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Resumo

A prostata ¢ uma glandula encontrada no sistema reprodutor de humanos e
roedores do sexo masculino e feminino. Em machos de gerbilo (Meriones
unguiculatus), a glandula prostatica ¢ dividida principalmente em trés lobos: o dorso
lateral, dorsal e ventral, sendo que esses apresentam diferencas com relacdo aos
aspectos de secre¢do, o pregueamento do epitélio e a organizacdo estromal. O lobo
ventral prostatico de gerbilos machos apresenta similaridades morfologicas com a
prostata feminina, pois esta glandula também apresenta células funcionalmente ativas.
Estudos mostram que o desenvolvimento, crescimento e a diferenciagdao prostatica sao
dependentes da acdo de androgenos, sendo que o principal andréogeno ¢ a testosterona.
Assim, a deplecdo e a suplementacdo pela testosterona afetam morfofisiologicamente
tanto a prostata masculina quanto a feminina. Entretanto, poucos estudos relatam sobre
os tipos de proteinas que compdem as prostatas masculinas, principalmente quando se
trata de proteinas encontradas na prdstata feminina. Desse modo, o objetivo desse
estudo ¢ fazer uma analise protedmica das prostatas masculinas e femininas de gerbilos
adultos em condi¢des normais e submetidas a deplecdo e a suplementacdo pela
testosterona, utilizando espectrometria de massas. Para isso, gerbilos machos e fémeas
adultos (99 dias) foram divididos em dois subgrupos para cada grupo experimental:
controle, castrado e o tratado, sendo que estes receberam cipionato de testosterona
(Img/Kg/dia) durante 21 dias. Os animais machos e¢ fémeas de todos os grupos
experimentais foram sacrificados com 120 dias de idade e em seguida, as prostatas
foram retiradas e a fra¢do proteica extaida para andlise por espectrometria de massas no
contexto Shotgun. Os dados resultantes dessa técnica foram analisados com ferramentas
de bioinformatica. Esta investigacdo possibilitaou identificar as proteinas que compde

essa glandula e podera no futuro explicar disfungdes prostaticas.

Palavras chaves: Protedmica, Prostata, Hormonio, Shotgun, Espectrometria de massas
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2. Abstract

The prostate is a gland found in the reproductive system of humans and rodents
of both the male and the female. In males of gerbil (Meriones unguiculatus) prostate
gland is divided mainly into three lobes, the dorsum lateral, dorsal and ventral, and
these differ in relation to aspects of secretion, the pleating of the epithelium and stromal
organization. The ventral lobe of the prostate male gerbils presents morphological
similarities with the female prostate of the same, even this gland also features
functionally active cells. Many studies show that the development, growth and
differentiation prostate are dependent on the action of androgens, being that the primary
androgen 1is testosterone. Thus the depletion and supplementation of testosterone affect
morfofisiologicamente both the male prostate gland as female. However, few studies
have reported on the types of proteins that may be involved in these changes that affect
the male prostates, especially when it comes to proteins found in the female prostate,
presents a dysfunctional growth, especially when there are hormonal changes due to
lack or excess of testosterone in the body. From this, the aim of this study is to make an
analysis of proteomics of the prostates of male and female gerbils adults under normal
conditions and subject to depletion and supplementation by testosterone. Therefore,
adult male and female gerbils (99 days) were divided into two subgroups for each
experimental group: control, neutered and treated, and these received testosterone
cypionate for 21 days. The male and female animals of all experimental groups were
sacrificed at 120 days of age and then their prostates were removed. Then, the total
proteins of the male and female prostates were extracted to be subjected to the technique
of mass spectrometry in Shotgun, and the output data of this technique were analyzed
by bioinformatics tools thereby, proteomic profile of male and female prostates of gerbil
will be essential to clarify some issues and propose possible solutions for problems and

malfunctions involving these prostatic glands.

Key words: Proteomics, Prostate Hormone, Shotgun Mass Spectrometry
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Lista de abreviaturas

At- variagao de tempo

Ax- variagdo espaco percorrido pela particula
ACN - Acetonitrila

AR - receptores de androgenos

BL - bexiga

CEUA - Comité de ética no uso de animais

CG - glandula coaguladora

DHT - 5a-di-hidrotestosterona

DLL - lobo dorsolateral

DL - lobo dorsal

DTT - ditiotreitol

ESI - eletrospray

FC - grupo das fémeas controles

FT - grupo das fémeas tratadas

HPLC - cromatografia liquida de alta performace
LCMS-IT-TOF - Cromatografia liquida Acoplada a espectrometria de massas-
Armadilha de ions-Tempo de véo

m - massa da particula

MS - espectrometria de massa

PMSEF - Fenilmetilsulfonil fluor

PSA - antigeno especifico da prostata

g- carga da particula, também se refere ao simbolo (z)
RF -Radio freqiiéncia

SUG - seio urogenital

SV - vesicula seminal

TFA - Acido trifluoroacético

TOF - time-of-flight -tempo de voo

U - Energia potencial da particula

UFLC- Ultra Fast Liquid Chromatography- Cromatografia liquida ultra rapida
UR - uretra

v- velocidade da particula

MC — Dorso Ventral do macho controle
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1. Introducao

Glandula Prostatica

A reprodug¢do € uma caracteristica muito importante para a continuagdo da
espécie. Esse fato explica o grande interesse em relagdo ao tema nas mais diferentes
areas do conhecimento, sendo aplicado a vérios conjuntos de estudos interdisciplinares
dos quais resultam em varias frentes de pesquisa desde os principios bésicos, como
organizacdo dos orgaos do aparelho genital, o nivel celular e molecular com énfase, a
regulacdo hormonal e o controle de doengas, dentre outros (GOES, 2007)

A préstata ¢ uma glandula acesséria fundamental que faz parte do sistema
reprodutor masculino, no qual ¢ responsavel pela produgdo de secregdes essenciais para
a sobrevivéncia, viabilidade e motilidade dos espermatozoides (PRICE, 1963). A
glandula prostatica desenvolve-se a partir do seio urogenital (SUG), sendo este de
origem endodérmica (TIMMS, 1997). Em machos e fémeas o SUG ¢ morfologicamente
indistinguivel até¢ o 17°- 18° dia de gestacdo em ratos e camundongos, e até a 10* — 12°
semana em humanos. Depois desse periodo inicia-se a morfogénese prostatica que é
iniciada e dependente da acdo de androgenos (MARKER et al, 2003; CUNHA et al.,
2004).

A morfogénese prostatica ¢ dependente de hormdnios esteroides, os androgenos
sdo necessarios para iniciar o desenvolvimento prostdtico, para continuar o seu
crescimento embrionario e neonatal e, posteriormente, para iniciar a atividade secretéria
prostatica na puberdade (ISAACS et al., 1994). Sob a influéncia de androgenos, as
células mesenquimais produzem e secretam fatores paracrinos especificos que ditam o
crescimento e diferenciacdo da glandula prostatica (CUNHA et al., 2004). Assim, com a
diferenciagdo das células epiteliais, os niveis de receptores androgénicos (AR)
aumentam e a expressao de receptores estrogénicos epiteliais (ERB) e estromais (ERa) ¢
induzida (CUNHA et al., 2004). No desenvolvimento normal, os ERa também atuam de
maneira pardcrina, estimulando a prolifera¢do epitelial, enquanto os ERf medeiam os
efeitos antiproliferativos, balanceando a agao proliferativa dos androgenos sobre o
epitélio prostatico (ELLEM E RISBRINDGER, 2009).

A glandula prostatica ¢ encontrada na maioria dos mamiferos, porém com uma
variedade morfologica entre as classes. Em roedores machos, como o gerbilo da

Mongolia (Meriones unguiculatus), por exemplo, a prostata apresenta quatro lobos que
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circudam a uretra e a base da bexiga, nomeados como ventral, dorsal, dorso-lateral e a

coaguladora (ROCHEL et al., 2007), como evidenciado na figural.

Figura 1: (A)Visao lateral e (B)visdo superior do complexo prostatico do gerbilo, sendo bexiga
(BL), glandula coaguladora (CG), lobo dorsolateral (DLL), lobo dorsal (DL), dorso ventral
(VL), vesicula seminal (SV) e uretra (UR). (Retirado de Rochel et al., 2007)

Os trés lobos prostaticos mais estudados, o dorsal, dorso lateral e ventral,
apresentam o padrdo comum da organizacao histoldgica da prostata, como a presenga de
alvéolos com epitélio simples prismatico e altamente secretorio, imersos em um estroma
com tecido conjuntivo vascularizado, com fibras coldgenas e elasticas e células
musculares lisas bem compactadas dispostas ao redor dos alvéolos, caracteristicas muito
semelhantes as encontradas na prostata masculina humana (CAMPOS et al., 2006;
ROCHEL et al., 2007). Entretanto, segundo Rochel e colaboradores (2007), esses lobos
prostaticos apresentam identidades distintas com relagdo a importantes caracteristicas
como os aspectos de secrecdo, pregueamento epitelial e a organizacao estromal, como

observado na figura 2.
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Daorsal

Ventral

Dorso lateral

Figura 2. Corte histologico dos lobos dorsal, ventral e dorso lateral da prostata masculina de
gerbilo (Meriones unguiculatus), corada com Hematoxilina e Eosina. A,B, C. Dorsal: Grande
quantidade de secre¢do (*) na regido luminal (L). Epitélio (EP). Estroma muscular (EM). D, E,
F. Ventral: Menos secrecdo na regido luminal (¥). G,H,I. Dorso lateral: Presenca de “blebs” na

regido apical do epitélio (setas) (Imagens cedidas por Mariana Pulegio).

Apesar de a prostata ser mencionada somente como parte do sistema reprodutor
masculino, essa glandula nao ¢ exclusiva apenas desse sistema, sendo também
encontrada no sistema reprodutor feminino de roedores (DOS SANTOS et al., 2003;
BIANCARDI et al.2010) e de humanos (ZAVIACIC, 1999).

Em humanos, do sexo feminino essa glandula foi designada primeiramente como
glandula de Skene (SKENE, 1880), recebendo uma interpretacdo de uma estrutura
resquicial. Porém, os trabalhos de Zaviacic (ZAVIACIC, 1999, ZAVIACIC et al.,

2000a, 2000b) mostraram uma homologia maior com a prdstata masculina, sendo essa
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homologia caracterizada pelas caracteristicas morfoldgicas e na secre¢do de produtos
tipicos, que esses ajudam na nutricdo e mobilidade dos espermatozdides.

Nas ultimas décadas, diversos trabalhos tém relatado a ocorréncia de uma
glandula prostatica bem desenvolvida em varias espécies de fémeas de roedores, como
Praomys natalensis (SMITH et al., 1978; GROSS E DIDIO, 1987), Rattus norvegicus
(SHEHATA, 1980), Lagostomus maximus maximus (FLAMINI et al., 2002), Meriones
libycus (SHEHATA, 1975) e Meriones unguiculatus (DOS SANTOS et al., 2003;
Custodio et al., 2004). Estes trabalhos demonstraram a existéncia de grande semelhanga
entre a prostata feminina de roedores e humanos (ZAVIACIC, 1999). Além disso, as
caracteristicas morfologicas apresentadas por estas pesquisas indicam que a prostata
feminina dessas espécies € equivalente a prostata ventral masculina, e que suas células
epiteliais exibem um fenétipo de células funcionalmente ativas.

A prostata de fémeas adultas de gerbilos apresenta uma grande similaridade
morfofuncional com a préstata feminina humana, tendo uma localizacdo para-uretral
(DOS SANTOS et al, 2003; SANTOS E TABOGA, 2006). A glandula desse roedor
apresenta cerca de 15% a 25% do tamanho da prostata ventral de gerbilos machos,
sendo constituida por um pequeno conjunto de ductos e alvéolos circundados por um
estroma bem desenvolvido (DOS SANTOS et al., 2003; SANTOS E TABOGA, 2006),
como observado na figura 3. A porcao alveolar ¢ revestida por células secretoras, que
produzem abundante secregio rica em fosfatase acida (CUSTODIO et al., 2004) e que
expressam o antigeno especifico da prostata (PSA) (SANTOS et al., 2006). Além das
células secretoras e basais encontradas no epitélio prostatico feminino pode também
observar as células claras e as ciliadas, que apresentam diferengas no censo
populacional no epitélio prostatico, de acordo com a fase do ciclo estral em que a fémea

se encontra (FOCHI et al., 2008).
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Figura 3. (a) Visao Geral da prostata feminina do gerbilo, mostrando o arranjo da glandula (g)

e dutos (d) em volta da uretra (u). Observe que os dutos estdo inseridos na musculatura que
envolve a uretra. Corado com hematoxilina-eosina (HE). (b) Detalhe do epitelio prostatico (ep)
mostrando as celulas apocrinas (setas grossas), merocrinas (m) e a as celulas basais (setas
finas). Celulas secretoras (c) também sdo vizualizadas em HE, com 860 vezes de aumento.

(retirado de Santos et. al. 2003).

Regulacio Hormonal

Os eventos de desenvolvimento, crescimento e de diferenciacdo da glandula
prostatica sdo dependentes da acdo de andrégenos (MARKER et al., 2003; Cunha et al.,
2004). O principal androgeno € a testosterona, no qual, dentro da prostata, ¢ convertida

pela agdao da enzima Sa-redutase tipo 2 a Sa-di-hidrotestosterona (DHT), a forma
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androgénica mais ativa, tendo uma maior afinidade pelos receptores de androgenos
(AR) do que a testosterona (STREES, 2001).

De acordo com Pu e colaboradores (2007), a regulacdo androgénica sobre o
desenvolvimento prostatico ¢ mediada por regulacdo positiva e negativa da acdo de
multiplos genes relacionados com a morfogénese prostatica. A diferenca na regulacao
desses genes do desenvolvimento pela testosterona pode estar relacionada com a
determinagdo da heterogeneidade dos lobos da glandula prostatica de roedores.

A importancia da a¢do dos androgenos sobre a prdstata masculina ¢ confirmada
quando estudos relatam que a deplecdo de andrégenos por meio da castragdo cirtirgica
causa a atrofia da glandula, com notével redug¢do do seu tamanho e peso, inicialmente
caracterizados por uma acelerada liberagdo da secrecdo luminal, seguida pela
diminui¢do do tamanho das células epiteliais por processos de morte e degeneragao
celular, resultando em lobos reduzidos e células epiteliais menores (AUMULLER;
SEIZ, 1990). Além disso, esse bloqueio androgénico resulta em diminuicdo no grau de
expressao de AR das glandulas prostaticas (CORDEIRO et al., 2008).

