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GALDOS, A. C. R. Andlise protedmica do saco vitelino de bovinos. [Proteomic
analisys of bovine yolk sac]. 2009. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2009.

O saco vitelino desempenha um importante papel no desenvolvimento embrionario
de todos os mamiferos. Sua funcéo esta sendo estudada, demonstrando ser um dos
lugares iniciais da hematopoiese. No periodo em que a placenta verdadeira ainda
ndo esta formada, durante o desenvolvimento embrionario, o saco vitelino é a
principal fonte de nutrigdo do embrido, constituindo um sitio de transferéncia e
sintese de proteinas. As proteinas sdo moléculas que governam praticamente todas
as funcdes celulares e sdao do ponto de vista quimico as moléculas bioldgicas
estruturalmente mais complexas. A protedbmica € o estudo em grande escala de
proteinas de uma amostra biolégica complexa. O objetivo deste trabalho foi realizar
a analise estrutural e bioquimica inicial das proteinas presentes no saco vitelino de
embrides bovinos por eletroforese bidimensional 2D-PAGE. A partir dos géis obtidos
em 2D-PAGE as amostras de proteinas contidas no saco vitelino de 37 dias de
gestacéo apresentaram cerca de 1230 proteinas, e os géis das amostras de 23 dias
de gestacdo apresentaram cerca de 970 proteinas. O saco vitelino de 23 dias
apresentou proteinas essenciais diferencialmente expressas nos estagios de
desenvolvimento, como Hemogen, proteina expressa neste estagio, responsavel
pelo controle da proliferagao e diferenciagao de células hematopoiéticas; a proteina
Glicoproteina-N-acetilgalactosamina 3-beta-galactosiltransferase-1, envolvida nos
processos de angiogénese, trombopoiese e no desenvolvimento da homeostase nos
rins; a proteina fator de transcricdo Corion-especifico (GCMa) fator de transcricao
necessario para o desenvolvimento da placenta. Enqueanto que o saco vitelino de
37 dias apresentou proteinas essenciais deste estagio como a apolipoproteina E
(APOE) que medeia a ligacao, inter-sinalizagcao e catabolismo das particulas de
lipoproteina, podendo servir como uma ligagao para o receptor de LDL (apo B/E) e
para receptores especificos de apo-E dos tecidos hepaticos durante a
embriogénese. Estas proteinas serédo de vital importancia para o desenvolvimento
do embrido até a formacéao da placenta.

Palavras-chave: Eletroforese bidimensional. Saco vitelino. Analise protedmica.

Bovinos, Embriao.
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ABSTRACT

GALDOS, A. C. R. Proteomic analisys of bovine yolk sac. [Analise protebmica do
saco vitelino de bovinos]. 2009. 110 f. Tese (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

The yolk sac plays an important role in embryonic development of all mammals. Its
function is being studied, proving to be one of the initials of haematopoiesis. In the
period when the placenta is not real yet formed during embryonic development, the
yolk sac is the main source of nutrition of the embryo, providing a place for the
transfer and synthesis of proteins. Proteins are molecules that govern all cellular
functions and are from a chemical structurally the most complex biological molecules.
The proteomics is the large-scale study of proteins in a complex biological sample.
The aim of this work was make the analisys of present proteins in the yolk sac of
bovine embryos by 2D-PAGE two-dimensional electrophoresis. The gels obtained
from 2D-PAGE of protein samples contained in the yolk sac of 37 days of pregnancy
had about 1230 proteins, and gels of samples from 23 days of pregnancy had about
970 proteins. The yolk sac of 23 days showed essential proteins differentially
expressed in stages of development, as Hemogen, protein expressed in stage,
responsible for controlling the proliferation and differentiation of hematopoietic cells,
the protein acetylgalactosamine glycoprotein-N-3-beta-galactosyltransferase-1,
involved in the process of angiogenesis, trombopoiese homeostasis and
development of the kidney, the protein factor chorion-specific transcription (GCMa)
transcription factor necessary for the development of the placenta. The yolk sac of 37
days showed essential proteins differentially expressed in stages of development , as
apolipoprotein E (APOE), which mediates the binding, intersignaling and catabolism
of lipoprotein particles, and can serve as a link to the receptor to LDL (apo B/E) and
specific receptors for apo E in the liver tissue embryogenesisThese proteins are of

vital importance to the development of the embryo until the formation of the placenta.

Keywords: Two-dimensional electrophoresis. Yolk sac. Proteomic analisys. Bovine,

Embryo.
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GALDOS, A. C. R. Analisis proteémico del saco vitelino de bovinos. [Proteomic
analisys of bovine yolk sac]. 2009. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2009.

El saco vitelino es un anexo embrionario que desempefia un papel importante en el
desenvolvimiento embrionario de todos los mamiferos. Su funciéon esta siendo
estudiada, demostrando ser uno de los lugares de inicio de la hematopoyesis.
Durante el periodo en el que la placenta verdadera todavia no esta formada, durante
el desenvolvimiento do embridn, el saco vitelino es la principal fuente de nutricién del
embridn, constituyendo un lugar de transferencia y sintesis de proteinas. Las
proteinas son moleculas que lideran practicamente todas las funciones celulares y
son desde un punto de vista quimico las moleculas biologicas estructuralmente mas
complejas. El objetivo de este estudio fue realizar un analisis estructural y bioquimico
inicial de las proteinas presentes en el saco vitelino de embriones bovinos por
electroforesis bidimensional 2D-PAGE. A partir de los geles obtenidos em 2D-PAGE
las muestras de proteinas contenidas en el saco vitelino de 37 dias de gestacion
presentaron cerca de 1230 proteinas y los geles de las muestras de 23 dias de
gestacion presentaron cerca de 970 proteinas. El saco vitelino de 23 dias presento
proteinas diferencialmente expresas en los periodos de desenvolvimiento, como
Hemogen, proteina expressada solamente neste periodo, responsable por el control
de la proliferacion y diferenciacion de celulas hematopoyeticas, la proteina
Glicoproteina-N-acetilgalctosamina  3-betagalactosiltransferasa-1, envuelta en
processos como angiogenesis, trombopoyesis y en el desenvolvimiento de la
homeostasis en los rifiones, la proteina Corion-especifico (GCMa) que es un factor
de transcripcion necesario para el desenvolvimiento de la placenta. En cuanto que el
saco vitelino de 37 dias presento proteinas esenciales de este periodo como la
apolipoproteina E (APOE) que media la ligacién, intersefalizacion y catabolismo de
las particulas de liproteina, pudiendo servir como una ligacion para el receptor de
LDL (apo B/E) y para los receptores especificos de apo E de los tejidos hepaticos
durante la embriogenesis. Estas proteinas seran de vital importancia para el
desenvolvimiento del embrion hasta la formacion de la placenta.

Palabras-llave: Electroforesis bidimensional, Saco vitelino, Analisis protedmico,

Bovinos, Embrion.
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1 INTRODUGAO

As pesquisas na area pecuaria tém resultado em grande sucesso no
desenvolvimento tecnoldgico e metodolégico que aprimora significativamente a
eficiéncia da produgao animal (GREEN et al., 2007). Os avangos na producédo de
bovinos de 6tima qualidade elevam o Brasil a ser uma das primeiras poténcias em
producao de bovinos de corte, agregando a carne alto valor nutricional.

Diskin, Sreenan (1980) e Dunne et al. (2000) afirmam que a eficiéncia
reprodutiva é o fator que mais influencia na produtividade e lucratividade de um
rebanho. A mortalidade pré-natal € a responsavel por aproximadamente um terco de
todas as falhas gestacionais (JAINUDEEN; HAFEZ, 2004), sendo que a maioria
destas ocorre no inicio da gestacdo (KUNZ et al., 2002), durante o periodo
embrionario, o qual se estende da fecundagdo ao completo estagio de
organogénese, em torno do 42° dia da gestacdo (DUNNE et al., 2000).

Bjorkman et al. (1989) descreveram que neste estagio o embrido é envolvido
por quatro membranas: cério, amnio, saco vitelino, e alantdide. Primeiramente o
coério se desenvolve em uma simples camada de epitélio (trofoblasto) avascular. O
amnio consiste em um revestimento interno de ectoderma e uma vascular
membrana conectada ao tecido, formando um saco ao redor do feto repleto de

liquido.

O saco vitelino é uma das membranas que desempenham um papel
importante para a sobrevivéncia inicial do embrido em muitas espécies de
mamiferos, além de produzir proteinas necessarias para o seu desenvolvimento
(WOLF et al.,, 2003). Sua fungdao nos mamiferos é complexa, participando da
hematopoiese e transferéncia de material materno, tais como aminoacidos,
vitaminas e proteinas (DEREN et al., 1966; LLOYD et al., 1976).

As proteinas controlam a maioria dos processos celulares, os quais ocorrem
em grande diversidade, podendo agir como enzimas, anticorpos, hormoénios,
componentes estruturais e receptores celulares (AEBERSOLD; MANN, 2003;
SOUZA et al., 2003).

Nas passadas duas décadas, a biologia molecular tem mudado o perfil das

pesquisas na pecuaria, comegando no campo da gendmica e as relativamente
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novas areas da gendmica funcional, protedmica, transcriptdmica, metabolémica e
metagendmica (GREEN et al., 2007). O estudo de proteinas em larga escala é
conhecido como protedmica, associada tradicionalmente com a exposi¢do de um
grande numero de proteinas de uma linha celular ou organismo em géis de
poliacrilamida bidimensional (WILKINS et al.,, 1996; ANDERSON; ANDERSON,
1996; WILKINS et al., 1997).

A separacédo de proteinas por técnicas bidimensionais como ponto isoelétrico
seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida (mapeamento protéico) é um
método que tem apresentado caracteristicas destacaveis, tais como o alto poder de
resolugcdo e boa reprodutibilidade quando s&o usados para separar solugdes
complexas de proteina, assim como extratos de plantas ou soro humano (KLOSE,
1975).

Acredita-se que as altas taxas de mortalidade embrionaria provenientes da
fecundacgao in vitro podem ser provocadas devido a dificuldades na transicao de
nutrientes do saco vitelino para o alantoide (DE SOUSA et al., 2001). Assim,
acreditamos que a analise destas proteinas sera de fundamental importancia para
sua compreensao funcional, durante o estagio de maior susceptibilidade a perdas
embrionarias. Isto pode ocorrer devido a alta atividade celular relacionada a indugao
e formacdes de tecidos, responsaveis por um desenvolvimento normal sem altos
indices abortivos.

O estudo dos perfis protéicos do saco vitelino de embrides bovinos por
analise protedmica sera de grande importancia para avaliar a expressao diferencial
dos spots de proteina, a sua caracterizagao, identificacdo e supostamente ser um
biomarcador molecular ou bioquimico nos diferentes estagios de gestagdo bovina
normal e manipulada, e assim compreender como estas proteinas atuam durante os
estagios mais criticos da diferenciacdo celular no desenvolvimento do embrido

bovino.
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2 OBJETIVOS

Determinar o perfil protéico diferencial das proteinas do saco vitelino em

bovinos por eletroforese bidimensional (2D-PAGE).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer um protocolo de separacdo de amostras de saco vitelino bovino néo
manipulados para eletroforese bidimensional 2D-PAGE.

e Analisar diferencialmente (quantitativamente e qualitativamente) as proteinas
contidas no saco vitelino de embrides bovinos ndo manipulados;

e Determinar os pontos isoelétricos das proteinas diferencialmente expressas no
saco vitelino;

e Obter valores preditivos dos spots de proteinas diferenciais existentes no saco

vitelino através de softwares e banco de dados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Para uma melhor sistematizacdo dos assuntos pesquisados, se levantaram topicos:
Saco vitelino, placenta, proteinas, protedmica, eletroforese, eletroforese

bidimensional e tratamento da amostra.

3.1 SACO VITELINO

De acordo com Mossman (1937) a formagao do saco vitelino inicia-se
quando o hipoblasto (endoderma prospectivo) sofre deslocamento e delamina-se
dando origem a cavidade de blastula. O mesoderma formado no botdo embrionario
primitivo migra entre o epiblasto e o hipoblasto. Este transforma a blastula em uma
estrutura de trés camadas. O epiblasto € entdo transformado no trofoblasto do
corion. A cavidade forrada pelo endoderma é o saco vitelino. Este completa seu
desenvolvimento, no momento em que a porcdo extra-embrionaria de celoma se
alarga. Assim, o saco vitelino € uma esplancnopleura, a qual inicialmente tem uma
extensa conexdao com a somatopleura coridnica. Constituido por células originadas a
partir do disco embrionario, ele forma inicialmente uma camada fina de ectoderma
(saco vitelino uni laminar ou onfalopleura). Subsequentemente, a migragdo de
células das camadas internas do endoderma para o ectoderma forma o saco vitelino
bilaminar e, finalmente, o crescimento do mesoderma entre os dois primeiros dao
origem ao saco vitelino trilaminar.

O saco vitelino, assim como cério, é derivado do ectoderma embrionario
através de uma divisao/ruptura (roedores e primatas) ou uma dobra (demais
mamiferos).

De acordo com Wrobel e Suess (1968) o saco vitelino se desenvolve de um
disco trilaminar para um corpo cilindrico. Russe et al. (1992) observaram que
durante a fase inicial de alongagao para o saco vitelino, a endoderme diferencia-se,
na regido da membrana citoplasmatica, em células prismaticas e células achatadas,

as quais acompanham o trofoblasto.
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O saco vitelino é o primeiro anexo a ser formado, sendo uma camada do
epitélio endodérmico acompanhado pelo mesénquima fetal vascularizado (vasos
vitelinicos). As aves tém a fungdo de conter o vitelo, desintegra-lo, absorver
substancias nutridoras e leva-los para o embrido mediante vasos vitelinicos. Nos
mamiferos domésticos ele persiste como uma estrutura rudimentar, a qual
geralmente ndo participa das trocas materno-fetais, sendo considerado
precocemente 6rgao vasculogénico e hematocitopoético.

Em humanos, duas a trés semanas apos a fertilizacdo e a implantagao do
ovo no endométrio, surge no mesénquima lateral a notocorda agrupamentos de
células, denominadas “ilhotas sanguineas”, que representam os progenitores dos
sistemas vasculares e hematopoiético. As células mais externas das ilhotas formam
o endotélio e as mais centrais (hemocitoblasto) se tornam livres de lumen (ZAGO;
COVAS, 2006)

Nos ruminantes o saco vitelino € grande e vascular. Portanto, é
completamente cercada pela cavidade extraembridnica soltando-se do cérion pelo
20° dia de gestagado na vaca. Como resultado, ao redor dos 25° dias de gestagéo o
saco vitelino foi reduzido a uma estrutura sélida como um cordao (LATSSHAW,
1987).

