foi adicionado ao precipitado de RNA. Apds
centrifugacdo de 5 minutos, 7500rpm a 4°C, o precipitado de RNA foi diluido em
dgua milliQ. Para se certificar da integridade das moléculas de RNA, ou seja,
verificar se ndo houve nenhuma degradagdo durante o processo de extracdo, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% (1% agarose, 40mM Tris acetato e

2mM EDTA).

4.7.2. Sintese de cDNA

500ng de RNA total de veias safenas cultivadas no sistema ex vivo foram

utilizados para a sintese de cDNA. Para a constru¢do de cDNAs, utilizamos o kit

44



Métodos

High — Capacity cDNA Archive, seguindo instru¢des do fabricante. Este kit utiliza

primers randdmicos que amplificam seqii€ncias aleatérias do fragmento de RNA.

4ug de RNA total de cultura priméria de células musculares lisas endoteliais
de veia safena e artéria mamdaria humana foram utilizados para a sintese de cDNA. A
reacdo de transcriptase reversa foi realizada através da utilizagdo da Superscript 111,

seguindo instrucdes do fabricante.

Estes 2 protocolos possuem a mesma eficiéncia de transcri¢do reversa e sio

de uso rotineiro no laboratorio.

4.7.3. RT-PCR
Ap6s a sintese de cDNA a partir de RNA total, o RT-PCR foi realizado
utilizando 50ng de cDNA. Inicialmente os oligonucleotideos iniciadores (tabela
3) desenhados especificamente para cada gene em estudo foram testados quanto

ao numero de ciclos (20, 25, 30 e 35). O protocolo estabelecido esta ilustrado na

tabela 4.
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Tabela 3. Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para estudo de RT-PCR e RT-PCR

em tempo real, e o tamanho do amplificado gerado.

Senso (5° 2 3’)

Anti-senso (5’ 2 3’) Amplicon pb
senso: 5’ gagccagctgccagaatg 3’ 05
h- CRP1 antisenso: 5’ ccttcgcactgaacctcttc 3’
senso: 5’ ggtgaaatctattgtaaaggatge 3’ 95
h - CRP2 antisenso: 5’ tactgggcatgaacaagagc 3’
senso: 5’ gtgccatctgtgggaagagt 3’
h - CRP3 antisenso: 5’ aaggcctccaaacccaatac 3’ 119
senso: 5’ attgggtttggagggcttac 3’
r - CRP3 antisenso: 5’ tgttgactagcagggctgtg 3’ 80
o-actina 2 senso: 5 ttc?atgtcccagccatgta 3 ’
humana antisenso: 5’ cattgtgggtgacaccatct 3 80
senso: 5’ tcatcagaccccagaaaagg 3’
285 antisenso: 5’ gattcggcaggtgagttgtt 3’ 101
h - Ciclofilina senso: 5° atggtcaaccccaccgtgt 3’
antisenso: 5’ tctgetgtctttgggaccttgte3’ 101
r - Ciclofilina senso: 5 aa‘fgctggaccaaacacaaa 3 ’ e
antisenso: 5’ ccttctttcaccttcccaaa 3
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Tabela 4. Condi¢des do RT-PCR determinadas para os genes selecionados.

Ciclos do RT-PCR

a-actina 2- humano, 288, 95°C - 5 min, (95°C — 1 min, 60°C - 30 seg, 72°C — 1 min) 26x, 72°C — 10 min
Ciclofilina

h-CRP1, h-CRP2, h-CRP3, 95°C - 5 min, (95°C — 1 min, 60°C - 30 seg, 72°C — 1 min) 34x, 72°C — 10 min
rCRP3

4.7.4. RT-PCR em tempo real

Ap6s a sintese de cDNA a partir de RNA total, o RT-PCR em tempo real foi
realizado utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix de acordo com instrugdes
do fabricante. A reagdo de RT-PCR em tempo real foi realizada no ABI PRISM 7700
Sequence Detector utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos (tabela 3)

para o gene de interesse e deteccdo por SYBR Green.

Nesta metodologia, o PCR foi combinado a um intercalante fluorescente de
DNA dupla fita, o SYBR Green 1. Desta forma, um sinal fluorescente gerado é
diretamente proporcional & quantidade de produto de PCR na reacdo. A intensidade
de fluorescéncia € monitorada apds cada ciclo do PCR, o que possibilita a andlise
durante a fase exponencial da reacdo. Para obter resultados reprodutiveis e com
exatiddo, a eficiéncia da reacdo deve ser proxima de 100%, ou seja, a quantidade de

DNA deve duplicar ap6s cada ciclo da fase exponencial.
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4.8. ANALISE ESTATISTICA
Todos os resultados estdao representados como média + erro padrdo da média.
As amostras humanas foram comparadas utilizando teste t pareado e as amostras do
modelo animal de rato foram comparadas por andlise de varidncia (ANOVA) de um

caminho. Os dados foram considerados significativamente diferentes para valores de

p<0,05.

48






Resultados

5. Resultados

5.1. Identificacado de proteinas modificadas em veia safena humana
arterializada

Para analisar o padrdo de proteinas modificadas em veia safena humana
arterializada foram utilizadas 2 diferentes metodologias protedmicas: o gel 2-D e o
ICAT. O ICAT apresenta vantagens sobre o gel 2-D por ser quantitativo e apresentar
maior sensibilidade. A desvantagem é que o ICAT possibilita a identificagdo
somente de peptideos que contém cisteina, uma vez que o ICAT liga-se a proteina
através de alquilagdo de cisteinas livres. Desta maneira, o gel 2-D e o ICAT sido
metodologias complementares que possibilitardo a identificacio de um amplo
espectro de proteinas alteradas quando a veia safena € cultivada em condig¢do

hemodinamica arterial.

5.1.1. Identificacao pela técnica de gel 2-D.

Para realizagdo do gel 2-D, 2 “pools” protéicos de veia safena humana
cultivada no sistema ex vivo foram montadas, cada um composto por 200ug de
proteina de 6 individuos distintos, totalizando em 1200ug por “pool”. A primeira
dimensao foi realizada com “IPG-Strip” de 24cm com faixa de pH 4-7 ou pH 3-10.
Ap6s a segunda dimensao o gel foi corado com Coomassie Colloidal e a imagem foi
adquirida no programa ImageScaner. A figura 7 representa a retirada das proteinas de
interesse do gel contendo amostras do “pool” 1. A deteccdo e andlise das proteinas
foram realizadas utilizando-se o programa ImageMaster 2D Elite. As proteinas de
interesse foram isoladas manualmente e enviadas para o Instituto de Pesquisas

Schepens Eye para serem identificadas no espectrometro de massa do tipo MALDI.
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Venoso Arterial
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Al [117]
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Figura 7: Gel 2D utilizando “IPG-strip” 24cm pH 4-7, corado com Coomassie Colloidal

Blue, “Pool” 1 de veia safena cultivada em regime hemodindmico venoso (SmL/min)
(esquerda) e arterial (50mL/min - 80mmHg) (direita). As setas indicam proteinas que
apresentaram diferenca de expressdo entre as duas condi¢cdes de cultura de veia safena e

foram isoladas e identificadas pela andlise por espectrometria de massa.

As proteinas de interesse selecionadas para identificagdo foram quantificadas
no programa ImageMaster 2D Elite e as figuras 8 e 9 representam respectivamente,

as amostras de proteina de veia safena do “pool” 1 e do “pool” 2.
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Spot 1— ATP Sintase
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Figura 8: Gel 2-D de veia safena cultivada em regime arterial utilizando “pool”l e

quantificagc@o de algumas proteinas identificadas.
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Spot 5 — TGF-beta

Spot 1— Tropomiosina 0,18

sarcomérica kappa

0,08
0,08

0,02

Spot 4 — Colageno VI

alpha 1
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spot 7 - aldeido
deidrogenase 1 B1
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4

Spot 2 — Desmina

“spot 6 - Aldeido
deidrogenase 1

Spot 4 - Alpha
actina

-. { H Arterial :

Figura 9: Gel 2-D de veia safena cultivada em regime arterial utilizando “pool™2 e

quantificag@o de algumas proteinas identificadas.

As tabelas 5, 6, 7 e 8 mostram as proteinas identificadas nos diferentes
“pools” e que estavam quantitativamente e/ou qualitativamente quantidades
diferentes na veia safena arterializada. Pode-se notar que a maioria das proteinas
identificadas apresentam funcdes estruturais. Isto sugere que quando a veia safena é
colocada em regime arterial ocorrem alteragdes estruturais importantes necessarias
para sua adaptacdo, de tal forma que possa desempenhar suas fungdes fisiol6gicas na
nova condi¢do hemodindmica que esta sendo exposta. Neste contexto, chamamos a
atencdo para a proteina, O-actina 2 (0-SMA), destacada na tabela 6, que foi
selecionada para validacdo individual na veia safena de pacientes cultivadas no

sistema ex vivo.
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Tabela 5. Proteinas identificadas pela técnica de gel 2-D realizado no “Pool” 1 e “Pool” 2

Vimentina

Tropomiosina 4
Miosina iseforma 1

Actina prepeptideo

que estavam aumentadas na veia safena humana arterializada no sistema ex vivo.

Tabela 6. Proteinas identificadas pela técnica de gel 2-D realizado no “Pool” 1 e “Pool” 2

que estavam diminuidas na veia safena humana arterializada no sistema ex vivo.

Actina prepeptideo

Alburnina
Desmina
Vimentina

“POOL” 1

4.6
59

5,2
48

£l

28kDa
71kDa
33kDa
40kDa

“POOL” 2

Miosina iseforma 3
Tropomyosina -2
ATP sintase
Vimentina
Desmina
Tropormiosina o- 1

a-actina 2

17kDa
33kDa
s56kDa
45kDa
53kDa
32kDa
42kDa
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Tabela 7. Proteinas identificadas pela técnica de gel 2-D realizado no “Pool” 1 e “Pool” 2

que sdo expressas apenas na veia safena humana arterializada no sistema ex vivo.

deido deidrogenase 1A1 7,
deido deidrogenase 1B1 6

55kDa

Actina a-1 precursor 2
4 48kDa

ApoAl

25kDa
28kDa

N
o

ol

Topormiosina K sarcomérica 43

Tropomiosina 1 4.5

=
%
E,
5
1]
*

Tabela 8. Proteina identificada pela técnica de gel 2-D realizado no “Pool” 1 e “Pool” 2 que

ndo é expressa na veia safena humana arterializada no sistema ex vivo.

“POOL” 1

Nao Expressa em SV
arterializada

UEV1Bs 4,1 17kDa

5.1.2. Identificacao pela técnica ICAT

Inicialmente, foi necessario passar por uma série de padronizacdes para
familiarizacdo com a técnica e para testar o funcionamento da metodologia nas
amostras de veia safena humana (Anexo VII). Através deste procedimento foi
possivel determinar as condicdes de experimento necessdrias para o processamento

das amostras de veia safena. Com isso, ficou determinado que a amostra deve ser
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injetada no espectrometro de massa Q-TOF com um fluxo de 0,5ul/min., separada
por cromatografia de fase-reversa, onde os peptideos sdao separados de acordo com
sua hidrofobicidade, utilizando um gradiente de acetonitrila de 0% a 70% por um
periodo de 120 minutos. A figura 10 mostra no cromatograma da andlise de proteinas
de veia safena marcadas com ICAT que ao final da migragdo, nas condi¢des descritas
acima, a intensidade de fragmentagdo dos fons ja estd muito préxima ao ruido inicial
mostrando que toda a amostra foi analisada (figura 10A). Pode-se observar também a
presenga de vérios peptideos marcados com o par de ICAT, e a presenga de pares de
peptideos com diferencas de expressdo como exemplificado na regido indicada pela

seta (Figura 10B).
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Figura 10: (A) Cromatograma obtido pela andlise no Q-ToF (Waters-Micromass) por
LC/MS de amostras de veia safena cultivadas em regime venoso e arterial marcadas com
ICAT isotopicamente leve e pesado, respectivamente. Apds 120 minutos de corrida a
intensidade de fragmentacdo de peptideos estd muito proxima ao ruido inicial da corrida
indicando a andlise completa da amostra. (B) espectro obtida a partir do cromatograma
representado em (A). Pode-se observar a presenga de vérios peptideos marcados com o par

de ICAT, e as setas exemplifica um par de peptideo com diferengas de expressao.

A andlise do cromatograma foi realizada pelo programa ProteinLyns 2.0 —
Waters que gerou uma tabela contendo informagdes de cada peptideo marcado pelo
par de ICAT (tabela 9), com andlises quanto ao seu padrdo isotdpico e a distincia

m/z entre os pares como exemplificado na Figura 11. Na figura 11A observa-se um
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peptideo com fon de carga +3 que contém uma distdncia m/z entre o par peptidico
ICAT igual a 6. Isto resulta na diferenca de massa entre o par peptidico de 18Da
mostrando a presenca de duas cisteinas no peptideo. A quantificacdo das areas
mostra que este peptideo estd em maior quantidade na amostra venosa do que na
amostra arterial. Nas figuras 11B e 11C estdo exemplificados peptideos com ion
carga +2 com distancia de 4,5 m/z. Em ambos os casos a difereng¢a de massa entre os
pares peptidicos ICAT é 9Da mostrando a existéncia de 1 cisteina (ver tabela 12 do
anexo VII). Uma observagdo importante é que na figura 11B estd representado um
peptideo com diminuicdo da expressdo na veia safena cultivada em regime
hemodinamico arterial em relacdo a expressdo do peptideo de veia safena que foi
cultivada em regime hemodinamico venoso, ja na figura 11C estd sendo mostrado
um peptideo com aumento de expressdo na veia safena que foi cultivada em regime
hemodinamico arterial em relacdo ao venoso. Na tabela 9 estdo sendo mostradas
informagdes como quantidade de cisteinas, tempo de elui¢cdo e massa do peptideo
fragmentado, drea dos picos dos pares peptidicos e a relagdo entre as dreas. Os dados
fornecidos pelo programa foram conferidos levando em consideracdo que o par
peptidico deve ter o mesmo pico de tempo de eluicdo e os valores das dreas maiores
do que 50. O mesmo pico de elui¢do indica que se trata do mesmo peptideo, pois
estes possuem as mesmas caracteristicas e devem eluir da coluna em tempos bastante
semelhantes; os valores de drea maiores que 50 € para evitar valores de intensidade
muito baixa que possam ser confundidos com ruidos gerados pelo aparelho Q-ToF.
Estdo sendo mostrados 4 peptideos que apresentaram uma maior expressao em veia
safena que foi submetido ao regime hemodinamico arterial em relagdo ao peptideo de

veia safena que permaneceu em regime hemodindmico venoso e 15 peptideos que
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apresentaram em menor quantidade do peptideo de veia safena que estava em
condicdo arterial em relagdo ao que permaneceu em condicdo venosa. Para
identificacdo dos peptideos de interesse hd a necessidade de uma nova etapa de
andlise por LC/MS/MS. A realizag@o desta nova etapa nao foi possivel porque toda a

amostra foi utilizada para a padronizacdo do método.

TOF MS ES+

100

656.2571

ol 661.6099
® 6m/z »l 661.9322

660.9240
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Figura 11: Espectros amostra de veia safena cultivada em regime venoso e arterial
marcadas, respectivamente, com ICAT isotopicamente leve e pesado analisado pelo Q-ToF
(Waters-Micromass) por LC/MS. (A) Representagdo de um peptideo que contém 2 cisteinas,
marcado com o par de ICAT; (B) Representacdo de um peptideo que contém 1 cisteina,
marcado com o par de ICAT e uma diminui¢do na expressdo do peptideo de veia safena que
foi cultivada em regime hemodinamico arterial e (C) Representacdio de um aumento na

expressao do peptideo de veia safena que foi cultivada em regime hemodinamico arterial.
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Tabela 9. Peptideos marcados com o par de ICAT que apresentaram diferenca de

expressdo, analisado pelo programa ProteinLynx 2.0 — Waters.