Os fatores que promovem a atividade da prostata feminina, principalmente do
gerbilo tém sido muito estudados em diversas pesquisas atuais (CUSTODIO et al.,
2004; SANTOS et al., 2006). Os resultados obtidos com estes estudos demonstram que
a fisiologia da prostata feminina ¢ regulada por andrégenos e estrogenos, € que
desequilibrios hormonais decorrentes do envelhecimento ou de manipulagdes
hormonais pré-natais e/ou pds-natais podem levar a instalacdo de desordens prostaticas
(SANTOS et al., 2006, CUSTODIO et al., 2010; PEREZ et al., 2011).

Apesar da falta de estudos que identificam os genes que regulados pela a agao
dos andrégenos sobre a prostata feminina, estudos com gerbilos mostram que a
suplementagdo com testosterona durante a fase adulta do animal promove efeitos de
hiperandrogenismo na prostata feminina, como o aumento da diferenciagdo e
proliferacdo das células epiteliais, aumento da atividade secretoria e o surgimento de
displasia prostatica (SANTOS et al., 2006). Além disso, estudos com ratos mostram que
os efeitos da agdo androgénica sobre a prdstata feminina aumentam a similaridade desta
glandula com o lobo ventral da prostata masculina (BIANCARDI et al., 2010).

Como visto ha muito estudo sobre a morfosiologia e histologia da prostata,
porém a auséncia de uma abordagem da caracterizagdo protedmica desta glandula. A

hipotese desse estudo ¢ que o perfil protéico da prostata dos machos ¢ diferente da
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prostata da fémea, podendo ser diferencialmente alterado diante de procediemntos

experimentais variados.

Espectrometria de Massas

Para comparar as andlises morfofisiologicas dessa glandula com as proteinas
totais da glandula prostatica, foi utilizada espectrometria de massas, pelo método
shotgun, método responsavel por determinar algumas estruturas complexas de
carboidratos, determinar sequéncias de aminoacidos em proteinas e sequencias de
nucleotideos em DNA (HARRIS. DC, 2005), fornecendo assim informagdes
qualitativas e quantitativas sobre moléculas organicas.

Atualmente, a espectrometria de massas (MS — “Mass Spectrometry”

BURLINGAME, A.L. et al 1996) é uma técnica microanalitica, utilizada para obter

informacao do peso molecular e de caracteristicas estruturais da amostra. Esta técnica ¢
uma das mais importantes ferramentas analiticas disponiveis aos cientistas, ja que ¢
capaz de fornecer informagdo sobre: a composi¢do elementar de amostras, a estrutura
molecular, a composicao qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura e

a composicao de superficies soélidas e as propor¢des isotopicas de dtomos em amostras

(SKOOG, D.A. 1998).

A espectrometria de massas, ao contrdrio do que possa imaginar, ndo ¢ uma
técnica recente, ela teve seu inicio em 1886 com a descoberta do ion positivo por
Goldstein. O primeiro espectro de massas foi obtido por Thomson, em 1912, e o
primeiro espectrometro foi desenvolvido por Dempster em 1918. A partir desta data
varios tipos de espectrometro foram desenvolvidos (ZHOMSON, J.J 1913. WIEN, K.
1999). O grande avango da espectrometria de massas no campo biologico se deu a partir
da década de 80 e 90 com o desenvolvimento das técnicas de ionizagio MALDI e ESI
por Hillenkamp e Fenn, respectivamente (E. HOFFMANN, 2007).

Um espectrometro de massas ¢ um instrumento analitico que converte
componentes de uma amostra em ions gasosos, € mede suas massas, Sseus principais
componentes estdo mostrados na figura 4. Em um espectrdmetro de massas, os ions sao

separados de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z).
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Figura 4. Esquema de blocos mostrando as cinco principais partes que compdem um
espectrometro de massas com ionizagdo por eletrospray. (Figura cedida cordialmente pela

equipe do Prof. Dr. Mario Sergio Palma)

As amostras sdo introduzidas no espectrometro de massas, atingindo assim a
fonte, convertendo a amostra em ions de acordo com o método de ionizagdo eletrospray,
resultando em uma nuvem de ions carregados positivamente ou negativamente. Uma
vez que deixa a fonte sdo acelerados para dentro do analisador de massas, assim que
separados ou resolvidos os ions vao direto para o detector (AL BURLINGAME,1998 E.
HOFFMANN, 2007). A seguir sera descrito brevemente cada parte do espectrometro de

massas.

Fonte de ions

Depois de introduzidas no espectrdometro de massas a amostra precisa ser
ionizada para posteriormente ser analisada. Ha formas de ionizar a amostra, essas
formas seguem uma relagdo importante entre a energia interna transferida e as
propriedades fisico-quimicas da amostra, algumas técnicas de ionizagdo sao muito
energéticas e causam uma fragmentacao grande das moléculas contidas na amostra.
Assim para seguir com uma analise correta, deve-se conhecer a técnica de ionizagdo e
se sua amostra suporta a energia transferida a ela.

Essa técnica tem como principio a formagao de um “spray” eletrolitico, com um
capilar e uma agulha de alta tensdo transferindo energia para a amostra formando uma

nuvem fina de goticulas carregadas de uma solugdo, geralmente um solvente organico,
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contendo analito, em seguida o solvente comeca a evaporar até os ions serem expelidos
para a fase gasosa e irem para uma camara para serem acelerados e resolvidos, esquema
de eletrospray mostrado na figura 5 (A. L. BURLINGAME,1998 E. HOFFMANN,
2007)

Pressao atmosferica

¢ Bhkimmer
Goticulas carregadas

> ;%,%;;; xS
e

multiplamente
- carregados

Dessolvatagao

Figura 5. Tonizagao do tipo Eletrospray, mostrando todas as etapas, do processo de ionizagado

das moléculas.

Analisadores de massas

O Analisador de massas tem como principal funcdo separar ou resolver os ions
previamente formados na fonte do espectrdmetro de massas de acordo com a ralacdo
massa/carga de cada ion. Ha varios tipos de analisadores de massas, sendo que os mais
conhecidos e utilizados sdo: do tipo quadrupolo, armadilha i6nica (ion-trap), tempo de
voo (time-of-flight - TOF), setores magnéticos e elétricos (AL BURLINGAME, 1998 E.
HOFFMANN, 2007). Os analisadores utilizados nesse trabalho foram a armadilha
ionica e o de tempo de voo de forma acoplada.

Armadilha iénica: Como observado na figura 6 sao formadas por um conjunto

de eletrodos de secdo hiperbolica, dois centrais e dois terminais, constituindo uma
camara entre eles. Para se obter o espectro de massas aplica-se, voltagens de radio
freqiiéncia (RF) com amplitude varidvel e freqiiéncia fixa nos eletrodos centrais,
deixando os terminais aterrados. Usando somente corrente alternada este equipamento
funciona apenas como um quadrupolo tridimensional em RF. Assim para selecionar os
ions na camara e saber qual ion expulsar de maneira seqiiencial, ¢ analisado o m/z do

ion e comparado com o valor determinado da amplitude RF. Em outras palavras, os ions
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que apresentam a razdo m/z acima de um determinado valor da amplitude da RF tem
trajetoria que vai manté-lo na camara, caso contrario serd expulso (AL
BURLINGAME, 1998 E. HOFFMANN, 2007)

Esse equipamento tem a seqiiéncia operacional comecando com a inje¢do da
amostra para o interior da armadilha na qual esta configurada com amplitudes baixas de
RF para aprisionar todos os ions formados. Em seguida a amplitude ¢ aumentada e os

ions de massa crescente sao expulsos seqiiencialmente da armadilha

F— e

lon Trap

Fonte de ions

Figura 6. Analisador de massas do tipo ion trap. Esquemas dos eletrodos usados para variar as

RF e camera da armadilha i6nica com suas se¢des hiperbolicas. Modificado de www.shimadzu-

biotech.net/aximagq it.php.

Tempo de voo: Tem seu principio na medida de tempo que o ion formado na fonte
demora para atingir o detector. Todos os ions recebem a mesma quantidade de energia
durante a sua formagdo durante uma rapida aceleragdo, porém por terem diferentes
valores da razdo m/z, sdo assim separados em grupos de acordo com sua velocidade, ou
seja, pela sua relagdo m/z. Na figura 7 estd esquematizado esse analisador. Como
demonstrado nas equagdes abaixo, usando a lei da conservacdo da energia para
encontrar a velocidade e o tempo de voo temos (A. L. BURLINGAME,1998 E.
HOFFMANN, 2007):

(]U:%mv2 (1)
24U _, @
m )
2qU
e
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Pela definicao de velocidade tem que: v= % (4)
Substituindo a equagdo 4 na 3 obtém: % =, /M (%)
m

At _ | m
Ax \2qU (6)
Ar= | Ax

2qU (7)

Assim, pode-se verificar que o poder de resolucio do TOF estd em funcao do
comprimento do tubo de véo (Ax), da voltagem de aceleracdo e do pardmetro m/z

representado na equacdo como, m/q.

L Ko LR A | , Resultado (espectro)

Detector - * Detecgéo
S I
0en O
0 %
Tubo de v6o - I+ ) Separacgdo (TOF)
H o
o 1
e
© 99 Aceleracao da
D amostra ionizada
o
LN % A
. ESI
Fonte de ions

Figura 7: Esquema do Analisador de massas Tempo de voo Livre TOF, mostrando cada etapa
do processo, fonte de ions, regido de aceleracdo dos ions, regido de separagio, até o detector.

Adaptado de Resende et al, 2013.
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Detectores
Tem como principio converter ions em arquivos de dados compativeis ao
servidor utilizado. Localiza no final dos analisadores fazendo a conexdo com as

ferramentas de bioinformatica para tratamento dos dados adquiridos.

Analises proteémica por Shotgun

Devido as dificuldades encontradas para identificar proteinas em uma mistura
complexa, desenvolveu-se a técnica de Shotgun, na qual procura dar uma abordagem
para essa dificuldade acoplando a um espectrometro de massas a cromatografia liquida
de alta resolu¢do (HPLC). Nessa abordagem, as proteinas de uma mistura complexa sao
digeridas por uma protease resultando em peptideos, sendo esses separados pelo HPLC.
Logo em seguida com o HPLC acoplado ao espectrometro de massa, os peptideos sao
injetados na fonte de ions e analisados via seqlienciamento por MS/MS e
posteriormente com o auxilio de ferramentas de bioinformatica identificar as seqiiéncia

dos peptideos quando submetidos a busca nos bancos de dados de proteinas. Em suma

na figura 8. .
Mistura de M1st111{;=1 e
proteinas peplidecs Separagao em 1D ou MDLC da mistura de peptideos

% n\"\“% 12 Dimensao
(252 S sgl*f =

epengao

Digestdo * =
l 22 Dimensao
Repetlgao
Aquisi¢ao de dados:
MS e MS/MS

Fragmentagao do MS MS/MS .
peptideo por MS/MS MS 11, | l | Repeticao

ﬂ Espectro obtido de MS/MS

Interpretagao computacional |

de espectro de MS/MS Banco de dados —U—L—I—LL Analise de correlagao

utilizando-se | | | TT T = &
Seduencias gencimieas ﬂ Espectro predito a partir
N de sequéncia de um
Identificacao de proteinas banco de dados gendémico

Figura 8: Esquema geral da analise protedmica por shotgun, mostrando as suas principais

etapas. Retirado eadaptado de http://tanlab.wordpress.com/2008/10/02/multidimensional-lc-

separations-in-shotgun-proteomics/
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Bioinformatica

Com shotgun, serd necessario utilizar ferramentas computacionais de
bioinformatica, para as analises dos peptideos nas proteinas em experimento de
espectroscopia em shotgun, essas andlises consistem em algumas etapas
(NESVIZHSKII & AEBERSOLD 2005).

A primeira etapa ¢ a obtencao dos espectros de massas e confronta-los com um
banco de dados usando algoritmos como o MASCOT, SEQUEST e BLAST, esses
algoritmos sdo capazes de fazer buscas de acordo com informagdes dadas pelo usudrio
filtrar sequencias falsas durante a identificagdo das proteinas (NESVIZHSKII &
AEBERSOLD 2005). Logo em seguida na segunda etapa esses peptideos sao analisados
e de acordo com um banco de dados sdo comparados com as sequencias de proteinas ja
armazenadas nesses bancos. (NESVIZHSKII & AEBERSOLD 2005).

Posteriormente nos proximos passos os peptideos identificados sdo distribuidos
entre todas as proteinas correspondentes, criando assim, uma lista destas proteinas
possiveis e a partir de uma analise probabilista dos peptideos identificados, associa-se
estes peptideos a suas proteinas. Isso permite fazer um calculo de confianga estatistica
entre os peptideos identificados e suas possiveis proteinas, estimando assim as falsas
identificacdes, como um filtro de dados. Esses célculos sdao todos feitos pelos proprios
algoritmos de buscas utilizados (NESVIZHSKII & AEBERSOLD 2005), assim, essas
ferramentas computacionais sdo de estrema importancia para a analises das proteinas

que compdem a amostra.
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2. Objetivo

O presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo protomica, das proteinas
totais do lobo ventral das prostatas masculinas e da prostata femininas de gerbilos
adultos que foram submetidos a castragdo, suplementacao pela testosterona, por meio da

técnica de Shotgun.
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5. Materiais e Métodos

Animais

Os gerbilo da Mongo6lia (Meriones unguiculatus) machos e fémeas utilizados
foram mantidos no biotério do laboratério de Microscopia e Microanalise do Instituto de
Biociéncia Letras e Ciéncias Exatas/UNESP. Os animais foram instalados em caixas de
polietileno com substrato de maravalha, em condi¢des adequadas de temperaturas e com
iluminacao ciclo de 12:12 claro e escuro, recebendo agua filtrada e ragdo ad libitum, de
acordo com as normas e aprovagao do Comité de ética no uso de animais (CEUA) da

institui¢ao, sob o protocolo 047/2011.