Na ratazana o saco vitelino € o principal 6érgdo nutritivo do embrido antes da
formagdo da placenta alantdica funcionante. No camundongo o saco vitelino é
desenvolvido e similar ao da ratazana, envolvendo completamente o amnio através
da maior parte da gestacao (RENFREE et al., 1975).

Ja no macaco rhesus o saco vitelino degenera rapidamente e possivelmente
nao chega a ser funcional (NODEN; LAHUNTA, 1990).

Segundo Sadler (2005) no 9° dia da gestagcdo, o podlo embrionario
desprende-se, da fase interna do trofoblasto, uma camada de células achatadas
(membrana de Hauser). Esta membrana junto com a margem do disco embrionario
forram a cavidade exocelémica ou saco vitelino primitivo. O endoderma (que no 12°
dia comecou a forrar a membrana de Hauser com uma camada de células epiteliais
baixas) continua a proliferar e forma uma nova cavidade, denominado saco vitelino
secundario ou definitivo que € mais importante que a cavidade exoceldémica (ou saco
primitivo), por isto acredita-se que grande parte da exoceldmica € excluida dele.
Supde-se que esta porcao forma os chamados cistos exoceldmicos, freqientemente

encontrados no celoma extra-embrionario ou cavidade coridnica.
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Conforme afirma Hafez e Hafez (2004) em animais domésticos a lamina
mesodérmica se divide e combina com o trofoectoderma para formar o saco vitelino.

O saco vitelino inicia sua regressdo por volta da segunda ou terceira
semana gestacional a medida que o alantéide se expande para se fusionar com o
corion. Entretanto, a funcdo do saco vitelino é estendida na placenta esférica da
égua, enquanto o alantéide se expande gradualmente para substitui-lo no 30° dia de
gestagao (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Barone (1976) afirmou que o saco vitelino involue e se degenera muito cedo
nos ruminantes e, a partir da segunda semana seus vestigios ndo sao encontrados
até o final da prenhez.

O saco vitelino em humano € um o6rgao flutuante na cavidade exocélomica
entre a placenta e a cavidade amnidtica que participa no desenvolvimento do
embrido. Esta aparece durante a 6% semana de gestacdo, como uma estrutura
esférica e cistica, coberta por numerosos vasos superficiais pequenos, 0s quais se
fundem na base do duto vitelino que liga o saco vitelino, a parte ventral do embri&o,
diretamente ao intestino e a principal circulagdo sanguinea (GONZALES-CRUSSI;
ROTH, 1976; JONES; JAUNIAUX, 1995).

Durante seu estagio transitério, tem-se demonstrado seu papel na
hematopoiese (MIGLIACCIO et al., 1986) e biosintese de proteinas (GITLIN;
PERRICELI, 1970; SHI et al., 1985), até o figado embrionario ter amadurecido
suficientemente para exercer com estas funcoes.

Apesar do saco vitelino nao ser funcional no que diz respeito ao
armazenamento de vitelo, sua presenca € essencial por varias razdes: ele
desempenha papel na transferéncia de nutrientes para o embrido, durante a
segunda e na terceira semana, quando a circulagdo uteroplacentaria esta sendo
estabelecida; a formagdo de sangue ocorre primeiro no mesoderma extra-
embrionario, bem vascularizado, que cobre a parede do saco vitelino. No inicio da
terceira semana, continua-se formando até que a atividade hematopoiética se inicia
no figado, durante a 6% semana; durante a 4 semana, o endoderma do saco vitelino
€ incorporado pelo embrido, formando o intestino primitivo. Seu endoderma,
derivado do epiblasto da origem ao epitélio da traquéia, brénquios, pulmdes e trato
digestivo; e aparecimento das células germinativas primordiais no revestimento
endodérmico da parede do saco vitelino na terceira semana e, subseqlientemente,

migram para as glandulas sexuais em desenvolvimento. Elas se diferenciam nas
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células germinativas (espermatogbnias nos homens e ovogbnias nas mulheres)
(MOORE; PERSAUD, 2004).

O desenvolvimento inicial comega quando a membrana e a cavidade
exoceldmica modifica-se rapidamente, formando o saco vitelino primitivo. O saco
vitelino e as cavidades amnidticas tornam possiveis os movimentos morfogenéticos
das células do disco embrionario; com a formagcdo do saco do celoma extra-
embrionario, o saco vitelino primitivo diminui em tamanho e forma-se o segundo
saco secundario (definitivo). Este saco vitelino menor é formado por células
endodérmicas extra-embrionarias que migram para o lado interno do saco vitelino
primitivo, vindas do hipoblasto do disco embrionario. Durante a formagao do saco
vitelino secundario uma grande parte do saco vitelino primitivo destaca-se. Ele pode
desempenhar um papel no transporte seletivo de materiais nutritivos para o disco
embrionario (MOORE; PERSAUD, 2004).

O saco vitelino tem sido reconhecido, por muito tempo, por ter a fungcao
hepatica fetal como a hematopoiese e proteinas de “soro”, durante o inicio do
desenvolvimento embrionario (LIU et al., 1991).

Tiedemann (1979) afirmou em seus estudos que os vasos sanguineos do
endotélio do saco vitelino de gatos sédo fenestrados e apresentam membrana basal
completa. Estas condigbes sdo favoraveis para a passagem de proteinas e de
células sanguineas.

Gulbis et al. (1998) sugeriram que o saco vitelino € uma importante zona de
transferéncia entre as cavidades extra-embrionaria e embrionaria e pode ajudar a
desenvolver protocolos de terapia génica de injecdo de células a cavidade

exocelomica.

3.2 PLACENTA

Antes da formacdo da placenta, ocorre o processo de implantacdo, um
estagio transitério no processo de prenhez, durante o qual o blastdcito assume uma
posicao fixa e inicia uma complexa interagao fisiolégica com o utero, para estimular
o desenvolvimento placentario. Nos animais ungulados, o processo inicia-se pela

fase de aposicdo ou manutencao passiva de contato entre o trofoblasto e o epitélio
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uterino, seguindo para a fase de adesdo ou unido coesiva entre superficies
interativas. A seguir, evolui para uma fixacdo definitiva, por volta do 19° dia da
gestacdo nos bovinos, através da interdigitagdo dos microvilos, culminando na
formagdo de um o6rgdo complexo, a placenta, com fun¢gées multiplas de protegéo,
nutricdo, respiracao, controle enddcrino e imunossupressao (KING et al., 1982).

Desde o momento da implantacdo aparece a placenta para facilitar a
mudanga interna fisiolégica de substancias para que o feto se mantenha. No suino
esta mudanga fisiologica interna acontece ao conectar-se a superficie maternal
(endometrial) e fetal (coribnica) incluindo as microvilosidades de tais estruturas que
se projetam umas dentro das outras aumentando de forma consideravel a superficie
de contato, facilitando assim a transferéncia de substancias (HUGHES; VARLEY,
1984).

Bjorkman et al. (1989) revisando comparativamente a placentacdo em
animais de laboratério, roedores, logomorfos, carnivoros (gato e cao) e ungulados
(pequenos ruminantes e mini porcos), definiram a placenta como a justaposigao ou
fusdo de membranas fetais: corio, amnio, saco vitelino e alantéide. O cério se
desenvolve primeiro como uma camada simples de epitélio (trofoblasto) que é
avascular. O @mnio consiste em revestimento ectodérmico na membrana avascular
de tecido conectivo; forma uma bolsa cheia de fluido em torno do feto. O saco
vitelino e alantéide sao diverticulos endodermais do intestino e sdo vascularizados
por vasos umbilicais e vitelinicos, respectivamente. As duas membranas tardias
formam fundamentalmente dois tipos placentarios diferentes. O saco Vvitelino
podendo ou ndo combinar com o cério, fornece vascularizagdo fetal da placenta
corioalantéide.

Leiser e Kaufmann (1994) estudando comparativamente os aspectos
estruturais da placenta de alguns mamiferos tais como cavalo, porco, ruminantes
domésticos, gato, cobaia e o homem, propdem termos para sua classificacdo de
acordo com os tipos de membranas placentarias, o formato da placenta, a
interdigitacdo materno fetal, as camadas de barreira placentaria, a invasao
trofoblastica, a reacao das células teciduais, a formacado do sinciciotrofoblasto, as
inter-relacbes de fluxo sanguineo materno-fetal e a separagdo da placenta no
nascimento. Estes termos originam-se parcialmente da classificacdo basica das

placentas, e sao obtidas dos resultados de pesquisas recentes. Assim eles auxiliam
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para um melhor entendimento da estrutura e da fungcado dos diferentes tipos de
placenta.

A placenta dos mamiferos eutérios (todos os mamiferos exceto os marsupiais
e 0s monotremas) é uma estrutura que se forma pela aposi¢gdo de membranas fetais
e tecidos maternos (NODEN; LAHUNTA, 1990).

King (1982) relatou que as placentas da maioria dos mamiferos tinham
modificagcdes que ampliavam a quantidade de superficies da area disponivel para
absorcao de nutrientes. Essa ampliacdo poderia estar na espessura histolégica ou
num nivel ultra-estrutural de organizagéo, ja que a area de superficie disponivel para
transporte era um importante parametro para determinagdo da taxa absor¢ao nas

quais muitos nutrientes poderiam ser transferidos para o feto.

3.3 PROTEINAS

O termo proteina foi introduzido na linguagem no ano de 1938 pelo Quimico
sueco Jons Jacob Berzelius para descrever um tipo particular de macromoléculas
compostos por uma cadeia linear de aminoacidos, e que eram abundantes em
organismos vivos (TWYMAN, 2004). Proteinas sao polimeros de aminoacidos
resultantes da tradugdo das informagdes genéticas contida no DNA das células. O
termo proteina vem do grego proteios e significa “a mais importante”. De fato as
proteinas compdem um conjunto de moléculas indispensaveis para todos os seres
vivos do planeta. Devido a essa diversidade de fungdes, as proteinas exercem um
papel fundamental em quase todos os fendbmenos biolégicos, como producédo de
energia, defesa imunoldgica, contracdo muscular, atividade neuroquimica e
reprodugdo. Do ponto de vista comercial, bilhdes de dodlares s&o gerados
anualmente por industrias que trabalham com proteinas (DE SOUSA et al., 2003).

As moléculas de proteinas sao copolimeros de condensacdo de até 20
aminoacidos de ocorréncia natural distinguidos apenas pelas suas cadeias laterais.
Existem literalmente bilhdes de combinagdes possiveis e milhares de diferentes
espécies de proteinas, cada tipo com uma fungao especifica a desempenhar no
organismo (ATKINS; JONES, 2001).
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Segundo De Sousa et al. (2003) as proteinas sdo as biomoléculas mais
abundantes e ocorrem em grande diversidade, podendo agir como enzimas,
anticorpos, hormdnios, componentes estruturais e receptores celulares.

Eles catalisam uma extraordinaria quantidade de reacbes quimicas,
fornecem rigidez estrutural a célula, controlam o fluxo do material através da
membrana, regulam as concentragcdes dos metabolitos, atuam como sensores e
chaves, produzem movimentos e controlam a fungdo genética (NELSON; COX,
2002). As proteinas sao essenciais para todos os seres vivos, possuindo imensa
gama de variagbes de atividades que determinam o padrdao de transformacéao
quimica na célula. Dentre suas fungdes principais estdo: a catalise enzimatica, o
transporte, o0 armazenamento de moléculas e ions, sustentacdo mecanica, protegao
imunitaria, geracdo e transmissdo dos impulsos nervosos e no controle do
crescimento da célula (BERG et al., 1995).

Estudos in vitro tém demonstrado que o saco vitelino € a principal fonte de
producdo de muitas proteinas tais como pré-albumina, albumina, a-fetoproteina
(aFP), a1-antitripsina e transferrina (GITLIN; PERRICELI, 1970; SHI et al., 1985).

Baumgartner et al. (1994) estudaram a sintese protéica de embrides de
camundongos no 11° dia de gestacdo onde encontraram que no saco vitelino
contem grupos caracteristicos de proteinas em adigdo a varias outras proteinas
especificas. Durante esse periodo da embriogénese nos roedores o saco vitelino
desempenha um papel funcional importante relacionado aos aspectos nutricionais e
hematopoiéticos.

Segundo Gulbis et al. (1998) foi demonstrado por eletroforese que nos
fluidos do saco vitelino contém proteinas comparaveis com a albumina,
interalbumina-a1-globulina e por imunobloting.revelaram a presenca de albumina,
aFP, a1-antitripsina, a2-macroglobulina, transferrina, Fatores de complemento 3 — 4
e imunoglobulina G.

A presenca de HCG no saco vitelino embrido humano fornece a primeira
evidencia bioldgica da sua fungdo de absor¢gdo e como importante via de acesso de
proteinas de alto peso molecular para a circulagdo embrionaria, HCG é uma
glicoproteina produzida exclusivamente durante a gestagdo humana pelo trofoblasto
placentario (GULBIS et al., 1998). Ela € composta por duas subunidades, a e 3, que
sdo sintetizadas separadamente e subsequentemente ligadas no - covalentemente
(LAPTHORN et al., 1994).
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A a-fetoproteina € uma glicoproteina embrionaria especifica produzida a
partir do segundo més de gestagao pelo saco vitelino, o figado fetal e o trato
gastrointestinal (GITLIN; PERRICELI, 1970).

Minuth e Tiedeman (1980) apresentaram que no suino a maioria das
proteinas sintetizadas foram localizadas nas regides de alto e médio peso molécula
do gel. A relativa auséncia de proteinas na regidao de baixo peso molecular poderia
sugerir auséncia de histonas, que cumprem um papel importante na regulagdo dos

genes, de maneira epigenética.

3.4 PROTEOMICA

A protedmica surgiu no final de 1970 quando pesquisadores comegaram a
criar as bases de dados de proteinas usando naquela época a moderna técnica de
eletroforese bidimensional (O'FARREL, 1975).

O termo proteoma foi proposto por Wilkins e Willians em 1994, como sendo
todo o conteudo de proteinas expressas por um genoma ou, no caso de organismos
multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou células
diferenciadas (WILKINS et al., 1996). Apdés a euforia provocada pelo
sequenciamento dos genomas de varios organismos, a comunidade cientifica
percebeu que, para se compreender a fungdo génica em toda sua plenitude, era
necessario o estudo em larga escala das proteinas expressas. Constatou-se que,
embora importante, a analise das sequéncias de nucleotideos nem sempre reflete
uma relacao direta com os niveis de proteinas expressas e, conseqlientemente, de
atividade biologica (GYGI et al., 1999).