Tempe de Eluiciio do peptideoc  Tempo de Eluigiio do peptideo

1 1 659,524 91,774 a l 4z | aze | a7 43,23 | aza || a3 09,53 134 0,72
3 1 902,3715 904,6185 a | 762 62 | 763 43,12 56,93 0,78
1 1 B i 2 E oo 10,5 0.7 184,57 1 8,52
3 1 760,0264 763,485 3 0 aas 44.5 44,9 936,12 27 1,34
I3 1 372,0637 376,583 4§ 524 324 § 526 2145,23 1460,32 1,46
7 2 06,9683 §15,0818 2 Bama 27.5 276 710,23 388,14 188
8 1 431,04 435 554 2 249 3 200
[ 655,586 661,603 a 2 2,01
1 1 697,037 501,551 229
13 1 2 1
13 1 E] I
16 1 2 § 52 2,50
17 1 648,463 652,976 2 , . 30,4 3l 201,55 8,35 297
6] 2 02,6430 S0R,66H8 AFET] 39§ 243 3,9 f 242 309,12 142,3 217
19 1 303,645 309.5613 alzal 27s 276 27.5 276 135,42 5.69 23,80

Com a metodologia experimental testada,

foi realizado um experimento

utilizando 150ug de proteina do “pool” 1 de veias safenas cultivadas em regime

venoso e arterial (0o mesmo utilizado no gel 2-D), que foram marcadas

respectivamente com [ICAT isotopicamente leve (Cj,) e pesado (Cj3). A figura 12

representa o cromatograma (A) e o espectro (B) do experimento de ICAT realizado

no “pool” 1 com a presenca de varios peptideos marcados com o par de ICAT, e a

presenca de pares de peptideos com diferengas de expressdao como exemplificado na

regido indicada pela seta (Figura 12B).
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Figura 12: (A) Cromatograma obtido pela andlise no Q-ToF (Waters-Micromass) por
LC/MS de amostras de veia safena (“pool” 1) cultivadas em regime venoso e arterial
marcadas com ICAT isotopicamente leve e pesado, respectivamente. (B) espectro obtida a
partir do cromatograma representado em (A). Pode-se observar a presenga de vdrios
peptideos marcados com o par de ICAT, e as setas exemplifica um par de peptideo com

diferencgas de expressao.

A andlise do cromatograma foi realizada pelo programa ProteinLyns 2.0 —
Waters e uma tabela com informagdes dos peptideos foi gerada e analisada como
descrito acima e exemplificado na tabela 9. Nesta andlise foram obtidos 59 peptideos
com maior expressdo e 106 peptideos com menor expressio em veia safena
submetida ao regime hemodinamico arterial comparado ao venoso. Os peptideos que
apresentaram diferenca de expressdo foram selecionados, seqiienciados e
identificados utilizando a andlise por LC/MS/MS no espectrémetro de massa Q-ToF.
A tabela 10 mostra a identificacdo das proteinas seqiienciadas que apresentaram

expressao diferente na veia arterializada.
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Tabela 10. Proteinas identificadas em experimento de ICAT realizado no “Pool” 1 de veia

safena humana cultivada em regime hemodindmico venoso (fluxo: 5 mL/min.) e arterial

(fluxo:50 mL/min., press@o: 80 mmHg) por 24 horas.

Expressao aumentada Expressio diminuida n. vezes
em veia safena arterializada em veia safena arterializada AV
- Colageno VI -1 +35,1
- Filammna A o -3.8
- Proteina rica em glicina 16
e cisteina 1{CRP1) ’
- Precursor biglicana -2,2
- Cadeia Pesada de Miosina
1soforma de misculo liso (SMMHC) -2,2
- Tropomiosina [32 “2.1
- Actina o2
-2

Apesar de 165 peptideos terem sido selecionados na andlise LC/MS com
expressdo diferenciada em veias safenas arterializadas, houve uma baixa eficiéncia
durante o sequenciamento (analise LC/MS/MS). Isto pode ter ocorrido devido a
baixa quantidade do peptideo que seria identificado, ou seja, impossibilitando que a
intensidade do sinal atingisse a sensibilidade do aparelho, ou ainda a abundancia de
proteinas estruturais na amostra proporcionou picos com intensidade de sinal muito
forte no cromatograma o que acabou encobrindo os peptideos em menor quantidade.

Assim como no gel 2-D, o ICAT mostrou que as proteinas diferentemente

expressas nas veias safenas arterializadas desempenham funcdo estrutural nas
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células, mostrando mais uma vez que elas parecem ser muito importantes no
processo de arterializacdo dos enxertos venosos. Em destaque nas tabelas 6 e 10
estdo as proteinas que foram selecionadas para iniciar as valida¢gdes funcionais. Note
que a 0-SMA apresentou-se diminuida quando analisada pelas duas metodologias

proteomicas.

5.2. Validacao das proteinas diferentemente expressa na veia safena
humana arterializada identificadas pelas metodologias proteémicas.

Os alvos selecionados para validagdo foram: a-SMA e a CRP. Devido

a utilizacdo de “pools” protéicos para a realizacdo das estratégias protedmicas, ha a

necessidade de validagdo dos alvos selecionados em amostras individuais de

segmentos de veia safena arterializadas. A seguir, serdo apresentados os dados de

validagd@o das proteinas candidatas e as estratégias que estdo sendo utilizadas para a

caracterizacdo funcional das mesmas.

5.2.1. o- SMA

As 0o-SMAs sdo microfilamentos longos de 42KDa com caracteristicas
contrateis e participam ativamente nos movimentos celulares. A o-SMA em conjunto
com diversas proteinas que constituem o citoesqueleto, formam uma estrutura
altamente dindmica que se reorganiza continuamente sempre que a célula altera a

forma, se divide ou responde ao seu ambiente.

A expressdo protéica da a-SMA foi avaliada em amostras individuais

de segmentos de veias safenas humanas cultivadas em regime venoso e arterial por
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24 horas. Experimento de “wertern blot” mostrou que a o-SMA néo modifica na veia
safena arterializada (em unidades arbitrdrias - venoso: 100+4,5 e arterial:
104,23+4,12) (Figura 13A), j4 a imuno-histoquimica sugere um aumento da
producdo de proteina a-SMA (em drea SMA positiva/drea total do vaso - venoso:
10045,2 e arterial: 120,12+7,6; p<0,05) (Figura 13B). A expressdo génica também
foi avaliada, e da mesma maneira que a expressdo protéica, ndo houve alteracdo
significativa da a-SMA, no entanto pode ser observada uma tendéncia a diminui¢do
(Figura 13C). Analisando as amostras individualmente, foi possivel notar uma
grande variabilidade na expressdao de o.-SMA entre os individuos estudados, tanto na

expressao protéica (figura 14) como na expressao gé€nica.

regime arterial (n=31)

A B C
Western Blot Imunohistoquimica Expressio Génica
| * Amostr Expressio Intervalo
- 0.4 Amostra Génica confian¢a
100 4 z
[ 1 . .
80 | g 0.3 Velfl safena cutivada em 1,00 0,02.62,25
;E regime venoso (n=31)
60 1 2 021
40 | =
3 0,11 Veia safena cutivada em 0,68 0,01-61,58
20 §
0 - <

0 -

1 Venoso M Arterial

Figura 13: Quantificacdo de: (A) western Blot, (B) imuno-histoquimica e (C) RT-PCR em
tempo real,l para o-SMA. Em cinza, veia safena cultivada no sistema hemodindmico venoso
(fluxo: Sml/min) e em vermelho, veia safena cultivada no sistema hemodinamico arterial
(fluxo: 50ml/min e pressdo: 80mmHg). * p<0.05 vs veia safena cultivada no sistema

hemodindmico venoso.
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Figura 14: Anilise individual de 24 pacientes. Quantificagdo do western blot de o-SMA
normalizadas por GAPDH. Em cinza veia safena cultivada no sistema hemodinamico venoso
(fluxo: Sml/min) e em vermelho veia safena cultivada no sistema hemodindmico arterial

(fluxo: 50ml/min e pressdo: 80mmHg).

Nos resultados obtidos pela andlise de gel 2-D, além da o-SMA foram
identificados a preseng¢a de vérios pré-peptideos de actina aumentados na veia safena
arterializada. Este cendrio nos sugere que na veia safena submetida ao regime
hemodinamico arterial ocorre uma diminuicdo da a-SMA, e um aumento de pré-
peptideos de actina como produto de degradacdo da a-SMA. Desta forma, a presenca
destes pré-peptideos também foi avaliada.  Para isto, foi realizada uma
imunoprecipitacdo da -SMA a partir do extrato total de veias safenas. Na figura 15
pode-se observar que além da a-SMA (42 kDa), hd a presenca de proteina de 37
kDa, indicando que provavelmente o pré-peptideo de actina identificado pela andlise
de gel 2-D também ¢ reconhecido pelo anticorpo. Assim, nos resultados de imuno-

histoquimica a quantificacdo realizada deve ser resultante tanto da a-SMA como do
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pré-peptideo de actina, justificando a discordancia dos dados de proteoma com os da

validagdo individual.

—» 42kDa (o-actina)

— 37kDa (pré-peptideo de actina)

Figura 15: Gel 1D, corado com prata, da imunoprecipitagdo de o-SMA utilizando 500ug
de proteina de veia safena humana cultivada no sistema ex vivo. Colunas 1,3,5 e 7 extrato de
veia safena cultivada no regime hemodinamico venoso (fluxo: Sml/min) e colunas 2,4, 6 ¢ 8
extrato de veia safena cultivada em regime hemodindmico arterial (fluxo: 50ml/min e

pressdo: 80mmHg).

Para avaliar o perfil da a-SMA durante o processo de arterializacdo do
enxerto venoso in vivo, segmentos de veia jugular de rato arterializada foram
analisados nos periodos de 1 dia (n=5), 3 dias (n=9), 7 dias (n=8), 14 dias (n=9),
28dias (n=8) e 90 dias (n=5) apds a cirurgia. Foi realizada imuno-histoquimica para
a-SMA, o que mostrou um evento muito interessante de perda de marcagdo para
SMC nos primeiros dias de arterializagdo do vaso (figura 16A). A marcagdo para o-
SMA diminui apés o primeiro dia de arterializacdo e praticamente desaparece no
terceiro dia. Apés 7 e 14 dias de cirurgia as SMC comecam a reaparecer de forma
ainda desorganizada, sendo que apds 28 dias pode-se verificar aumento ainda maior
de SMC e de maneira um pouco mais organizada 90 dias apds a cirurgia (figura

16B).
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Figura 16: Imuno-histoquimica para a-SMA de segmentos de veia jugular de rato
arterializada nos periodos de 1, 3, 7, 14, 28 e 90 dias (A). Aumento 40x. Quantificagdo da
imuno-histoquimica para a-SMA. * p<0.001 vs veia jugular normal e # p<0,05 vs veia

jugular normal.

5.2.2. Proteina rica em cisteina (CRP)

CRPI, identificada pela metodologia ICAT, apresentou menor expressio
proteica na veia safena arterializada no sistema ex vivo. Esta proteina pertence a
familia de Proteinas ricas em cisteinas (CRPs) (CRP1, CRP2/SmLIM, e CRP3/MLP)
e sdo constituidas por 2 dominios LIM. Suas func¢des descritas estdo associadas a
interagdo proteina-proteina em placas de adesdo e a filamentos de actina. Estas

proteinas ndo interagem diretamente com a actina, mas com proteinas associadas a
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ela, como a o-actinina e a zicina, estabilizando a estrutura dos complexos de adesao
(Harper e cols., 2000). Recentemente foi demonstrado que além da funcdo de
estruturacdo do citoesqueleto, CRP1 e CRP2 atuam no nicleo como cofator
transcricional e facilitam a diferenciagio muscular lisa (Chang e cols.,
2003).Curiosamente, as CRPs foram identificadas em uma classe de proteinas que
regulam a diferenciagdo celular, o crescimento, o destino e as interagdes com o
citoesqueleto de actina (Arber e cols., 1994, 1996 e 1997; Feuerstein e cosl., 1994;
Henderson e cols., 2002 e Jain 1996) podendo, desta forma, participar do
remodelamento vascular.

Devido a auséncia de disponibilidade no laboratério de anticorpo para CRPs,
a validagdo foi realizada por avaliagdo de expressdo génica. Experimentos de RT-
PCR em tempo real mostraram tendéncia de diminui¢do da expressdo do CRPI1
(Tabela 11). A auséncia de significincia estatistica pode ser resultante da grande
variabilidade de resposta observada entre os diferentes individuos; ou ainda,
sugestivo de que ndo ha alteracdo da expressdo génica e somente modificacdo da

expressao protéica.
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Tabela 11. Anilise da expressdo génica do gene CRPI por RT-PCR em tempo real.

Amostra

Expressao Intervalo

Genica confianca

Veia safena cutivada em
regime venoso (n=31)

1,00 0,08-12,48

Veia safena cutivada em
regime arterial (n=31)

0,58 0,12-24,53

¥

Ainda que somente o CRP1 tennha sido indentificado pela metodologia

protedmica, decidimos avaliar também os demais membros pertencentes a

familia CRP. CRP1 e CRP2 apresentaram expressdo semelhante tanto nas

amostras de veia safena quanto de artéria mamaria. Por outro lado, o gene CRP3

aparece com baixa expressdo apenas na artéria mamaria, estando praticamente

ausente na veia safena. Para melhor avaliar o padrdo de expressdo destes genes,

além dos segmentos vasculares, foram também avaliadas culturas primdrias de

células endoteliais e musculares lisas de veia safena e artéria mamaria.

Interessantemente, em células endoteliais de veia safena e artéria mamaria a

expressao do CRP3 € praticamente indetectidvel, sendo observada a expressio

deste gene em células musculares lisas de artéria mamaria e auséncia em células

musculares lisas de veia safena (figura 17).
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Figura 17: RT-PCR para os oligonucleotideos iniciadores: CRP1, CRP2 e CRP3,
utilizando cDNA de: veia safena humana (VS), artéria mamaria humana (MA), cultura
primdria de células musculares lisas de veia safena humana (SVSMC), células
musculares lisas de artéria mamaria humana (MASMC), célula endotelial de veia safena
humana (SVEC) e célula endotelial de artéria mamaria humana (MAEC). Tamanho dos

amplificados — CRP1: 95 pb, CRP2: 95 pb, CRP3: 119 pb, ciclifilina: 101 pb.

Para melhor caracterizar o padrdo de expressdo do CRP3, as culturas
primérias de células musculares lisas (SMCs) e endoteliais (ECs) de veia safena e
artéria mamdria de diferentes pacientes foram avaliadas através de metodologia
mais quantitativa utilizando RT-PCR em tempo real. A expressao do CRP3
mostrou-se cerca de 6 vezes mais elevada em SMCs de artéria mamadria em
comparagdo com as de veia safena (em unidades arbitrarias, MASMC:

2.58+1.06-6.27 vs. SVSMC: 0.39+0.093-1.63, N=8) (Figura 18). Na andlise de
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cultura priméria de ECs néo foi possivel detectar a expressdo do gene CRP3 nas

condig¢des realizadas neste estudo (figura 18).
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Figura 18: RT-PCR em tempo real para o gene CRP3. Avaliacdo da expressdo em cultura
primaria de SMCs (esquerda) e em cultura primaria de ECs (direita), de veia safena e artéria
mamadria de pacientes diferentes. Cada barra representa média da expressdo de CRP3 de 8
experimentos. Entre parénteses estd mostrado o intervalo de confianga. Os dados estdo

apresentados em expressdo relativa a expressdo do CRP3 no corag@o.

Considerando-se a diferenca de expressdo do CRP3 entre veia safena e
artéria mamadria, foi avaliado se a arterializacdo da veia safena induz a expressdo
de CRP3. Desta forma, segmentos de veia safena humana foram cultivados em
regime hemodinamico arterial em sistema ex vivo (figura 1). Curiosamente, foi
observada uma indugdo da expressdo do gene CRP3 em veia safena arterializada
por 24 horas (em unidades arbitrarias SV arterializada: 8.37+4.6-17.3 vs. SV: ndo

detectado, N=19) (figura 19).
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Figura 19: RT-PCR em tempo real para o gene CRP3. Avaliacdo da expressdo em veia
safena humana cultivada no sistema ex vivo por 24 horas sob regime hemodinamico arterial
(fluxo: 50mL/min e pressdo: 80mmHg). Cada barra representa média da expressdao de CRP3
de 19 experimentos. Entre parénteses estd mostrado o intervalo de confiancga. Os dados estdo

apresentados em expressdo relativa a expressdo do CRP3 no corag@o.

Sabe-se que durante o processo de arterializacdo da veia safena hd um
aumento de forgas fisicas de “shear stress” e estiramento. Para avaliar quais destes
estimulos mecanicos sdo responsdveis pela regulacdo do gene CRP3, estudamos as
duas forcas individualmente em sistemas in vitro. Culturas primdrias de células
endoteliais de veia safena (SVEC) foram submetidas in vitro ao estimulo de “shear

stress” de 15 dinas/cm?, por um periodo de 24 horas. A andlise de RT-PCR em tempo
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real mostrou que o estimulo de “shear stress” ndo foi capaz de induzir a expressao de

CRP3 em ECs de veia safena e de artéria mamaria (figura 20).
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Figura 20: RT-PCR em tempo real para o gene CRP3. Avaliacdo da expresséo em cultura
priméria de ECs de veia safena submetidas ao estimulo de “shear stress” de 15dinas /sz,
por 24 horas utilizando o sistema de cone plate. O gréfico representa a média da expressdo
de CRP3 de 7 experimentos. Os dados estdo apresentados em expressdo relativa a expressao

do CRP3 no coracio.