Delineamento Experimental

Os animais machos e fémeas foram divididos em dois subgrupos para cada
grupo experimental, nos quais foram formados o grupo controle, o grupo castrado e o
grupo tratado com hormonio (testosterona). No grupo castrado, os animais com 99 dias
de vida pos-natal foram submetidos a orquiectomia bilateral por uma incisao cirurgica,
apés a anestesia por meio de uma inje¢ao intra muscular de Cetamina e Xilazina
(50mg/Kg). No grupo tratado, os animais machos e fémeas, com 99 dias de vida pos-
natal, receberam doses subcutidneas de 1mg/Kg/dia de cipionato de testosterona (T-
Deposteron — EMS), diluido em 100 pl de 6leo mineral Nujol® (CAS 8020-83-5;
Sigma-Aldrich, St Louis, MO), durante 21 dias. No grupo controle animais com 120 dias
tiveram sua data de morte sem ter nenhum tipo de tratamento.

A prostata feminina do gerbilo ¢ muito pequena e com massa em média de
0,0045g+0,002g (dado obtido por ensaio feito em laboratorio) por fémea, entdo foi
necessario uma quantidade significativa para uma analise bioquimica da prostata
feminina, assim foram necessarios 20 fémeas para cada grupo experimental. Entretanto,
para o macho que apresenta o tamanho prostatico maior com relacdo a prdstata feminina
foram necessarios uma menor quantidade de animais para o estudo, sendo 9 machos

para cada grupo controle e tratado e 15 machos para o grupo castrado.

27



Dissertac¢do de Mestrado de Pedro H Garcia Sobrinho

Ao fim de cada tratamento, os animais machos e fémeas de todos os grupos
experimentais, ao completarem 120 dias de vida pds-natal foram anestesiados por
inalagdo de CO,, pesados e, em seguida, decaptados para a coleta da prostata e do
sangue total. Apos a dissecgdo, as prostatas dos machos e fémeas foram pesadas. As
fémeas com 120 dias de vida de todos os grupos experimentais foram cicladas antes do
sacrificio para que todas estivessem na fase proestro do ciclo estral (NISHINO E
TOTSUKAWA, 1996). E em seguida foi feita a extracdo das proteinas totais e segui-se

com a técnica de shotgun.

Extracdo de Proteinas Totais

Depois da dissecagdo e retirada das prostatas, extraiu-se cada glandula de cada
grupo e nesse processo foi usado um tampao contendo inibidor de protease (20% de
Fenilmetilsulfonil fluor (PMSF) em isopropanol), em seguida diluiu-se na proporcao
1:1000 em dagua, afim de nd3o usar sal e detergente foi realizado o processo de
maceracao e corte das glandulas, importantes no processo de extragdo, realizdo em
baixa temperatura, somente com o inibidor de protease. A concentracao das proteinas
totais nas amostras foi determinada utilizando o método de Lowry modificado

(PETERSON, 1977).

Digestdo “em-solug¢do” para estratégia shot-gun.

As proteinas foram solubilizadas em 50 pL de bicarbonato de amonio 50mM,
pH 7.9 contendo 7.5 M de ureia, durante 60 min a 37°C e entdo reduzidas com
ditiotreitol (DTT) 10mM, a 37°C, durante 60 min. Apos este tratamento, as proteinas
foram alquiladas com iodoacetamida 40mM, a 25°C, durante 60 min, ao abrigo de luz.

As amostras foram diluidas cinco vezes com bicarbonato de amonio 100 mM,
pH 7,8, e cloreto de célcio na concentragdo de 1 mM. Em seguida foi adicionada
tripsina (Promega) a solu¢do de proteina desnaturada (1:50 w/w de tripsina: proteina)
durante 18 hs, a 37 ° C. A reagdo foi interrrompida com a adicao de 5 pL de 4cido
formico.

As amostras digeridas foram dessalinizadas utilizando em uma coluna Sep-pak
tc 18 lcc Vac cartrigde (Waters). Os peptideos foram solubilizados em ACN a 50%
(Agua) e submetidos & analise em um sistema LC-IT-TOF/MS e MSn.

28



Dissertac¢do de Mestrado de Pedro H Garcia Sobrinho

Experimentos de LCMS-IT-TOF

No experimento de LCMS, as amostras foram analisadas utilizando o sistema
UFLC (SHIMADZU), acoplado diretamente (on line) ao espectrometro de massas,
contendo duas bombas LC-20AD, detector de arranjo de diodos SPD-M20A,
amostrador automatico SIL-20AHT e forno para coluna CTO-20A. A andlise foi
realizada sob gradiente de acetonitrila de 5 a 90% (v/v), contendo 0.05% de acido
trifluoroacético (TFA) (v/v), por 90 min., utilizando-se uma coluna C-18 Shim-pack
XR-ODS (3x100 mm), com poros de 120 A, com particulas de 2,2 um (SHIMADZU).
A eluicdo dos componentes foi monitorada por absorbancia ultravioleta a 214 nm
através do sistema UFLC (SHIMADZU), com fluxo de 0,2 mL/min, durante 90
minutos. Os eluentes foram analisados no modo positivo (ESI+) continuo, durante todo
0 experimento.

A obtencdo dos espectros de massas, foi realizada em um Espectrometro de
Massas com fonte ESI, do tipo “lon Trap-Time of fly” (IT-ToF SHIMADZU) armadilha
de ions tempo de voo. O software LCMS solution (SHIMADZU) foi utilizado para
controle de aquisicdo e andlise de dados. Durante todos os experimentos a temperatura
do forno e da interface foi mantida a 200°C, a voltagem na agulha a 4.5 kV e a voltagem
no cone a 3.5V. O fluxo de gés secante (nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas
nebulizador (nitrogénio) de 1.5 L/h. A detec¢do no espectrometro de massas foi
realizada com varreduras feitas no intervalo de m/z 200 a 4000, com uma resolucao de
aproximadamente 15000; além disso o sistema de aquisi¢do de dados foi operado em
modo positivo continuo.

Os experimentos de espectrometria de massas seqiienciais, ou seja, de
fragmentacao peptidica (MS2 e MS3) foram realizados utilizando-se os mesmos
parametros dos experimentos de MS. Foi utilizado Argdnio como gés de colisdo a uma
pressdo de 100 kPa. Os ions produzidos provenientes dos experimentos MS/MS foram
aprisionados e acumulados durante 50 mili segundos, na armadilha de ions , utilizando-
se uma energia de colisdo de 50% e freqiiéncia de 30 kHz.

Os espectros de massas obtidos foram analisados primeiramente com as
ferramentas do software LCMS solution (SHIMADZU), utilizado para controle de

aquisicao e analise de dados.

29



Dissertac¢do de Mestrado de Pedro H Garcia Sobrinho

Bioinformatica para a identificag¢do das proteinas.
Todos os dados gerados no espectdmetro de massas MS e MS/MS foram
convertidos para o formato .MGF no qual era usual para a ferramente de busca

“MASCOT protein engine seaarch” (http://www.mastrixscience.com), ¢ foi utilizado

como banco de dados para as buscas o Swissprot ¢ NCBI, com buscas feitas para a
entrada de taxonomia Matazoa (Animals), dos rodentia (rodentes). Para essas buscas ¢
necessario configurar alguns paramétros no MASCOT, entdo utilizou-se os seguintes
parametros: tolerancia de massas do peptideo de 0,5 Da e a toleranica da massas dos
fragmentos peptidicos de 0,5 Da, numero de clivagem perdida de no méximo 2, para as
modificacdes fixas e varidveis da amostra considerou-se a carbamidometilagdo e a
oxidagdo da metionina, respectivamente, ¢ os valores de “ion score” considerados
significantes foram os valores pré-estabelicidos pelo MASCOT.

A fun¢do de cada proteina foi identificada utilizando a banco de dados
UNIPROT, na qual entrava-se com o codigo de acesso da proteina e assim verificava
sua funcdo e se ha interacdes entre as proteinas que sdo diferentes em cada grupo
utilizando a ferramente de bioinformatica “String”, buscando assim alguma associa¢ao
funcional (V.M. CHRISTIAN et all 2002)

Toda a infra-estrutura para a realizacdo da espectometria de massas foi fornecida
pelo Laboratorio de Biologia Estrutural e Zooquimica (LBEZ), do Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS), do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro-SP, sob a

co-orienta¢do do Prof°® Dr. Mario Sergio Palma e auxilio da doutoranda Nathalia Dias
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6. Resultados

Foram identificadas proteinas dos grupos do lobo ventral (MC) da prostata do
macho controle e as proteinas de animais tratados tratada (FT) e controle (FC) da fémea,
que estdo apresentados separadamente.

Proteinas da prostata do lobo ventral (MC)

Os resultados apresentados no quadro 1, descrevem as proteinas identificadas e
estdo agrupadas com o codigo de acesso no NCBI (National Center for Biotechnology
Information), dados de ion score do peptideo, que foi identificado na proteina (acertos),
além da massa molecular, as porcentagens de coberturas das seqiiéncias de aminoéacidos
encontradas nas amostras comparadas e identificadas com as seqiiéncias das proteinas
depositadas nos bancos de dados utilizados. Este quadro contém também as seqiiéncia
de aminoécidos dos fragmentos gerados das proteinas que tiveram acertos com a
proteina depositada no banco de dados. No Apéndice 1, ¢ possivel verificar o codigo de

acesso com o nome da proteina.

Quadro 1. Proteinas identificadas do lobo ventral da prostata masculina, organizadas com seus
respectivos codigos de acesso aos bancos de dados, “ion score”, peso molecular, porcentagem
de cobertura e o peptideo que foi dado o “match”. As linhas mais escuras representam a proteina
identificada pelo peptideo, caso tenha encontrado mais de um peptideo da mesma proteina, este

esta representado com a linha mais clara.

Codigo de
Acesso “jon Cobertura
Score” MW (Da) (%)
Peptideo encontrado
1 Q3UZY0 27 145596 1 R.HCAELWK.K
2 P35486 23 43888 2 R.AILAELTGR.R
3 P08699 23 27241 6 K.VAVNDVHLLQYNHRMK.N
4 P35601 20 126705 1 K.KAASKSK.E
5 Q04888 19 50089 2 K.SAHLDHR.H
6 Q8VCEH1,; 19 45073 2 R.MHAGQDK.A
7 Q8BSP1 19 60130 1 K.TGHIIAVK.Q
8 ABH8H2 19 213776 1 K. TNGDVQSVK.M
9 P62737 19 42381 4 R.AVFPSIVGRPR.H
32 K.LTER.G
17 R.LDLAGR.D
17 K.CDIDIR.K
18 K.IIAPPER.K
7 K.IIAPPERK.Y
29 K. AGFAGDDAPR.A
28 R.DLTDYLMK.I
37 R.DLTDYLMK.I
33 K.EITALAPSTMK.I
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22 K.EITALAPSTMK.I
15 R.HQGVMVGMGQK.D
31 K.DSYVGDEAQSK.R
29 R.AVFPSIVGRPR.H
26 R.AVFPSIVGRPR.H
15 K.DSYVGDEAQSKR.G
66 K.SYELPDGQVITIGNER.F
10 R.VAPEEHPTLLTEAPLNPK.A
10 P02600 25 20781 45 K.IDLSAIK.I
8 R.HMCATLGEK.M
57 K.ITLSQVGDMCR.A
6 R.ALGTNPTNAEVK.K
39 K.MCGNPSNEEMNAK.K
19 K.DQGGYEDFVEGLR.V
43 K.KPAAAAPAPAPAPAPAPAKPK.E
11 P58771
19 32718 20 R.AEFAER.S
10 R.AELSEGK.C
7 R.LATALQK.L
19 K.SLEAQAEK.Y
45 R.KYEEVAR.K
13 K.MEIQEIQLK.E
14 K.ATDAEADVASLNR.R
12 P58774 19 32931 20 R.AEFAER.S
7 R.LATALQK.L
9 K.IVTNNLK.S
5 K.SLEAQADK.Y
45 R.KYEEVAR.K
9 K.LVILEGELER.S
14 K. ATDAEADVASLNR.R
13 P21107 19 33031 12 R.AEFAER.S
7 R.LATALQK.L
19 K.SLEAQAEK.Y
45 R.KYEEVAR.K
13 K.MELQEIQLK.E
14 P09495 5 28549 18 K.LAQAK.E
19 R.AEFAER.T
7 R.LATALQK.L
45 R.KYEEVAR.K
9 K.LVILEGELER.A
4 -.MAGLNSLEAVKR.K
15 Q8R429 16 110723 5 R.DAGIR.V
3 R.ILSIK.S
16 R.VPLTGPVK.E
43 K.GAPEGVIDR.C
13 R.EFDDLPLAEQR.E
18 R.CLALATRDTPPK.R
16 055143; 43 116437 2 K.GAPEGVIDR.C
17 Q6AY26 32 27281 5 K.ENSLPSCILGPR.T
18 QOWTM3 26 100787 1 R.EVSVEDARLGRVQFSR.V
25 29785 R.QQDEMKPKTDK.E
19 Q70FJ1 21 439138 1 KIKGLVK.A
14 R.EYTCLLKIR.D
9 K.IKLEMLEK.E
20 Q7TMK6 32 83885 1 R.LLTER.D
21 Q80U19 20 129087 2 R.GQVAELVAR.H
23 Q8R399 24 200492 1 R.LSSDLTR.E
12 R.KSGAQPDK.E
23 Q8COM9 32 34385 7 K.LITER.T
24 Q923Q2 21 126179 1 K.RMDTLR.V
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25
26

27

28

29
30
31
32
33
34

35
36
37
38
39
40
4

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
7
72
73
74

Q63374
QO9R117

070585
Q9JLCS8

Q5XHZ2
Q9DAS4
035385
Q76178
Q8K394
P97457

P13412
Q8QZY3

Q8CI33
P15464
Q91W27
Q9CWUG6
QOQEP2

P09022
Q56820
Q8CH77
A2RT67
Q60544
Q3UY23
Q6YND2
Q8CGV9
P97479
Q7TPQ3
Q9JMH4
Q62865
Q8ROWO
P49722

055102
P70392
Q8COV1
035348
P13439
P70498
Q9QWRS
Q7TSP2
Q5SS80
P22858
Q9CZ13
QOVGT4
D32750
Q8BG32
Q5XHX9
Q99N92
Q8K2MO
Q9DB30
Q8QZR7