Enquanto o genoma de um organismo permanece relativamente estavel ao
longo da vida, o proteoma €& extremamente dindmico e variavel. A analise
protedmica permite saber se um gene esta sendo expresso, a concentragao relativa
desse produto e, por fim, as modificagcdes que podem ocorrer nessas proteinas apos
a sua traducéo.

A anadlise protebmica pode mostrar também como esses processos

metabdlicos, regulatérios e de sinalizacdo se tornam disfuncionais nos estados
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patologicos e como podem ser manipulados, mediante, por exemplo, a
administragao de medicamentos ou a terapia génica.

O objetivo inicial dos estudos proteémicos foi a identificagdo em larga escala
de todas as proteinas presentes em uma célula ou tecido. Atualmente, consistem na
analise simultdnea de misturas complexas de proteinas como as provenientes de
lisados celulares e extratos de tecidos com o intuito de detectar diferencas
quantitativas e qualitativas na expresséao protéica (WESTERMEIER; NAVEN, 2002).

Seus objetivos se diversificaram para a analise de varios aspectos funcionais
das proteinas, como modificagbes poés-traducionais, interacdes proteina-proteina,
existéncia de isoformas, atividades e estruturas. O campo de atuacao desta ciéncia
estende-se a descoberta de novas drogas, terapias, diagnosticos, microbiologia,
bioquimica. A pesquisa protedmica torna possivel a identificacdo e caracterizagéo de
marcadores bioldgicos, ou seja, moléculas endégenas ou exdégenas especificas de
um determinado estado patolégico. A capacidade de identificar essas moléculas é
extremamente util no diagnostico precoce de doengas e no acompanhamento da
evolucao do tratamento (CASH, 2002).

A expressao dos padrdes de proteina em células e tecidos é caracteristica do
seu desenvolvimento, fisiologia ou estado patolégico. Assim, € muito importante
determinar os perfis de expressao destas proteinas e as alteragbes de um estagio
nao patoldgico para um estagio especifico da doenca.

As razdes que justificam tal magnitude do protebma sao as variagdes na
clivagem do RNA e/ou modificacbes pds-traducionais, que o torna varias vezes
maior e complexo que o genoma correspondente. Modificagbes na abundancia
(quantidade) das proteinas com o tempo, com o desenvolvimento do organismo e as
alteragcdes do meio ambiente, tornam este desenvolvimento dinamico (WILKINS et
al., 1996).

Tais fatos impulsionaram o desenvolvimento de novas tecnologias para o
estudo deste conjunto de proteinas expressas. Estas ferramentas passaram entéo, a
ser denominadas instrumentos da “Protebmica”. Isto revolucionou a Biologia e
inaugurando uma nova forma de fazer ciéncia, a “Ciéncia dirigida para a descoberta”
(Discovery-driven Science). Assim, isto podera trazer grande quantidade de dados,
como também para encontrar padroes a partir dos quais as informagcdes podem ser
inferidas. Isto nao serviria apenas para provar ou refutar uma unica hipétese

estritamente definida, em contraposicdo a “Ciéncia dirigida por hipotese”
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(Hypothesis-driven Science), forma classica de fazer ciéncia (AEBERSOLD et al.,
2000).

No contexto da protebmica comparativa, onde o objetivo é identificar
diferencas quantitativas e qualitativas entre amostras de proteinas, a técnica de 2-
DE é geralmente o método de escolha, gerando dados em formato que possibilita
uma boa avaliagao visual e fornece comparagdes quantitativas (RABILLOUD, 2000).

A anadlise de proteomas comecga geralmente com a eletroforese em géis de
poliacrilamida, principalmente os géis bidimensionais (2-DE), este resultado € uma
exposicao de spots dos géis bidimensionais para criar as bases de dados de todas
as proteinas expressas. Determinar a identidade das proteinas foi dificil por um
atraso da sensibilidade e rapidez dos métodos analiticos para caracterizagdo de
proteinas (tais como reagdo da cadeia polimerase e analise automatizada da
sequéncia do DNA). Em 1990 a espectrometria de massa emergiu como um
poderoso método analitico que removeu a maioria das limitagcbes da analise de
proteinas. Este desenvolvimento, associado com a disponibilidade com o completo
sequenciamento do codigo genético humano em bases de dados publicas, marcou o
comecgo de uma nova era. Hoje, o termo prote6mica cobre mais do que uma analise
funcional dos produtos dos genes ou “gendmica funcional”’, incluindo estudos em
larga escala da identificagdo ou localizagdo de proteinas. O estudo mais enfocado
de estrutura de proteinas, contudo, é usualmente nao incluido e em vez disso
designado “genbmica estrutural” (BURLEY, 1999).

A razao disso é que o controle da expressdao génica ocorre desde a
transcricdio do mRNA até as modificagdes pos-traducionais como glicosilagéo,
fosforilagdo, acilacdo, hidroxilagdo, carboxilacdo, ubiquitinagdo, entre outras, as
quais alteram a atividade protéica. Pelos motivos expostos, a analise protedmica é
hoje um dos meios mais eficientes para o estudo funcional dos genes e genomas de
organismos complexos (ROCHA et al., 2005).

Proteoma indica as proteinas expressas em um genoma ou tecido,
enquanto o genoma representa a soma de todos os genes de um individuo, o
proteoma nao é uma caracteristica fixa de um organismo. O proteoma altera com o
estado de desenvolvimento, do tecido ou mesmo sob as condi¢gdes nas quais o
individuo se encontra. Portanto, ha muito mais proteinas no proteoma do que genes
no genoma, especialmente para eucaritos. Isto porque ha varias maneiras do gene

expresso, o RNA total, sofrer redugao (splicing) para construir o RNA “maduro”. Este
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entdo ira servir de molde para a tradugao de uma proteina a qual sofre modificacao
pos-tradugéo (DI CIERO; BELLATO, 2003).

Protebmica é a analise de proteinas em larga escala, que contribui
grandemente para o entendimento da fungdo genética na era pds-gendbmica. A
protedbmica pode ser dividida em trés areas principais: (1) Micro-caraterizagao
protéica para a identificacdo em larga escala de proteinas e suas modificacbes pos-
traducionais; (2); a proteGmica manifesta diferenga para a comparacéo dos niveis de
proteina com aplicagéo potencial em uma ampla faixa de doengas; e (3) estudos das
interacdes proteina-proteina usando técnicas tais como a Espectrometria de Massa
(PANDEY; MANN, 2000).

Recentemente, um progresso importante pode ser visto no campo da
Protebmica, com o desenvolvimento de métodos alternativos para separacido e
identificacdo de proteinas. Exemplos destes avangos sao: tecnologias baseadas em
chips, nos chamadas arrays de proteinas (RAMACHANDRAN et al., 2004), a analise
direta de complexos protéicos por espectrometria de massas (LINK et al., 1999;
WASHBURN et al.,2003), o uso de tags de afinidade (GYGI et al.,1999), sistemas
como duplo hibrido em levedura (UETZ et al.,2000), entre outros.

Entre todas as técnicas de Protebma de uso atual, a mais utilizada é
Eletroforese Bidimensional (2D-PAGE), acoplada a espectrometria de massa do tipo
MALDI-TOF. O principal requisito para todas estas técnicas € que seja possivel
separar, visualizar e analisar de forma reprodutivel, misturas complexas de
proteinas, obtidas a partir de células, tecidos ou organismos.

No contexto da protedbmica comparativa, onde o objetivo €& identificar
diferencas quantitativas e qualitativas entre amostras de proteinas, a técnica de 2D
PAGE é método de escolha, e gera dados em um formato que possibilita uma boa
avaliacao visual (para amostras pouco complexas) e fornece comparagdes
quantitativas (RABILLOUD, 2002).



REVISAO DE LITERATURA 44

3.5 ELETROFORESE

O termo eletroforese foi criado por Michaelis em 1909, para descrever a
migracgao e coldides sob a influéncia de um campo elétrico (ALFENAS, 1998).

Em 1937 Tiselius mostrou a separagao de proteinas, albuminae o, B e vy -
globulinas do soro que foram estudados de um ponto de vista de homogeneidade
quimica e também separados dentro de seus principais constituintes, por
eletroforese (TISELIUS, 1937).

Alfenas (1998) descreve que a eletroforese visa a separagdao de moléculas
em funcdo de suas cargas elétricas, de seus pesos moleculares e de suas
conformacgdes, em suportes porosos e tampdes apropriados sob a influéncia de um
campo elétrico continuo. Moléculas com preponderancia de cargas negativas
migram, no campo elétrico, para o polo positivo (anodo), e moléculas com excesso
de cargas positivas migram para o polo negativo (catodo). A carga preponderante de
uma molécula protéica é fungao dos seus aminoacidos.

Segundo Shaw (1969) a eletroforese implica a mogao de dissolver ou
suspender material baixo & influéncia de um campo elétrico aplicado. E um de quatro
de todos os fendmenos eletro-cinéticos relatados da qual implica movimento entre
as partes rigidas e moveis de uma dupla camada elétrica.

A escolha de meio de suporte depende de preferéncias individuais e dos
objetivos, mas de modo geral, para proteinas, os géis de poliacrilamida tém sido
preferidos por seu maior poder de resolugao gragcas a ampla variagao controlavel no
diametro de seus poros. Além disso, géis de poliacrilamida sao muitos translucidos,
0 que possibilita quantificar a atividade enzimatica por densitometria (ALFENAS,
1998).

Os métodos eletroforéticos baseiam-se no principio de que uma molécula
com carga elétrica movimenta-se em um campo elétrico. A velocidade de migragao
de uma proteina depende da intensidade de campo, da carga liquida da proteina e
do coeficiente de atrito. As separacoes eletroforéticas sdo quase sempre feitas em
gel, onde os de poliacrilamida sdo os escolhidos por ser quimicamente inertes e

porque o tamanho dos seus poros pode ser controlado (STRYER, 2004).
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3.5.1 Eletroforese Bidimensional

A eletroforese em gel de poliacrilamida tem sido extremamente proveitosa
como uma ferramenta analitica para a separacdo e quantificacdo de espécies de
proteinas de complexas misturas.

Os fundamentos desta abordagem foram apresentados pela primeira vez
em 1975 (KLOSE, 1975; OFARRELL, 1975). Em géis bidimensionais, o0s
polipeptidios aparecem formando manchas (spots) apds serem corados. Diferentes
manchas podem conter isoformas da mesma proteina com coordenadas especificas
de ponto isoelétrico (pl) e Massa molecular (MM). Em 1988, Angelika Gorg
introduziu o uso de gradientes imobilizados de pH (IPG) (BJELLQVIST et al., 1982;
GORG et al., 1988), nos quais tampdes s&o co-polimerizados com acrilamida e
bisacrilamida, acarretando uma melhor reprodutibilidade dos perfis bidimensionais.
2D-PAGE ¢é uma técnica que pode ser usada para a obtencdo de perfis
bidimensionais completos de uma amostra como também para estudos
comparativos entre amostras. O aparecimento ou desaparecimento de manchas ou
spots podem fornecer informacdes acerca de proteinas estagio-especificas,
enquanto a intensidade das manchas fornece informagdes quantitativas a respeito
da expresséo diferencial dos polipeptidios (GRAVES et al., 2000).

Em comparacdo com a eletroforese unidimensional em géis desnaturantes
de poliacrilamida, conhecida como SDS-PAGE (Eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil-sulfato de sodio), a eletroforese 2D apresenta uma maior
capacidade para separar misturas complexas. Como as bandas protéicas tendem a
se sobrepor, os métodos unidimensionais de separagédo, como a eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), podem separar um numero relativamente pequeno
de proteinas (geralmente menos de 50). A eletroforese bidimensional, ao combinar
dois processos distintos de separacdo, pode ser usada para separar mais de 1000
proteinas num unico gel (ANDERSON; ANDERSON, 1996).

Em eletroforese 2D, as proteinas sdo separadas com base em duas das
suas propriedades: numa primeira dimensao, de acordo com o seu ponto isoelétrico
(pl) e numa segunda dimensao, em gel de SDS — PAGE de acordo com o seu peso
molecular (MW) (Figura 1). Ou seja, a eletroforese 2D resulta da combinagédo de

duas técnicas: a focagem isoelétrica (IEF), seguida por uma separagao de SDS -
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PAGE. Quando bem sucedida obtém-se um gel de poliacrilamida contendo
numerosos spots, bem separados, cada um correspondendo a uma proteina (ou a
uma forma protéica) (SANTOS et al., 2004).

Two Dimensional Electrophoresis

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr

Figura 1 — Eletroforese Bidimensional 2D-PAGE utilizado na analise de
proteomas

De acordo com Chromy et al. (2004) e Qualtieri et al. (2007) o gel
bidimensional que é produzido por eletroforese, baseado em uma combinagao de
duas propriedades intrinsecas e independentes de cada proteina, tais como estado
de carga e massa molecular. Em uma primeira dimens&o, as proteinas sé&o
separadas pela sua capacidade de protonagao, através de seu ponto isoelétrico (pl),
e , em uma segunda dimensao pelo seu tamanho, através de sua massa molecular
relativa (Mr). Na primeira dimensao, utiliza-se a técnica de focalizagcdo isoelétrica
(IEF) de uma solucdo da mistura protéica com agentes desnaturantes nao
carregados em uma tira de gel de poliacrilamida. Na segunda dimenséo a separagéo
por peso molecular é realizada por eletroforese em um gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

A eletroforese bidimensional (2D) € hoje a principal técnica de separagao de
proteinas utilizada antes da aplicacdo da amostra no espectrometro de massa. Sua
vantagem em relagdo a outras tecnologias € a capacidade de separar com alta

resolugdo um grande numero de proteinas de uma amostra complexa e a



REVISAO DE LITERATURA 47

possibilidade de se fazer analise de expressao génica por meio de comparacgao dos
padrdes protéicos (QUALTIERI et al., 2007; SIZOVA et al., 2007).