Por outro lado, o estiramento de 10% por 24horas induziu a expressao de
CRP3 na SMCs de veia safena (SVSMC estiradas: 0.96 =+ 0.2 vs SVSMC: 0.5 +
0.05, N=9) (figura 21). Estes dados sugerem que o aumento da CRP3 parece ser
primariamente dependente do estimulo de deformacdo (“stretch”) e ndo do aumento

de “shear stress” associado a arterializag@o.
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Figura 21: Quantificagdo do RT-PCR para o gene CRP3. A barra branca representa células
musculatres lisas de veia safena na condigdo estdtica e a azul, células musculares lisas de
veia safena submetidas ao “stretch”. Cada barra representa média da expressdo de CRP3 de 9

experimentos.

A avaliacdo temporal da expressdo da CRP3 foi realizada em modelo animal
de arterializacio de segmento venoso. Neste modelo, a veia jugular de rato é
conectada a artéria cardtida. Para avaliar a regulacio da expressdo génica do CRP3
em até 90 dias de arterializacdo do enxerto venoso in vivo, segmentos de veias
jugulares de rato arterializadas foram analisados nos periodos de 1 dia (n=6), 3 dias
(n=11), 7 dias (n=6), 14 dias (n=7), 28dias (n=4) e 90 dias (n=3) apds a cirurgia.
Interessantemente foi observado um aumento na expressao da CRP3 com 3 dias de
arterializacdo. Apds 7 dias de cirurgia ainda a expressdo da CRP3 diminui
progressivamente, sendo praticamente indetectdvel com 90 dias de cirurgia (figura

22).
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Figura 22: RT-PCR em tempo real para o gene CRP3. Avaliagio da expressio em

segmentos de veia jugular de rato arterializada nos periodos de 1, 3, 7, 14, 28 e 90 dias.

Uma andlise qualitativa da imuno-histoquimica para CRP3 mostrou um
padrdo bastante interessante da produgdo da proteina. Enquanto que a artéria carétida
apresenta expressdo de CRP3, nenhuma marcacido positiva foi observada na veia
jugular. Apés arterializacdo, observa-se aumento de expressao de CRP3 (1, 3,7 e 14
dias apés a cirurgia) com presenca predominante na camada média dos vasos, um
padrio bastante semelhante ao encontrado na artéria cardtida (figura 22). Nos
periodos mais tardios (28 e 90 dias apds cirurgia) esta marcacdo estd diminuida e

ainda com distribui¢do concentrada na camada média vascular (figura 23).
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(Figura 23. Continua na préxima pagina)
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Figura 23: Fotos representativas de imuno-histoquimica para CRP3 corado em marrom, em

veia jugular de rato arterializada. A) Artéria Carétida, B) Veia Jugular Normal, C) 1 dia, D)
3 dias, E) 7 dias, F) 14 dias, G) 28 dias e H) 90 dias apds arterializacéo.
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Da mesma forma que observado nas marcagdes por imuno-histoquimica,
a andlise quantitativa de CRP3 mostrou aumento da expressao nos periodos iniciais
da arterializacdo da veia jugular de rato com aumento de aproximadamente 3,7 vezes

ap6s 3 dias de cirurgia (figura 24).
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Figura 24: Immunoblotting para CRP3. Avaliacdo da expressio em segmentos de veia

jugular de rato arterializada nos periodos de 1 e 3 dias.
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6. Discussao

A interposicdo de segmentos de veia safena na circulacido coronariana é um
procedimento muito utilizado para reestabelecer o fluxo do miocardio. No entanto,
quando a veia é colocada em uma circulacfo arterial, de alta pressao e fluxo pulsatil,
torna-se necessario a sua adaptacdo ao novo ambiente, um processo denominado
“arterializacdo” ou “adaptacdo” do enxerto venoso (Bush e cols., 1986 e Henderson e
cols., 1986). Esta adaptagdo resulta em uma reorganizagdo estrutural e funcional na
parede da veia safena em resposta as novas condi¢des biomecanicas locais (Garrett e
cols., 1996, Kwei e cols., 2004, Gibbons e cols., 1994, Mavromatis e cols., 2000,

Westerband e cols., 2001 e Abeles e cols., 2006).

Embora as mudancas morfolégicas do processo de arterializagdo/adaptacao
do enxerto venoso estejam bem caracterizadas, os mecanismos moleculares do
remodelamento vascular permanecem desconhecidos. Este remodelamento vascular
envolve alteracdes na proliferacdo, morte e migracdo celular, e na degradag¢do e/ou
producdo de componentes da matriz extracelular (Gibbons e cols., 1994). O
conhecimento dos aspectos moleculares do processo de arterializacdo do enxerto
venoso poderd fornecer abordagens terapéuticas para aumentar a paténcia destes
enxertos. Por este motivo, neste trabalho foram utilizados dois tipos de andlise
protedmica que permitem, de forma exploratdria, identificar as proteinas que estio
sendo modificadas no processo de adaptacio do enxerto venoso ao regime
hemodindmico arterial. A utilizacdo do 2-D e do ICAT mostrou-se eficiente em
identificar com sucesso as proteinas diferentemente expressas no processo de
arterializacdo e, neste trabalho, foram selecionadas 2 proteinas para validacdo e

caracterizacdo funcional: a a-SMA e o CRP3.
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6.1. a-SMA

As actinas sdo protefnas eucaridticas presentes em uma variedade de células e
estdo envolvidas em diversas funcdes celulares incluindo contracdo muscular,
mobilidade celular, adesdo celular, divisdo celular e manuten¢do da forma da célula
(Vandekerckhove e cols., 1978 e McHugh e cols., 1991). Geralmente € aceito que
quatro isoformas de actina sdo tecido-especifico: o actina esquelética (a-SKA), o
actina cardiaca (a-CAA), a-actina de musculo liso (a-SMA), e y-actina misculo liso
(Y-SMA), respectivamente predominantes em musculo esquelético adulto, estriado
cardiaco, misculo liso vascular e musculo liso entérico (Chaponnier e col., 2004).
Enquanto que em adultos cada isoforma de actina é predominantemente vista em
tecidos musculares (esquelético, cardiaco, vascular, e entérico), um padrao complexo
de expressdo é encontrado durante o desenvolvimento. Durante o desenvolvimento
do musculo esquelético, a-SMA € a primeira isoforma muscular a aparecer no
miotomo (Sawtell e cols, 1989). Quando a expressdo de o-SMA € diminuida, a
expressdo de 0-CAA ¢ aumentada. Ao nascimento, a expressdo de O-SKA ¢é
aumentada e permanece como isoforma principal em musculo esquelético adulto. Ja
durante o desenvolvimento cardiaco ®-SMA ¢ expressa transientemente durante as
fases iniciais da miocardiogenese, sendo seguida da co-expressdo de o-CAA e «-
SKA. No coragdo adulto a a-CAA € a isoforma predominantemente expressa
(Ruzicka e cols., 1988).

Em diversas patologias observa-se um processo de de-diferenciacdo celular
onde proteinas de tecido adulto maduro s@o diminuidas enquanto que isoformas das

fases iniciais do desenvolvimento passam a ser ressintetizadas. Isto pode ser
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observado por exemplo, em tumores de musculatura esquelética como
rabdomiossarcoma que deixam de expressar 0-SKA e passam a expressar -CAA e
a-SMA, tumores de musculo liso como leiomiomas que expressam Y-SMA e doengas
cardiovasculares como a hipertrofia cardiaca que expressa o-SMA e as SMCs
presentes em lesdes aterosclerdticas expressam o-CAA. O padrdo das isoformas de
actina permite descobrir o grau de de-diferenciacdo celular e representa um
suplemento importante nas investigacdes morfoldgicas (Chaponnier e col., 2004).
Pode-se observar também um fendmeno em que células indiferenciadas residentes
passam a adquirir caracteristicas diferenciadas em situagdes semelhantes. Um
exemplo interessante € o miofibroblasto, uma célula mesenquimal que compartilha
caracteristicas de fibroblastos e células musculares lisas (SMCs). Em condicao
patoldgica, o miofibroblasto pode expressar marcadores de SMCs como cadeia
pesada de SM-miosina (SM-MHC), desmina, SM22 e tropomiosina (Lazard e cols.,
1993). Porém, ndo se observa “smoothelin” e caldesmon de alto peso molecular, que
sdo marcadores exclusivos de SMCs (van der Loop e cols., 1996).

As isoformas de actina podem ser moduladas no processo de replicacdo e
migracdo de SMC durante o desenvolvimento e evolucdo das placas ateromatosas e
de restenose. Em SMCs com fenétipo contritil a o-SMA € a isoforma que prevalece
e encontra-se diminuida nas SMCs com fenétipo secretor (Ross e cols., 1973 e
Schwartz e cols., 1997). Bea e cols., 2000 relataram que a isoforma de actina a-CAA
pode ser encontrada em SMCs de lesdes aterosclerdticas, mas nao foi detectada em
SMCs da artéria aorta ou corondria de adultos sauddveis. A distribuicdo de o-CAA
freqiientemente aparece paralela as citoqueratinas 8 e 18, e proteinas de filamento

intermediario de SMCs de-diferenciadas (Osborn e cols., 1987, Jahn e cols., 1989,

82



Discussido

Jahn e cols., 1993). A inducdo de a-CAA em SMCs de restenoses e de lesdes
ateroscleréticas pode ser visto como uma resposta ao dano agudo e cronico a parede
do vaso e recapitula o padrdo de expressdo das fases iniciais do desenvolvimento,
embora a funcdo de o-CAA nesta fase ainda é desconhecida (Chaponnier e col.,
2004).

Ainda que ndo tenha sido possivel validar a modulagdo da a-SMA em veia
safena humana, devido a grande variabilidade encontrada entre os individuos,
acreditamos que ndo se pode descartar a participacdo desta proteina no processo de
arterializacdo de enxertos venosos. De maneira interessante, os dados obtidos no
modelo de arterializacdo em rato, onde as condi¢des sdo melhores controladas,
mostramos uma diminui¢do de células marcadas para -SMA durante os primeiros
dias de arterializagc@o da veia jugular de rato (1 e 3 dias apds a cirurgia). Este dado
pode sugerir uma perda de densidade celular, ou ainda, perda do fenédtipo contratil
das células musculares passando a ter um fendtipo secretor quando submetidas ao
regime hemodindmico arterial.

Em diversos modelos de arterializacido descritos na literatura, observa-se
uma elevada taxa de apoptose nos periodos iniciais de arterializacdo, ocasionando
perda de SMCs da camada média vascular (Rodriguez e cols., 2000, Hoch e cols.,
1999, Moore e cols., 2001; Tomas e cols., 2003, O’Brien e cols. 1998, Mayr e cols.,
2000, Kockx e cols., 1994, Liu e cols., 2000). O motivo da morte celular observada
no primeiro dia de arterializacdo seguida da perda de expressdo da o-SMA ainda é
desconhecido, no entanto duas hipdteses sdo pertinentes: (1) uma significante
degeneracio e morte das SMCs na camada média ou (2) uma modulacdo da

expressdo deste marcador, levando a diminui¢do de sua expressdo e aumento de
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outro marcador devido ao estresse. Chaponnier & Gabbiani (2004) mostraram que
durante a aterogénese SMCs modulam a dediferenciacido de células residentes ou
circulantes, sintetizando B-actina citoplasmadtica (B-CYA) ou o-actina cardiaca (oi-
CAA). Ja Bea e cols., 2000 relataram que a isoforma de actina -CAA pode ser
encontrada em SMCs de lesdes aterosclerdticas, mas ndo em SMCs de artéria aorta
ou corondria de adultos sauddveis.

No 7° dia de arterializacdo da veia jugular de rato a a-SMA comeca a
reaparecer de forma difusa, aumenta no 14° dia, apresentando-se de forma mais
organizada apds o 28° dia. Tem-se demonstrado que SMCs de lesdes ateroscleréticas
podem se diferenciar a partir de células de medula 6ssea (Han e cols., 2001, Saiura e
cols., 2001, Shimizu e cols., 2001, Sata e cols., 2002 e Simper e cols., 2002) ou ainda
a partir de progenitores residentes na adventicia que se trans-diferenciarem em SMC
(Li e cols. 2000 e Shi e cols., 1997). O aumento de marcacdo de o-SMA pode ser
resultante da migracdo e diferenciagdo de células indiferenciadas residentes ou da
proliferacdo de células musculares lisas vasculares.

Assim, a regulagdo da a-SMA pode representar um importante marcador
bioldgico para o processo de arterializacdo de segmento venoso. A diminui¢do da o-
SMA nos estdgios iniciais € o aumento gradativo mais tardiamente parecem ocorrer
devido as novas for¢as hemodindmicas imposta a parede vascular venosa quando esta
¢ interposta em leito arterial. Ainda que ndo tenha sido possivel observar sua
modulacdo em amostra de veia safena humana, nido se pode descartar a participacao

da o-SMA no processo de arterializacao.
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6.2.Proteina Rica em Cisteinas (CRP)

Trés membros da familia CRP (CRP1, CRP2/SmLIM, e CRP3/MLP) foram
caracterizados em vertebrados (Liebhaber e cols.., 1990; Weiskirchen e cols., 1995;
Arber e cols.., 1994). As CRPs sdo proteinas altamente conservadas entre si e
evolutivamente, caracterizadas pela presenca de 2 seqiiéncias em tandem de ligagdo
de zinco (dominios LIM) seguidos de seqii€ncias repetidas e conservadas de glicina
(Weiskirchen & Giinther, 2003, Louis e cols., 1997, Weiskirchen e cols., 1995,
Liebhaber e cols., 1990, Sadler e cols., 1992, Arber e cols., 1994, Crawford e cols.,
1994). Essa estrutura possibilita a interagdo proteina-proteina podendo estar
envolvida nos processos de remodelamento do citoesqueleto, regulacdo
transcricional, proliferagdo e diferenciacdo celular na miogénese e com dominios
funcionais de quinase. (Kadrmas & Beckerle, 2004).

Louis e cols., 1997 compararam os trés membros da famila CRP e revelaram
uma conservagdo funcional, porém padrdes divergentes de expressdo génica, ou seja,
os trés membros apresentam ter funcdes comparaveis em tipos de células diferentes.
Em particular, um membro da familia CRP (CRP3) tem se mostrado ser um
regulador essencial do desenvolvimento do musculo esquelético e cardiaco. Todos os
tr€s membros da familia CRP, quando expressos em fibroblastos aderentes,
associam-se especificamente com o citoesqueleto de actina. Além disso, todos os trés
sdo capazes de interagir com as proteinas do citoesqueleto: a-actinina e zicina. Estas
observacdes sugerem que a familia CRP pode apresentar sobreposi¢do de funcdes
celulares.