24

13
10
31
19
11

21
19
11
22
28
27
21
26
47
28
27
23
21
32
27
28
26

24
23
23
22
22
21
21
21
23
20
20
20
27

20
19
19
19
19
19
30
22
21
21
19
19
19
19
19
19
19
19
19
27

3933362

187162
134942

75207
525942

38419
28413
87560
160069
127118
19057

21515
17830
60897
29663
11072
34676
39359

36356
58456
203041
145678
213160
71329
68501
119464
257001
194048
145004
125762
726989

26024
14329
136950
88704
48566
52773
106712
47717
160582
41175
20088
53446
208573
192112
47692
51918
15992
45287
46942
38867
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K.DATDLTR.S
R.IVEPLK.D
R.LKIPIK.G

R.EEDQPADR.W
R.ESADTLR.L
R.AILEDSK.A

R.NPAGSNGPR.G

M.IEEGGNK.R
R.LCKALR.E
K.DINFLLALAMTLK.S
K.EEKLIK.A
R.QILRDLR.W
R.WYRRYMAR.L
R.TERLIK.T
R.SSIIKDGTKQK.R
K.EASGPINFTVFLTMFGEK.L
K.QFLEELLTTQCDR.F
K.SVMLQIAATELEKEESR.R
R.TLLSMCKDPIAK.M
K.FDMCFNRVRTIQK.K
R.SWADDFNSRK.E
K.LLLLDAP.
KIKIAALR.M
R.DQEGQDMCLFIDNIFR.F
R.EKEGLLPISPATPPGSDEKTEESSE
K.S
R.MCDLMRMDMTNFVIR.N
K.KLEYDSGSLKMEPGTSK.W
K.HKINPSAGETAPQAIEMCLYTPGR.L
R.RRTDPMVTLSSILESIINDMR.D
R.FLEASSCHPIR.T
R.SGWSDAKLAAYLISLER.G
R.SLLEMEGKEDAQK.V
R.GWILVSLCVGCFAPSEK.F
R.LDFMSDAGSRMK.K
R.RSIAIKP.-
K.DKLAIPK.R
R.GHMVPVWDILTSNYVSR.D

R.DYLAAIA.-
K.GQLQSAPS. .-
R.GKLSKVR.L
R.NGQTLVR.E
R.GFPGPPGR.C
R.GIVSRPR.L
R.FAAAHSPAR.E
K.VNYTEVSRVCNLWR.N
R.TWLLQTQLDDMKR.Q
R.TVVWTGANSGIGKMTALELAR.R
R.FGSDDEGR.Y
-.MAASAVCR.A
K.GETMRSGK.N
K.KMDLVGLR.N
K.VVDSLYSK.A
K.IFSGPPRLR.K
-MAAAALTLR.T
- MAAPWWR.A
R.CVHRATGDEFAVK.I
K.SMNGRMKQLIK.E
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75 Q91VEOD 25 73128 2 -.MLLGASLVGALLFSK.L
76 Q8CAA7 22 71147 2 R.DITTGYDSSQPNK.K
77 Q8VC19 20 71827 1 R.SDPSVPK.I
78 070343 20 91843 1 R.DSVSPPK.S
79 Q9WVH3 20 53901 1 R.GRSKGPK.K
80 Q8C4A5 19 246257 1 R.LNKPSMANRIMPSPEVKQQK.R
81 Q972G9 19 27081 4 K.SAELAKAGGCK.H
82 Q61716 19 21989 4 K.AQAIPMCR.D
83 Q6LDI9 19 142970 1 K.GANGEPGK.A
84 Q9D4K7 19 57781 1 K.LNRPLVR.M
85 Q8K4L3 19 244551 1 K.VIKSTTLKI
86 Q7TNC4 19 46954 1 M.SAQAQMR.A
87 P33534 19 43308 5 R.NTVQDPASMRDVGGMNKPYV .-
88 Q8CB62 25 99515 2 R.VHGLPSTNLQGSGLSTGSPEK.D
89 Q62137 19 124672 1 R.LPVGLSMK.E
90 Q8BP74 19 41535 1 K.AADETLRR.T
91 070372 19 129892 1 R.AFMCRVR.A
92 Q8BVP1 19 54722 1 K. ANMKKLR.E
93 Q3V1V3 19 98216 1 R.ADEITRR.L
94 Q149C3 19 64946 1 R.AVFCAHR.R
95 Q69ZH9 19 163044 1 R.AFPEPGSR.V
96 Q5ND34 19 213751 1 R.AMDACHR.Q
97 Q9WUB9 19 49990 1 K.GEHGTKGDK.G
98 P21550 58 47337 14 K.VNQIGSVTESIQACK.L
15 R.EILDSR.G
11 K.YDLDFK.S
30 K.YNQLMR.I
41 R.IEEALGDK.A
37 K. TAIQAAGYPDK.V
19 R.GNPTVEVDLHTAK.G
99 P05064 54 39787 22 R.ALANSLACQGK.Y
13 K.AWGGK.K
17 R.IVAPGK.G
20 K.DGADFAK.W
20 K.DGADFAK.W
18 K.MCAAVYK.A
7 R.ALQASALK.A
34 R.QLLLTADDR.V
45 K.GILAADESTGSIAK.R
18 R.LQSIGTENTEENRR.F
100 P17182 58 47453 5 K.VNQIGSVTESLQACK.L
11 K.YDLDFK.S
101 035090 51 70892 12 K.KAPQVSTPTLVEAAR.S
12 K.LDALK.E
16 K.LATDLTK.V
12 K.CCSGSLVER.R
15 K.EACFSTEGPK.L
20 R.EVTDFASNCAK.D
16 K.YTAMCTECCAADDK.G
102 P16125 39 36834 5 R.LNLVQR.N
39 R.VIGSGCNLDSAR.F
103 P06151 39 36817 11 R.LNLVQR.N
16 KISGFPK.N
16 R.NVNIFK.F
14 R.VHPISTMIK.G
39 R.VIGSGCNLDSAR.F
104 P07310 40 43246 17 K.FEEILTR.L
12 R.GGVHVK.L
12 R.DWPDAR.G
26 KIEEIFK.K
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17 R.FCVGLQK.I
11 K.LMVEMEK.K
19 K.LMVEMEK.K
15 K.IEEIFKK.A
13 K.GYTLPPHCSR.G
14 K.DLFDPIIQDR.H
105 E9Q557 40 335158 1 R.YIELLTR.S
106 Q7TPSS 39 113133 1 K.VKIVAGR.H
107 Q6Y4S4 35 14279 5 R.GAMCVQR.E
108 P50309 34 63190 1 R.AMCHVALR.N
11 R.AMCHVALR.N
109 Q8VHP8 34 31442 2 K.LPLPVALR.S
110 E9Q414 19 510481 1 K.VDKYK.T
9 R.LSNDLMGSYAEMK.L
111 054898 20 253554 1 R.AIGVR.A
112 Q9WUB3 28 97681 2 R.TIMIGGK.A
19 R.NNVVNTMR.L
16 R.EIWGVEPSR.Q
113 P17244 25 35953 13 K.IVSNASCTTNCLAPLAK.V
17 R.GAAQNIIPASTGAAK.A
12 K.LVINGK.A
114 P16015 23 29633 11 R.GGPLSGPYR.L
18 R.VVFDDTYDR.S
11 K.GDNQSPIELHTK.D
22 K.LEEMTR.R
15 K.GEGFGAEQVAEVR.A
8 R.LQTLLK.H
115 Q8BYHS8 22 325826 2 R.VQLINR.R
13 K.LLEGLK.L
116 B7ZNG4 25 72827 1 R.HHLGLAQR!I
17 R.TLALR.Q
117 Q8CB77 35 87450 2 K.EKLPSSVVK.K
118 Q5FMC7 19 90207 1 K.EPVITK.E
14 R.AQYNKAR.R
119 Q8BHBO 19 109382 2 -.MEEHGHHEMEGTPLGCHSHIK.L
13 R.RMFPER.T
120 Q8CIH5 24 148696 1 K.MCGAR.H
9 K.KLMFDQQK.S
121 Q62688 19 124404 1 R.VMVQQMK.K
13 K.IAVHPLR.E
122 Q922B6 40 68212 1 K.MNLEAHLK.E
123 088480 33 245169 1 K.SRLLPNMPK.L
124 Q91V92 25 120564 1 K.LIMGIGHR.V
125 070250 24 28980 4 R.ALPFWNEEIAPK.I
126 B3EWES3 23 15121 21 K.FLASVSTMCTSK.Y
11 R.MFVAYPTTK.T
127 Q9QXJ1 19 78077 2 R.SLGWVEMTEEELAPGR.S
128 P09812 27 97725 8 R.IGEEYISDLDQLR.K
16 R.LKQEYFVVAATLQDIIR.R
13 R.LVDLER.L
10 R.WPVHLMETLLPR.H
129 QO1YI8 23 58378 6 R.GDLGIEIPAEK.V
18 R.GIFPMCCK.D
130 Q6AYUO 23 47462 5 K. TEKIYPEPRR.N
16 K. TPEEIEEKRAIK.E
131 Q811B3 26 182615 1 KWCMAGKCITVGK.K
9 R.QAAHCVKK.G
132 Q80U59 27 157247 2 R.SSVASVPMHEKAQSR.S
6 K.DLYVDSRNNKEYK.E
133 Q99M15 25 39380 5 -.MTGSLFK.G
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134

135

136
137
138

139
140
141
142
143
144
145

146

147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158

159
160
161
162
163
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177

178
179
180
181
182
183
184
185
186

P55200

P53657

D4ACE5
Q3V1H1
P04248

Q640L5
Q6P4T2

Q62312
Q6PDK2
Q8CDG3
Q99JT1
BOBN56

Q62395
Q5F2ET7;
Q8JZR6
Q8R016

Q63068

P79457

Q9JLYO
Q14B48
Q9CQ29

P47952
Q9CWV4
Q8K2B3

P29995

Q62009
Q63625
Q8CGZ0
Q8K3I9
A2AG06
QOCWI3
P25911
Q68FD5
Q5XI163
Q8C0Q2
D3Z2750
QOVETS
P32233
Q80WQs;
Q8BJM3
P55200

Q97129
QOWU50
Q03238
Q8CG65
Q8R1Q8
P32261
QOEQQO;
P97686
Q69723

20
10

23

29
29
22

26
20
20
19
20
20
19
10

25
23
21
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
12
28
22
20
20
20
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
21
14
24
21
19
19
19
19
19
19
20

434172

62612

106102
74440
17045

170890
246045
68561
606541
135673
62593
44220

9201
75668
123710
53104
43311
138589
59610
117584
28184
19619
41152
73623
310055

93769
185926
106501

58128
109845

36262

59231
193202
76721
105190
192112
74821
40772
114968
85568
434172

73407
838425
28777
565916
56864
52484
55432
134683
514983
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K.VREDWQSEHIK.A
R.VINIDGQKHIVIFAMRK.I
K.CQNLQWMPSKASLQK.Q
K.SFFIRQMER.V
R.GDLGIEIPAEK.V
K.GSFPVEAVK.M
R.AVFQQTLK.V
K.TISECLNLINEGCPK.E
M.GLSDGEWQLMCNVWGK.V
K.SEDEMK.G
K.CNLYKSELEILK.E
K.ETGKTARAIR.D
K.LGSSLAR.G
K.TCRLCR.A
K.NTELVK.V
R.ADPALIK.K
R.NYFNEKRDILK.E
R.RVSFTQIISNMK.I

.METRALWLMLLVMCVAGSSGIAADY

VGLSPSQCMVPANVR.V
K.AQPKPLK.H
R.KLLSSPGK.S
K.KMVAASIK.D
K.KMKEAIK.S
K.MKTLLNK.A
- MKKISLK.T
R.KMSQLLK.R
R.KMVEVNK.L
R.LLASHLK.S
K.VDFLVNYMLYKYQVK.E
-MAGVGAVSR.L
R.DSSLHLK.E
K.GQLTEASSATSK.A
K.VIQGSLQPIIK.T
R.DGSPHSSLERDR.R
R.SKSYSPGR.R
-MSTASSSSSQTPHSAPQRMR.R
R.IQSVNHMEGLTK.T
K. TFMEAGK.S
-MGCIKSK.R
K.VIALKAGK.T
-MRGRGSR.D
K.NPEGLSLHNAK.C
K.KMDLVGLR.N
R.RKKPGPGVR.Q
R.GRQVIAVAR.T
K.SSLKVNGHK.K
R.LLLELSGNVKNR K
K.VTPLK.M
K.MEGENQSKNTQK.E
K.LIYVTPEKIAK.S
K. TLQEGYNLLFSESLK.Q
R.DKPAEGSR.C
R.SCSSPPPK.N
K.IPPEEMK.E
K.ENPEQSR.V
R.SRPSAGER.R
K.GEGPASADR.G
K.IPETFNMAEIMAKAAEK.T
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187 Q811D2 27 181790 1 R.DAVYSYKRLIELK.R
188 Q6S9C4 20 10563 13 R.YDDGRGPPGNPPR.R
189 Q8ROX7 19 64263 1 R.LSNMMSAK.G
190 Q61382 19 55179 1 K.CGARMMR.R
191 008742 19 63941 1 R.SVAPGAFDR.L
192 Q8C014 19 91758 1 R.GGRVIMDRI|
193 Q9QYES; 19 142182 1 R.LTLRFNR.D
194 Q9QuUJO 19 8279 10 R.VYINMPGR.G
195 QO99NF2 19 60712 1 K.LLDFDDMC.-
196 Q9D9GO 19 114022 1 R.RTSGSKTGR.E
197 P00676 19 14714 6 K.SRNMTQGR.C

A analise dos resultados mostrados no quadro 1 possibilitou identificar um total
de 197 proteinas do grupo (MC). A partir deste resultado foi verificada a fungdo que
cada proteina desempenha na célula prostatica, e assim, as proteinas foram agrupadas de
acordo com suas respectivas fungdes. Por ter proteinas que pode ter mais de uma func¢ao
molecular simultaneamente, durante a classificagdo foi respeitada essa caracteristica, e
classificada em mais de um grupo utilizando data base (Uniprot). Os resultados
mostram que essas proteinas estavam agrupadas entre fungdes: estrutural, atividade
catalitica, reguladora, sinalizadora, transportadora, receptora entre outras, como
mostrado na figura 9, sendo as mais predominantes as proteinas que desempenham

atividade catalitica, regulatoria e estrutural.