3.5.1.1 Primeira dimenséo: Focalizagao Isoelétrica

A Focalizagao Isoelétrica envolve a separacéo de solutos anfotericos em um
gradiente de pH. Sob a influéncia do campo elétrico um soluto experimenta regides
de pH progressivamente menor. Assim, uma fracdo cada vez maior torna-se
protonado, e desta forma, a carga efetiva € alterada durante a migragao.
Eventualmente, a carga total do soluto torna-se zero, e sua migragéo € interrompida,
cada componente da amostra migra para uma regiao de pH ao seu ponto isoelétrico,
e permanecera nesta posicdo enquanto o campo elétrico for operante (TAVARES,
1996).

3.5.1.2 Segunda dimensao: Eletroforese em gel de Poliacrilamida (PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecilsulfato de
sodio (SDS) é um método muito utilizado para a analise de massas moleculares de
proteinas oligoméricas. O gel € uma matriz constituida de um polimero de acrilamida
com ligagdes cruzadas de N,N — metil-bis-acrilamida, cuja porosidade da malha
pode ser escolhida. Quanto maior a concentragdo de acrilamida menores serao os
poros da malha formada. A solugao de acrilamida é estavel por até um més. Quando
estocada por periodos prolongados, transforma-se em acido acrilico, que pode
causar distorgdes no gel. E importante frisar que a acrilamida é fotossensivel e
neurotoxica, devendo, portanto, ser estocada em frasco escuro e manuseada com o
maior cuidado possivel.

Antes de iniciar a eletroforese, as variaveis forma e carga nativa das proteinas
devem ser eliminadas para que a separacdo dependa apenas de sua massa
molecular. Para isso, as proteinas sdo misturadas com SDS, um detergente

anfipatico cuja fungao é desnatura-las, ou seja, converté-las numa estrutura linear —
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a forma nativa é geralmente globular — e conferir-lhes densidade de carga uniforme.
O SDS tem alta carga negativa e uma carga hidrofdbica que interage com as
cadeias polipeptidicas numa propor¢do aproximada de 1,4g de SDS para cada
grama de proteina, tornado-as negativamente carregadas. Na auséncia do SDS, as
proteinas com massas iguais podem migrar diferentemente na malha do gel devido
ao diferencial de cargas de suas estruturas tridimensionais. Além da adi¢ao do SDS,
as proteinas podem ser opcionalmente fervidas na presenga de um agente redutor,
como ditiotreitol (DTT) ou 2-mercaptoetanol, que desfazem as pontes de dissulfetos,
ajudando a eliminar a estrutura tridimensional dos polipeptideos (ROCHA et al.,
2005).

ApOs esse tratamento as proteinas sao aplicadas no topo de um gel de
poliacrilamida e submetidas a uma corrente elétrica, fazendo com que elas migrem
através da malha de acrilamida em direcdo ao podlo positivo. Dependendo do seu
tamanho, cada proteina se movera diferentemente: as proteinas menores migrarao
mais rapidamente, enquanto que as maiores terdao mais dificuldade em atravessar a
malha do gel e, assim, se moverdo mais lentamente. Quando se representa a
mobilidade eletroforética frente ao logaritmo dos pesos moleculares conhecidos de
diversas cadeias polipeptidicas (proteinas marcadoras), obtém-se uma reta que
pode ser utilizada como padrédo para o calculo do peso molecular das subunidades
da proteina de interesse (ROCHA et al., 2005).
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3.6 TRATAMENTO DA AMOSTRA

A preparacao da amostra € a parte mais critica de qualquer experimento, este
passo pode envolver homogeneizagao e lise celular. Condicbes que mantém a
solubilidade dos componentes da amostra ainda sdo compativeis com os métodos
com maior dificuldade de realizar.

Quando os tecidos ou celulas sao lisadas, proteases sao liberadas ou
ativadas. Degradacdo de proteinas através da acdo da proteases prejudica os
resultados dos analises dos geis bidimensionais, entdo medidas tem que ser
tomadas para evitar este problema (GORG et al., 2007).

A preparagao da amostra foi e continua sendo o passo mais importante nos
experimentos em protedmica, e o desafio estdo na capacidade de separacao,
recuperacao do material e rendimento especifico. Muitos dos passos da preparagao
da amostra mencionados aqui sdo familiares para os cientistas que estudam
proteinas, contudo, muitos desses métodos ndo foram desenvolvidos para fornecer
0 grau de pureza ou a recuperagao eficiente do material que sdo necessarios para
estudos proteomicos. Desta forma, melhoramentos ou alternativas sao necessarias.

Muitas das verdadeiras informagdes em protedmica vem diretamente dos
organismos, seja humano ou outro modelo. Em outros casos, tecidos € outro lugar
para comegcar a obter populagbes homogéneas de célula. Tecido congelado, embora
seja mais facil de obter, elimina a possibilidade de cultura celular ou técnicas que
dependam de células vivas. Tecido fixado em formalina e embebido em parafina ndo
sao de uso em experimentos proteomicos. Protocolos de dissociagcao de tecidos
foram bem estabelecidos, embora alguns estudos tais como o andlise de proteinas
da célula precisa de uma dissociacdo sem proteases (STULTS; ARNOTT, 2005).

Para separacdo de proteinas ainda pode ser necessario fornecer uma
adequada resolugao e escala dinamica (CORTHALS et al., 2000).

A preparacgao apropriada das amostras é essencial para obter bons resultados
na eletroforese bidimensional. O melhor método de extragdo, precipitacdo e
solubilizagdo das proteinas variam de uma amostra para outra e devera ser

estabelecido para cada caso em particular, para o saco vitelino.
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O tratamento prévio das amostras para 2D-PAGE envolve a solubilizagao,
desnaturagcdo e a redugao para quebrar completamente as interagbes entre as
proteinas (RABILLOUD, 1996).

O processo de solubilizagdo tem como objetivo quebrar as interagdes
macromoleculares (incluindo todas as interagbes nado covalentes e as pontes de
dissulfeto), para o rompimento de interagées nao covalentes sera utilizados agentes
caotrdpicos, como a uréia, que é reagente desnaturante que altera solvente e exerce
profundos efeitos sobre todos os tipos de interagcées nédo covalentes porque rompe
os elementos de estruturas secundarias de modo que os grupos ionizaveis fiquem
completamente expostos a solugcdo. Por esse motivo quando usado em altas
concentragdes (comumente 8 mol I'') esse reagente facilita a solubilizagdo das
proteinas (RABILLOUD et al., 1997; RABILLOUD, 1998). Fungdo semelhante a uréia
€ também exercida pela tiouréia que € um agente caotropico mais eficiente do que a
uréia, mas pouco soluvel em agua. A mistura de uréia-tiouréia tem sido muito
utilizada, pois é mais eficiente do que a uréia sozinha (RABILLOUD et al., 1997).

Foi utilizado o DTT, que também & um agente desnaturante, tem como
funcao principal clivar as pontes de dissulfeto formadas entre residuos de cisteinas.
Por ser mais eficiente e apresentar melhores resultados — embora haja proteinas
com muita cisteina que nao sao totalmente reduzidas com DTT e para romper as
interagbes hidrofobicas, serdo usados detergentes nado-ibnicos ou zwitteridnicos
(com carga liquida neutra), como Triton X-100 e, mais recentemente, CHAPS séao
comumente empregados, pois alem de auxiliar a solubilizagdo das proteinas
previnem a agregacgao através de interagdes hidrofébicas (DAMERVAL et al., 1986;
ROCHA et al., 2005).
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4.MATERIAL E METODO

O material refere-se a coleta de embrides provenientes monta natural e

metodologia aplicada aos estudos macroscopicos e bioquimicos.

4.1 ESTUDO MACROSCOPICO: PARAMETROS ANALISADOS

Foram avaliados os parametros relativos ao desenvolvimento externo e
proporcdes de tamanho dos embrides. Com auxilio de um paquimetro inoxidavel
com divisbes em milimetros (150 mm x 0.02 mm) realizamos as medidas de
comprimento (cranio-caudal) e assim estimamos a idade gestacional do embrido.

Os embrides foram fotografados com camera digital SONY - Cyber-Shot DSC

H9 para posterior documentacao e descricao.

4.2 PREPARDO DE MATERIAL

A eletroforese bidimensional consiste em cinco etapas principais (Figura 2). A
primeira € a preparagao da amostra. O melhor método de extrag&o, precipitacéo e
solubilizagdo das proteinas varia de uma amostra para outra e deve ser estabelecido
para cada caso em particular (HERBERT, 1999). Apesar disso alguns passos
essenciais devem ser seguidos: as proteinas devem ser parcialmente purificadas,
completamente solubilizadas, desagregadas, desnaturadas e reduzidas. A segunda
€ a focalizagdo isoelétrica (primeira dimensédo) onde o ponto isoelétrico de uma
proteina é determinado. Uma vez submetidas a um campo elétrico, as proteinas
migrardo até encontrar uma faixa de pH referente ao seu pl e neste ponto ficardo
com carga total neutra (BERKELMAN; STENSTED, 1998). A terceira etapa é a
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (segunda dimens&o) que separa

as proteinas por seu peso molecular na presencga de SDS. A quarta etapa é a
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Legenda— Seqiéncia de eventos usados na analise protebmica da membrana vitelina: (A)
Reidratacdo das strips com as amostras; (B) Transferindo as strips para o sistema
eletroforetico; (C) colocando as strips com seguradores do sistema IPGhor IllI; (D) As
amostras estdo focalizando; (E) Retirando as strips para comecar a 2da Dimenséo; (F)
Preparagdo do gel 2D-PAGE; (G) Iniciando a 22 Dimens&o com a preparagdo do tampéo
de equilibrio; (H) Se procede a equilibrar as strip, um em tampdo com DTT e outra em
tampao com lodoacetamida (I) Se coloca as strips no topo do gel; (J) Se comeca a correr
a 22 dimenséo; (K) Depois de terminado a corrida, se aplica a coloragdo Azul Brilhante de
Coomassie G-250; (L) No final os géis sdo escaneiados e se detecta os spots de proteina
nos bancos de dados na internet.

Figura 2 Metodologia utilizada na Eletroforese bidimensional 2D-PAGE
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detecgcdo de proteinas por técnicas analiticas avangadas de deteccdo e
identificacdo. Apds essa deteccao as proteinas foram analisadas por digitalizacao e
analise de imagem. Atualmente estédo disponiveis no mercado diverso softwares que
podem oferecer aos pesquisadores um método automatico, pratico e
estatisticamente seguro para analise comparativa dos géis 2D.

A Eletroforese Bidimensional (2D-PAGE) consistiu de cinco etapas principais:

4.2.1 Preparagao das amostras

O protocolo estabelecido para a preparacdo das amostras consta das
seguintes etapas: (a) Trituragdo em Nitrogénio Liquido (N2); (b) Extragdo com
tampao Tris-CL 40mM, pH 8,8.; (c) Re-solubilizagdo em solugdo de uréia 7M,
tiouréia 2M, CHAPS 4%, IPG Buffer 0,5% e DTT 0,3%; (d) Adicdo de Inibidor de
protease 1%.

Os sacos vitelinos foram triturados separadamente em tubos Eppendorf de
2mL com uma pinga na presenca de nitrogénio liquido (N2), apés colocados num
tubo Eppendorf de 1.5mL para serem lavados e centrifugados 4 vezes com Tampé&o
Tris-Cl pH 8.8, 1.5M por 2 minutos, e colocados em papel de aluminio para ser
colocados individualmente em tubos Eppendorf 1.5mL e armazenados

imediatamente em nitrogénio liquido a -196°C.

4.2.2 Dosagem de Proteinas Totais

Foram realizadas dosagens de proteinas totais das amostras de saco
vitelino nos diferentes estagios encontrados, a fim de padronizar a quantidade de
proteinas totais para aplicar na Eletroforese Bidimensional. Para tanto, utilizou-se a
técnica de Bradford (BRADFORD, 1976). Para quantificar proteinas, foram feitas trés
aliquotas de 50pL de extrato adicionados de 2,5mL do reagente de Bradford e apos

5 min, foi realizada a leitura da absorbancia a 595 nm. As concentragdes de
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proteinas foram determinadas utilizando-se curva padrdao da albumina de soro

bovino.

4.2.3 Primeira dimensao: Focalizagao isoelétrica

Esta técnica consistiu em uma separagao eletroforética, na qual as
proteinas serao separadas de acordo com as diferengcas de seus pontos isoelétricos.
Uma vez submetidas a um campo elétrico, as proteinas migrardao até encontrar uma
faixa de pH referente ao seu ponto isoelétrico (pl) e neste ponto ficardo com carga
total neutra, interrompendo a migracao no gel (BERKELMAN; STENSTED, 1998).

4.2.3.1 Rehidratag&o das tiras de gel (strips)

As tiras de IPG (immobilized pH gel) foram obtidas comercialmente na forma
desidratada com diversas faixas de pH e tamanhos e devem ser rehidratadas antes
da focalizacao isoelétrica. As amostras foram misturadas a solugao de rehidratagao
ou aplicadas sobre a tira usando o acessoério chamado (sample cups), depois se
adicionou-se o0 1uL de Solugcdo Cocktail de Inibidor de Protease. O primeiro
procedimento permite a aplicagdo uma maior quantidade de proteinas (=1mg),
minimiza a precipitagdo durante a entrada no gel e evita a manipulagdo exigida

durante a aplicagao usando o segundo procedimento.

Nessa etapa, as amostras foram aplicadas em solugdo de rehidratagao
diretamente nas fendas da bandeja, e entdo se colocou as tiras com a superficie do
gel virada para baixo. Em seguida se aplicou-se 2mL de 6leo mineral (DryStrip
Cover Fluid) em cada fenda, para evitar a cristalizagdo da uréia. Usando-se o
IPGphor I, foi possivel fazer a rehidratacdo e, imediatamente, a focalizagao
isoelétrica, evitando perda de tempo e manipulacdes desnecessarias das tiras. O

periodo necessario para a rehidratagdo das tiras € de, no minimo, 10 horas e deve
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ser realizada a temperatura ambiente. Para nosso experimento foi aplicado 12

horas.

Tabela 1 - Solugcéo de reidratagéo para as tiras IPG. Estocar a -20°C em aliquotas de 1ml.

Reagentes Concentragao final
Uréia ™
Tioureia 2M
CHAPS 4%
IPG Buffer 3-10 2%
Azul de bromofenol 0,002%

Dissolver em H,O milli-Q

4.2.3.2 Focalizagéo isoelétrica (IEF)

Nesta etapa se utilizou o aparelho de Focalizacao Isoelétrica IPGphor lll, para

a primeira dimensao, com as seguintes fases (Tabela 2) O processo durou 6 horas.