A estrutura do N-terminal dos dominios LIM das CRPs sdo bastante

semelhantes, ji a estrutura do C-terminal dos dominios LIM apresentam uma
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plasticidade conformacional que permitem um seletivo recrutamento de fatores e,
assim, podem determinar a especificidade do subtipo muscular (Konrat et al., 1998).
Desta forma, todos as trés CRPs possuem afinidade de ligacdo similares com a-
actinina e zicina através do seu dominio LIM N-terminal. Além disto, tanto os
dominios LIM N- e C-terminal da CRP2 e CRP3 podem também interagir
especificamente com fatores adicionais distintos (Louis et al., 1997). Flick e
Konieczny (2000), demonstraram um modelo de interagdo da CRP3 com proteinas
adicionais do citoesqueleto onde os dominios LIM N- e C- terminal da CRP3 se
ligam a MyoD (Kong et al., 1997) e B-espectrina, respectivamente. Do mesmo modo,
que os dominios LIM N- e C-terminal da CRP2 podem interagir especificamente
com CRP2BP e PIASI, respectivamente (Weiskirchen e Gressner, 2000;
Weiskirchen et al., 2001). Essa sutil diferenca na capacidade das CRPs para recrutar
distintos fatores reguladores pode ser a base para distinguir as CRPs entre linhagens
musculares e conferir especificidade ao subtipo muscular (Chang e cols., 2003).
Diferencas entre os trés membros das CRPs sdo evidentes nos padrdes de
expressdo de sua proteina. Utilizando embrides de galinha, a expressdo de CRP1 foi
detectada em uma variedade de organismos ricos em musculo liso, como artérias,
estdmago, moela, e intestino (Henderson, e cols., 1999), a expressdo de CRP2 esta
principalmente em SMCs vasculares, esta restrita a artérias e fibroblastos, e tem sua
expressdo diminuida em células de-diferenciadas e em células em proliferacdo
devido a um dano ou tensdo, como acontece na aterosclerose (Jain e cols., 1996) e a
expressdao de CRP3/MLP ¢é dominante em células de musculos estriados do coracdo e

musculo esquelético (Arber e cols., 1997).
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CRP3/MLP é um regulador positivo conservado da diferenciagdo miogénica
associada com a actina do citoesqueleto. (Arber e cols., 1994; Arber and Caroni,
1996). No desenvolvimento do musculo esquelético, a expressdo coincide com o
aparecimento do fendtipo diferenciado, e CRP3 € acumulado durante a formagéo da
fibra muscular. A expressdo da CRP3 ¢ diminida em musculo esquelético adulto,
onde ¢ re-induzida por denervacdo. Em contraste, no coragdo, CRP3 é expresso em
niveis elevados em midcitos atrias e ventriculares durante o desenvolvimento e no
adulto (Arber e cols., 1997). Ratos CRP3 deficientes apresentam alteracdes
significativas no citoesqueleto de actina e desenvolvem insuficiéncia cardiaca logo
apds o nascimento (Arber e cols., 1997). Além disso, foi demonstrado que uma
mutagdo no gene CRP3 humano esta associado com a cardiopatia dilatada (Geier e
cols., 2003). Em conjunto, CRP3 parece desempenhar um papel critico na
remodelacdo do misculo estriado. Recentemente, foi demonstrado que a expressio
de CRP3 € aumentada em resposta a lesdo vascular por angioplastia de baldao em
modelos de rato e camundongo. A expressdo da CRP3 estava 10 vezes maior na
artéria cardtida de rato, apds 7 dias da injuria por baldo, mostrando que CRP3 ¢
significativamente modulada em resposta a lesdo vascular (Wang e cols., 2006).

Interessantemente, nossos resultados mostram que o CRP3 é um gene
com maior expressdo em artéria mamdria e com expressdo baixa em veia safena.
Quando a veia safena € cultivada em regime arterial, observa-se uma inducido da
expressio do CRP3 na veia safena arterializada por 24 horas. Além disso,
demonstramos que o aumento da expressio do CRP3 ¢ devido ao aumento do
estiramento (“stretch”) das células musculares lisas e ndo do aumento do “shear

stress” associado a arterializacdo do enxerto venoso. No modelo de arterializacdo in
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vivo foi possivel avaliar a regulacdo temporal da expressdo do gene CRP3, estando
aumentada nos periodos iniciais (1 e 3 dias) e localizada predominantemente na
camada média vascular. Nos periodos tardios observamos uma expressdo diminuida
e desorganizada presente tanto na camada média como na adventicia dos enxertos
Venosos.

Desta forma a CRP3 representa um importante marcador do processo de
arterializacdo do enxerto venoso. O aumento da CRP3 nos periodos iniciais
demonstra a necessidade da célula muscular lisa reorganizar o citoesqueleto para que
possa suportar os estimulos hemodinamicos impostos no leito arterial. Sendo assim, a
CRP3 parece desempenhar um papel de arcabougo para proteinas do citoesqueleto,

permitindo que a célula se adapte ao estresse mecanico.

6.3. a-SMA e CRP3 atuando conjuntamente no processo de arterializacao

Tanto a a-SMA como o CRP3 séo proteinas que compdem o citoesqueleto
celular. O fato de estas duas proteinas estarem sendo moduladas durante o processo
de arterializag¢@o sugere uma agdo conjunta da o-SMA e do CRP3 na reorganizagdo
estrutural celular para suportar a nova condi¢do hemodindmica imposta ao segmento

VENoso.
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Figura 25: Modelo esquemético das interagdes da CRP3 e da organizagio do citoesqueleto

de actina (Flick & Konieczny 2000).

Neste contexto, dois cendrios devem ser contemplados na participacdo
conjunta da a-SMA e da CRP3 durante o remodelamento do enxerto venoso. Na
figura 25 pode-se observar a CRP3 ligando-se indiretamente com a a-actina através
da interacdo do seu dominio LIM1 com a a-actinina e LIM2 com a B-espectrina. Isto
sugere que a CRP3 funciona como um arcabouco do citoesqueleto de actina,
ajudando na estabilizacdo da citoarquitetura celular, como no modelo de organizagao
de sarcolemas proposto por Flick & Konieczny (2000). Esta disposi¢cdo do
citoesqueleto celular permite que a célula suporte a forgas fisicas como o estiramento
(“stretch™) exercido nas células musculares lisas, permitindo a sua adaptagcdo e a
reorganizacdo das proteinas de citoesqueleto, como mostra a figura 26. Na auséncia

da CRP3 a integridade estrutural celular € perdida e quando as células sdo expostas a
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z

estimulos fisicos, a reorganizacdo da citoarquitetura € prejudicada, o que
impossibilita as células suportarem os novos estimulos (figura 26). Assim, a veia,
quando exposta ao regime arterial, aumenta a expressdo de CRP3 na tentativa de
fortalecer as conexdes do citoesqueleto e preparar as células para suportar a nova

condicido hemodinamica.

CRP3 (+/9) CRP3 (/)

Hemodynamic forces

vh CRP3

Figura 26: Modelo da citoarquitetura das SMCs na presenca e auséncia da CRP3 frente a

estimulos mecanicos.

Um outro cendrio seria a participacdo da a-SMA e do CRP3 no processo de
diferenciacdo celular através da regulacdo da transcricdo gé€nica na miogénese.
Recentemente, Chang e cols., 2003 demonstraram que além da funcdo de
estruturacdo do citoesqueleto, CRP1 e CRP2 atuam no nicleo como cofator
transcricional e facilitam a diferenciacdo muscular lisa (figura 27). CRP1 e CRP2
podem funcionar como moléculas coadaptoras transcricionais envolvidas na
montagem de complexos multiprotéicos com os fatores nucleares SRF, fatores
GATA (GATAS®6) e enzimas que remodelam a cromatina. Estes complexos se ligam

ao DNA e coletivamente conferem uma forte ativacdo de promotores especificos
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para diferenciacdo de SMC cardiovasculares. Da mesma forma que CRP1 e CRP2, a
presenca de CRP3 também tem sido demonstrada no ntcleo (Arber e Caroni 1996;
Jain et al., 1996). Kong et al., 1997, demonstraram a a¢do do CRP3 em potenciar a
ligacdo do fator MyoD ao DNA, em seguida recrutar NKx2-5 ¢ GATA4 pela SRF, e
com isto reforgar a afinidade de ligacdo do SRF ao DNA. Este mecanismo induz a
formacdo altamente ordenada de complexos que se ligam ao promotor da a-CAA,

permitindo a diferenciacdo de células musculares cardiacas (Sepulveda et al., 2002).

Recentemente, Rando e cols., (2000) mostraram que existe actina localizada
na matriz nuclear. Hipoteticamente, CRPs podem estar envolvidas no remodelamento
da cromatina por estar fisicamente ligada a uma base nuclear de matriz de actina
(Figura 27). Isoformas de actinas nucleares ndo musculares e/ou zicina podem servir
como moléculas que recrutam para a matriz de actina, proteinas LIM- agregadas a
complexos nucleares multiproteicos, aumentando assim a concentragdo local de
fatores de transcri¢do. Pequenos oligdmeros de actina podem levar a colocacdo de
complexos nucleares multiproteicos ao longo de um filamento de actina curto. Estes
complexos nucleares baseados na actina, podem constituir uma plataforma que
poderiam auxiliar a cromatina dobrar ou torcer otimizando a atividade transcricional
(Chang e cols., 2003).

Assim, o aumento na expressdo de CRP3 e a diminui¢do da a-SMA na veia
arterializada por 3 dias sugere que CRP3 possa estar mediando a transcri¢io de genes
especificos de SMCs (figura 27). Sabe-se que durante os primeiros dias de
arterializacdo de segmentos venosos, hd uma grande taxa de apoptose (Rodriguez e
cols., 2000 e Yamamura e cols., 1994) e concomitante presenca de células

indiferenciadas tentando repovoar a camada média vascular. Neste processo, o
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aumento de CRP3 estaria atuando na transcricao de genes de SMC e contribuindo

para a diferenciagd@o de células indiferenciadas em SMCs especializadas.

endothelium cell

Figura 27: Representagio esquemadtica da dupla fun¢do das CRPs. As proteinas de dominio
LIM funcionando como “Scaffold” do citoesqueleto de actina e como cofator nuclear
podendo se associar com a matriz de actina nuclear para ativar a transcricdo de genes

especificos de SMCs.

Seria razodvel imaginar que durante a adaptacdo da veia a condigdo
hemodinamica arterial haveria a indug¢do de marcadores especificos de fenotipo
arterial. Durante o desenvolvimento embriondrio os vasos priméarios diferenciam-se
em veias e artérias e acredita-se que expressdo de seus marcadores especificos ocorre
primariamente pela prépria genética celular e secundariamente pelas forcas

hemodinamicas. No sistema vascular adulto, células endoteliais arteriais € venosas
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apresentam diferentes marcadores fenotipicos, assim como diferencas na sua
capacidade de produzir substincias vasoativas para se adaptar as alteracdes
hemodinamicas, as respostas hemostiticas ou a respostas imunes aos estimulos
inflamatorios. Acredita-se que as diferencas no fenétipo estio relacionadas a origem
das células endoteliais dos diferentes compartimentos (Noble e cols., 2003),
existindo predeterminantes genéticos do endotélio arterial e venoso e distingdao
molecular entre estes dois leitos vasculares (Torres-Vazquez e cols., 2003).
Marcadores especificos de artérias e veias foram descobertos e descritos
como ‘“etiquetas” das EC nas fases precoces do desenvolvimento, antes da
estruturacdo de uma parede vascular. Para a vasculatura, estes incluem VEGEF,
VEGF-R2, VEGF-R3, Tie-1, Tie-2, Angiopoietins - 1 e -2, ephrin-B2, Ef-B4, SCL,
fli-1, Ets-1 (Durbin e cols. 1998, Fouquet e clos. 1997, Liang e cols. 1998, Liao e
cols. 1998, Lyons e cols. 1998, Thompson e cols. 1998). A maior parte destes genes
tem padrdes de expressao temporal e espacial. Por exemplo, os marcadores VEGFR-
2 (flkl), VEGFR3 (flt4), Tie-1, Tie-2, fli-1, e Ets-1 sdo todos especificamente
expressos em células endoteliais de mamiferos e a sua expressdo aparece e
desaparece em diferentes fases do desenvolvimento. Para o sistema arterial,
ephrinB2, neuropilin 1 (NRP1), e membros da sinaliza¢do de Notch, incluindo Notch
3, DIl4 foram descritos em zebrafish, embrides de galinha e camundongo (Herzog e
cols., 2001; Lawson e cols., 2001; Moyon et e cols., 2001a; Moyon e cols., 2001b;
Villa e cols., 2001; Wang e cols., 1998; Zhong e cols., 2001). Outras moléculas sao
expressas especificamente no sistema venoso, mais notavelmente EphB4, o receptor
para a ephrinB2 arterial (Gerety e cols., 1999). O receptor neuropilin 2 (NRP2) é

expresso em veias e, nas fases mais tardias do desenvolvimento torna-se restrita aos
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vasos linfaticos em embrides de galinha e camundongo (Herzog e cols., 2001; Yuan
e cols., 2002). Em embrides de galinha, o receptor Tie2 é expresso em niveis mais
elevados em veias em comparacdo com artérias (Moyon e cols., 2001). Baseado
nestes padrdes de expressdo especificos e de estudos com mutantes de zebrafish e
camundongo, tem-se que a formacédo do sistema vascular assim como a diferencia¢do
arterial-venosa durante a embriogénese € o resultado de uma complexa interacdo
entre fatores genéticos e epigenéticos predeterminados, incluindo fatores
hemodinamicos (Wang e cols., 1998 e Jones e cols., 2006).

Assim, os marcadores moleculares e as forcas hemodindmicas parecem ser
fatores determinantes para que um vaso seja diferenciado em artéria ou veia. Da
mesma maneira, no processo de arterializacdo venosa marcadores moleculares
podem ser modulados como sinalizadores adaptativos ao regime hemodindmico
arterial. No presente trabalho, caracterizamos duas proteinas: a -SMA e o CRP3
que parecem discriminar fenétipos das células musculares lisas vasculares. Enquanto
a o-SMA fornece indicativo do fenétipo contratil ou secretor, o CRP3 parece ser um

marcador do fendtipo venoso e arterial.
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7. Conclusoes

Os dados apresentados neste trabalho mostram que:

i

As plataformas protedmicas de gel 2-D e ICAT foram eficientes em
identificar proteinas modificadas em veias safenas humanas arterializadas no

sistema ex vivo;

A 0-SMA ¢ regulada no processo de arterializacdo de segmento venoso. Em
modelo de arterializacdo de veia jugular de rato a a-SMA mostrou-se
diminuida nos primeiros dias de arterializacdo (1-3 dias) aumentando

gradativamente nos dias subseqiientes;

O gene CRP3, da familia das CRPs, apresenta uma maior expressio em
células musculares lisas arteriais. A veia safena humana cultivada em regime
hemodindmico arterial induz aumento de CRP3, e este aumento €
primariamente devido ao estimulo de estiramento e ndo do aumento de “shear

stress” associado a arterializaco.

96






Implicag¢des Clinicas

8. Implicacgoes Clinicas

Neste trabalho demonstramos a diminuicio da o-SMA juntamente com o
aumento da CRP3 nos periodos iniciais da arterializacdo de segmentos venosos. Estas
duas proteinas representam importantes marcadores do fendtipo das células
musculares lisas. Enquanto a o-SMA tem a capacidade de discriminar entre o
fendtipo contrétil e secretor, a CRP3 diferencia o fendtipo venoso e arterial. A
caracterizacdo da a-SMA e da CRP3 no processo de arterializacdo do enxerto venoso
poderd fornecer ferramentas de avaliagdo e acompanhamento do remodelamento
venoso ao regime arterial. Futuramente, pode-se propor estratégias de intervengdo
para aumentar a expressdo da CRP3 na veia safena e desta maneira 1) proporcionar
uma arquitetura do citoesqueleto celular mais resistente para suportar o regime
hemodinamico arterial e/ou 2) promover a regulacido da expressdo génica de fatores
especificos de SMCs, que sdo as células especializadas da parede vascular capazes de

suportar o estresse mecanico.
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Anexo II

1. Aprovacao CAPPesq — Identificacao e caracterizacio de proteinas

modificadas em veias safenas arterializadas.
F’
b R
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

DIRETORIA CLINICA

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
23.09.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 638/04, intitulado:
"Identificagdo e caracterizagdo de proteinas modificadas em veias
safena arterializadas” apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA E

DE ETICA DO INSTITUTO DO CORACAO, inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. José Eduardo Krieger
Pesquisador(a) Executante: Dra. Luciene Cristina Gastalho Campos

CAPPesq, 23 de Setembro de 2004.

My e
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar G CAPPesq, os relatérios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Sauide n® 196. de 10.10.1996 inciso IX.2 letra "c”)
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2. Aprovacao CAPPesq — Genes diferentemente expressos em

modelo de arterializacido de enxerto venoso no rato.

HoSPITAL DAS CLINICAS
DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
CAIXA POSTAL, 3471 — SAC PAULO - BRASIL

DIRETORIA CLINICA

Comisséio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
26.06.03, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 418/03, intitulado:
"Genes diferentemente expressos em modelo de arterializagdo de
enxerto venoso no rato. Identificagdo e caracterizacdo de novos alvos
terapéuticos” apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA E DE ETICA DO
INSTITUTO DO CORACAO.

Pesquisador(a) Responsdvel: PROF. DR. JOSE EDUARDO KRIEGER

Pesquisador(a) Executante: SRA. THAIZ FERRAZ BORIN

CAPPesq, 26 de Junho de 2003.