O Estrutural
m Ativ. Catalitica
O Regulatdria

O Sinalizadora
B transportadora
B Receptoras

@ outras

Figura 9: Grafico de setores das proteinas identificadas da amostra MC e classificadas de

acordo com a sua fun¢do molecular.

De acordo com essa classificacdo, pode se verificar que a glandula prostatica
tem um papel molecular importante na sua atividade catalitica, 30% das proteinas
encontradas, tem fun¢do enzimatica. E uma glandula com sua estrutura bem

desenvolvida, sendo que 19% de suas proteinas totais sdo estruturais e por possuir
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bastante proteinas regulatérias, cerca de 26%, pode se perceber o quanto essa glandula
estd suscetivel a eventos moleculares de estresse bioquimico que necessita ter suas
fungdes regulatorias bem estabelecidas. Desta forma, os percentuais de proteinas
regulatdrias estdo de acordo com a fungdo regulatéria neste tecido. Esta ¢ uma glandula
que recebe estimulos externos por ter proteinas sinalizadoras e receptoras e também ¢

capaz de transportar suas secre¢cdes com de suas proteinas transportadoras.

Proteinas da préstata das Femea Controle (FC)

Os resultados apresentados no quadro 2, descrevem as proteinas identificadas e
estdo agrupadas com o codigo de acesso no NCBI (National Center for Biotechnology
Information), dados de ion score do peptideo que foi identificado na proteina (acertos),
além da massa molecular, as porcentagens de coberturas das seqiiéncias de aminoacidos
encontradas nas amostras comparadas e identificadas com as seqiiéncias das proteinas
depositadas nos bancos de dados utilizados. Esta tabela contém também as seqiiéncia de
aminoacidos dos fragmentos gerados das proteinas que tiveram acertos com a proteina
depositada no banco de dados. No apéndice 2, ¢ possivel verificar o cddigo de acesso

com o nome da proteina.

Quadro 2. Proteinas identificadas da prostata femina do grupo controle, organizadas com seus
respectivos codigos de acesso aos bancos de dados, “ion score”, massa molecular, porcentagem
de cobertura e o peptideo que foi dado o “match”. As linhas mais escuras representam a proteina
identificada pelo peptideo e caso tenha encontrado mais de um peptideo da mesma proteina, este

esta representado com a linha mais clara.

Cédigo
de ion Cobertura
Acesso Score MW (Da) (%) Peptideo encontrado
1 P02541 17 53463 24 K.TVMIK.T
32 R.IDLER.R
14 R.LEEEIR.H
28 K.GTNDSLMR.Q
22 K.LLEGEESR.I
10 R.AQYETIAAK.N
59 R.ADVDAATLAR.I
38 K.LQEEIQLR.E
54 R.TSGGAGGLGSLR.A
13 K.VSDLTQAANK.N
24 R.KLLEGEESRI.I
50 K.VELQELNDR.F
18 R.EEAENNLAAFR.A
54 R.FASEASGYQDNIAR.L
2 P62737 16 42381 20 K.ILTER.G
37 R.LDLAGR.D
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10
11
12
13
14
15
16

17
18

19
20

P48670

008638

P61161
Q9DAM2

Q68FHO
P58771

Q91ZU6

A2A870
Q8R4H2
Q8CG46

Q00552

Q9JL61
Q920F6
QOVGK4

P63154
Q8R4X7

Q6Z2QD7
A2ASS6

24
36
37
45
16
18
13

32
22
24
50
12
18
22

30
15
16

25
30
11

14
21
31

37
17
34
34
33
18
13
21
30
18
18

22
30
17
30

30
30
30
30
27

23
22

20
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51874

227743

45017
26337

132268
32718

838425

130400
173439
129930
169022
70148
145678
36187

83649
124546

248621
3933362

K.IIAPPER K
K.RGILTLK.Y
K.AGFAGDDAPR.A
R.GYSFVTTAER.E
K.EITALAPSTMK.|
R.HQGVMVGMGQK.D
K.EITALAPSTMK.|
K.DSYVGDEAQSK.R
R.LDLER.K
K.LLEGEESR.|
R.KLLEGEESR!|
K.VELQELNDR.F
R.TLLIKTVETR.D
K.MQLAK.K
K.LLEER.V
K.LNVSTK.L
R.KLLEER.V
R.DEIFATSK.E
R.LDEEIAQK.N
R.EQEVTMCK.K
K.QGFEAASIK.E
K.LQEVEGAVK.A
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124 POC6CO 19 35300 1 K.THVGVAHR.I
125  Q921L3 19 186844 1 R.MPSMKTER.S

Neste grupo experimental foram encontradas 125 proteinas, que podem ser
verificadas na figura 10, no qual ¢ indicado o percentual de cada funcao detectada das

proteinas encontradas.

O Estrutural
| Ativ. Catalitica
O Requlatdria

O Sinalizadora
Emtransportadora
B Receptoras

O outras

6%

Figura 10: Grafico de setores das proteinas identificadas da amostra FC e classificadas de

acordo com a sua fun¢do molecular.

De acordo com os resultados encontrados, verificou-se que MC e FC tem um
perfil muito similar, a distribuicdo das proteinas entre suas func¢des seguiu padrio
parecido.

Assim como na MC, na prostata da fémea controle pode se verificar que esta
glandula também tem como fun¢do importante na sua atividade catalitica com presenca

de muitas enzimas é bem estrutura bem desenvolvida.

Proteinas da prostata ds Femea Tratada (FT)
Da mesma maneira seguiu-se a identificacdo das proteinas do grupo FT, as
proteinas identificadas estdo na tabela abaixo. No anexo 4 também ¢é possivel ver a

relacdo de nomes de cada proteina com seu respectivo codigo de acesso.
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Quadro 3. Proteinas identificadas da prostata femina do grupo tratado, organizadas com seus
respectivos codigos de acesso aos bancos de dados, “ion score”, peso molecular, porcentagem
de cobertura e o peptideo que foi dado o “match”. As linhas mais escuras representam a proteina
identificada pelo peptideo, caso tenha encontrado mais de um peptideo da mesma proteina, este

esta representado com a linha mais clara.

Cédigo
de ion Cobertura
Acesso Score MW (Da) (%) Peptideo encontrado
1 008638 19 227743 9 R.WILSR.V
8 K.FLFVDK.N
12 K.FVADLWK.D
11 R.IVGLDQMAK.M
22 K.ALELDPNLYR.I
39 R.TGMCAHLEEER.D
17 K.VDYNASAWLTK.N
16 K.EQADFAIEALAK.A
36 K.LDAFLMCEQLR.C
6 K.LDAFLMCEQLR.C
20 K.VVSSMCQLGNIVFK.K
48 K.IAQLEEQVEQEAR.E
31 K.VCHLVGINVTDFTR.A
36 K.QLLQANPILEAFGNAK.T
9 K.KQELEEILHEMEAR.L
36 K.SLEADLMQLQEDLAAAER.A
25 K.SLEADLMQLQEDLAAAER.A
20 K.SLEADLMQLQEDLAAAER.A
17 R.KQADLEKEELAEELASSLSGR.N
2 P62737 11 42381 16 R.DLTDYLMK.I
11 K.EITALAPSTMK.I
14 R.AVFPSIVGRPR.H
56 K.SYELPDGQVITIGNER.F
31 R.VAPEEHPTLLTEAPLNPK.A
3  P31001 39 53522 16 R.DNLIDDLQR.L
17 R.EYQDLLNVK.M
16 R.IESLNEEIAFLK.K
15 R.RIESLNEEIAFLK.K
38 R.TFGGAPGFSLGSPLSSPVFPR.A
13 R.APSYGAGELLDFSLADAVNQEFLATR.T
4 P02301 45 15363 5 K.STELLIR.K
5 Q5T006 40 11360 17 K.VFLENVIR.D
25 R.ISGLIYEETR.G
6 Q80zD8 32 56106 2 K.LMLLDLSSNKLKK.L
7 Q8C854 32 63482 5 R.NLPFDLTWQKLK.E
7 R.GAMTSSMERDFGRGDIGLSR.G
8 Q3T1J2 32 59704 2 K.NTEENAQPSWAKK.F
9 Q8VDC1 29 164060 1 K.SGELMIK.L
10 P58771 26 32718 7 R.IQLVEEELDR.A
21 R.KLVIIESDLER.A
11  Q8JZV7 24 43930 2 K.RGAHPEAYLR.S
12 B3EWEO 24 15916 15 R.LLLVYPWTQR.F
14 K.GTFASLSELHCDK.L
13  P10719 29 56318 5 -.MLSLVGR.V
18 R.TAPAGVHPAR.D
17 R.VALTGLTVAEYFR.D
14 Q9CQ19 18 19898 34 K.GNFNYVEFTR.I
27 R.FTDEEVDEMYR.E
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61 Q9Z1Q9 21 141439 1 R.CGEMAQAASAAVTR.G
62 Q3UHU5 20 215328 1 R.TWSDEKNLLQQELRSLK.Q

Os resultados da analise do grupo FT, mostraram 62 proteinas identificadas e
como mostrado na figura 11, segue propor¢ao similar entre as proteinas identificadas e
suas respectivas fun¢des moleculares, a distribui¢ao das fungdes proteicas seguiu um

padrdo similar de distribui¢ao.

3%

O Estrutural
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ORegulatdria

O Sinalizadora
W transportadora
B Receptoras

@ outras

Figura 11: Grafico de setores das proteinas identificadas da amostra FT e classificadas de

acordo com a sua fun¢do molecular.

Uma analise das proteinas identificadas em todos os grupos foi realizada
utilizando o diagrama de Venn, figura 12. Os resultados mostram através desse
diagrama que entre os grupos MC e FC existem 44 proteinas que coexistem em ambos
os grupos (MC N FC), entre os grupos MC e FT, ha 37 proteinas (MC N FT), entre as
prostatas da fémea FC e FT temos 28 proteinas em comum (FC NFT). J& as proteinas
que coexistem em todos os grupos sdo no total de 27 (MC N FC N FT). As proteinas
que coexistem entre os grupos, sdo proteinas que tem em sua maioria fungo estruturais,

atividade catalitica e regulatorias.
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VIT. FT

53

Figura 12. Diagrama de Venn no qual mostra as proteinas totais identificadas em cada grupo e

as proteinas que coexistem entre os grupos.

Os resultados da figura 13 mostram que todas as proteinas em suas respectivas
fungdes seguem uma mesma propor¢do em sua relacdo proteina por fungdo, uma
expressdo maior de proteinas na prostata do macho, e destacando as proteinas que
exercem atividade catalitica regulatoria e estrutural, jA que estas aparecem com maior
freqiiéncia entre as proteinas identificadas. E também visto no quadro 3, e na figura 13
no grupo FT houve uma reduc@o de quase um terco das proteinas identificadas. Analise
comparativa entre os grupos mostra uma diferenca de 3% entre MC e FT e de 5% de
MC e FC e entre os FC e FT houve uma diferenga de 8% da variagao entre as proteinas
estruturais, ja entre as proteinas de atividade catalitica, os resultados mostraram uma
diferenga de 4% entre MC e FT, 1% entre MC e FC e houve uma diferenga de 5% entre
FC e FT. Das proteinas regulatdrias essas diferengas ocorreram entre os grupos foram
de 2% entre MC ¢ FT, 8% entre MC e FC, e entre FC e FT houve 10% de diferenca. As
proteinas sinalisadoras, receptoras e transportadoras ndo houve variagdes significativas
de suas porcentagens. Proteinas com outras fungdes tiverem diferengas de 6% entre MC

e FT e de 5% entre MC e FC e entre FC e FT 11%.
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BVL
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OFT

Figura 13: Grafico de barras comparando a quantidade de proteinas identificadas de cada grupo

experimental de acordo com sua fun¢do molecular

Pelo coédigo de acesso de cada proteina diferente entre os grupos, buscou-se as
interacdes entre as proteinas diferentes pela ferramenta de bioinformatica String. Das
proteinas diferentes entre os grupos FT e FC observou-se na figura 14 trés nucleos de
proteinas que interagem sao eles: primeiro nicleo formado pelas proteinas, interferon
alfa, tirosina quinase, Janus quinase, transdutor e ativador de transcri¢do de sinal, essas
Proteinas estao envolvidas nas tividades antivirais, e na ativa¢do da Proteina interferon.
O segundo nucleo de interacdo observa-se as proteinas, citocromo b-245, alfa
polipeptideo; citocromo b-245, polipeptideo beta; fator citosdlica neutrofilos, neutrofilo
fator citosolica 2; fator citosolico neutrofilos, formando um complexo oxidativo, feito

pela membrana fazendo trocas de elétrons por oxigénio, mediados por protons.

Terceiro complexo formado entre as proteinas, subfamilia nuclear receptor 0,
grupo B, membro 2; subfamilia nuclear receptor 1, grupo H, membro 2; cassete ligagao
a, sub-familia A (ABC1), membro 1 esse nucleo estd envolvido com a manutenciao da

membrana como por exemplo o transporte de colesterol para a manutengao da mesma.
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Figura 14: Grafos de interagdo entre as proteinas dos os grupos FC e FT, obtidos pela

ferramente “String”
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Para o grupo de interagdo FT e VC observaram-se um padrao parecido do
descrito anteriormente, com os mesmos nucleos de interagdes como mostrado na figura

15.