Tabela 2 - Programa para o IPGphor Ill (tira de 13cm; pH 3-10 linear). A corrida sera realizada com a fonte de
eletroforese EPS 3501 XL

Fase Voltagem Volt\horas Tempo
Reidratagédo - - 12h
1 500V 500V 1:00h
2 1000V 1000V 1:00h

3 8000V 16000V 4:00h
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4.2.3.3 Armazenagem dos géis de focalizagao

Uma vez terminadas as focalizacbes isoelétricas e enquanto nao foram
analisadas de imediato na segunda dimensdo SDS-PAGE, as tiras ficaram

estocadas entre filmes plasticos e armazenados a -80°C.

4.2.4 Segunda dimensao: Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

A eletroforese bidimensional, ao combinar dois processos distintos de

separacgao, pode ser usada para separar mais de 1000 proteinas em um unico gel.

Na primeira dimensao (IEF), as proteinas foram separadas em fungcao de
suas cargas nativas (pl). Posteriormente, a tira de gel foi mergulhada em uma
solugdo de equilibrio contendo SDS e depois colocada no topo de um gel de
poliacrilamida — cuja espessura € geralmente de 1mm — para a realizagdo da
eletroforese de segunda dimensao, através da qual cada cadeia polipeptidica migra
em fungdo de sua massa molecular. O resultado final consiste em um gel com
diversos discos (spots) dispersos, cada um correspondendo a uma proteina
particular. O poder de separagao € tado grande que duas proteinas que diferem em

apenas um aminoacido carregado podem ser prontamente distinguidas.



MATERIAL E METODO 58

4.2.4.1 Preparagao do gel 12,5% (SDS-PAGE)

Para a preparagao do gel 12,5% se utilizou o protocolo descrito abaixo (Tabela 3)

Tabela — 3 Composigao do gel 12,5% (SDS-PAGE)

Reagentes Volume pipetado
Acrilamida- 40% 27,45mL
Bis 2% 14,6 mL
Tampéo Tris-HCI 1,5M pH 8,8 22,5mL
H20 Milli-Q 24mL
SDS 10% 0,9 mL
APS 10% (Persulfato de Amdnia) 0,45mL
TEMED 10% 40pL

4.2.4.2 Armazenagem dos géis SDS-PAGE de segunda dimensé&o

O topo dos géis polimerizados com 1mL de solugdo de armazenagem de géis
que consiste de Tris-Cl 1.5M; SDS 10% foi coberto com filme de PVC, para evitar a

desidratacdo. O material foi armazenado a 4°C.
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4.2.4.3 Equilibrio da tira (strip)

Apods a primeira dimenséo (IEF) a strip devera ser equilibrada por duas vezes
de 15 minutos antes de correr a segunda dimensao (SDS-PAGE). O primeiro
equilibrio sera realizado com DTT a 1% por 15 minutos a agitagdo constante, depois
se lavou a strip com tampé&o de corrida, o segundo com iodoacetamida a 2,5% por

15 minutos com agitacéo constante (Tabela 4).

Tabela 4 — Composicéo da Solugéo de equilibrio para SDS-PAGE

Reagentes Concentragao final
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 50mM
Uréia 6M
Glicerol (99%) 30%
SDS 2%
Azul de bromofenol 0,002%

Dissolver em H,O milli-Q

4.2.4.4 Corrida SDS-PAGE

A strip do gel foi colocada no topo do gel e selada com agarose a 0,5%. A
corrida da segunda dimensao foi desenvolvida no sistema eletroforético Ruby SE600
(Amersham Biosciences\GE Healthcare) com amperagem ou potencia constante em
baixa temperatura (10%) para evitar o aquecimento (Tabela 5). A corrida devera ser
interrompida quando o azul de bromofenol atingir o final do gel. Esta etapa durou 5

horas.
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Tabela 5 — Programa para o sistema eletroforetico Ruby SE600: parametros de separagao

Fase Voltagem maxima Amperagem maxima Potencia\gel* Duragao
1 500V 400mA 15W 1:00h
2 1000V 400mA 30w 1:00h
3 8000V 400mA 30W 3:00h

Depois de desmontar o aparelho foram retirados com cuidado os géis para

evitar rasgamentos, e preparados para a detecgao de proteinas.

4.2.5 Detecgao de proteinas

As proteinas separadas eletroforética foram visualizadas por métodos gerais
de coloracéo, tais como azul brilhante de coomassie, nitrato de prata, fluorescéncia
ou autoradiografia, ou por métodos especificos como a coloracédo de glicoproteinas
ou deteccdo com imunoquimicos. Utilizamos o método de coloragdo Azul Brilhante
de Coomassie G-250.

4.2.5.1 Coloragéo por Coomassie Brilliant Blue G-250

Os géis foram submergidos na solugao de fixagédo: Acido fosférico 3% (p/v),
etanol 50% (v/v) por 24horas. Foram retirados os excessos de solugédo de fixagédo

com trés lavagens com agua Milli-Q for 5 min (Tabela 6).
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Tabela 6 — Composigao da Solugéo de Fixagao utilizada para coloragao Azul Brilhante de Coomassie G-250

Reagente Quantidade
Acido Fosforico 3% 35,3mL
Etanol 50% 500mL

Agua Milli-Q para 1L

Os géis foram incubados na solugao colorante de Coomassie Brilliant Blue G-
250 1% (p/v), sulfato de amoénio 17% (p/p), metanol 34% (v/v), acido fosférico 3%
(p/v) por 4 dias (Tabela 7). Lavar com acido acético 1% (v/v) antes da digitalizagéo e

captura da imagem do gel.

Tabela 7 — Composicéo da Solugéo colorante de Azul Brilhante de Coomassie G-250

Reagente Quantidade
Azul de Coomassie G-250 (1%) 19
Sulfato de aménia 17% 170g
Acido Fosforico 3% 35,3mL(85%)
Metanol 34% 340mL

Agua Milli-Q para 1L
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Os géis foram armazenados em solugdo de armazenamento (Tabela 8) e

embalados em sacolas de plastico e estocados a 4°C.

Tabela 8 — Composigao da solugdo de Armazenagem de géis 2D-PAGE

Reagente Quantidade

Acido Acético 25mL

Agua Milli-Q para 500mL

4.2.6 Digitalizacao captura e analise de imagem

As capturas das imagens foram feitas no sistema Image Scanner™ Il da
Amersham Biosciences\ Ge Healthcare em modo de transferéncia com resolugcao de
300 dpi (dotch per inch) captura em modo de transmissdo e alta nitidez. Foram
armazenadas para cada gel sua imagem colorida em formato bmp de baixa
compressao e imagens em 256 tons de cinza geradas em formato mel, foram
analisadas com o software Image Master™ 2D platinum v6.0 (Amersham
Bioscence\Ge Healthcare), calibrado previamente segundo as instrugdes do
fabricante. A detecg¢ao de cada spot de proteina foi validada por inspecao manual e
editada quando necessario. O programa forneceu o numero de spots e a estimativa

dos seus pl e massa molecular.

No Image Master 2D Platinum v. 6.0 cuja versao tem pardmetros com melhor
resolugado automatica para: smooth que possibilita discriminar ruido do spot e definir
spots em sobreposigao; saliency que define a curvatura do spot, também ajudando a
retirar ruidos e min area que elimina artefatos proximos aos spots que nao
conseguimos eliminar com a saliency e nem o smooth. Foram feitas as detecg¢des
automaticas, isto é, delimitagdes dos spots, segundo parametros descritos acima

com valores preestabelecidos por ndés para cada gel. Esses parametros tiveram



MATERIAL E METODO 63

como critérios: cobertura na delimitagdo de um maior numero de spots, exclusao de
background e melhor separacao de spots proximos. Porém, os géis passaram por
revisbes de deteccgdo feitas manualmente com ajuda dos recursos de visualizagao
de spots em 3D, mudancgas de contrastes e/ou de cores e graficos marcando a
intensidade tanto na lateral quanto na parte superior, indicando onde um spot
comecga e termina. As revisdes foram feitas para adicionar spots nao detectados,
separar e juntar spots e excluir background e artefatos da coloragdo detectados

erroneamente (GE / Amersham Biosciences).

4.2.7 Calculo do PM e determinagao do pl de spots

Os calculos de massa aparente foram efetuados através da plotagem de
dados de cada banda ou spot, ligados a corrida eletroforética (parédmetros de
migragdo da banda ou spot em mm x curva padrdo dos marcadores moleculares
utilizados) em planilha e posteriormente em grafico que possibilitou obter o peso
molecular (PM) e ponto isoelétrico (pl) dos peptideos e proteinas contidos nas

bandas e spots

4.2.8 Identificagao in silico dos spots do gel 2D

O algoritmo utilizado para a identificagdo dos spots dos géis 2D foi o Tagident
(WILKINS et al., 1996, 1998), uma ferramenta on line disponivel no portal ExPaSy
(GASTEIDER et al., 2005). Esta ferramenta gera uma lista de peptideos e proteinas
a partir dos valores informados nos campos de massa molecular aparente e pl

fazendo uma selecao dentro de uma busca especifica.
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4.3.8 Analise computacional grafica e quantitativa

Para a analise computacional foram utilizados ferramentas do Excel, software
que possibilitou a construgcao de tabelas e de graficos para uma melhor analise do

perfil protéico.
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5 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados: um protocolo de eletroforese bidimensional para
saco vitelino de embrides bovinos e os analises dos géis 2D-PAGE do saco vitelino
de embrides bovinos em diferentes periodos gestacionais, com faixa de pl no
intervalo 3-10 representando os diferentes spots protéicos obtidos a partir de 60uL
da amostra e os padrdes diferenciais entre cada gel obtido; a identificacdo de

proteinas diferencialmente expressas nas amostras.

5.1 ANALISE MACROSCOPICA: EMBRIAO E SACO VITELINO

Ao analisar a sequéncia e eventos que fazem parte do desenvolvimento do
saco vitelino, observamos ao 24 dias de gestagcdo o embrido em forma de C,
constituido por pediculo embrionario, tubo neural, somitos, saliéncia cardiaca, arco
mandibular, somitos, neurdporo cranial, neuréporo caudal e estomodeu. O saco
vitelino parte da porcéo ventral do embrido, em forma de T, contendo duas longas
pontas (Figura 3).

Com 29 dias de gestacdo o embrido passa a ter inicio na formagdo dos
membros toracicos, do corddo umbilical e os arcos faringeos estdo presentes.
Distingue-se regido encefédlica, area cardiaca e somitos. O saco vitelino esta
presente, proximo a membrana amni6tica que envolve o embrido (Figura 4).

Aos 37 dias de gestacdo, o embrido apresenta formacdo dos membros
toracicos e membros pélvicos, pigmentagao da retina, regido de encéfalo anterior,
curvatura cervical, medula espinal, corddo umbilical e cavidade oral. O saco vitelino
encontra-se justaposto ao amnio, semelhante a uma “folha seca” quando esticado
(Figura 3).



Legenda: A, Saco vitelino (sv) parte da por¢éo ventral do embrido dividindo-se, formando um T (setas)

e extensdo de ambas as pontas. O embrido apresentou pediculo embrionario (p) partindo da porcédo caudal,
presenca de tubo neural (tn), estomodeu (e), somitos e saliéncia cardiaca (sc). B, Embrido envolto por
membrana amnidtica (a) e membrana corioalantéide (mc). Da porgdo ventral parte o saco vitelino (sv) e inicia-
se a formagédo do corddo umbilical (co). Presenca  dos arcos faringeos (af), curvatura cervical (cc), encéfalo
(e), area cardiaca (ac), figado (f) e somitos. C e D, Embrido (e) envolto por membrana amniética (a) e
membrana corioalantéide (mc). Saco vitelino (sv) parte da porgdo ventral do embrido e encontra-se justaposto
ao amnio (a), mantendo uma forma enovelada. Corddo umbilical (co) parte da por¢do ventral. Em D, o saco
vitelino (sv) foi separado das membranas, e observamos um formato de “folha seca”. Notar presenca de
encéfalo (e) curvatura cervical (cc), somitos (s), membro toracico (mt), membro pélvico (mp), cauda (ca),
pigmentacéo da retina (0), area cardiaca (ac) e figado (f).

Figura 3 - Desenvolvimento embrionario e formacgé&o do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de
monta natural, com idade gestacional estimada de: A — 24 dias, B — 29 dias, C e D — 37 dias
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Aos 42 dias de gestacdo, a membrana amnidtica torna-se vascularizada, com
aumento do liquido amnidtico. O saco vitelino apresenta-se em processo de
regressao, justaposto ao amnio. Notamos ainda presengca dos membros pélvicos e
toracicos com extremidades em forma de “pa”, olho pigmentado, regidao de encéfalo,
cauda, focinho e curvatura cervical. Aos 48 dias de gestagado seguem-se as mesmas
caracteristicas, estando o saco vitelino ainda menor e extremidade dos membros
bipartidos (Figura 4).



Legenda: A, Embrido envolto por membrana corioalantéide (mc) e membrana
amniética (a) vascularizada. O saco vitelino (sv) encontra-se justaposto ao
amnio (a). Observar: regido de encéfalo (e), olho pigmentado (0), membro
toracico (mt), membro pélvico (mp), area do coracgéo (ac) e figado (f).

B e C: Observe embrido com membrana corioalantéide (mc) e membrana
amniética (a). O saco vitelino (sv) apresenta-se em processo de regresséao.
Em C, note ainda a presenga do  corddo umbiilical (co). Inicia-se a biparticdo
das extremidades dos membros toracicos (mt) e membros pélvicos (mp),
presenca do figado (f), &rea do coracdo (ac), olhos  pigmentados (0) e regido
de encéfalo (e).

Figura 4 - Desenvolvimento embrionario e formacdo do saco vitelino de
embrides bovinos provenientes de monta natural, com idade gestacional
estimada de: A — 42 dias, B—42 dias, C — 48 dias
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5.2 OBTENGAO DE UM PROTOCOLO DE ELETROFORESE BIDIMENSIONAL 2D-
PAGE PARA AMOSTRAS DE SACO VITELINO DE EMBRIOES BOVINOS.

O protocolo para eletroforese bidimensional (2D PAGE) das amostras de saco
vitelino de embrides bovinos que foi inicialmente testado ndo apresentava Tioureia.
Os géis obtidos n&o apresentaram spots de proteinas (dados n&do amostrados).

O estabelecimento de um protocolo de eletroforese bidimensional 2D-PAGE
para amostras bioldégicas € essencial para obter bons resultados em protedmica.
Nosso método apresentou boa resolugdo nos géis preparados pelo tratamento da
amostra em especial na etapa de lise que foi adicionado ao trituramento da amostra
na presencga de nitrogénio liquido (N2), e a utilizagdo de Inibidores de protease 1%
(Figura 5).