LA s
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAO: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os relatirios parciais
e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de Saide n° 196,
de 10.10.1996, inciso IX.2, letra 'c”)
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Anexo III

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU

RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO PACIENTE :.....oooiiiiiiiiiiieietceeee ettt e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....oooiiiiiiieiieeeieeene SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ looae. [
ENDERECO ......ooiiiiiiiiiiniiienteieneeeeeeeeeens N s APTO: ...ccceue
BAIRRO: ..ot CIDADE ..ot
CEP:..ooiiiiiiiiicce TELEFONE:DDD (............ ) e
2 RESPONSAVEL LEGAL.......oooiiiiieoeeeeeeeeeeeee e,
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €tC.) .......cceereervuerneereerneenieeneeneeeeees
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccccoceviinienienieene SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: .../ ....../......
ENDERECO:.......cooiiiiiiiniiiieieeeseeeceeece et N APTO: ...........
BAIRRO: ..ottt CIDADE: ......cciiiiiriiiiiceeecens
CEP:..oiiiiiiiccieee TELEFONE: DDD (............ Dottt

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Identificacdo e Caracterizacdo de Proteinas Modificadas em Enxertos de Veias
Safenas humanas Arterializadas no modelo ex vivo.

PESQUISADOR: José Eduardo Krieger

CARGO/FUNCAO:. Diretor INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°
61539

UNIDADE DO HCFMUSP: Incor - Laboratorio de Genética e Cardiologia
Molecular.

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO  (X) RISCO MINIMO () RISCO MEDIO ()

RISCO BAIXO () RISCO MAIOR ()

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou
tardia do estudo)
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3.DURACAO DA PESQUISA : 4 anos

III - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa: o objetivo deste estudo é compreender
porque a “ponte de safena” entope apds um certo periodo. quando a mesma é
colocada para substituir uma artéria corondria que estava “entupida” e que por isso
provocou um infarto no individuo. Este estudo pode ser justificado pelo motivo que
muitos dos individuos que passam pela cirurgia de revascularizacdo cardiaca,
precisam retornar apds algum tempo ao hospital para trocar suas “pontes de safena”,
pois estas estdo “entupidas”.

2. procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificacio dos
procedimentos que sdo experimentais: vocé participara deste estudo apos ser
submetido a cirurgia de revascularizacao cardiaca.

3. desconfortos e riscos esperados: nao havera nenhum risco e desconforto devido
a pesquisa, pois nao sera realizado nada além do que a cirurgia necessite.
Apenas os segmentos de veias safenas que nao serio utilizados para construir a
“ponte de safena” sera utilizada para a pesquisa, ou seja, utilizaremos a veia
que sobrara e que seria descartada.

4. beneficios que poderao ser obtidos: este estudo contribuira para a descoberta de
novas terapias para implantacdo da veia safena no coracdo, beneficiando o paciente a
ndo ter que passar pelo desconforto de uma nova cirurgia apés de algum tempo.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacées sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais ddvidas: vocé
pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessdria antes de participar do estudo

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia: a
sua participacdo no estudo € voluntdria, mas vocé tem plena liberdade para ndo aceitar
participar da pesquisa, sem incorrer em nenhuma penalidade. O seu atendimento médico
ndo serd prejudicado caso vocé decida ndo participar.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade:

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.
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5. viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a satide decorrentes da pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

Prof. Dr. Protasio Lemos da Luz InCor — Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44 AB
—3069.5352/ 5447

Dr. Alexandre Miguel Benjo Idem

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séao Paulo, de de 200
Assinatura do sujeito da pesquisa ou Assinatura do pesquisador
responsavel legal (carimbo ou nome Legivel)
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Proteoma

Proteoma € a andlise global das proteinas expressas por um organismo ou
tecido e consiste no resultado da expressio de um conjunto de genes e das
modifica¢des pds-traducionais das proteinas produzidas em resposta a condigdes
ambientais definidas. A andlise Proteomica busca a identificagdo do maior nimero
de proteinas possivel através de tecnologias como, por exemplo, a Eletroforese

Bidimensional (2-D).

Gel 2-D

A técnica de gel bidimensional ou gel 2-D, descrita em 1975 por O'Fareel,
constitui em uma poderosa ferramenta para separacdo e andlise qualitativa e
quantitativa de misturas protéicas complexas. A grande vantagem desta técnica é que
ela possibilita a separacdo de um grande nimero de proteinas que correm como spots
(mancha) no gel, pois dificilmente encontraremos duas proteinas que possuam o
mesmo peso molecular e carga elétrica.

A tecnologia de gel 2-D utiliza a caracteristica anfotérica dos aminoacidos
que constitui a sua capacidade de se comportar como receptores e doadores de
prétons, reagindo mediante ao pH do meio. Assim, todos os aminodcidos possuem
cargas elétricas finais que variam de acordo com o pH do meio onde estdo soliveis.
Cada aminoécido possui um determinado ponto isoelétrico (pl) caracteristico, que
consiste em um valor de pH onde a carga final do aminodcido € zero ou neutra. Para
valores de pH menores que o pl do aminoécido, este encontrard se com carga
positiva e migrando para o citodo do campo elétrico, e o inverso é verdadeiro, para

valores de pH acima do pl a carga final serd negativa migrando para o dnodo. Desta

138



Anexo IV

forma € correto dizer que a carga final ou o pl de uma proteina consiste no somatorio
total de todas as cargas de seus aminodcido. Cada proteina possui um pl especifico e
unico e esta € a principal caracteristica utilizada na primeira dimensdo de um gel 2-D
para a separagdo de misturas protéicas complexas.

A primeira dimensdo do gel 2-D consiste na focalizagdo isoelétrica (FIE) de
cada proteina, onde a mistura protéica é aplicada a um gel preparado com um
gradiente imobilizado de anféteros e submetido a altas voltagens. Este gradiente é
critico para a separagdo das proteinas, pois estas irdo se deslocar neste gradiente
impulsionadas por suas cargas elétricas até encontrarem uma regido de pH que se
iguale com seu pl, onde deixam de se movimentar pelo gel. Para a FIE correta é
importante que as proteinas se encontrem em estados conformacionais homogéneos,
sem estarem agregadas ou em interacdes diversas. Para tal, alguns cuidados sdo
importantes na hora da preparacio das misturas protéicas. Utilizam-se agentes
caotrépicos que causam a ruptura de complexos moleculares e desfazem ligacdes
tipo ponte de hidrogénio, Van der Waals e interagdes hidrofébicas; detergentes nao-
ionicos, que solubilizam as proteinas e desfazem interacdes hidrofébicas sem
interferir com suas cargas finais; e agentes redutores para a quebra de pontes
dissulfetos. Apds a FIE das proteinas na primeira dimensdo, as proteinas sao
novamente reduzidas, pela a¢do de agentes redutores como DTT ou andlogos, e os
grupamentos tidis expostos s@o alcalinizados para evitar a reoxidacdo. As proteinas
s@o desnaturadas pela acdo de detergentes i0nicos e corre-se a segunda dimensao.

A segunda dimensao de um gel 2-D consiste na separacio das proteinas apenas
por seu peso molecular relativo em um gel de SDS-PAGE (do inglés: sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). O SDS € um detergente anidénico muito
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utilizado na bioquimica cldssica para desnaturar e solubilizar proteinas, formando
micelas globulares em meio aquoso. Estas micelas sdo capazes de interagir com
proteinas criando uma estrutura tipo corddo, mascarando, desta forma, a carga total
da proteina e conferindo-lhe uma carga negativa igual por unidade de massa. A
resolucdo da separacdo das proteinas na segunda dimensdo ird depender do tamanho
do gel e da malha formada pela poliacrilamida polimerizada. Uma vez aplicadas em
um gel SDS-PAGE, as proteinas irdo migrar, quando aplicado uma voltagem, do
poélo negativo para o positivo apenas por sua massa ou peso relativo, esta é a
chamada mobilidade eletroforética.

Ao final do gel 2-D, com a separagdo promovida pela primeira e segunda
dimensdo, o passo seguinte consiste da forma mais adequada para a detec¢do dos
“spots” (proteinas). A deteccdo é feita corando o gel com reagentes de acordo com o

objetivo desejado.
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Padronizacio da técnica de extracao de Proteina de Veia Safena

Para otimizar a extracio de proteinas da veia safena, trés protocolos

diferentes foram testados.

Métodos

1. Extracao de Proteina

Extragdo A

As veias safenas foram homogeneizadas em tampao de extracdo, SOmM Tris-
HCI pH= 7,5, 250mM NaCl, 2mM EDTA, 10%glicerol, 0,1% NP-40, 0,5mM PMSF
e ImM DTT. Em seguida as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976) utilizando o kit Bio-Rad assay dye Reagent Concentrad (Bio-Rad

Laboratories).

Extracdo B

As veias safenas foram trituradas através da pulverizacdo de nitrogénio
liquido e utilizacdo de gral e pistilo. Em seguida foram lisadas em tampéo de
extragdo, 2% NP-40, OM urea, 40mM DTT e 0,5mM PMSF. As proteinas foram
obtidas no sobrenadante ap6és duas centrifugacdes de 13.000 rpm por 30 minutos. Em
seguida as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) utilizando

o kit Bio-Rad assay dye Reagent Concentrad (Bio-Rad Laboratories).

Extragao C

As veias safenas foram trituradas através da pulverizacdo de nitrogénio
liquido e utilizacdo de gral e pistilo. Em seguida foram lisadas em tampao de

extragdo, 2% triton X-100, 9M urea, 40mM DTT e 0,5mM PMSF. As proteinas
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foram obtidas no sobrenadante apds duas centrifugacdes de 13.000rpm por 30
minutos. Em seguida as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976) utilizando o kit Bio-Rad assay dye Reagent Concentrad (Bio-Rad

Laboratories).

Para concentrar as proteinas em um menor volume foi utilizado o kit Amicon
Ultra-4 Centrifugal Filter Devices (Millipore) de acordo com instrucdes do

fabricante.

2. Eletroforese de Gel de Poliacrilamida

Géis de poliacrilamida (30% acrilamida 1% bis-acrilamida, 1,5M Tris pH 8,8,
10% SDS, 10% APS, TEMED) foram utilizados na concentragdo de 12,5% para o
gel de resolugdo e gel de poliacrilamida 5% (acrilamida, 1M Tris pH 6,8, 10% SDS,
10% APS, TEMED) para o gel “stacking”. O gel submergido em tampdo de
eletroforese (25mM Tris, 1,9M glicina, 1%SDS) foi submetido a corrente constante
de 25mA por 2 horas. Apds a migragdo, as proteinas foram visualizadas através da

coloracdo por Coomasie Blue R-250 (sigma).

Resultados

3. Extracio de Proteinas de Veias Safenas cultivadas no sistema ex vivo.
Para otimizar a extracdo de proteinas de veia safena, a eficiéncia de 3
protocolos foram testados. Primeiramente foi utilizado o protocolo de extragdo A,

para obtencdo de proteinas do fragmento de veia safena. A eletroforese das
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amostras de proteina de veia safena foi realizada em gel 2D e pouquissimas

proteinas foram detectadas no gel corado com prata (Figura 28).

Venoso arterial

Figura 28: Gel 2D, corado com prata, de veia safena cultivada por 24 horas em regime
venoso (5 mL/min.) (esquerda) e arterial (50 mL/min. - 80 mmHg) (direita). A seta 1
mostra aumento da proteina e a seta 2 mostra diminui¢do da proteina na veia safena

cultivada em regime hemodinamico arterial.

Ainda assim, foi observado aumento da proteina 1 e diminuicdo da
proteina 2 quando a veia safena foi cultivada em regime hemodindmico arterial.
O ndmero reduzido de proteinas visualizadas no gel 2D sugere uma quantificacio
inadequada das amostras aplicadas no gel ou uma ineficiéncia do método de
extragcdo das proteinas. A quantificacdo das amostras foi certificada, o que nos

levou a procurar outros métodos de extragdo de proteina.
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Desta maneira, foi testado o protocolo de extracdo B e C. Estes dois
protocolos sdo bastante semelhantes, diferindo apenas no detergente utilizado,
NP-40 em B e Triton X-100 em C. A eletroforese em gel de poliacrilamida
12,5% unidimensional corada com Coomasie Brilhant Blue foi realizada para
analisar a eficiéncia de extracdo. A Figura 29 mostra que o tampao C possui
maior eficiéncia que o tampdo B, pois parece apresentar maior nimero de

proteinas extraidas. Assim utilizamos o extrato protéico de veia safena, extraido

PM B C

250D —
160kDa —
105kDa ——
75kDa '
S0kDa ——

]

-_ F—-

pelo tampao C.

35ka —

-
15kDa _’ﬁ .-

10kDa — i

Figura 29: Gel de poliacrilamida 12,5%, mostrando a qualidade da extracdo de

proteinas de veia safena com o tampao de extracdo B e C.
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Padronizacio da técnica de Processamento do gel (extracio da proteina

de interesse do gel, digestao triptica e extracio dos Peptideos).

Apé6s andlise pelo programa Image Master 2-D Elite (GE Healthcare), a

retirada das proteinas de interesse foi realizada manualmente.

Métodos

Para otimizar o processamento manual das proteinas de interesse do gel 2-D,
cinco protocolos diferentes foram testados, e ficou determinada a utilizacdo do

protocolo E.

Protocolo A:

As proteinas de interesse foram recortadas do gel com o auxilio de um bisturi
estéril. Cada proteina foi colocada em tubo eppendorf, contendo solucdo 50%
acetonitrila e 25mM bicarbonato de amo6nio (NH4sHCO3) pH 8 e incubado por 15
minutos. Este procedimento foi repetido até total descoloracdo do gel, o que exigiu
20 repeti¢des para pedacos levemente corados e 30 repeti¢cdes para géis corados mais

intensamente.

Para desidratagdo, os fragmentos foram incubados por 5 minutos na solucdo
100% acetonitrila e em seguida os géis foram secados em sistema de centrifugagdo a
vacuo por 25 minutos.Na etapa de digestdo enzimadtica, os géis foram reidratados

com solugdo contendo 10mg/ml tripsina (Trypsin — GE healthcare) diluida em 25mM
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NH/HCO3 que foi incubada em estufa 37°C durante 20 horas sob agitacdo. Para
extragdo dos peptideos foi adicionado dgua milliQ autoclavada ao produto da
digestdo, em quantidade suficiente para cobrir completamente os pedagos de géis e
incubado a 37°C por 15 minutos sob agitacdo. Em seguida, foi acrescentado 2 vezes
o volume do gel de 100% acetonitrila e incubado por mais 15 minutos a 37°C sob
agita¢do. O sobrenadante foi coletado e reservado. A solug@o 50% acido férmico foi
adicionada aos fragmentos de gel e incubados por 15 minutos a 37°C sob agitacdo.
Ap6s centrifugacdo foi acrescentado o mesmo volume de 100% acetonitrila e
incubado por 15 minutos a 37°C sob agitacdo. O sobrenadante foi novamente
coletado, combinado com o sobrenadante anterior, e em seguida o volume total foi
reduzido em sistema de centrifugacdo a vacuo. As amostras foram ressuspensas em

solucdo 50% acetonitrila e 0,5% TFA.

Protocolo B:

As proteinas de interesse foram recortadas do gel com o auxilio de um bisturi
estéril e colocados em tubos eppendorf individualmente. Para remocao dos corantes
os pedacos de gel contendo as proteinas foram incubados com solugdo 50%
acetonitrila e 50mM NH4HCO; e incubadas por 20 minutos. Este procedimento foi
repetido até total descoloracdo do gel, o que exigiu 10 repeticdes para pedacos
levemente corados e 12 repeti¢des para géis corados mais intensamente.

Para desidratar os fragmentos de géis foi realizado uma lavagem com 100%
acetonitrila e em seguida os géis foram secados em sistema de centrifugacdo a vicuo
durante 25 minutos. Na etapa de digestio enzimatica os géis foram reidratados com

solucdo contendo 0,3ug tripsina (Trypsin — GE healthcare) diluida em 50mM
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NH4/HCOs;. A solugdo enzimdtica foi adicionada fria (4°C) e as amostras
permaneceram em banho de gelo durante 30 minutos, em seguida foi adicionado
200mM NH4HCOs; e a reagdo foi mantida a 37° C por 24 horas. Apds este periodo o
sobrenadante do tubo de digestdo foi coletado e reservado.

Para extracdo dos peptideos, foi adicionada a solu¢do 50% acetonitrila e 2,5%
TFA em quantidade suficiente para cobrir completamente os pedagos de géis que
foram incubados “over night” a 4°C. O procedimento de extracdo foi repetido com
solugdo 50% acetonitrila e 0,1% TFA e incubado uma vez por 3 horas e duas vezes
por 30 minutos. Os sobrenadantes das quatro extracdes foram combinados. O volume
foi concentrado, em sistema de centrifugacdo a vicuo, até Sul e ressuspenso em mais

Sul de solu¢do 50% acetonitrila e 2,5% TFA.