Figura 15: Grafos de intera¢do entre as proteinas dos grupos MC e FT, obtidos pela ferramente

“String”

Ja para as interacdes entre as proteinas FC e MC observaram-se 1 nucleo grande
de interagdo que ocorre entre as proteinas: RADS1 homologo; Rad54 como (S.
cerevisiae); manutencdo estrutural dos cromossomos 5; ataxia telangiectasia mutado
homologo; caspase 3; caspase 7; transformacao relacionada proteina 53 Gene; cancer de
mama 2 Gene; cancer de mama 1 Gene; manutencdo de cromossomas estrutural 1B;

apoptotica factor de ativagdo de peptidase 1; Leucemia de células B / linfoma 10;
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mucosa do tecido linféide associado ao gene de translocagdo linfoma; familia dominio
recrutamento caspase. Essas proteinas estdo envolvidas desde a apoptoses das células
com algum tipo de disfucdo se tornando supressoras tumorais até a manutengao
estrutural de cromossomos, pode se verificar que essas associagdes protéicas estdo
envolvidas na manutencdo e regulacdo génica da glandula prostatica, como mostrado na

figura 16.
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Figura 16: Grafos de interac@o entre as proteinas dos grupos VC e FC, obtidos pela ferramente

“String”
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7. Discussao

A organizacdo histologica da prostata apresenta alvéolos com epitélio simples
prismatico e altamente secretorio imersos, em um estroma com tecido conjuntivo
vascularizado, fibras coldgenas e elasticas e células musculares lisas bem compactadas
dispostas ao redor dos alvéolos, caracteristicas muito semelhantes as encontradas na
prostata masculina humana (CAMPOS ET AL., 2006; ROCHEL ET AL., 2007). Nosso
estudo mostra que as proteinas estruturais sdo bem presentes nas amostras cerca de
19,5%, evidenciando que a prostata, ¢ uma glandula que tem sua estrutura bem
organizada, e de acordo com JA TUXHORN et al, 2001, a prostata também apresenta
um estroma bem desenvolvido e fibroblastos e células muscular lisa, os quais estdo
associados a fatores de crescimento e desenvolvimento, moléculas regulatorias e
enzimas criando assim um microambiente no estroma prostatico.

Os aspectos morfoldgicos e o funcionamento da glandula prostatica dependem
da acdo de andrégenos, sendo o principal a testosterona (CUNHA ET AL., 2004 E PU
ET AL., 2007). A agdo desse hormonio ocorre via interagdo com os receptores de
androgenos, fato que pode ser confirmado pela presenca das proteinas sinalizadoras e
receptoras principalmente de andrégenos totalizando em média 5,5% sinalizadoras e 9%
das proteinas receptoras, de todas as proteinas identificadas.

A analise do perfil das proteinas totais das prostatas masculinas e femininas do
gerbilo da Mongodlia reforcou também os estudos morfoldogicos que mostram a
similaridade entre o lobo ventral da prdstata masculina e a prostata feminina
(CUSTODIO, et al., 2004; CAMPOS et al., 2006; SANTOS e TABOGA, 2006). Essa
similaridade foi determinada pelo padrao de bandas de proteinas semelhantes entre as
massas moleculares de 70 KDa e 40KDa, (GARCIA et al, submetido, manuscrito em
anexo) sendo essas caracteristicas marcantes nesses dois grupos experimentais em
estudo, pois comparado ao lobos dorsais e dorso lateral esse carater protéico ndo foi
similar. Neste estudo observou-se que todas as proteinas classificadas de acordo com
sua fung¢do molecular, proporcionalmente segue o mesmo padrdo evidenciando assim
mais uma vez essa similaridade. A andlise protéica juntamente com os estudos
morfoldgicos da prdstata feminina sdo fatores cruciais para compreender a fisiologia e a
funcdo dessa glandula (SANTOS et al 2006).

A prostata ¢ uma glandula que sofre muita diferenciagdo tecidual durante o

desenvolvimento do individuo, devido sua dependéncia hormonal, e isso pode gerar um
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estresse bioquimico no qual a glandula sofre. De acordo com JA TUXHORN et al, 2001
um microambiente ¢ gerado no estroma, no qual muitas proteinas regulatorias,
metaloproteases e proteases sao encontradas e produzidas nesse microambiente, ¢ estas
estao envolvidas em algumas patologias na prostata, assim essas proteinas tem um papel
muito importante na fisiologia e na abordagem de alguma patologia na prostata,
incluindo a tumorgeneses. Segundo JA TUXHORN et al, 2001, estd bem estabelecido
que além da atividade catalitica dessas enzimas estarem correlacionada com a
coagulacdo e a liquefagdo do semém, para a mobilidade e nutri¢ao dos espermatozoides,
um aumento elevado da atividade catalitica estd fortemente correlacionado com o
avanco de algumas patologias, como por exemplo o cancer. O desequilibrio entre essas
proteases e seus inibidores especificos, podem acarretar alguma disfun¢do na glandula.
Como mostrado nas figuras 9,10,11 e 13, em média as amostras contem 29% de
proteinas com atividade enzimatica, tornando essa fun¢do muito importante para essa
glandula.

Como visto no grupo FT, houve uma reducao de praticamente um terco das
proteinas totais identificadas, isso pode estar correlacionado com o retorno negativo
com o eixo hipotalamo-hipdfese-gonodal, na qual atua na célula alvo controlando a
producdo de andrdégenos como a testosterona, como no grupo tratado ja estava sendo
ministrada a testosterona este eixo detectou esse aumento e pode ter dado o retorno
negativo nas células prostatica, impedindo assim sua produgdo, logo proteinas que
talvez possam ter sua expressdo intermediada por esse hormonio, ndo foram sintetizada,
causando assim o efeito negativo (HILL RW et al, 2012).

Pela figura 14 observou-se os trés nucleos de interagao entre os grupos FT e FC
sendo que o primeiro esta envolvido com as atividades antivirais e antimicrobianas, pois
ha a ativagao do interferons, ja no seu segundo nucleo foi evidenciado um complexo
oxidativo, que através das membranas fazem trocas de elétrons por oxigénio, com
intermédio de protons. O ultimo nucleo de interagdo esta envolvido na manutenciao da
membrana celular. Observando a figura 15 na qual mostra as proteinas que interagem
entre os grupos FT e VC, verificou-se que hd os ntcleos de interacdo sdo os mesmos.
Observou-se na figura 16 que mostra as interagdes entre os grupos FC e VC, um nucleo
grande no qual as proteinas que tem interagdes estdo envolvidas desde a apoptoses se
tornando supressoras tumorais até a manutencdo estrutural de cromossomos, pode se verificar
que essas associagdes protéicas estdo envolvidas na manutencdo e regulagdo génica da glandula

prostatica com atividades antitumorais.
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8. Conclusoes Parciais.

Nesse trabalho pode-se concluir que as proteinas encontradas na prdstata
masculina e feminina de gerbilos tem suas func¢des entre estruturais, de atividade
catalitica e regulatoria, mais predominantes entre as fungdes identificadas. Observou-se
também proteinas identificadas com fun¢des entre, sinalizadoras, receptoras e
transportadoras. Pelos resultados, pode-se verificar que a variacdo entre essas fungdes
moleculares identificadas sdo muito baixa e que sua distribuigdo entre proteinas e
funcdos segue um mesmo padrao entre a prostata masculina e feminina, como ja visto

na histologia.

Perspectivas

Os proximos estudos realizados serao as analises de mais trés grupos, parte
ventral da préstata de gerbilos castrado e tratadado e a prostata da fémeas castradas,
todos os experimentos para a identificacdo das proteinas estdo sendo realizados da
mesma maneira e esses dados serdo muito importante para concluir a discussdo final
sobre o estudo, e assim assim, procurar entender as disfungdes que ocorrem na prostata,
considerando que a protedmica ¢ uma ferramenta importante para o entendimento do
conteudo proteico discriminatorio, pois com as andlises desta adquirem-se informagdes

em nivel molecular da variabilidade genética que ¢ efetivamente expressa do genoma.
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1 Lista de nomes das proteinas identificadas do grupo MC

1

OO NOTUVBA~AWN

H B B BAEA PP PHPWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNRRRRRRRRRR
AUV A WNREROOOONOGOURA,:WNREROUOLOONOURAMAWNROOOOLONOWUAEWNRO

Q3UzYo

P35486
P08699
P35601
Q04888
Q8VCE1
Q8BSP1
A6H8H2
P62737
P02600
P58771
P58774
P21107
P09495
Q8R429
055143
Q6AY26
Q9WTM3
Q70FJ1
Q7TMK6
Q80uU19
Q8R399
Q8Com9
Q923Q2
Q63374
Q9R117
070585
Q9JLC8
Q5XHZ2
Q9DAS4
035385
Q76178
Q8K394
P97457
P13412
Q8QzY3
Q8CI33
P15464
Q91W27
Q9CwWuU6
QOQEP2
P09022
Q56870
Q8CH77
A2RT67
Q60544

Protein SFI1 homolog

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form,
mitochondrial

Galectin-3

Replication factor C subunit 1

Transcription factor SOX-10

Dnal homolog subfamily C member 28

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 7
DENN domain-containing protein 4C

Actin, aortic smooth muscle

Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform
Tropomyosin alpha-1 chain

Tropomyosin beta chain

Tropomyosin alpha-3

Tropomyosin alpha-4 chain

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
RAD9, HUS1, RAD1-interacting nuclear orphan protein 1
Semaphorin-6C

A-kinase anchor protein 9

Protein Hook homolog 2

Disheveled-associated activator of morphogenesis 2

E3 ubiquitin-protein ligase RBBP6

Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase

StAR-related lipid transfer protein 13

Neurexin-2

Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2
Dystrobrevin beta

Sacsin

Synaptonemal complex central element protein 1
Prolactin-8A8

Serine/threonine-protein phosphatase with EF-hands 2
Protein phosphatase Slingshot homolog 2

Inactive phospholipase C-like protein 2

Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform
Troponin |, fast skeletal muscle

Developmental pluripotency-associated protein 3
CWF19-like protein 1

SMH class Il histocompatibility antigen, beta-1 chain
Tuberoinfundibular peptide of 39 residues
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial (Fragment)
Homeobox protein Hox-Al

T-complex protein 11-like protein

Neuron navigator 1

DENN domain-containing protein 3

Transcription initiation factor TFIID subunit 1
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47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

94
95
96
97

Q3uY23
Q6YND2
Q8CGV9
P97479
Q7TPQ3
Q9JMH4
Q62865
Q8ROWO
P49722
055102
P70392
Q8covi
035348
P13439
P70498
Q9QWR8
Q7TSP2
Q55580
P22858
Q9Cz13
QOVGT4
D37750
Q8BG32
Q5XHX9
Q99N92
Q8K2MO
Q9DB30
Q8QZR7
Q91VEO
Q8CAA7
Q8VvC19
070343
Q9WVH3
Q8C4A5
Q972G9
Q61716
Q6LDI9
QSD4K7
Q8K4L3
Q7TNC4
P33534
Q8CB62
Q62137
Q8BP74
070372
Q8BVP1
Q3v1iv3

Q149C3
Q69ZH9
Q5ND34
Q9WUB9

Ferredoxin-fold anticodon-binding domain-containing protein 1 homolog
Zinc finger protein 653

Teashirt homolog 3

Unconventional myosin-Vlla

E3 ubiquitin-protein ligase SHPRH

Collagen alpha-1(XVIl) chain

cGMP-inhibited 3',5'-cyclic phosphodiesterase A

Epiplakin

Proteasome subunit alpha type-2

Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 1
Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor 2

Coiled-coil domain-containing protein 79

Acetylcholinesterase collagenic tail peptide

Uridine 5'-monophosphate synthase

Phospholipase D2

Alpha-N-acetylgalactosaminidase

Kinesin-like protein KIF15

Dehydrogenase/reductase SDR family member 13

Parathyroid hormone-related protein

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial
Uncharacterized protein C4orf21 homolog

Maestro heat-like repeat-containing protein family member 2A
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1

Tesmin

39S ribosomal protein L27, mitochondrial

39S ribosomal protein L38, mitochondrial

Phosphorylase b kinase gamma catalytic chain, liver/testis isoform
Serine/threonine-protein kinase PDIK1L

Long-chain fatty acid transport protein 4

Glucose 1,6-bisphosphate synthase

5-aminolevulinate synthase, nonspecific, mitochondrial
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
Forkhead box protein 04

Putative Polycomb group protein ASXL3

Oxidoreductase HTATIP2

Interferon alpha-11

Collagen alpha-1(ll) chain

Coiled-coil domain-containing protein 105

Supervillin

Putative RNA-binding protein Luc7-like 2

Kappa-type opioid receptor

Centrobin

Tyrosine-protein kinase JAK3

L-seryl-tRNA(Sec) kinase

Telomerase reverse transcriptase

Probable E3 ubiquitin-protein ligase TRIML1

ESF1 homolog

Leucine-rich repeat and immunoglobulin-like domain containing-NOGO
receptor-interacting protein 4

Rho GTPase-activating protein 23

WD repeat-containing protein 81

Macrophage receptor MARCO
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98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

P21550
P05064
P17182
035090
P16125
P0O6151
P07310
ESQ557
Q7TPS5
Qe6Y4asa
P50309
Q8VHP8
E9Q414
054898
Q9WUB3
P17244
P16015
Q8BYHS8
B7ZNG4
Q8CB77
Q5FMC7
Q8BHBO
Q8CIH5
Q62688
Q92286
088480
Q91Vv92
070250
B3EWE3
Qoaxi1
P09812
Q91YI18
Q6AYUO
Q811B3
Q80U59
Q99M15
P55200
P53657
DAACES
Q3V1H1
P04248
Q640L5
Q6P4T2
Q62312
Q6PDK2
Q8CDG3
Q99JT1
BOBN56
Q62395
Q5F2E7
Q8JZR6
Q8R0O16

Beta-enolase

Fructose-bisphosphate aldolase A

Alpha-enolase

Serum albumin

L-lactate dehydrogenase B chain

L-lactate dehydrogenase A chain

Creatine kinase M-type

Desmoplakin

C2 domain-containing protein 5

Metastasis-suppressor KiSS-1

Glucose-6-phosphate isomerase

Ras-related protein Rab-40B

Apolipoprotein B-100

Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1G
Glycogen phosphorylase, muscle form
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Carbonic anhydrase 3

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 9

Tastin

Transcription elongation factor B polypeptide 3

Protein kintoun

Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2
Inactive phospholipase C-like protein 1

E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7

Calcineurin-binding protein cabin-1

ATP-citrate synthase

Phosphoglycerate mutase 2

Hemoglobin subunit alpha

Amyloid beta A4 precursor protein-binding family B member 1
Glycogen phosphorylase, muscle form

Pyruvate kinase PKM

Uncharacterized protein C120rf50 homolog

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 12
Uncharacterized protein KIAA0232

Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2
Histone-lysine N-methyltransferase 2A

Pyruvate kinase PKLR

Protein inturned

Cytoskeleton-associated protein 2

Myoglobin

Coiled-coil domain-containing protein 18

U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase
TGF-beta receptor type-2

Histone-lysine N-methyltransferase 2D

Deubiquitinating protein VCIP135

Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit B, mitochondrial
28S ribosomal protein S31, mitochondrial

Trefoil factor 3

Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2
Electroneutral sodium bicarbonate exchanger 1

Bleomycin hydrolase
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150
151
152
153
154
155
156

157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194

Q63068
P79457
Q9JLYO
Q14B48
Q9CQ29
P47952
QoCwv4a

Q8K2B3
P29995
Q62009
Q63625
Q8CGZ0
Q8K319
A2AG06
Q9CWI3
P25911
Q68FD5
Q5X163
Q8C0Q2
D37750
QOVETS5
P32233
Q80WQ38
Q8BJM3
P55200
Q97129
QSwWuU50
Q03238
Q8CG65
Q8R1Q8
P32261
Q9EQQO
P97686
Q69723
Q811D2
Q6S9C4
Q8ROX7
Q61382
008742
Q8col4
Q9QYE5
QoQuJo
Q99NF2
Q9D9GO
P00676

Phosphorylated adapter RNA export protein
Histone demethylase UTY

Suppressor of cytokine signaling 6

Coiled-coil domain-containing protein 129

RING finger protein 151

Adenine phosphoribosyltransferase
Melanoma-associated antigen B16

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,
mitochondrial

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2
Periostin

PHD and RING finger domain-containing protein 1
Calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein
Glucocorticoid-induced transcript 1 protein
Uncharacterized protein C170rf104 homolog
BRCA2 and CDKN1A-interacting protein
Tyrosine-protein kinase Lyn

Clathrin heavy chain 1

Kinesin-like protein KIFC1

Zinc fingers and homeoboxes protein 3

Maestro heat-like repeat-containing protein family member 2A
Uncharacterized protein C11orf35 homolog
Developmentally-regulated GTP-binding protein 1
Mis18-binding protein 1

Coiled-coil domain-containing protein R3HCC1L
Histone-lysine N-methyltransferase 2A
ATP-dependent DNA helicase Q1

Dystonin

Granzyme M (Fragment)

SCO-spondin

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1
Antithrombin-III

Histone-lysine N-methyltransferase SUV39H2
Neuronal cell adhesion molecule

Dynein heavy chain 17, axonema

Ankyrin repeat domain-containing protein 26
Selenoprotein K

Sphingosine-1-phosphate lyase 1

TNF receptor-associated factor 4

Platelet glycoprotein V

Enhancer of polycomb homolog 2

Protein jagged-2

Hematopoietic cell signal transducer

NMDA receptor synaptonuclear signaling and neuronal migration factor
KATS regulatory NSL complex subunit 1
Ribonuclease pancreatic
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10. Apéndice 2. Lista de nomes das proteinas identificadas do grupo FC
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P02541
P62737
P48670
008638
P61161
Q9DAM?2
Q68FHO
P58771
Q917U6
A2A870
Q8R4H2
Q8CG46
Q00552
Q9JLel
Q920F6
QOVGK4
P63154
Q8R4X7
Q6zQD7
A2ASS6
P02301
Q8BZx4
Q9QxXz0
P30427
A2A690
Q8VHEG6
Q8BLB8
P28481
Q56976
Q8BFW3
Q8BLN6
P70270
Q7TP36
Q8C3S2
QO05A36
Q5I0E6
Q99JP6
Q9R0OG7
Q5T006
P41438
P04443
Q8BZE1

Desmin

Actin, aortic smooth muscle

Vimentin (Fragment)

Myosin-11

Actin-related protein 2

EF-hand calcium-binding domain-containing protein 9
Plakophilin-4

Tropomyosin alpha-1 chain

Dystonin

Fas-binding factor

Rho guanine nucleotide exchange factor 12
Structural maintenance of chromosomes protein 5
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
DNA-binding protein Rfx5

Structural maintenance of chromosomes protein 1B
Glycerophosphodiester phosphodiesterase domain-containing protein 1
Crooked neck-like protein 1

General transcription factor Il-I repeat domain-containing protein 1
Death-inducer obliterator 1

Titin

Histone H3.3C

Splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1
Microtubule-actin cross-linking factor 1

Plectin

Protein TANC2

Dynein heavy chain 5, axonemal

Ankyrin repeat domain-containing protein 34C
Collagen alpha-1(l) chain

Thyroid hormone receptor-associated protein 3
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 15B
Protein unc-80 homolog

DNA repair and recombination protein RAD54-like
Protein Shroom2

Transport and Golgi organization protein 6
RNA-binding E3 ubiquitin-protein ligase MEX3C

RNA polymerase Il subunit B1 CTD phosphatase Rpap2
Homer protein homolog 3

Zinc finger E-box-binding homeobox 2

Histone H4

Folate transporter 1

Hemoglobin subunit beta-HO

Putative DMBT1-like protein
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Q6V3We
PA48754
P10719
Q9ES34
Q3TL54
Q8BKE6
Q6zQ18
Q9RONS5
Q8CGES
E9Q6X9
Q91YR5
088853
Q99M80
Q8C8N3
QsD5U0
Q7TMM9
008672
Q80VvJ2
P70106
Q8CEF9
Q917ZH7
054762
Q9WTR2
088879
Q97277
Q8CISO
Q6AYUO
088940
Q9DOR4
P08911
Q8K5B8
Q04888
Q812E4
QSDCT1
008850
Q8KA4F8
Q00285
Q99P31
Q62028
Q06180
Q37131
Q5F289
Q3U308
Q9NQR8

Coiled-coil domain-containing protein lobo homolog
Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Ubiquitin-protein ligase E3B

Tripartite motif-containing protein 43A
Cytochrome P450 20A1

Protein EFR3 homolog B

Synaptotagmin-5

Regulator of G-protein signaling 12

Rho GTPase-activating protein 40
Methyltransferase-like protein 13

Galanin receptor type 3

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase T
Brorin

Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2B
Tubulin beta-2A chain

Kinesin-like protein KIFC2

Tetratricopeptide repeat protein 28

Heat-stable enterotoxin receptor

Transmembrane protein 132C

Abhydrolase domain-containing protein 3
Alpha-1-antitrypsin-like protein GS55-LT
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6
Apoptotic protease-activating factor 1
Tyrosine-protein kinase BAZ1B

Caspase recruitment domain-containing protein 11
Uncharacterized protein C120rf50 homolog
Musculin

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56
Muscarinic acetylcholine receptor M5

Homeobox protein Hox-C12

Transcription factor SOX-10

Synaptotagmin-like protein 5
1,5-anhydro-D-fructose reductase

Regulator of G-protein signaling 5

Cyclin-F

Glutathione S-transferase Y1

Tyrosine-protein kinase Srms

Secretory phospholipase A2 receptor
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 2
Sorting nexin-25

Spermatid maturation protein 1

Cytoplasmic tRNA 2-thiolation protein 2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor 4
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87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

Q8C6D4
Q2PFD7
035090
P00347
Q92258
Q8VHE6
Q60649
Q63374
P26039
Q9QZzs8
P97686
Q99MU0
Q9ESN6
089084
Q9DBY4
P98078
Q8BSP1
Q3UP38
Q80760
Q80YD1
QswuU50
QSDAI6
Q8QZX2
P14668
Q01405
QSJLN5
P54843
P49290
P97440
Q8BFS9
Q80760
009159
Q6IE24
Q7TSG1
BOV2N1
Q9JLC8
Q92113
POC6CO
Q92113
P59764
Q64392

BEN domain-containing protein 5

PH and SEC7 domain-containing protein 3

Serum albumin
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase
E3 ubiquitin-protein ligase RBBP6

Dynein heavy chain 5, axonemal

Caseinolytic peptidase B protein homolog
Neurexin-2

Talin-1

SH2 domain-containing protein 3C

Neuronal cell adhesion molecule

Protein DBF4 homolog A

Tripartite motif-containing protein 2

cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4A
TLR4 interactor with leucine rich repeats

Disabled homolog 2

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 7
EF-hand calcium-binding domain-containing protein 4B
Endothelin-converting enzyme 2

ATP-dependent RNA helicase SUPV3L1, mitochondrial
Dystonin

Protein FAM135B

HAUS augmin-like complex subunit 3

Annexin A5

Protein transport protein Sec23A

Erythroid membrane-associated protein
Transcription factor Maf

Eosinophil peroxidase

Histone RNA hairpin-binding protein

Asparagine synthetase domain-containing protein 1
Endothelin-converting enzyme 2

Lysosomal alpha-mannosidase

Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54
Centrosomal protein of 120 kDa

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S
Sacsin

Coiled-coil domain-containing protein 92

A-kinase anchor protein SPHKAP

Transmembrane and coiled-coil domain-containing protein 1
Dedicator of cytokinesis protein 4
Potassium-transporting ATPase alpha chain 2
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008638
P62737
P31001
P02301
Q5T006
Q80zD8
Q8C854
Q3T1J2
Q8vDC1
P58771
Q8JzV7
B3EWEO
P10719
Q9ocCQ1s
Q3TIX9
Q8VDR9
Q62835
Q8BWG4
Q6MG64
Q4V8Al
Q64475
D373C6
Q8COX0
Q08091
Q3UR50
Q91YR5
Q8BL80
P16086
Q7TNG5
035936
Q91VEO
QsD071
Q9JKS6
A2ASS6
QSD4K7
P97393
Q61716
Q9CQN1
Q04888
Q91XW8
Q3UX43
Q11136

Myosin-11

Actin, aortic smooth muscle

Desmin

Histone H3.3C

Histone H4

Amphoterin-induced protein 1

Myelin expression factor 2

Membrane-bound O-acyltransferase domain-containing protein 2
FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1
Tropomyosin alpha-1 chain

Putative N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase
Hemoglobin subunit beta

ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Regulator of G-protein signaling 12

U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 2

Dedicator of cytokinesis protein 6

Rab GTPase-binding effector protein 2
Uncharacterized protein KIAA1755 homolog

von Willebrand factor A domain-containing protein 7
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2B
Histone H2B type 1-B

AN1-type zinc finger protein 4

Lebercilin-like protein

Calponin-1

von Willebrand factor A domain-containing protein 5B2
Methyltransferase-like protein 13

Rho GTPase-activating protein 22

Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1
Echinoderm microtubule-associated protein-like 2
Arachidonate 8S-lipoxygenase

Long-chain fatty acid transport protein 4

MMS19 nucleotide excision repair protein homolog
Protein piccolo

Titin

Coiled-coil domain-containing protein 105

Rho GTPase-activating protein 5

Interferon alpha-11

Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial
Transcription factor SOX-10

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP6

Ankyrin repeat domain-containing protein 13C
Xaa-Pro dipeptidase
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Q80MC3
Q8VE38
QSwWuU50
070145
035437
Q60644
Q922Q1
Q3U095
F8VQB6
Q917v3
Q8CBH5
Q9ERU9
P12269
Q4u4se
P11531
Q61625
Q80TH2
008638
Q971Q9
Q3UHU5

Prickle-like protein 3

Oxidoreductase NAD-binding domain-containing protein 1
Dystonin

Neutrophil cytosol factor 2

Transcription factor 21

Oxysterols receptor LXR-beta

MOSC domain-containing protein 2, mitochondrial

NXPE family member 2

Unconventional myosin-X

Discoidin, CUB and LCCL domain-containing protein 2
Major facilitator superfamily domain-containing protein 6
E3 SUMO-protein ligase RanBP2
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2

Xin actin-binding repeat-containing protein 2

Dystrophin

Glutamate receptor ionotropic, delta-2

Protein LAP2

Myosin-11

Valine--tRNA ligase

Protein SOGA2
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12. Anexo 4 . Artigo submetido a revista BioMed Research International ainda nao
publicado

Gross protein profiles of male and female prostates of adult gerbils subjected to
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Abstract

The prostate is found in the reproductive system of humans and rodents in both
males and females. Few studies have reported the types of proteins that may be
involved in these changes that affect the male prostate, especially in comparison to
the proteins of the female prostate. The aim of this study was to perform an initial
exploratory comparative analysis of the proteomic profiles of the prostates of male
and female adult gerbils under normal conditions and subject to depletion and
supplementation by testosterone. Male and female adult gerbils (99 days) were
divided in two subgroups for each experimental group: control, castrated and
treated, and these received testosterone cypionate for 21 days. When the animals of
all experimental groups completed 120 days, the prostate glands were removed.
Total proteins were extracted from prostates and subjected to one-dimensional
electrophoresis for biochemical analysis. Pool of proteins was observed in virtually
all molecular weights, however, some characteristic peaks correlated with the
dorsalateral lobe of the dorsal male prostate. Moreover, the female prostate
presented proteics similar to the ventral lobe of the male prostate. These data are
consistent with those of previous morphophysiological studies of proteins from the

prostates from male and female gerbils.

Key words: Electrophoresis; protein; male prostate; female prostate; gerbil
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Introduction

The prostate is an important accessory gland that is part of the male reproductive
system, which is responsible for the production of secretions that are essential to the
survival, viability and mobility of sperm [1]. The prostate gland develops from the
urogenital sinus (SUG), and endodermal level source [2]. In males and females, the
SUG is morphologically indistinguishable until the 17"-18" day of gestation in rats and
mice, and even the 10"-12" week in humans. After that period, the prostatic
morphogenesis that is initiated is dependent on the action of androgens [3,4]. The
prostate gland is found in most mammals, however, with a morphological variety
between the classes. In rodents, males, as the gerbil (Meriones unguiculatus)
Mongolia's, for example, the prostate gland has four lobes that surround the urethra and
the bladder base, known as ventral, dorsal, dorsolateral and the coaguladora [5,6].

The three most studied prostatic lobes are the dorsal, lateral dorsal and ventral.
They have a common pattern of histological organization, such as the presence of
alveoli with simple prismatic epithelium to cubic and highly secretory, immersed in a
stroma with vascularized connective tissue, few elastic and collagen fibers and smooth
muscle cells and compacted arranged around the alveoli, features very similar to those
found in human male prostates [5,6]. However, according to Rochel et al. (2007) these
lobes have distinct prostatic identities regarding important characteristics, such as
aspects of secretion, epithelial and stromal pleating. However, according to Rochel et al.
(2007) these prostatic lobes have distinct identities for important characteristics such as
aspects of secretion, pleating and epithelial stromal organization.