AMOSTRA \'
Saco vitelino

Preparagao
das Amostras

Focalizacdo
Isoelétrica
(pl) >DE
PAGE
Eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE)
J
A
Coloracio
Image com Azul de
ScannerTM Il :
Coomassie
G-250 Obtengéoe
Analise das
Imagens

Banco de
dadosna

internet Gel 2-DE J

Legenda: Sequenciamento de eventos utilizados em Protedmica,
passos essenciais em vermelho: Trituragdo em
Nitrogénio Liquido (N,) e adicdo de Inibidores de
protease

Figura 5 - Protocolo de eletroforese bidimensional para amostras
de saco vitelino de embrides bovinos



RESULTADOS 72

5.3 ANALISE DOS GEIS 2D-PAGE DE SACO VITELINO DE 37 DIAS DE
GESTACAO

Os géis bidimensionais em triplicata do saco vitelino de aproximadamente 37
dias detectaram cerca de 1230 spots de proteina (Figura 6).

De acordo com o ponto isoelétrico no intervalo de pH de 3 a 5 apresentou 424
spots de proteina, o intervalo de 5 a 7 apresentou 568 spots de proteina e no
intervalo de 7 a 10 apresentou 265 spots de proteina (Figura 7).

Na tabela 9 amostram-se os spots com seus valores de intensidade, area e
volume das amostras do saco vitelino de embrides bovinos.

A identificagao destes spots nos bancos de dados na internet onde se obteve

as provaveis proteinas e suas fungdes biolégicas (Tabela 10).
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Figura 6 — Separacao das proteinas do saco vitelino de embrides bovinos de gestacdo por
eletroforese bidimensional. Focalizacdo Isoelétrica realizada em gradiente de pH
NL de 3-10. Coloragdo com azul de coomassie G-250. Embrido com idade
estimada de 37 dias de gestacao.
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Tabela 9 — Valores de intensidade, area e volume dos spots dos géis 2D, de saco vitelino de embrido bovino.
Representagéo de acordo com o programa Image Master 2D v.6.0 (GE — Amersham Biosciences)

Intensidade Area Volume
Spots pl PM
2 B,

*2 6.09 22.000 - 48 - 11.8 - 213
3 3.82 53.000 129 114 7.28 3.08 502 203
*4 3.82 51.000 122 - 3.08 - 202 -
*5 4.24 52.000 - 87 - 3.51 - 126
6 5.90 48.000 153 121 11.3 8.24 1146 616
7 5.72 48.000 128 83 6.73 3.84 488 146
*8 5.79 44.000 115 - 4.52 - 260 -
9 5.64 44.000 128 72.0 2.70 5.68 105 152
*10 6.06 46.000 - 72.0 - 3.26 - 78.6
*11 6.29 49.000 - 64.0 - 2.80 - 67.9
*12 5.56 47.000 79.0 - 5.20 - 161 -

- |
*Diferenca qualitativa entre amostras.
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Tabela 10 — Provaveis proteinas representadas pelos spots dos géis protedmicos das amostras de saco vitelino
de embrido bovino ndo manipulado de 23 dias e 37 dias de gestagado, nas respectivas faixas de peso
molecular (PM) e ponto isoelétrico (pl)

(Continua)
PROTEINA* N°SWISS FUNCAO PM(Da) pl
PROT
DHH1 Sinal envolvida no inicio da indugdo e modelagem
Desert hedgehog protein Q91610 do ectoderma anterodorsal, sistema nervoso e
. = - -~ 22008 5.69

1 [Precursor] somitos. Induz a formagao de glandulas no embrido.
AMOS Fator de Transcrigdo envolvido no inicio da
Basic helix-loop-helix neurogénese; Promove a formacgéo de neurdnio
transcription factor amos QaYoA7 dendriticos multiplos (MD). 22569 559
CKO073
Uncharacterized protein Q56JY0 Necessario para a organizagao e/ou fungédo das 21653 5.26
C110rf73 homolog celulas de clara no pulmao.

Necessario para a extrusdo de corpos polares

durante a citocinese no  desenvolvimento
CPG1 embrionario. Afeta o tamanho dos granulos corticais.
Chondroitin proteoglycan Q17802 Tem papéis na segregagéo cromossdmica meioticas, 52368 3.82
1 [Precursor] fungdo barreira osmoética e polarizagdo em

conjugacéo com CPG-2. Liga quitina.

Necessario para a extrusdo de corpos polares

durante a citocinese no  desenvolvimento
CPG2 embrionario. Afeta o tamanho dos granulos corticais.
Chondroitin proteoglycan-  P41996 Tem papéis na segregagéo cromossémica meidticas, 51906 3.81
2 [Precursor] fungdo barreira osmética e polarizagdo em

conjugacgao com CPG-2. Liga quitina.

Regula a proliferacdo e diferenciagdo das células
HEMGN hematopoéticas.. Também pode evitar a apoptose
Hemogen Q32L62 celular por meio da ativacdo do fator nuclear-kappa 51137 4.75
Hemopoietic gene protein B (NF-kB)

Funciona como um componente ligante do ATP do

complexo Arp2 / 3 que esta envolvida na regulagao

da polimerizacdo da actina e em conjunto com a

ativagao do fator de promogado de nucleagdo (NPF)

medeia a formagao de redes ramificadas de actina.
ARP3 ) Q6K908 Regulamenta a dire¢do da expans&o celular através 48061 5.87
Actin-related protein 3 da regulagdo da organizacdo da actina e, desta

maneira, a distribuigdo dos micro tubulos e fusdo de

pequenos vacuolos.
UBA3
Ubiquitin-activating Q19360 Necessario para a citocinese e a orientagdo mitotica. 48025 5.74
enzyme 3 homolog

Envolvidos na mediagcdo da inflamagéo vascular.

Podem desempenhar um papel importante na

diferenciagcdo de células epiteliais e tumorigénese.

Pode estar muito relacionado com a chave
ELF3 sinalizadora ERBB2. Pode estar associado com o
ETS-related transcription Q3UPW2 desenvolvimento e a involugdo da glandula mamaria. 44274 5.75

factor EIf-3

Desempenha um papel importante na regulacéo da
transcricdo com promotores TATA-less da Pré-
implantacdo de embrides, o que €& essencial no
desenvolvimento da Pré-implantagéo.

* Banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.ch)
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(Concluséo)

PROTEINA* N°SWISS FUNGAO PM(Da) pl
PROT
Componente do elF-3, que esta envolvida na sintese
protéica e, juntamente com outros fatores de inicio,
estimula a ligagdo do mRNA e methionyl-tRNAi ao
ribosoma 40S. Componente do complexo COP9/
EIF3M signalosomo (CSN), um complexo envolvido em
COP9/Signalosome and ASWQYS Varios processos celulares e de desenvolwmgnto. A 44102 5.63
elF3 complex-shared CSN é um complexo regulador essencial da
subunit 1 ubiquitina. O complexo CSN desempenha um papel
essencial na embriogénese e oogenese e é
necessaria para regular a estabilidade do
microtubulo no inicio do embrido.
C1GLT
Glycoprotein-N- Desempenha um papel central em muitos processos,
acetylgalactosamine 3- Qovcs4 tais como a angiogénese, trombopoiese e 45910 6.01
beta-galactosyltransferase desenvolvimento de homeostase no rim
GCM1
Chorion-specific Fator de transcrigho necessario para o
transcription factor GCMa QINP62 desenvolvimento da placenta. 49268 6.57
Provavel quinase que pode estar envolvida numa
DCLK1 chave sinalizadora de calcio controlando a migragao
Serine/threonine-protein 008875 neuronal durante o desenvolvimento do cerebro. 47681 5.51

kinase DCLK1

Pode participar também nas
amadurecimento do sistema nervoso.

fungbes de

* Banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.ch)

5.4 ANALISE DOS GEIS 2D-PAGE DO SACO VITELINO DE 23 DIAS DE

GESTACAO

Os géis bidimensionais em triplicata do saco vitelino de aproximadamente 23

dias detectaram cerca de 970 spots de proteina (Figura 8)

De acordo com o ponto isoelétrico no intervalo de pH de 3 a 5 apresentou 262

spots de proteina, o intervalo de 5 a 7 apresentou 379 spots de proteina e no

intervalo de 7 a 10 apresentou 326 spots de proteina (Figura 9).

Na tabela 11 e12 amostram-se os spots com seus valores de intensidade,

area e volume das amostras do saco vitelino de embrides bovinos.

A identificagdo destes spots nos bancos de dados na internet onde se obteve

as provaveis proteinas (Tabela 10).
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Figura 8 — Separacdo das proteinas do saco vitelino de embries bovinos de gestacdo por eletroforese
bidimensional. Focalizacéo Isoelétrica realizada em gradiente de pH NL de 3-10. Coloragao com azul
de coomassie G-250. Embrido com idade estimada de 23 dias de gestacéao.
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Tabela 11 - Valores de intensidade, area e volume dos spots dos géis 2D, de saco vitelino de embrido bovino.

Spots

20
*21
22
*23
*24
*25
*26
*27
*28

*29

Representagédo de acordo com o programa ImageMaster 6.0

pl

5.42
5.42

5.45

8.44

PM

33.000

33.000

27.000

34.000

28.000

44.000

42.000

42.000

48.000

62.000

64.000

90.000

86.000

94.000

91.000

116.00

117.00

(Continua)
Intensidade Area Volume
o2 a2
B

75.0 21.0 2.80 3.52 82.7 32.9
107 52.0 3.51 4.01 157 67.7
77.0 - 5.01 - 127 -
41.0 20.0 3.03 4.57 47.9 30.7
40.0 97.0 5.05 7.86 89.7 417
58.0 27.0 3.76 2.42 106 27.0
58.0 70.0 3.79 5.94 97.5 144

- 108.0 - 10.9 - 542
13.0 92.0 1.33 5.72 9.51 184
40.0 - 3.44 - 41.0 -

- 105 - 2.69 - 143

- 63.0 - 2.82 - 66.1

- 65.0 - 3.05 - 89.2

- 48.0 - 1.53 - 36.1

) 107 ; 422 - 166

- 97.0 - 3.67 - 96.0

*Diferenca qualitativa entre amostras
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(Concluséo)

Intensidade Area Volume
Spots pl PM
m
*31 8.74 125.00 35.0 - 1.10 - 23.3 -
*32 8.80 125.00 45.0 - 1.58 - 32.9 -
*33 8.83 125.00 44.0 - 1.18 - 25.2 -
*34 8.90 125.00 50.0 - 3.02 - 68.3 -
35 7.44 49.000 126 83.0 6.27 7.19 404 191
36 7.46 53.000 97.0 53.0 2.78 4.25 107 74.6
37 7.49 52.000 60.0 27.0 1.71 2.34 41.6 244
38 7.38 53.000 52.0 29.0 2.70 4.19 62.5 65.1
*39 7.38 54.000 61.0 - 1.99 - 52.8 -
*40 7.67 50.000 66.0 - 3.37 - 96.0 -
*41 7.69 50.000 69.0 - 1.51 - 44.2 -

*Diferenca qualitativa entre amostras



81

lo intervalo de

a0, Sseparagao pe

Figura 9 — Gel Protedmico do saco vitelino de embrido bovino de idade estimada de 23 dias de gestac
pH (3, 5, 7, 10)
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Tabela 12 - Provaveis proteinas representadas pelos spots dos géis protedmicos das amostras de saco vitelino
de embrido bovino de 23 dias e 37 dias de gestacdo, nas respectivas faixas de peso molecular
(PM) e ponto isoelétrico (pl)

(Continua)
N°SWISS ~
PROTEINA PROT FUNCAO PM(Da) pl
CFDP1
Craniofacial Q75Ql0 Pode jogar um papel durante a embriogenese 32780 5.36
development protein 1
Envolvido na diferenciagdo muscular (factor
MYOD1 miogénico). Induz fibroblastos a se diferenciarem
o Q7YS82 em mioblastos. Activa promotores especificos do 34207 566
Myoblast determination musculo. Interage e é inibida pela torgdo
protein 1 protéica. Esta interagdo provavelmente envolve
a base de ambos os dominios proteinas
Envolvido na diferenciagdo muscular (factor
MYF6 miogénico). Induz fibroblastos a se diferenciarem
Q7YS80 ] bI. Probabl i 26977 5.53
Myogenic factor 6 em mio _astos. Probable sequence  specific
DNA-binding protein
Medeia a ligacao, intersinalizagcéo e catabolismo
APOE de particulas de lipoproteina. Esto pode servir
como uma ligagéo para o receptor de LDL (apo
Apolipoprotein E Q03247 B/E) e para receptores especificos de apo-E 34127 5.45
[Precursor] (Quilimicrones  remanecentes) dos tecidos
hepaticos.
MYF5 Envolvido na diferenciagdo muscular (factor
P17667 miogénico). Induz fibroblastos a se diferenciarem 28242 5.71
Myogenic factor 5 em mioblastos.
Necessaria para a diferenciacdo de multiples
JMJD6 oérgaos durante a embriogeneses.
Provavelmente funciona como um regulador
Histone arginine Q58DS6 chave da diferenciagdo hematopoietica. Seems 45527 8.83
demethylase JMJD6 to be necessary for the regulation of macrophage
cytokine responses
ALX4
_ Q4LAL6 Fator (_ie transcrlgao envolvido no 42485 8.36
Homeobox protein desenvolvimento do cranio e membros.
aristaless-like 4
MB211 Necessario para muitos  aspectos  do
A4FV14 desenvolvimento  embrionario  incluindo o 40957 8.93
Protein mab-21-like 1 desenvolvimento normal dos olhos.
Envolvido em dois dos mecanismos
fundamentais da formacéo déssea, por exemplo,
a formagéo dssea direta (embrionias plana ossos
PDLI7 da mandibula e da cranio) e, por exemplo, a
PDZ and LIM domain Q3SX40 formagdo o¢ssea endocondral (ossos longos 47433 8.69

protein 7

desenvolvimento embrionario). Desempenha um
papel importante durante a reparagédo de
fraturas. Envolvido na chave sinalizadora BMP6
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(Continuagéao)