Protocolo C:

As proteinas de interesse foram recortadas e fragmentadas com o auxilio de
um bisturi estéril. Para remoc¢@o dos corantes os fragmentos de gel contendo as
proteinas foram incubados, individualmente, com solucdo de lavagem (50% metanol
e 5% acido acético) “over night” temperatura ambiente. Este procedimento foi
repetido mais uma vez e incubada por 3 horas ou até a total descoloragéo do gel.

Para desidratar os fragmentos de géis, foi realizado uma lavagem com 100%
acetonitrila e em seguida os géis foram secados em sistema de centrifugacdo a vacuo
durante 25 minutos. Apés a secagem completa, foi adicionado 100mM Ditiotreitol
(DTT) e incubado por 30 minutos temperatura ambiente. A solucdo foi descartada e
100mM iodoacetamida (IAA) foi adicionado aos pedacos de géis, e incubado por 30

minutos a temperatura ambiente. Esta solug@o foi descartada e os fragmentos de géis,
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contendo as proteinas de interesse, foram desidratados novamente com acetonitrila
100%, e incubados por 5 minutos temperatura ambiente. 100mM NH4HCO; foi
adicionado ao gel e incubado por 10 minutos temperatura ambiente. Os fragmentos
foram novamente desidratados com 100% acetonitrila, temperatura ambiente e a
solugdo foi evaporada em sistema de evaporagdo a vacuo.

Na etapa de digestdo enzimdtica os géis foram reidratados com solugdo
contendo 20pg/ml tripsina (Trypsin - Amersham bioscience) diluida em 50mM
NH/HCO3. As amostras permaneceram em banho de gelo durante 10 minutos, em
seguida o excesso de solugdo foi removido e adicionado SO0mM NH4HCO;. O tubo
de digestdo foi incubado “over night” a 37°C.

Para extracdo dos peptideos, foi adicionado a solucdo de digestdo 50mM
NH4HCO3; e incubado por 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para um tubo novo e foi adicionado sobre os fragmentos de gel o tampao
de extracdo (50% acetonitrila e 5% dcido férmico) e incubado por 10 minutos,
temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado novamente seguido de nova
adicao do tampdo de extracdo sobre os fragmentos e incubados por mais 10 minutos
temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram combinados e o volume reduzido, em
sistema de centrifugacdo a vicuo, para 10ul e ajustado para 20ul com 1% 4cido

acético.

Protocolo D:

As proteinas de interesse foram recortadas com o auxilio de um bisturi estéril,
e colocadas em tubos individualmente. Em seguida, foram incubados por 10 minutos

com 100% acetonitrila e homogeneizados sob agitacdo vigorosa por 3 minutos. Os

150



Anexo VI

pedacos de géis foram lavados com H,O milli Q por 5 minutos e fragmentados em
pedacos de até 1mm cubico.

Para desidratar os fragmentos de géis foi realizada uma lavagem de 10
minutos com 100% acetonitrila seguidos de homogeneizagdo sob agitagdo vigorosa
por 3 minutos. O sobrenadante foi evaporado em sistema de centrifugacdo a vicuo
durante 25 minutos.

Na etapa de digestdo enzimatica os géis foram reidratados com solucio
contendo 10pg/ml tripsina (Trypsin, Porcine - Promega) diluida em S50mM
NH/HCO;. As amostras permaneceram em banho de gelo durante 30 minutos,
incubadas em estufa 37°C, “over night”.

Para extracdo dos peptideos, foi adicionado 20mM NH4HCO; a solugdo de
digestdo e incubados por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e a solug¢do de
extragdo foi adicionada (50% acetonitrila e 5% &4cido férmico) e incubada por 10
minutos. Este processo foi repetido duas vezes e os sobrenadantes foram combinados
e o volume final foi reduzido, em sistema de centrifugacdo a vacuo, até 15 ul. As
amostras foram purificadas em microcolunas C18 (ZIP TIPs Millipore) de acordo

com instrugdes do fabricante.

Protocolo E:

As proteinas de interesse foram recortadas e fragmentadas com o auxilio de
um bisturi estéril sobre uma placa de vidro limpa com acetona e etanol e foram
colocados em tubos eppendorfs lavados duas vezes com metanol e uma vez com H,O

milliQ. Para remocdo dos corantes os pedagos de gel contendo as proteinas foram
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incubados com solu¢@o 50% acetonitrila e 25mM NH4sHCO3, pH 8. A suspensdo foi
incubada sob agitacdo vigorosa por 10 minutos e deixada em repouso durante 15
minutos. Este procedimento foi repetido até total descoloracdo do gel, o que exigiu 8
repeticdes para pedacos levemente corados e 15 repeticdes para géis corados mais
intensamente.

Para desidratar os fragmentos de géis foi realizado uma lavagem com 100%
acetonitrila e em seguida os géis foram secados em sistema de centrifugacdo a vacuo
durante 25 minutos.

Na etapa de digestdo enzimdtica os géis foram reidratados com solucio
contendo 10-15ug/ml tripsina (Trypsin, Porcine - Promega) diluida em 25mM
NH4HCOs;. A solugdo enzimética foi aplicada fria (4°C), as amostras permaneceram
em banho de gelo durante 10 minutos, em seguida foi adicionado 25mM NH/HCOs e
foram colocadas em estufa 37°C durante 20 horas. Apos este periodo o sobrenadante
do tubo de digestdo foi transferido para um novo tubo eppendorf tratado com
metanol.

Para extracdo dos peptideos, foi adicionada solugdo 50% acetonitrila, 5%
TFA, em quantidade suficiente para cobrir completamente os pedacos de géis, e
agitados suavemente durante 30 minutos. Este processo de extracdo foi repetido mais
uma vez e os sobrenadantes foram combinados e reduzidos, em sistema de
centrifugacdo a vécuo, ao volume de Sul. As amostras foram purificadas em
microcolunas C18 (ZIP TIPs Millipore) de acordo com instru¢des do fabricante. Em
seguida, as amostras foram analisadas no espectrdometro de massa do tipo MALDI-

Tof
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Retirada manual seguida de processamento automatizado

Para o processamento automatizado, a retirada manual dos spots de interesse
do gel foi realizada com o auxilio de um bisturi, colocadas individualmente em tubos
contendo dgua milliQ. Estas amostras foram enviadas a “Core Facility” no Schepens
Eye Research Institute, processadas no equipamento automatizado Multiprobe II

liquid handling workstation utilizing Millipore zip plate technology.

Resultados

Identificacdo de proteinas modificadas pela técnica de gel 2-D.

Com a técnica de extracdo de proteinas de veias safenas padronizada
(anexo III), foi iniciada a padronizacdo do gel 2D, cujo resultado estd
apresentado na Figura 30. Pode-se notar um grande ndmero de proteinas
detectadas com a coloracdo de prata, mostrando uma melhor efici€éncia de
extragdo protéica da veia safena e modificagdes das proteinas representadas pela
seta 1 e 3, que estdo presentes apenas na veia cultivada em regime hemodinamico
arterial. J4 a seta 2 mostra uma proteina presente em pequena quantidade na veia
cultivada em regime venoso, € que passa a ter maior quantidade na amostra de

veia safena cultivada em regime arterial.
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Figura 30: Gel 2D, corado com prata, de veia safena cultivada em regime hemodinimico
venoso (5 mL/min.) (esquerda) e arterial (50 mL/min. - 80 mmHg) (direita) por 24 horas. As
setas 1 e 3 mostram proteinas ausentes na veia cultivada em regime venoso e presente na
veia cultivada em regime arterial. A seta 2 mostra proteina presente na situacdo de regime
venoso, porém que passou a ser mais sintetizada em regime arterial. Neste experimento a

primeira dimensao foi realizada em tiras de 7cm.

Uma vez estabelecido o método de extracdo de proteinas da veia safena e
padronizado a realizacdo do gel 2D, ficou decidido que a melhor estratégia de estudo
seria a realizac@o de “pools” protéicos obtidos da safena de diferentes pacientes. Esta
abordagem visa a detec¢@o de proteinas alteradas pelo estresse mecéanico que podem
estar contribuindo para a arterializacdo do enxerto e a diminuicdo da variabilidade

individual de cada paciente que pode influenciar no resultado.

Apesar das técnicas de extra¢do de proteina e realizacdo do gel 2-D estarem

padronizadas, as técnicas automatizadas utilizadas para processamento das proteinas
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de interesse de gel 2-D ndo foram satisfatdrias, pois ndo conseguimos identificar
picos correspondentes a peptideos nos cromatogramas das amostras analisadas,
devido ao fato da intensidade dos picos ser semelhante ao ruido produzido pelo
aparelho. Desta maneira, houve a necessidade de padronizacdo do processamento
manual destes géis para que as proteinas de interesse pudessem ser identificadas. A
eficiéncia de cinco protocolos de descoloracdo, digestdo e extracdo de peptideos
foram testados, utilizando concentragdes conhecidas de BSA (“bovine serum
albumin” - Sigma) (100, 200 e 500ng e 1, 10 e 20ug). Primeiramente foram testados
os protocolos A e B e analisados no espectrdmetro de massa “Ettan MALDI-
ToF/Pro” (GE Healthcare) por PMF. Ambos os protocolos mostraram-se ineficientes
nesta andlise, pois os cromatogramas das amostras ndo apresentaram picos com
intensidades diferentes ao ruido produzido pelo aparelho, indicando que o protocolo
ndo foi capaz de extrair os peptideos. Novamente, foram realizados testes com os
protocolos A, B e C e analisados em espectrometros de massa do tipo Q-TOF
(Waters-Micromass) por andlise de LC/MS e MALDI-TOF (Applied Biosystems)
que apresentam sensibilidade maior que o “Ettan MALDI-ToF/Pro”. Os trés
protocolos ndo se mostraram eficientes, pois ndo foi visualizado padréo isotépico de
peptideos, ou seja, a cromatografia ndo estava composta por peptideos com carga (Z)
> 2 (figura 31). Este padrao isotdpico € esperado porque todo peptideo digerido com
tripsina torna-se protonado na sua extremidade N-terminal fazendo com que possua
mais de uma carga. Foram realizados novos testes utilizando os protocolos C e D,

mas os dois também foram insatisfatorios.
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Figura 31: (A) Cromatograma da amostra de BSA analisado pelo Q-ToF (Waters-
Micromass) por LC/MS. (B)Visualizacdo ampliada do cromatograma evidenciando a

auséncia do padrio isot6pico de peptideos.

Um novo teste foi realizado utilizando o Protocolo E que também foi
analisado pelos dois espectrometros de massas citados acima. Ao contririo dos
outros protocolos, este se mostrou bastante eficiente em todas as concentragdes de
BSA utilizadas. Na Figura 32 podemos observar o cromatograma junto ao espectro

da amostra de BSA (1ug) onde podemos visualizar o padréo isotopico dos peptideos

pela presenca de peptideos com Z = 2.
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Figura 32: (A) Cromatograma da amostra de BSA (1mg) analisado pelo Q-ToF (Waters-

Micromass) por LC/M. (B) Visualizagdo ampliada do cromatograma podendo ser observado

o padrio isotdpico de peptideos representados pelos picos de massa/carga (regides

circundadas).

Com o objetivo de aumentar a visualizacdo de proteinas nos géis,

encontramos uma necessidade de buscar corantes mais sensiveis. Existem varios

corantes que possibilitam a visualizacdo de proteinas em gel, porém até muito pouco

tempo atrds apenas o Comassie Brilhant Blue R-250 e o Colloidal Coomasie Blue

eram os que apresentavam compatibilidade com espectrometria de massa. Isto fazia

com que proteinas de baixa expressdao ndo pudessem ser detectadas, sendo este limite

de deteccio em torno de 200ng de proteina. Apesar da baixa sensibilidade, a

coloragdo com azul de coomassie permite uma boa quantificacio da abundincia

relativa de cada proteina (devido a uma linearidade entre intensidade da proteina no

gel e a concentracdo de proteina) além de garantir a existéncia de quantidade
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suficiente de proteina para a sua subseqiiente identifica¢do. Na tentativa de aumentar
a sensibilidade de deteccdo, novos corantes compativeis com a espectrometria de
massa tém sido desenvolvidos. Um exemplo disto € o corante nitrato de prata que
permite visualizar proteinas que estdo presentes em quantidades de pg, porém nao
apresenta linearidade de quantificacdo e pode gerar coloracdo negativa em regides
com altas concentragdes de proteinas, devido a saturacdo (DUNN, 2003).
Tradicionalmente o nitrato de prata é um corante ndo compativel ao espectrometro de
massa, por provocar modificacdes na proteina que dificultam a sua identificacdo. No
entanto, atualmente encontra-se disponivel o kit “SilverQuest™ Silver Staining
Kit’(Invitrogen), que foi formulado excepcionalmente para fornecer uma
sensibilidade méaxima de coloracdo por prata com modificacdo minima da proteina,
onde os reagentes utilizados ndo modificam as cadeias laterais das proteinas e nao
interferem na digestdo triptica, tornando a coloragdo compativel com os
espectrometros de massa. Para testar a eficicia da coloragdo por nitrato de prata em
detectar e identificar uma proteina foram realizados duplicatas de géis unidirecionais
(1-D), utilizando concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina - Sigma
(BSA) (0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500ng e 1pg), sendo um
corado com Coomassie brilhant Blue R-250 e outro com “SilverQuest™ Silver
Staining Kit” (figura 33). Como esperado, a prata mostrou-se muito mais sensivel
permitindo a visualizagdo a partir de 10ng de BSA, enquanto que o coomassie
permitiu a visualizagdo a partir de 150ng de BSA. As bandas de BSA foram retiradas
dos géis, processadas com o protocolo E e analisadas no espectrdmetro de massa
MALDI-ToF (Applied Biosystems) onde verificamos a incompatibilidade de

identificacdo de proteinas corados com “SilverQuest™ Silver Staining Kit” devido a
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existéncia de quantidade insuficiente de proteina para a sua subseqiiente
identificacdo. Apesar desta técnica detectar quantidades minimas de proteina, ela
pode apresenta problema na identificacdo da proteina, ou seja, apesar do spot estar
sendo bem visualizado no gel ocorre a existéncia de quantidade insuficiente de
proteina para a sua subseqiiente identificacdo por espectrometria de massa e por iSso
continuamos nossos experimentos com o corante coomassie colloidal ja que este se

encontra bastante padronizado nas andlises nos espectrometros.

BSA BSA

Shag 100ng 150ng 200ng 300ng 400ng SO0ng lpg S0ng 100ng 150ng 200ng 300ng 400ng S00ng 1pg

TR e e e WS . . —

- - e '9

Figura 33: Gel 1D utilizando concentragdes de 50, 100, 150, 200, 300, 400 € 500 ng e 1ug
de BSA corado com (A) “SilverQuest™ Silver Staining Kit” ou com (B) Coomasie Brilhant

Blue R-250.

Considerando todas as técnicas de gel 2-D padronizadas, proteinas de veias
safenas de 12 pacientes, cultivadas no sistema ex vivo, foram extraidas. Dois “pools”

protéicos diferentes foram preparados cada um contendo 7.200ug de proteinas totais,
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resultantes de 1.200ug de proteina de 6 pacientes distintos. Trés experimentos de gel
2-D foram realizados utilizando: 1.200pg de proteina do “pool” 1 de pacientes em
“IPG-Strip” de 24cm com faixa de pH 4-7 e 1.200ug de proteina do “pool” 2 de
pacientes, em “IPG-Strip” de 24cm com faixa de pH 3-10 e 4-7. Apds a segunda
dimensdo o gel foi corado com Coomassie Colloidal. Devido a dificuldade
encontrada para andlise das protefnas de gel 2-D por espectrometria de massa,
decidimos enviar as amostras para uma “Proteomics Core Facility” no Instituto de
Pesquisas Schepens Eye, Boston, MA. Os géis obtidos estio mostrados nas figuras
34 e 35 indicando as protefnas retiradas para andlise. A apresenta¢do dos dados

encontra-se no corpo de resultados desta Tese.
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Venoso Arterial

EY

Figura 34: Gel 2D utilizando “IPG-strip” 24cm pH 3-10, corado com Coomassie Colloidal
Blue, “Pool” 2 de veia safena cultivada em regime hemodindmico venoso (SmL/min.)
(esquerda) e arterial (S0mL/min. - 80mmHg) (direita). As setas indicam proteinas que
apresentaram diferenca de expressdo entre as duas condi¢cdes de cultura de veia safena e

foram isoladas e identificadas pela andlise por espectrometria de massa.
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Venoso

Figura 35: Gel 2D utilizando “IPG-strip” 24cm pH 4-7, corado com Coomassie Colloidal
Blue, “Pool” 2 de veia safena cultivada em regime hemodindmico venoso (SmL/min.)
(esquerda) e arterial (S0mL/min. - 80mmHg) (direita). As setas indicam proteinas que
apresentaram diferenca de expressdo entre as duas condi¢des de cultura de veia safena e

foram isoladas e identificadas pela andlise por espectrometria de massa.
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A andlise quantitativa da expressdo protéica pode ser decisiva tanto em
protedmica comparativa como na andlise das vias de transdug@o e sinalizacdo. A
alternativa das andlises quantitativas utilizando os métodos convencionais de
espectrometria de massas € prejudicada pelo fato de que em qualquer uma das
metodologias a eficiéncia na producdo de fons € varidvel, pois depende da seqii€ncia
especifica de cada peptideo. Um método inovador que vem ganhando cada vez mais
importancia na andlise quantitativa utiliza o LC-MS para andlise de misturas
marcadas com isétopos estdveis. O método envolve a combinagdo de amostras
quimicamente idénticas, mas marcadas com padrdes internos isotopicamente estaveis
(por exemplo, usando 2H, 13C, 15N, etc.). Devido a eficiéncia de ionizagcdo ser
altamente varidvel para diferentes peptideos, o Unico padrdo interno satisfatério para
um peptideo candidato é aquele mesmo peptideo marcado com is6topos estdveis. A
andlise quantitativa de proteina € realizada quando uma mistura da proteina marcada
isotopicamente (amostra de referéncia) € comparada com uma segunda amostra que
contém as mesmas proteinas em abundancias diferentes e marcadas com os is6topos
estaveis mais pesados. Teoricamente, todos os peptideos com seqiiéncias idénticas
das amostras combinadas encontram-se em pares, porém devido a marcagdo
isotOpica encontram-se com massas diferentes. Este pareamento deve-se ao fato dos
peptideos apresentarem as mesmas propriedades fisico-quimicas e por isso é
esperado que eles se comportem de maneira idéntica quando isoladas, separadas e
ionizadas. Desta forma, a razdo das intensidades dos componentes de massas mais
baixas e mais altas fornece uma medida precisa da abundancia relativa dos peptideos
(e conseqiientemente da proteina) presentes nas misturas originais (Julka e cols.,

2004, Niwayama e cols., 2001). Diferentes grupos tém relatado, independentemente,
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a utilizacdo da anélise quantitativa de proteinas baseado na técnica de marcagdo com
isétopos estdveis. As técnicas descritas por estes grupos diferem no método de
incorporacdo do isétopo pesado e nos procedimentos analiticos utilizados
(Adamczyk e cols., 1999, Goodlett e cols., 2000, Gronborg e cols., 2006, Guina e
cols., 2003, Han e cols., 2001, De Leenheer e cols., 1992, Liang e cols., 2006,
LiWang e cols., 2007). A seguir serd discutida de forma sucinta a metodologia

empregada para o desenvolvimento deste trabalho.

ICAT (do inglés: “isotope-coded affinity tags”)

O método de andlise quantitativa de proteina baseado na marcagdo com ICAT
foi descrito por Gygi e cols. 1999. Neste método, o reagente ICAT inicial utilizava
como marcador isotdpico o deutério (2H) sendo que o reagente leve ndo possuia o
2H. As amostras controle e experimental sdo, separadamente, alquiladas utilizando as
isoformas: leve e pesada do reagente, respectivamente (Sechi e cols., 1998, Sechi e
cols., 2002). As amostras diferentemente codificadas (marcadas) sio misturadas.
Neste momento, qualquer técnica opcional de fracionamento pode ser utilizada para
enriquecer proteinas presentes em baixa abundancia ou para reduzir a complexidade
da mistura, a0 mesmo tempo em que as quantidades relativas sdo estritamente
mantidas. Antes da andlise, a mistura de proteina € digerida com tripsina, submetida
a uma cromatografia de troca catidnica para remover reagente de ICAT nio
incorporados e, em seguida, os peptideos etiquetados com biotina sdo selecionados
em uma coluna monomérica de agarose-avidina (isto porque conforme descrito
acima o reagente do ICAT contém a informacgdo do isétopo estivel como também

uma “etiqueta” de biotina). Apds a separagdo na coluna de avidina, os peptideos
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(com cisteina) isolados sdo entdo fracionados por cromatografia em coluna de fase
reversa para a andlise por LC-ESI-MS/MS. A relacdo das intensidades do ion
“etiquetado” com ICAT co-eluido aos pares permitem a quantificagdo enquanto um
subseqiiente MS/MS fornece a identificacdo da proteina (figura 3) (Smolka e cols.,
2001, Von Haller e cols., 2003, Gygi e cols., 2002).

Os reagentes de ICAT comerciais iniciais eram compostos por etiquetas com
auséncia de atomos 2H (D0) ou contendo 8 atomos 2H (D8). Os problemas
relacionados com este reagente estavam no fato de que as isoformas diferenciais dos
peptideos eram parcialmente resolvidas durante a cromatografia de fase-reversa, e na
fragmentacdo da biotina utilizada para selecionar os peptideos “etiquetados”. Isto
comprometia a quantificacdo e prejudicando a interpretacio dos espectros de
MS/MS. Estes problemas foram resolvidos pela substituicdo do reagente inicial 2H
pelo reagente codificador 13C, que eliminou o efeito cromatografico do is6topo
inicial, e a introdug@o de um sitio de clivagem dcida na seqiiéncia entre a biotina e a
iodoacetamida, o que permite a remocdo da biotina antes da andlise de MS/MS
(Figura 2). O nimero de proteinas detectado com esta segunda geracdao foi bem
maior do que as detectadas com a primeira geracdo do reagente, o que demonstra o

sucesso desta nova técnica (Hansen e cols., 2003).

Metodologia

Para iniciar os testes de padronizacdo e familiarizacdo da nova técnica de
andlise proteomica, um primeiro teste foi realizado utilizando a Laminina que é um
peptideo simples que contém apenas 1 cisteina, com o propdsito de testar a reagdo de

marcagdo e as colunas de cétion e avidina. O espectro observado na figura 36 mostra
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a presenga de dois picos muito intensos de massa/carga (m/z) que correspondem,
respectivamente, a biotina (1) e a Laminina (2). Este padrao era esperado, pois apds a
purificacdo do peptideo em cromatografia de afinidade em coluna de avidina, a
biotina que serviu para selecionar os peptideos contendo cisteinas marcados com
ICAT foi removida através de uma clivagem. Esta remocao, além de reduzir a massa
total do reagente ICAT nos peptideos, melhora a eficiéncia total de fragmentacdo dos

mesSmos.
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TOF M5 ES4

Figura 36: Peptideo Laminina marcado com ICAT isotopicamente leve analisado pelo Q-
ToF (Waters-Micromass) por LC/MS. Neste espectro observamos dois picos de massa/carga

(m/z) que correspondem, respectivamente, a biotina (1) e a Laminina (2).

Um segundo teste realizado, de acordo com instru¢des do fabricante, foi a
andlise de uma proteina conhecida e bem caracterizada (25ug de BSA) que contém
multiplas cisteinas. Este teste serviu para qualificar o protocolo com uma amostra
mais complexa do que o peptideo Laminina e verificar a utilizagdo do protocolo
quantitativo através de misturas marcadas com ICAT nas proporgdes 1:1 (Leve:
Pesado) e 1:2 (Leve: Pesado). Na Figura 37 podemos observar (A) o cromatograma
da amostra de BSA marcado com ICAT nas proporcdes 1:1 (Leve: Pesado), (B) o
espectro de um peptideo marcado com o par de ICAT 1:1 (leve:pesado) e (C) a
exemplificagdo da andlise do padrdo isotdpico deste peptideo e a obtencdo das

informagdes necessarias para a analise do experimento ICAT.
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Na natureza geralmente é encontrado o Cj; e o C3, fazendo com que picos de
um mesmo peptideo possa ser observado no espectro com diferenca de massa de 1
Da. Observando o peptideo em questdo verifica-se que a sua diferenca isotdpica
(m/z) é 0,3, ou seja a diferenca entre os valores de m/z € 0,3 (figura 37B). Como a
diferenca de massa entre os picos € sempre 1 Da, a carga do peptideo que estd sendo
analisado é +3 (figura 37C). Verifica-se também que a distincia entre os peptideos
marcados com reagente leve e pesado € de 3m/z, como a carga do peptideo é 3+
conclui-se que hd a presenca de apenas uma cisteina marcada pois a diferenca de
massa entre os dois peptideos é 9Da (ver exemplo na figura 37C e na Tabela 12). As
areas dos picos dos peptideos marcados com reagente leve e pesado foram calculadas
pelo programa ProteinLynx 2.0 - Waters, e apresentaram valores bastante
semelhantes entre si. Isto mostra a eficiéncia de quantificacdo dos peptideos uma vez
que a uma mesma quantidade de BSA foi marcado com o par de ICAT. Na figura 38
pode-se observar mais um exemplo da amostra de BSA marcado com ICAT na-
propor¢ao 1:1 (Leve: Pesado), onde estd sendo mostrado (A) o espectro de um
peptideo marcado com o par de ICAT e (B) a exemplificacdo da andlise do padrio
isotopico deste peptideo e a obten¢@o das informagdes necessdrias para a andlise do
experimento ICAT. Assim como o peptideo analisado anteriormente (figura 37) a sua
diferenca isotépica (m/z) € 0,3, e desta maneira a sua carga é +3. Porém, neste caso a
distincia entre os peptideos marcados com reagente leve e pesado é de 6m/z, e como
a carga do peptideo € 3+, conclui-se que héd a presenca de duas cisteinas marcadas
pois a diferenca de massa entre os dois peptideos € 18Da (ver exemplo na figura 38B

e na Tabela 12). As dreas dos picos dos peptideos marcados com reagente leve e
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pesado foram calculadas pelo programa ProteinLynx 2.0 - Waters, e também

apresentaram valores bastante semelhantes entre si.

A B
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692 653 694 695 6% 697 698 699 700 701 702

Padrio isotdpico (m/z) do Padrio isotopico (m/z) do R # m/z entre o

peptideo fragmentado de peptideo mentado de ’ i d Carga do | par de
BSA marcado com ICAT BSA marcado com ICAT (m/z) do ion peptideo (leve:

n.° cisteinas

peptideo

leve pesado pesado)

694,53 | 694,84 | 69519 | 697,55 | 697,87 | 698,21 03 3 3 9 1

Figura 37: Cromatograma da amostra de BSA marcado com ICAT nas propor¢des 1:1
(Leve: Pesado), analisado pelo Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS (A), espectro de um
peptideo marcado com o par de ICAT (B), e exemplificagdo da andlise do par de peptideo
(marcado com reagente leve e pesado) quanto seu padrdo isotdpico (C). Os pico dos
peptideos marcados com reagente leve e pesado possuem a mesma drea mostrando que estio

presentes em mesma quantidade.
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Tabela 12. Anilise de experimento ICAT. Relagdo entre a diferenga isotépica de um

peptideo para determinar sua carga e a diferenca de m/z entre o par de peptideo marcado com

reagente leve e pesado mostra o seu n.° de cisteinas.

#isotopica do

# m/z entre o par de

peptideo fon Carga peptideo #em Da n.” cisteinas
0.3 3 3 9 1

0,25 4 2,25 9 1

0,5 2 0 s -
0,3 3 s 18 5

025 4 4,5 18 2

B

il d
BSA marcado com ICAT il)ull

pesado

par de
peptidea (leve:
pesado)

Figura 38: (A) Espectro da amostra de BSA marcado com ICAT nas proporg¢des 1:1 (Leve:

Pesado), analisado pelo Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS. Observamos na regido

circundada um peptideo marcado com o par de ICAT e (B) exemplificacdo da andlise do par

de peptideo (marcado com reagente leve e pesado) quanto seu padrdo isotpico. Os pico dos

peptideos marcados com reagente leve e pesado possuem a mesma drea mostrando que estio

presentes em mesma quantidade.
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Em seguida foi analisado uma amostra de BSA marcado com ICAT nas
proporcoes 1:2 (Leve: Pesado) (figuras 39 e 40). Na figura 40 (A), a regido
circundada exemplifica um par de peptideo marcado com o par ICAT lado a lado e
(B) a exemplificacdo da andlise do padrao isotopico deste peptideo e a obtencao das
informagdes necessdrias para a andlise do experimento ICAT. Note que a diferenca
isotépica € 0,3 e distdncia m/z do par peptidico é 3. Isto indica que a carga do
peptideo € +3 e uma diferenca de massa entre o par é 9 Da, ou seja, presenca de
apenas uma cisteina. Observa-se ainda que os pares de peptideos apresentam picos
com tamanhos diferentes, sendo um com o dobro da 4rea do outro. Esta relacdo era
esperada, uma vez que a marcagdo do BSA com ICAT leve foi realizada em
quantidade duas vezes menor em relacdo ao marcado com ICAT pesado. Esta dltima
andlise mostrou a eficiéncia de marcagdo e quantificacdo da metodologia ICAT para

andlise protedmica diferencial.

Figura 39: Cromatograma da amostra de BSA marcado com ICAT nas propor¢des 1:2

(Leve: Pesado), analisado pelo Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS.
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il -
| | |H I | 'Iw‘ 1 ‘ L
Wb -\fu\:'»%-mwﬁ (L 110

Padriio isotopico (m/z) do Padriio isotopico (m/z) do ) # m/zZ entre o

isotopica o .
(m/z) do Carga do | par de ’ n.° cisteinas

peptideo fragmentado de peptideo fragmentado de
BSA marcado com ICAT BSA marcado com ICAT ion peptideo (leve:

peptideo

leve pesado pesado)

685,58 | 685,24 | 685,57 | 688,27 | 688,60 | 688,94 03 3 3 9 1

Figura 40: (A) Espectro da amostra de BSA marcado com ICAT nas propor¢des 1:2 (Leve:
Pesado), analisado pelo Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS. Observamos na regido
circundada um peptideo marcado com o par de ICAT e (B) exemplificacdo da andlise do par
de peptideo (marcado com reagente leve e pesado) quanto seu padrdo isotépico. Os pico dos
peptideos marcados com reagente leve possui drea duas vezes menor do que a area dos picos

dos peptideos marcados com reagente pesado.

Desta maneira, o passo seguinte foi verificar a complexidade da amostra de
veia safena que foi utilizada no experimento. Amostras altamente complexa podem
ndo apresentar resultados satisfatorios, havendo a necessidade da utilizacdo de
técnica de fracionamento durante a cromatografia liquida em coluna de troca i0nica,
para obter amostras individuais contendo um niimero menor de peptideos e melhorar
a sensibilidade da andlise de espectrometria de massa. Portanto, foi realizado uma
digestdo em solugdo, com tripsina, de S00pg de extrato protéico de veia safena e a
sua complexidade foi analisada no Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS. Os

resultados estdo apresentados na Figura 41, onde pode ser observado o
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cromatograma da amostra de veia safena (A) e seu espectro (B). Apesar da presenca
de muitos peptideos, que correspondem aos picos multicarregados, hd uma boa
visualizacdo destes peptideos dentro do espectro, o que torna desnecessario o

fracionamento da amostra.
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Figura 41: Cromatograma da amostra de veia safena (A) e seu espectro (B) analisado pelo
Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS. Note a presenca de grande quantidade de peptideos
apresentando picos multicarregados (como nos exemplos indicados pelas setas), e a boa

visualizagdo desses peptideos dentro do espectro.

Com a metodologia experimental padronizada, foi realizado um experimento
com 150 pg de proteinas (25ug de proteina de 6 pacientes) de veias safenas
cultivadas em regime venoso e arterial que foram marcadas com ICAT

isotopicamente leve (Ci,) e pesado (C;3), respectivamente. Para determinar o tempo
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de migracdo total da amostra foi necessirio a andlise pelo Q-ToF (Waters-
Micromass) em tempos variados entre 30 - 120 minutos, para obtencdo de gradiente
de eluicdo dos peptideos com espectros satisfatérios. Os resultados desta
padronizagdo estdo representados na figura 42 onde pode-se notar que apds 80
minutos de migragdo, a intensidade de fragmentacdo de peptideos ainda apresenta-se

elevada, sugerindo ainda a existéncia de material para ser analisado.

1: TOF M3 ES+
T4 FHqz

T T T T T Time
25.00 000 35.00 40,00 45.00 50.00 55.00 60.00 £5.00 F0.00 7500

Figura 42: Cromatograma obtido pela anélise no Q-ToF (Waters-Micromass) por LC/MS
de amostras de veia safena cultivadas em regime venoso e arterial marcadas com ICAT
isotopicamente leve e pesado, respectivamente. Apds 80 minutos de corrida, a intensidade de
fragmentacdo de peptideos ainda apresenta-se elevada (seta 1 valor da intensidade e seta 2
intensidade no cromatograma), o que indica a necessidade de tempo maior de corrida para

analise completa da amostra.