PM(Da)
N°SWISS &
*
PROTEINA PROT FUNCAO pl
CAI'_I' Q28068 Ppsswel elemgnto . rporfogene’glco . do 66890 8.49
Calicin citoesqueleto na diferenciagéo espermiogenica.
COE2 Fator de transcricdo que, em osteoblastos, ativa
Transcription factor QospLs O receplorparaa RANK"IE”9°3$S' TN!:R?HC] B, 62620 9.22
COE2 que, por sua vez, regula a diferenciagdo dos
osteoclastos.
Componente do grupo complexo Polycomb
(PcG) multiprotein PRC1, é necessario para a a
manutensdo no estado repressivo transcricional
PHC2 de muitos genes, incluindo genes Hox, durante
todo o desenvolvimento. Os complexos PCG
L Q8IXKO0 PRC1 atuam através da remodelagédo da 90350 8.73
Polyhomeotic-like . ficacs hi
rotein 2 crome_ltlna e mpdl_l(_:a(;af) de |_stonas, que
P medeia monoubiquitinagdo de histonas H2A
'Lys-119', tornando cromatina hereditavel que
mudou na sua expressao.
Necessario para MAP quinase p38 (MAPK11,
FA48A MAPK12, MAPK13 e / ou MAPK14) ativacdo
Protein FAM48A QBNEM7 durante a gastrulagéo. 85818 8.75
Fator de transcricdo muito importante. Pode
HIC1 atuar como um supressor tumoral. Podem estar
Hypermethylated in QI9R1Y5 envolvidos no desenvolvimento da cabega, face, 94321 8.74
cancer 1 protein pernas e ventral organismo parede
WRM1 . S
Tem um papel antagonista na sinalizagdo de
Armadillo repeat- A8Xg11  Vnt que opera na embriogenese. Tem um papel 91588 8.33
s ) na sinalizagdo durante blastomere endoderme
containing protein wrm- P
especificagao
TSH2 Regulador  transcricional envolvido nos
Teashirt homolog 2 QINRE2 processos de desenvolvimento 8.00 115006
SEM6D Também  podem  estar envolvidos na
Semaphorin-6D Q76KFO0 manutencdo e remodelagdo das conexdes 8.71 117435
[Precursor] neuronais
RADIL Efetor Downstream do Rap, exigido para adesao
Ras-associating and A7UA95 celular e migragéo dos precursores da crista 124935 8.67
dilute domain- neural durante o desenvolvimento.
containing protein
UNCB84
Nuclear migration and
anchoring protein unc- Provavelmente envolvida na migragéo nuclear.
Q20745 Essencial para o recrutamento de anc-1 and 125862 8.75

unc-83 para o envelope nuclear.
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(Conclugéo)

o ~ pl

PROTEINA* NPSQNOI.?S FUNCAO PM(Da)

Provavelmente envolvida na hiperativagdo da
CTSRB células spermaticasa através da sua associagao
Cation channel sperm- com CATSPER1. Hiperativagdo da célula
associated roteirr)1 A2RTF1 espermatica € necessdaria para a motilidade 126108 8.38
subunit betap espermatica que € essencial mais tarde, durante

a preparagao do esperma para fertilizagéo
PRTGA Pode desempenhar um papel na elongacdo do
Protogenin A Q2EY14 : penn pap gag 123663 8.05
[Precursor] eixo anteroposterior.
AZI1

Pode desempenhar uma fungao na
5-azacytidine-induced Q9UPN4 espermatogeneses 122061 8.83
protein 1

Pode desempenhar desde cedo uma fungéo na

diferenciagdo dos precursores cardiacos.

Durante o desenvolvimento, esta expresso nas

estruturas embrionarias de ambas origens
TBX20 ectodérmica e mesodérmica, incluindo o

QII9K7 coragao, neurdnios motores craniais e da aorta 49303 7.36

T-box transcription dorsal. Proeminente associado com a formagao '
factor TBX20 do coragdo e continuamente expressa na

linhagem do miocardio desde o inicio da

diferenciagdo do miocardio através de formagao

do diferenciadas, dois camaras do coragéo.

Pode funcionar como um adaptador proteina em

um percurso que medeia reconhecimento ea

fagocitose de células apoptéticas durante o
CED6 desenvolvimento normal. Promove a destruicao
Cell death protein 6 076337 de células em ambas fases precoce e tardia da 52808 7.59

apoptose. Necessario para a reorganizagdo da

actina em torno de células apoptéticas.
EDIL3 Promove adesédo das celulas endoteliais atraves

da interagcdo com receptores da alpha-v/beta-3
EGF-like repeat and integrin. Inibe a formagdo de estruturas
discoidin I-Iiﬁ)(e domain- 035474 vasculares. Pode estar envolvida na regulagédo 52050 7.75
containing protein 3 da morfogenese vascular do remodelamento no

9p desenvolvimento embrionario.

[Precursor]

O receptor Orphan nuclear é necessaria para o
RORB normal desenvolvimento pds-natal da haste e o
Nuclear receptor ROR-  P454446 ~ Ccone fotorreceptor das células. Regula a 53201 7.79
beta transcrigdo de QPN] SW no cone fotorreceptor

das células por ligagédo a sequéncia 5'-AGGTCA-

3 'no promotor OPN1SW

Ativagéo do WEE1 e inibicdo do CDC25 resultam
CHK1 num aumento da inibigdo de tirosina of
Serine/threonine- Q6DE87 complexos CDK-cyclin e consequentemente a 53975 7.90
protein kinase Chk1 inibicdo da prograssao do ciclo celulargression.

Participa no ciclo celular
IFRD1 . = -
Interferon-related Pode_rle_l desempenhar uma fun(;ao_ na re~gula9ao
developmental Q581U6 da atividade do genetanto na proliferagdo como 50124 7.50
regulatzr 1 na diferenciagdo induzida por precursores NFG.
GOLI Regulagdo da expressdo do gene durante a
Protein goliath Q06003 formagéo do mesoderma embrionario. 49851 7.94
[Precursor] Importante fungao como fator de transcrigéo.

* Banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.ch)
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5.5 ANALISES 3D DOS SPOTS DE PROTEINA DO SACO VITELINO DE EMBRIAO
BOVINO DE 23 E 37 DIAS DE GESTACAO

Os spots diferencialmente expressos em diferentes regides dos géis
protedmicos (Figuras 10, 11 e 12) foram analisados em 32 Dimensao pelo programa
Image Master 2D v. 6.0, onde se encontrou uma maior expressédo de proteinas no

saco vitelino de embrido bovino com 37 dias.

No saco vitelino de embrido bovino com 23 dias apresentaram proteinas

especificas deste estagio na regido D (Figura 13).
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Figura 10 —

Perfil proteémico do saco vitelino de embrides bovinos ndo manipulados de aproximadamente 37d e 23d de
gestacdo. A direita estdo representados, em 3D, regibes A, B e C que contem 0S spots 0s quais

apresentaram expressao diferencial de proteinas na regifes selecionadas
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de gestacdo. A direita estdo representados, em 3D, regibes D e E que contem 0s spots 0s quais
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Figural12 — Géis protedbmicos do saco vitelino de embrido bovino ndo manipulado. A direita estao
representados, em 3D, regifes F e G que contem 0s spots 0S quais apresentaram expressao
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Figura 13 — Gel proteomico do saco vitelino de embrido bovino com idade estimada de 23 dias, que apresentou alta quantidade de proteinas
expressas nesta idade (regido F)
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6 DISCUSSAO

Com o sequenciamento dos genomas de diversos organismos vegetais e
animais, tornou-se praticavel a analise da expressao génica. A analise da expressao
global através do proteoma permite revelar proteinas envolvidas em processos
dindmicos que ocorrem apds os estimulos de diferenciagcdo e maturagao celular. A
monitorizacdo do nivel das proteinas, através de protedmica quantitativa, permite
apreciar o efeito da regulagado da expressao genética que ocorre nos processos pos-
transcricdo e pos-traducao e fornece numerosas informagdes, quanto a sua fungao

bioldgica e envolvimento em vias de sinalizagao celular.

Os resultados apresentados neste trabalho documentam pela primeira vez as
proteinas existentes no saco vitelino da espécie bovina, obtida pela analise
protedmica, os quais foram responsaveis pela geracdo de um grande numero de
informacdes. Estas poderdo ser consultadas para estudos atuais ou futuros, como
também para encontrar padrbes comparativos entre diferentes espécies. Este tipo
de estudo é caracterizado como um novo tipo de fazer ciéncia, a “Ciéncia dirigida
para a descoberta” (Discovery-driven Science) (AEBERSOLD et al., 2000).

As fontes naturais de proteinas para estudos proteémicos podem ser divididas
em trés categorias principais: (1) 6rgaos e tecidos intatos, (2) células de cultura e
isoladas e (3) fluidos corporais (THONGBOONKERD, KLEIN, KLEIN; 2004). O
protocolo para extragédo de proteinas do saco vitelino de embrides bovinos, que
corresponde a categoria de o6rgaos e tecidos intatos, é diferente do protocolo para
fluidos corporais, uma vez que estes ja estdo solubilizados, e particularmente foi

estabelecido neste projeto.

O melhor método de extracao, precipitacado e solubilizagao das proteinas varia
de uma amostra para outra, e deve ser estabelecido para cada caso em particular
(HERBERT, 1999). Um protocolo especifico para saco vitelino de embrides bovinos
foi estabelecido para desenvolver estudos a nivel molecular e bioquimico desta

membrana, e para um melhor entendimento deste propdsito.

O primeiro protocolo que foi utilizado, neste projeto apresentou deteccao

muito baixa dos spots de proteinas, devido a pouca solubilidade e alto grau de
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protedlise da amostra. Foram estabelecidas outras etapas, como os métodos
mecanicos de trituracdo da amostra na presenca de nitrogénio liquido (N2), o qual é
aplicado em amostras vegetais. Este entdo se tornou eficiente na deteccdo dos

spots de proteina das amostras apresentados neste trabalho.

Quando o tecido ou célula é lisado, proteases sao liberadas ou ativadas. As
degradacgdes de proteinas através da acao das proteases interferem nos resultados
dos géis protedmicos (GORG et al., 2007), desta forma foi adicionado inibidores de

protease no tampao de reidratacaol/lise o0 que melhorou a viabilidade dos resultados.

O uso de inibidores de protease nao teve efeitos nos nossos experimentos
(USAMI et al., 2006). Durante a coleta das amostras, as altas temperaturas
poderiam favorecer a liberagao/ativacdo de proteases produzindo uma rapida
degradagdo protéica, assim, além dos inibidores de protease foi necessaria a
manutencido das amostras a baixas temperaturas durante todo o procedimento
experimental, como também durante o processo de reidratagdo das amostras na

primeira etapa de eletroforese dimenséo.

Um complemento para melhorar a solubilizagdo das amostras foi a adi¢gao de
um potente caotrépico, a tiouréia a qual tem demonstrado ser um desnaturante
eficiente (RABILLOUD et al., 1997; RABILLOUD, 1998). O uso de tiouréia melhorou

a solubilizacdo da amostra no tampao de reidratagao.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos de analise proteémica na raca
bovina, apenas um trabalho que utilizou saco vitelino de ratas realizado por Usami et
al. (2006), apresentando cerca de 800 proteinas no saco vitelino de embrido de ratas

de 10,5 dias de gestacgao.

Em nossos achados, a proteina Desert hedgehog 1 (DHH1), localizada no
spot-1 encontrou-se presente nos estagios iniciais da gestacao e suas variagoes séao
pequenas durante todas as fases. A proteina Desert hedgehog 1 € uma proteina
envolvida no desenvolvimento e formagdo de glandulas no embrido, além de se
tratar de uma proteina sinalizadora derivada das células de Schwann
(PARMANTIER et al., 1999). Tabin e Mcmahon (1997); Ingham (1998)
complementam este estudo afirmando que esta proteina tem importante funcao de

sinalizagao, durante o inicio do desenvolvimento.
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A proteina Golias GOLI (Protein goliath [Precursor]), localizada no spot-41
atua na regulacdo da expressdo dos genes, durante a formagdo do mesoderma
embrionario, além disso, € um importante fator de transcricdo, expresso somente no
periodo de 23 dias de gestacdo. Provavelmente, decorrente da finalizagdo do
processo de formacdo dos folhetos embrionarios, desta maneira, idades
gestacionais mais avangadas, ja nao apresentaram esta proteina, como descrito por
Moore e Persaud (2004), que afirmam que antes dos 23 dias de gestacao, as células
se despreendem do hipoblasto e passam a se posicionar entre o hipoblasto e o
citotrofoblasto, de maneira a formar o mesoderma extra-embrionario. Do epiblasto
surge o ectoderma que forma o amnio, o embrido e a células da linha primitiva, que
futuramente formara parte do mesoderma extra-embrionario e mesoderma do
embrido.

A proteina Hemogen ou Hemopoietic Gene Protein, localizada no spot-5 foi
expressa somente no estagio de 23 dias, com provavel fungcdo de regulagdo da
proliferacdo e diferenciacdo das células hematopoiéticas. Também pode evitar a
apoptose celular por meio da ativagdo do fator nuclear-kappa B (NF-kB). Desta
forma, confirmamos os achados de Migliaccio et al. (1986); Liu et al. (1991), ao
relatarem que o saco vitelino tem funcéo hepatica fetal, tal como a hematopoiese,
durante o inicio do desenvolvimento embrionario.

Por outro lado, o spot-8 conhecido como fator de transcricdo ELF-3 derivado
de uma familia de proteinas reguladoras da transcricdo conhecida como ETS,
desempenham fungao importante na proliferagcao celular, diferenciacao de células
epiteliais e tumorigénese (MAVROTHALASSITIS, GHYSDAEL; 2000). A mesma foi
expressa no saco vitelino de embrido bovino de aproximadamente 37 dias de

gestacao, estando ausente no estagio de 23° dia gestacional.

A glicoproteina conhecida como Glicoproteina-N-acetilgalactosamina 3-beta-
galactosiltransferase 1, localizada no spot-10, apresentou-se expressa somente nos
estagios de 23 dias de gestagdo, desempenhando fungbes em muitos processos,
tais como a angiogenese, trombopoiese e no desenvolvimento da hemostases nos

rins.