Os tempos subseqiientes foram testados mostrando uma maior eficiéncia de

andlise para o tempo de 120minutos de migragdo.
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Espectrometria de Massa

As aplicacdes da espectrometria de massas para o estudo das biomoléculas se
iniciaram no final da década de 80 do século XX. Na década de 90 aumentou-se o
uso da espectrometria de massa aplicada a biologia e esta vém tendo um papel cada
vez mais significativo nas ciéncias bioldgicas (Pandey e cols., 2000, Pasa-Tolic € cols.,
1999, Ross e cols., 2004). Entre as técnicas analiticas, a espectrometria de massa (MS)
consiste em uma técnica de separacdo sofisticada capaz de medir com alta
sensibilidade a massa e a propriedade intrinseca de uma molécula (Gygi e cols.,
2000, le Coutre e cols., 2000, Link e cols., 1999, Mann e cols., 2001, Nyman e cols.,
2001, Oda e cols., 2003). Os udltimos anos acompanharam grandes melhorias na
instrumenta¢do dos espectrdmetros de massa. Eles possuem pelo menos trés

componentes: um dispositivo de ionizagdo, um separador de massa, e um detector. O

dispositivo de ionizagdo pode ser do tipo MALDI (dessor¢do de fons em matriz
induzida por laser) ou ESI (ionizag¢do por eletrodispersdo), e ambos possibilitam a
ionizacdo de moléculas no estado gasoso. Tré€s principios diferentes podem ser
aplicados para conseguir a separacdo da massa: separacdo baseada no tempo de voo
das particulas (TOF MS), separacdo através de campos elétricos quadrupolos gerado
por hastes de metais (Q MS), ou separacao por expulsdo seletiva de {ons aprisionados
sob o efeito de um campo elétrico tridimensional (armadilha de fons MS). Para a
andlise estrutural, como por exemplo seqiienciamento de peptideos, duas etapas de
MS sdo executadas sucessivamente e este processo ¢ denominado MS seqiiencial ou
MS/MS. Pode-se empregar duas vezes o mesmo principio de separa¢do, ou combinar

dois principios diferentes de separacdo de MS. Tanto o MALDI como o ESI pode

177



Anexo VIII

acoplar qualquer um dos trés métodos de separacdo citados acima, onde o MALDI
produz estouros curtos de fons no vicuo e o ESI produz um feixe continuo de ions na
atmosfera. Tipicamente o MALDI € o acoplamento duplo de TOF MS enquanto que
o ESI € acoplado com Q MS e armadilhas de fon MS. A seguir serdo discutidas os
equipamentos utilizados neste trabalho e as duas formas de MS mais utilizadas

associadas a protedmica: MALDI-TOF e ESI-Q-TOF.

1. LC-ESI-Q-TOF

O espectrometro de massa hibrido - quadrupolo e tempo de voo - de
aceleragdo ortogonal, ou simplesmente Q-TOF Ultima (Waters-Micromass) consiste
em um aparelho integrado de cromatografia liquida (LC) e espectrometria de massa
(MS), baseado em ionizacdo elétrica por “electrospray”.

A cromatografia tem como objetivo separar, fracionar as proteinas contidas
em amostras complexas (contendo diversas proteinas) (Neverova e cols., 2005). O
processo de cromatografia consiste em uma matriz porosa e sélida que vai interagir
com uma solu¢do complexa de proteinas. O processo de retencdo e separagdo das
proteinas por cromatografia vai depender do tipo de matriz utilizada, que sdo
baseadas nas caracteristicas fisico quimicas das proteinas. Desta forma temos
matrizes que vdo separar as proteinas de acordo com sua carga (cromatografia de
troca-idnica), hidrofobicidade (cromatografia de fase-reversa), tamanho
(cromatografia de gel-filtracdo), ou habilidade de interagir com determinadas
particulas ou moléculas (cromatografia de afinidade). Apds a digestao proteolitica de
amostras complexas de proteina, hd um grande nimero de peptideos (milhares) que

excedem a capacidade da maioria das colunas. Assim, tém-se empregado técnicas de
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separa¢cdo multidimensional para diminuir a complexidade e aumentar a resolu¢do do
procedimento. Por exemplo, cromatografia liquida bidimensional (2-D LC), que
utiliza uma combinacdo de duas colunas com diferentes propriedades de retengdo.
Como as amostras sdo, em seguidas, resolvidas por espectrometria de massa, a
segunda dimensdo € preferencialmente a cromatografia de fase-reversa, pois as
amostras sido eluidas em condi¢cdes mais apropriadas para a espectrometria.
Geralmente a primeira separacio cromatografica € a de troca idnica ou exclusdo por

tamanho.

A ionizagdo por eletrodispersdo (ESI) foi desenvolvida por Fenn e cols. no
final da década de 80. Neste tipo de andlise, os fons sd@o formados a partir de uma
fase liquida. A amostra é bombeada lentamente utilizando um fluxo constante, na
ordem de um microlitro-por-minuto, através de uma agulha hipodérmica, para uma
camara submetida a alta voltagem (1000 a 5000 volts). Nesta camara, o liquido
introduzido € vaporizado eletrostaticamente, produzindo uma nuvem de pequenas
gotas altamente carregadas (“spray”). Este processo de ionizagdo ocorre em ambiente
atmosférico sendo entdo um processo muito suave (sem fragmentagdo de fons na fase
gasosa) (Figura 43A). Desta forma, as moléculas sdo transferidas para o
espectrometro de massa com alta eficiéncia para andlise. Uma gama extensiva de
combinagdes pode ser analisada por ESI-MS; a tnica exigéncia € que a molécula seja
suficientemente polar para permitir o ganho de uma carga.

O modo de infusdo no ESI € tipicamente feito por nanoeletrodispersdo, e
freqiientemente acoplado a cromatografia liquida de alto desempenho, por isto recebe
o nome de nano-LC-ESI-MS. No modo de infusdo, a amostra € introduzida por uma

védlvula de inje¢do em um fluxo liquido continuo da ordem de nanolitros por minuto.
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A amostra deve estar substancialmente livre de sal e detergente e por isto é
purificada em uma coluna de fase reversa antes de passar para a vélvula injetora.
Assim, a limpeza, separa¢do e concentracdo da amostra sdo obtidas dentro de uma
unica etapa. Em geral, o ESI é freqiientemente acoplado ao Q MS, que é uma
radiofreqiiéncia sobreposta a um campo elétrico, gerados por quatro hastes
posicionadas paralelamente ao tubo analisador. Dependendo da amplitude do campo
aplicado, somente alguns fons com determinada razio m/z atravessam a camara,

sendo os demais desviados da trajetoria que conduz ao detector (Figura 43B).
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Figura 43: (A) esquema de uma ionizacdo por eletrodispersio (ESI), onde uma alta
voltagem (de carga +) € aplicada na ponta do capilar metélico por onde passa amostra que
serd analisada. Os anions s@o neutralizados e hd um actimulo de cations na ponta do capilar.
Essas cargas positivas se repelem formando goticulas multicarregadas que entram em uma
regido aquecida e de alto vicuo dentro do espectrometro de massa. O solvente evapora e
somente os cdtions na fase gasosa ficam livres no vacuo. (B) Exemplo de um filtro de massa
quadrupolo, onde somente {fons com determinada m/z carga conseguem alcancar o detector,

ions diferentes desviam a trajetdria, colidem com as barras e se neutralizam.

No ESI-Q-TOF o seqiienciamento de peptideos submetidos ao ESI ocorre em
trés etapas: na primeira etapa, um peptideo € selecionado usando um analisador

quadrupolo (Q MS); na segunda é parcialmente confinado e fragmentado através da
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introducdo de um gés inerte (argdnio ou nitrogénio); e na terceira etapa, os produtos
resultantes da fragmentacdo sio ejetados do tubo de v6o mantido em alto vicuo
(TOF MS). Esta estratégia de selecionar e analisar os resultados da fragmentacdo em
uma combinagdo sucessiva de medidas de massa em um Unico equipamento
(MS/MS) permite o seqiienciamento das cadeias peptidicas (Gatlin e cols., 2000).
Devido as baixas energias envolvidas, a colisdo de um peptideo pré-selecionado com
um gds inerte leva a sua fragmentacdo seletiva, rompendo, em geral, uma tnica
ligacdo covalente do esqueleto polipeptidico, sendo rara a fragmentacdo das cadeias
laterais (Figura 44). Para cada peptideo selecionado, tem-se entdo apds a colisdo um
espectro completo de fragmentos contendo as partes C e N terminais correspondentes
a cada ligacdo rompida. O uso de métodos computacionais conjuntamente com o0s
dados disponiveis em bancos protéicos possibilita a andlise dos espectros com alto

grau de confiabilidade para determinar a seqii€ncia peptidica.
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Figura 44: esquema de um equipamento ESI-Q-TOF. Os fons sdo produzidos por
eletrodispersdo em um ambiente atmosférico. Apds o processo de ionizacdo, os fons sdo
conduzidos a um ambiente de alto vicuo através de um orificio. Os peptideos sdo
selecionados pelo analisador quadrupolo e fragmentados na cdmara de colisdo. Os

fragmentos sdo, entdo, introduzidos no analisador de tempo de voo.

2. MALDI-TOF

Os aparelhos, 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems), prO-TOF
2000 MALDI-TOF MS (PerkinElmer) e Ettan MALDI-ToF/Pro (GE healthcare), sao
baseados na ionizagdo por MALDI-TOF (“matrix assisted laser desorption
ionization time of flight”).

A técnica de dessor¢do de fons induzida por laser (MALDI — do inglés:
matrix-assisted laser desorption/ionization) foi desenvolvida por Karas e Hillenkamp
na década de 80. Consiste na co-precipitacio da molécula que serd analisada com

uma matriz seca, cristalina e orgénica, que ajuda na ionizacdo e dessorcdo dos ions
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presentes na amostra (Figura 45A). Esta combinagéo € aplicada na superficie de uma
placa metélica e submetida ao bombardeamento por pulsos de laser, de duragdo de
nanossegundos. Apds o bombardeamento, os peptideos da amostra sdo ionizados e
volatilizados, gerando um gas de moléculas de alto peso molecular, eletricamente
carregadas e intactas. Estes fons sdo acelerados a uma quantidade fixa de energia
cinética e sdo lancados para dentro do tubo de vdo, mantido em alto vicuo,
percorrendo uma trajetéria até atingir o detector (Gehanne e cols., 2002). Os fons
pequenos t&ém uma velocidade mais elevada e sdo registrados em um detector antes

dos maiores, produzindo o espectro do tempo de vdo (TOF) (Figura 45B).
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M: Amostra
m: Matrix
C: Cation

A: Anion @{ @é@)\‘

Amostrae
Matrix

Tubo de véo - TOF

Refletor

Fonte
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Figura 45: (A) Esquema de ionizagdo do tipo MALDI. As moléculas da amostra sdo co-
precipitadas matriz que ajuda na ionizacdo e dessor¢do dos fons presentes na amostra. Esta
combinagio é aplicada na superficie de uma placa metalica e submetida ao bombardeamento
por pulsos de laser, de duragcdo de nanossegundos Os fons a serem analisados s@o extraidos
da matriz com um pulso de laser. (B) Esquema de funcionamento de um equipamento
MALDI-TOF. Os ions a serem analisados sdo extraidos da matriz com um pulso de laser.
Apds o bombardeamento, os peptideos da amostra sdo ionizados e volatilizados, gerando um
gas de moléculas de alto peso molecular, eletricamente carregadas e intactas. Estes {ons sdo
acelerados a uma quantidade fixa de energia cinética e sdo lancados para dentro do tubo de
voo, mantido em alto vdcuo, e percorrem uma trajetéria até atingir o detector. Os fons
pequenos t€ém uma velocidade mais elevada e sdo registrados em um detector antes dos
maiores, produzindo o espectro do tempo de vdo.

7z

A matriz € constituida tipicamente por pequenas moléculas orginicas que

absorvem o laser no comprimento de onda utilizado. Os materiais mais utilizados no
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estudo das biomoléculas sdo o 4cido alfa-ciano-4-hidroxindmico e o 4cido
diidrobenzéico (DHB). As matrizes diferem na quantidade de energia que podem
transferir para a biomolécula durante os processos de ionizagdo e dessorcdo, e
portanto interferir na fragmentacdo e no grau de danos provocados a molécula
analisada.

A alta resolu¢do e o processamento atingido pela combinagio da técnica
MALDI-TOF faz deste instrumento um dos mais importantes na identificacdo de
proteinas pelo método de impressao digital por massa de peptideos (PMF — peptide
mass fingerprinting). Neste método, a digestdio de uma proteina com enzimas
proteoliticas que reconhecem seqiiéncias especificas gera um espectro de massas dos
peptideos caracteristico para esta proteina, possibilitando sua identificacio em
bancos de dados especificos. Diversos pacotes de software estdo disponiveis para
comparar a impressdo digital de massas experimentais com a impressio digital de
massas tedricas de proteinas depositadas em bancos de dados ptblicos. A
comparacdo do espectro com os espectros depositados em bancos de dados leva a
identificacdo da proteina em estudo. As desvantagens do PMF sdo que a seqiiéncia
da proteina deve ser conhecida e que mudancas na massa de uma proteina especifica
(por exemplo, modificagdes pds-traducionais) podem prejudicar a sua identificagdo.

Quando a identificacdo por PMF € inconclusiva, a informacéo estrutural dos
peptideos é suficiente para permitir a identificacdo da proteina. Isto pode ser obtido
pela fragmentacdo seqiiencial no espectrometro de massa (MS/MS). Em MS/MS, um
peptideo ionizado com um valor especifico de m/z é selecionado, colidido com as
moléculas do gds inerte e os fons do fragmento que resultam destas colisdes sdo

detectados apds a passagem através de um segundo analisador de massa. Este
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processo produz os fons do fragmento que sdo representativos para a seqiiéncia de
aminodcidos do peptideo, permitindo a determina¢@o de uma parcela da seqiiéncia do

peptideo usada para a identificacdo no banco de dados.

Métodos
1. Q-TOF

A amostra foi injetada no espectrometro de massa Q-ToF (Waters-
Micromass) com um fluxo de 0,5ul/min., separada por cromatografia de fase-reversa,
onde os peptideos sdo separados de acordo com sua hidrofobicidade, utilizando um

gradiente de acetonitrila de 0% a 70% por um periodo de 120 minutos.

2. MALDI-TOF

A amostra misturada com a uma matriz inorgénica solubilizada em um
solvente bifasico foi aplicada em uma placa de metal e, apés a evaporagdo do
solvente, as moléculas da amostra cristalizaram junto com a matriz. Esses cristais
foram entdo bombardeados por um feixe de raio laser para promover a ionizag¢do das

moléculas posterior identificacdo.

Uma aliquota de 0,6 pL do produto da digestdo triptica foi colocado sobre
uma lamina (Figura 46) e acrescido de 0,3 uL de 5 mg/mL alpha-cyano-4-hydroxy
Cinnamic Acid (ACH). As amostras foram entdo analisadas no espectrdmetro de
massa MALDI-ToF. As identificacdes das proteinas foram realizadas utilizando a
técnica “Peptide Mass Fingerprint” (PMF), ou seja, impressao digital de peptideos. O
resultado obtido foi uma lista de valores que correspondem a massa/carga (m/z) de

cada peptideo presente na amostra. Como no método de ionizagdo utilizado os
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peptideos recebem um tnico fon H, portanto podemos considerar os valores obtidos
como o peso molecular de cada fragmento acrescido de um fon H'. A lista de pesos
moleculares dos peptideos obtidos para cada proteina digerida com tripsina é
caracteristica tnica de cada proteina, o que permite sua identificacdo. Esta anélise foi
realizada por comparacdo dos valores de PMF das amostras de gel 2-D com valores
de PMF resultantes da digestdo tedrica de uma série de proteinas que estdo
depositadas no banco de dados, SwissProt. Para tal utilizamos a ferramenta Mascot

disponivel na internet (www.matrixscience.com).

Figura 46: Sistema robotizado aplicando a matriz e as amostras que foram digeridas com

tripsina na ldmina que serd lida pelo MALDI-ToF.

A utilizacdo dos equipamentos com diferentes tipos de ionizacdo (ESI ou
MALDI) podem ajudar na identificacdo de diferentes peptideos, visto que alguns

possuem propriedades individuais, como por exemplo, facilidade de fragmentacio
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quando ionizado junto com a matriz inorginica do que quando ionizados

eletricamente ou vice versa.
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