Em sequéncia, o spot 11 encontra-se o fator de transcricdo Corion-especifico
(GCMa), proteina necessaria para o desenvolvimento da placenta. Nas amostras de

saco vitelino de embridao bovino com idade gestacional de aproximadamente 37 dias,
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nao houve expressao desta proteina, enquanto que nas amostras do saco vitelino de
embrido com idade gestacional de 23 dias a proteina GCMa foi significativamente
expressa. Acreditamos, que este fator € necessario durante o periodo inicial de
prenhez, com finalidade de gerar informacéo as células, de maneira que os tecidos
envolvidos no processo de placentacdo iniciem seu processo de formacao e
desenvolvimento. Ao final do periodo embrionario essas informacgdes talvez néao
sejam necessarias, pois ao iniciar o periodo fetal a placenta devera estar pronta para
manutencdo da gestacdo, e as proteinas necessarias para esse processo

provavelmente, sejam expressas pelo embrido com idade gestacional de 37 dias.

A proteina quinase serina/treonina DCLK1 que pode estar envolvida como
uma chave sinalizadora de calcio controlando a migragdo neuronal durante o
desenvolvimento do cérebro pode participar também nas funcbes de
amadurecimento do sistema nervoso (MATSUMOTO et al., 1999), justificando a sua
presenca no spot 12, expresso diferencialmente no saco Vvitelino de
aproximadamente 37 dias de gestagdo e ndo expresso no saco vitelino de 23 dias
de gestacdo, uma vez que sua fungédo esta no amadurecimento celular e n&o na

formacéo tecidual.

A apolipoproteina E (APOE), localizado no spot 16 apresentou-se expressa
somente nas amostras de saco vitelino com aproximadamente de 37 dias de
gestacédo. A apolipoproteina E medeia a ligagéo, inter-sinalizagao e catabolismo das
particulas de lipoproteina, podendo servir como uma ligagéo para o receptor de LDL
(apo B/E) e para receptores especificos de apo-E dos tecidos hepaticos durante a
embriogénese. A apolipoproteina E é a maior apolipoproteina do sistema nervoso
central, tendo uma importante fungcdo neural e reparo, apds injuria. A APOE é
regulada em resposta ao stress oxidativo e dotada com propriedades antioxidantes
(MIYATA, SMITH; 1996).

As proteinas MYOD1, MYF6 e MYF5 estdo envolvidas na diferenciagéo
muscular e induz fibroblastos a se diferenciarem em mioblastos, e foram expressas
nos dois periodos de gestacdo. Por outro lado, a proteina PDLI7 (PDZ and LIM
domain protein 7) esta envolvida em dois dos mecanismos fundamentais da
formagédo Ossea: a formacgéo éssea direta (ossos planos da mandibula e do cranio
no embrido) e a formagédo 6ssea endocondral (ossos longos no embrido), sendo

encontrada expressa somente no periodo de 23 dias de gestagao.
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No spot 21 localiza-se uma proteina dominio da familia de proteinas PDZ,
envolvida no desenvolvimento embrionario. A proteina LIM 7, um dos membros da
familia PDZ esta ligada a actina do citoesqueleto, envolvida nos mecanismos
fundamentais da formacdo o6ssea (OTT et al.,, 2008) desempenha um papel
importante na reparacao de fraturas. Esta proteina apresentou expressao diferencial
unicamente no saco vitelino de embrido bovino de aproximadamente 23 dias de
gestacéo, sugerindo que sua agao ocorre nas células afim de se diferenciarem para
formar os moldes cartilaginosos, seguido dos processos de calcificagdo, nas idades
gestacionais mais avangadas.

A proteina COE2, localizada no spot-23 é um fator de transcrigao que atua na
diferenciagdo celular como na regulacdo de osteoclastos. Em nematodeos e
vertebrados desempenha fungdo nos estagios iniciais da diferenciagdo neuronal
(DUBOIS, VINCENT; 2001). Nossos resultados demonstram que esta proteina
encontra-se expressa somente nas amostras do saco vitelino de embrido bovino de
aproximadamente 37 dias de gestacado, explicando os achados de Larsen (1997), ao
afirmar que as primeiras condensagdes de células mesenquimais surgem quando o
mesénquima somatico induz a proliferacdo da placa mesodérmica lateral. A
cartilagem se desenvolve a partir do mesénquima e aparece pela primeira vez nos
embrides, durante a quinta semana gestacional (FLETCHER; WEBER, 2004;
MOORE; PERSAUD, 2004). Tais caracteristicas nos levam a crer que estas células
mesenquimais acabaram de sofrer diferenciagcao a partir do mesoderma, estando em
intensa atividade para constituir as futuras células cartilaginosas.

O spot-24 corresponde a proteina Polyhomeotic-like protein2 (PHC2)
componente do grupo complexo Polycom (PcG) multiprotein PRC1, necessaria para
a manutencao no estado supressivo transcricional de muitos genes durante o
desenvolvimento. Esta implicada em multiplos niveis do controle celular (MARTINEZ
et al., 2006), sendo expressa unicamente no saco vitelino de aproximadamente 37
dias de gestagéo.

O spot-25 corresponde a proteina FAM48A que atua na ativagao da quinase
MAP p38 (MAPK11, MAPK12, MAPK13 e/ou MAPK14) durante a gastrulagdo em
vertebrados (ZOHN et al., 2006). A gastrulacdo em bovinos acontece entre os 13 -
21 dias da gestagdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004) . Enquanto que nos camundongos
comeca no dia 6,25 de gestagcdo e resulta da formagdo dos trés folhetos

germinativos e estabelecimento do corpo embrionario (TAM, BEHRINGER; 1997).
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Nossos resultados mostraram a expressao desta proteina exclusivamente no saco
vitelino de embrido bovino de aproximadamente 23 dias de gestacdo, a qual foi
expressa provavelmente em periodos anteriores, como a gastrulagdo citada pelo
autor acima, e talvez faca parte também da formagao dos tecidos relacionados a

este evento durante a terceira e quarta semana estudada neste projeto.

Por se tratar de um fator de transcricdo muito importante, o spot 26
corresponde a proteina Hipermetilada Céncer 1 (HIC1) pode atuar como um
supressor antitumoral (DELTOUR et al.,, 2002; FLEURIEL et al., 2008), podendo
ainda estar envolvido no desenvolvimento da cabeca, face, pernas e parede ventral
do organismo, explicando sua expressao durante o periodo de 23 dias de gestagao
nos sacos vitelinos dos embrides bovinos estudados, momento em que se iniciara a
diferenciagao em porc¢ao cranial, por¢gao caudal, porcdo ventral e por¢ao dorsal dos

embrides.

Observamos ainda que neste estudo comparativo do saco vitelino de
embrides bovinos, as amostras de 37 dias de gestagcédo foram as que apresentaram
maior expressao de proteinas, cerca de 1230 spots de proteina em comparacéo as
amostras de 23 dias de gestagcdo que apresentaram cerca de 970 spots de
proteinas, mas neste estagio de 23 dias apresentou uma regido F onde se
expressaram diferencialmente spots de proteinas caracteristico deste estagio
(Figura 12).

Ao comparamos os dois periodos de gestagdo, encontramos que: a proteina
Desert Hedgehog 1 (DHH1), localizada no spot-1 € uma proteina sinalizadora
envolvida no inicio da indugdo e modelagem do ectoderma anterodorsal, sistema
nervoso e somitos. Além disso, induz a formagdo de glandulas no embrido foi
expressa igualmente nos dois periodos. Por outro lado a proteina Hemogen
(HEMGN) que é responsavel pela regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo das
células hematopoiéticas e pode inibir a apoptose celular pela ativagcdo do fator

nuclear-kappa B (NF-kB) expressa somente no periodo de 23 dias.

O fator de transcricao EIf-3 (ELF3), localizada no spot-8 € uma proteina que
desempenha um papel fundamental na diferenciacdo de células epiteliais e
tumorigénese, foi expressa no periodo de 37 dias. Talvez a fung&o relacionada a

diferenciacao de células epiteliais explique sua presenca, pois nesta fase o tecido
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mesenquimal se diferencia formando tecidos conjuntivos e tecidos epiteliais
caracteristico de cada orgao. Por outro lado, a glicoproteina conhecida como
Glicoproteina-N-acetilgalactosamina 3-beta-galactosiltransferase 1, localizada no
spot-10 desempenha fungbes em multiplos processos, como a angiogénese,
trombopoiese e desenvolvimento da homeostases nos rins, somente foi expressa no
periodo de 23 dias de gestacao, justificando os achados Noden, de Lahunta (1990)
ao descreverem que o sistema cardiovascular inicia seu desenvolvimento no final da
terceira semana gestacional, poucos dias antes do inicio do surgimento do primérdio
do respiratorio. As células mesenquimais derivadas do mesoderma esplancnico
proliferam-se formando aglomerados celulares isolados, que logo darao origem a
tubos endoteliais, que se unem formando o sistema cardiovascular primitivo.

Nos humanos, Moore, Persaud (2004); Moore, Persaud, Shiota (2002)
afirmam que o primérdio do coracdo torna-se evidente aos 18 dias e comeca a
pulsar aos 22 ou 23 dias. Na area cardiogénica, células mesenquimais esplancnicas
se agregam e se dispde de ambos os lados formando os corddes angioblasticos, os
quais se canalizam formando os tubos cardiacos endocardicos de paredes
delgadas, tais sinalizagbes e informagdes provavelvente estdo sendo realizadas pela
glicoproteina Glicoproteina-N-acetilgalactosamina 3-beta-galactosiltransferase 1,
mencionada acima, encontrada por nés neste trabalho.

A proteina Corion-especifico (GCM1), localizada no spot-11 € um fator de
transcricdo necessario para o desenvolvimento da placenta e somente foi expresso
no periodo de 23 dias. Por outro lado, a proteina quinase serina/treonina DCLK1,
localizada no spot-12 é responsavel pela sinalizagdo de calcio, controlando a
migragao neuronal durante o desenvolvimento do cérebro, expressa aos 37 dias de

gestacao.

A proteina 1 Desenvolvimente Cranio-Facial (CFDP1), localizada no spot-13 é
uma proteina que pode desempenhar fungdes durante a embriogénese foi expressa
nos dois periodos gestacionais, esta proteina poderia estar expressa até o final do
desenvolvimento do saco vitelino. Por outro lado, a proteina ApoE (Apolipoproteina
E), localizada no spot-16 € a maior apolipoproteina encontrada no sistema nervoso
central, tem uma importante fungdo neural e de reparo apos uma injuria, poderia ser
uma importante proteina para a sobrevivéncia do embrido durante uma agressao

externa, so foi expressa no periodo de 37 dias.
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A proteina JMJD6 (Histone arginine demethylase), localizado no spot-18 é
necessaria para a diferenciacdo de multiplos 6rgdos durante a embriogénese.
Provavelmente funciona como uma via reguladora da diferenciagdo hematopoiética
foi expressa nos dois periodos com maior intensidade de expressao no periodo de
23° dia de gestacao. Por outro lado, a proteina HIC1 (Hypermethylated in Cancer 1
protein), localizada no spot-25 € um fator de transcricdo importante durante o
desenvolvimento embrionario, podendo atuar como um supressor tumoral que
reduziria a probabilidade de uma célula se tornar um tumor, sé foi expressa no
periodo de 23 dias.

A proteina TSH2 (Teashirt homolog 2), localizada no spot-27 € um regulador
transcricional envolvido nos processos de desenvolvimento de outras proteinas,
ainda ndo conhecidos, so foi expresso no periodo de 23 dias.

A proteina CED6 (Cell death protein 6), localizada no spot-35 pode atuar
como um adaptador de proteina para o reconhecimento e a fagocitose de células
apoptoticas durante o desenvolvimento normal, promove a destruicao de células nas
fases precoce e tardia da apoptose, expressa nos dois periodos gestacionais.
Barreto Filho e Marques Junior (1993) explicam a existéncia de um processo de
eliminagdo de células desnecessarias, mantendo a homeostase dos tecidos, com
papel funcional de maturacdo e nao descolamento de placenta durante o periodo
fetal. O aumento no numero de células em apoptose contribui para a desconexao
materno-fetal da placenta. Talvez esta proteina seja expressa durante todo o
periodo gestacional, e uma falha em sua producéo levaria ao aborto do embrido ou

feto.
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7 CONCLUSOES

Em face dos resultados obtidos nas condicbes experimentais apresentadas

podemos concluir que:

1.

O presente protocolo foi estabelecido para a separacao de proteinas do
saco vitelino de embrides bovinos, e possivelmente para outras

amostras de tecidos de mamiferos.

O pré-tratamento das amostras é de grande relevancia para melhorar a

separagao e o poder de resolugéo das proteinas nos géis protedmicos.

A separacdo das proteinas do saco vitelino de embrides bovinos
utilizando-se fitas IPG com gradiente 3-10 e coloragao com Coomassie

Blue G-250 permitiu detectar grande quantidade de spots.

Os padrbes protéicos dos géis 2D-PAGE apresentaram diferenciagao
significativa entre as amostras de 23 e 37 dias de gestagdo, como

também foi capaz de expressar padrdes distintos de proteinas.

Os mapas primarios 2D-PAGE desenvolvidos no presente estudo sao
uteis para a geragcao de um banco de dados eletrénico de géis 2D-
PAGE, e a sua comparacao inter-laboratorial com o intuito de identificar
novos padroes de expressao protéica ou mudancgas poés-transducionais

nos diferentes estagios de desenvolvimento.

O saco vitelino de embrido bovino possui fungbes importantes para o
desenvolvimento do embrido. Dentre destas fung¢des a diferenciacéo
celular, o desenvolvimento do sistema nervoso, funcdes neurais,
diferenciagdo muscular, diferenciacdo de multiplos 6rgaos na

embriogéneses, atividade anti-apoptética, durante o periodo
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gestacional de 37 dias, como observado neste estudo. Enquanto, que
as proteinas do saco vitelino no periodo de 23 dias apresentam
fungdes diferenciadas, quando comparadas ao periodo gestacional de
37 dias, como as fungdes no desenvolvimento da angiogénese,
trombopoiese e homeostasia nos rins, desenvolvimento da placenta,
formagao dos ossos no embrido, supressdo tumoral e regulagdo da

expressao génica durante a formagado do mesoderma embrionario.

O conhecimento das fungdes das proteinas vitelinas,
durante o primeiro trimestre de gestagcdo, auxiliardo na
compreensao das varias inter-relagdes entre a méae e o feto, fase
na qual muitos eventos podem levar a alteracbes no
desenvolvimento desta membrana e, por conseguinte a
fendmenos que prejudicam a placentagdo e desenvolvimento
normal dos embrides. O estudo destas proteinas e a sua
identificacdo poderdo servir para o desenvolvimento de
biomarcadores uteis no diagnostico pré-implantacional
embrionario, com o intuito de prevenir a transmissdo de
enfermidades genéticas no embrido produzido por manipulagao

em laboratério.
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