The morphogenesis of the prostate is dependent on steroid hormones, androgens
that are required to start prostate development, to continue their embryonic and neonatal
growth and, later, to start the prostate secretory activity at puberty [7]. However,
androgen action is not exerted directly on epithelial cells. Under the influence of
androgens, mesenchymal cells produce and secrete specific selection factors that dictate
the growth and differentiation of the prostate gland [4]. So, with the differentiation of
epithelial cells, the levels of androgenic receptors (RA) increase and the expression of
estrogenic receptors (ERP) epithelial and stromal (ERa) is induced [4]. In normal

development, the ERa also acts in a paracrine manner, stimulating epithelial
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proliferation, while mediating the antiproliferative effects of the ERJ, thus, balancing
the proliferative action of androgens on the prostatic epithelium [8].

Although the prostate is often mentioned as part of the male reproductive
system, this gland is not exclusive to this system, and is also found in the female
reproductive system of rodents [9,10,11] and humans [12].

In humans, this gland was assigned first as Skene's gland by Skene in 1880 who
provided an interpretation of a vestigial structure. However, the work of Zaviacic
[13,14] showed a greater homology with the male prostate gland due to a homology
characterized by morphology and secretion of typical products such as fructose, zinc,
PSA (prostate-specific antigen), among others.

Determining the profile of proteins composing the prostate is of great
importance to understand the cascades of reactions involved in the production of
seminal secretion, which is responsible for the survival and mobility of sperm. Caron et
al. analyzed the proteins using crude male prostates and subcellular fractions and
showed that the secretion of flocculent material consists of substances containing
numerous specific proteins; these included acid phosphatase, binding protein and
prostate spermine as well as many other enzyme systems leading to the formation of
citrate, which is the designation of salts of citric acid and is the main nutrient produced
by the prostate and serves as food for the spermatozoa [15]. Therefore, proteomic
analyses will help us to elucidate the issues that so far are little studied primarily in
relation to the prostate gland of male and female gerbils. In addition, addressing these
issues will improve or identify novel methods of treatment of certain diseases involving
the cascade of protein reactions in the prostate.

The present study aims to characterize the comparative proteomics, through total
protein electrophoresis of male and female prostates of adult gerbils that underwent
castration, supplementation by testosterone and under normal conditions, in order to

evaluate the possible dependencies of the protein expression patterns on androgens.

75



Dissertacdo de Mestrado de Pedro H Garcia Sobrinho

Materials and Methods

Animals

The gerbil (Meriones unguiculatus) Mongolia's males and females used in this
experiment were maintained in the S3o Paulo State University (UNESP) (Sao José¢ do
Rio Preto). The animals were placed in polyethylene boxes with a substrate of shavings,
under appropriate conditions of temperature and lighting with a 12:12 light/dark cycle,

provided with filtered water and food ad libitum.

Experimental design

The male and female animals were divided into three experimental groups,
including the control, neutered and treated groups. Castrated animals with 99 days of
postnatal life were submitted to bilateral orchiectomy for a surgical incision, after
anesthesia via an intramuscular injection of Ketamine and Xylazine (50 mg/Kg). In the
treated group, male and female animals with 99 days of postnatal life received 1
mg/Kg/day subcutaneous doses on day 21 of testosterone cypionate (T-Deposteron-
EMS) diluted in 100 ul of Nujol® mineral oil (CAS 83-5-8020; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). After the completion of these procedures, the prostates of those groups
were removed and stored in a biofreezer to -80 °C. At the end of each treatment, males
and females of all experimental groups after completing 120 days of postnatal life were
anesthetized by CO, inhalation, weighed and then beheaded for the prostate and blood
collection. After dissection, the prostates of males and females were weighed. Control
group females and castrated with respectively 120 and 99 days of life were cycled so
that all were in the proestrus stage of the estrous cycle (Nishino and Totsukawa, 1996).
However, females treated were not cycled group, because of the fact that testosterone
disrupts the estrous cycle of the gerbil (Santos et al., 2006). In addition, the dorsal lobes,
lateral and ventral prostate back of males were separated for biochemical analysis. Five
male gerbils were used for each experimental group and 12 females for every

experimental group.
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Statistical analysis

For the biometrics, the software GraphPad InStat 3.02 (Copyright © 1992—-1998,
GraphPad Software, Inc. San Diego, CA) was used. The quantitative results, expressed
as mean =+ standard deviation, were supported by means of parametric statistical of

variance (ANOVA) with a significance level of 5% (p < 0.05).

Biochemical analysis

Total protein extraction

The prostate gland of males and females were frozen in liquid nitrogen and then
placed in the Lysis buffer containing 5 ml of 1 M Tris-HCI maintained at -20 °C (pH
7.4), 0.5 ml of 5 M NaCl, Triton X-100, 10 mL of glycerol and the volume was
completed with distilled water, resulting in a total volume of 100 mL. Protease
inhibitors (Sigma ® cocktail) were subsequently added including 100 pL of TpCl; 1:
1000 of phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) and 1:100 of sodium Ortovanato
(Na3O4V). After chemical analysis of mechanical Lysis was held because the prostate is
a very rigid gland in order to homogenize the prostate tissue. For this, we used a mixer
(WIGGENHAUSER ® 8000-30000rmin) and the sample was exposed to three 10-
second pulses. Then a sonicator was used with two pulses of average power for 10
seconds in order to obtain a greater homogenization. The extract was incubated at 4 °C
and subsequently centrifuged at 12,000 rpm, after which the supernatant was removed

and separated into aliquots and kept in a biofreezer at -80 °C.

Polyacrylamide gels (SDS-PAGE)

After extraction of total protein and quantification of proteins by the Bradford
method, one-dimensional electrophoresis was performed using sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gels (SDS-PAGE) composed of distilled water, Acris-Bis (29:1), 1 M
Tris-HCl (pH 8.7), SDS with ammonium persulphate, 12 (NH4) 2S,03, TEMED (BPW
supplemented with Cefotaxime). The volumes of compounds varied according to the
resolution of the gel. Then the racing cap was done with glycine, Trisma Base, SDS and

Water Mill 10-Q. Two methods were used to stain the gels as described below.
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Fixing and staining the gels with Coomassie blue

For fixing the polyacrylamide gels the following reagents were required: Milli-Q
water, acetic acid, methanol , blush with Coomassie blue water was Milli-Q, acetic acid,
methanol, 100 more Coomassie blue 0.1, then was used to bleach Milli-Q water and
methanol 100. After electrophoresis, the gel was fixed on average by 4 to 6:0 and then

started staining with Coomassie blue by 4 the 6:0 and discoloration occurred overnight.

Fixation and gel staining with silver nitrate

A ratio of 3:2:1 water, ethanol and acetic acid, respectively, was used for
fixation leaving the gel to set for 30 minutes. Next a booster solution was used
consisting of glutaraldehyde, 4 M sodium acetate, ethanol and sodium tiossulfeto,
completing this solution with distilled water, remaining on the action by reducing 30
minutes after these procedures, the gel was stained with silver nitrate. After staining, the
material was revealed with the use of a revealing solution (formaldehyde (37), sodium
carbonate and water) until the appearance of the bands, and the process process of
coloring was interrupted by the addition of acetic acid. Staining with silver nitrate will
show proteins that are at low concentrations.

The results of the different electrophoretic analyses, as well as the pattern of
bands and the intensity of staining of the bands were analyzed by the IMAGEJ program
(http: rsbweb.nih.govij). After scanning the gels, this program analyzed the bands on

pixel intensity obtained.

Results
Male Prostates

The prostatic lobes of the experimental groups of males were weighed as shown
in Table 1. The treated group almost doubled its weight in all lobes compared with the
control group. In the castrated group, there was a significant decrease in their weight,
due to the action of androgen on the gland. Analysis protein profiles of adult male
gerbils of prostates lobes dorsal for the control group, castrated and treated groups
(Figs. A,B, C, J, K, L) and dorsolateral groups (Figs. D, E, F, M, N, O) revealed the
presence of a pool of proteins in all molecular weights.

There were some regions with higher molecular weight proteins (170 KDa and
70 KDa) that were featured in greater quantity in these areas. This was observed by the

greater intensity of the bands compared to the ventral lobe of the male prostate gland
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(Figs. G, H, I P, Q, R) and the female prostate (Figs. S, T, U, V, X, W) of the
experimental groups. In addition, there was a set of proteins in the 70-KDa range in the
dorsolateral lobes of all experimental groups. In the treated group of males, there was a
significant increase in the production of total protein in the dorsal and dorsolateral lobes
with characteristic peaks of 100, 70, 25 and 15 KDa that were wider. However, in the
neutered Group these characteristic peaks were narrower indicating a lower
concentration of proteins in the molecular weight region. In the ventral male prostate of
all experimental groups (Figs. G, H, I P, Q, R) there were proteins in all molecular
weights; however, there were also narrow peaks, that is, sharply defined bands in the
region of 70 and 40 KDa. In the treated group, in addition to these peaks there was a
subtle increase in almost all molecular weights compared with the observed increase in
the dorsal and dorsolateral lobes, mainly in the regions of proteins with higher

molecular weight (between 170 and 55 KDa).

Female Prostates

Table 1 shows the biometric analysis of female prostates, in which the treated
group showed a statistically significant increase of twice the control group and a
decrease of prostate weight in spayed females. In all experimental groups of adult
gerbils, the female prostate showed a pool of proteins in almost all molecular weights,
as well as that observed in the male prostate gland. However, in the female gland there
were more higher molecular weight proteins (between 100 and 35KDa). Additionally,
there was a higher concentration of 40- and 70-KDa proteins as shown in Figures 1D
and 2H with a narrow peak in these bands. Analysis of the experimental groups of
females (control, castrated and treated) showed that the treated group had an
electrophoretic profile with thicker bands, indicative of increased protein expression.
Even the narrow bands of 70 and 40 KDa from the ventral lobe of the male prostate and
treated control group (Fig. G) compared with the female of all experimental groups
(Fig. 3), both stained with Coomassie blue and silver. This comparison shows a high

protein similarity between the female and ventral male gerbil prostates.

Discussion

The male gerbil prostate gland is similar to the human prostate [16,17]; however,

different from human gland, most of the glands of the rodents, such as the gerbil are
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divided into lobes including the dorsal, ventral and dorsolateral [6]. According to
Rochel et al. (2007), these lobes differ with those aspects of secretion, the pleating of
the epithelium and stromal organization. However, with the protein character analysis it
was possible to observe similarities between the dorsal and dorsolateral lobes of the
male prostate, showing a pattern of similar bands between 170 and 70 KDa.

The morphological aspects and the functioning of the prostate gland are
dependent on the action of androgens, primarily testosterone [17,18]. The action of this
hormone occurs via interaction with the androgen receptors, which are soluble 110-KDa
phosphoproteins [18]. Thus, the action of exogenous testosterone on the male prostate
resulted in the presence of thicker bands in all the molecular weights of the dorsal and
dorsolateral lobes, especially in the 100-KDa region, which is a similar weight as the
androgen receptor. While in the Group castrated, which underwent a testosterone
depletion, there were protein bands with reduced intensities. The oscillation in
testosterone levels changes the protein character of the prostate gland.

In addition, according to the results obtained, testosterone has a greater
influence on the protein composition of the dorsal and dorsolateral male prostatic lobes,
compared with the ventral lobe, in which proteins were observed at peaks of 70 and 40
KDa, unlike other lobes. The ventral lobe showed an increase in proteins with higher
molecular weights, but this increase was not significant. Studies carried out by Banerjee
et al. (1994) reported that mice exposed to exogenous testosterone have in response an
increase of DNA content (number of cells) in the dorsal and dorsolateral lobes,
compared to the ventral lobes. In this way, this amendment may result in increased
protein synthesis, resulting in increased concentration of proteins expressed.

The female prostate gland develops in an environment with low testosterone
levels and high levels of estrogen [19]. However, studies have shown that the growth
and activity of this gland can be stimulated in hyperandrogenic conditions [20]. The
androgenic action was reflected also in the protein prostate female character, such as in
the presence of a pool of proteins in all molecular weights. In addition, there were no
significant changes in the prostate protein profile in the environment in which there was
estrogen depletion (castrated). Despite the estrogen depletion, the levels of estrogen in
animals are not fully reduced, because about 5% of female testosterone levels are
produced by the adrenal gland [20]. The prostates of castrated females suffer the action
of these levels of testosterone, the hormone that is converted into estrogen by aromatase

enzyme action [8].
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The electrophoretic profile analysis of male and female prostates of gerbils
reinforced the morphological studies that show a similarity between the ventral lobe of
the male and female prostates [10,16]. This similarity was determined by the pattern of
similar protein bands among the 70 KDa molecular weights and 40KDa, these being
striking features in the two experimental groups in the study, as compared to the dorsal
side and back lobes whose protein profiles were not similar. An important secretion
product of male and female prostates is glycoprotein, as has been observed
morphologically in PAS techniques [22]. The presence of glycoprotein has been
observed by silver staining, in which the bands did not stain positive [23,24]. Protein
analyses together with the morphological studies of male and female prostates are
crucial factors to understand the physiology and function of this gland.

Characterization of the proteins that compose the male and female prostate is of
fundamental importance to elucidate the normal and pathological physiology of these
glands, especially when there are hormonal changes, such as testosterone levels that
affect the functionality and behavior of these glands [11,19,21].

Our study provides results that are complementary to the morphologic studies of
gerbil prostates that relate androgen action on the prostate gland. The results reinforce
the importance of this hormone to the gland, especially the action of testosterone on the
dorsal and dorsolateral lobes of the male prostate gland.

Further studies will be essential for greater detailing of the protein profile in
order to identify the proteins that compose these glands and, thus, try to understand the
dysfunctions that occur in them. Proteomics is a powerful tool for understanding the

protein content discriminatory to the prostate.
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Legends

Figure 1. Total protein of male gerbil prostates separated by 12% SDS-PAGE and
visualized by Coomassie blue staining. The experimental groups: control, castrated and
treated are shown in A, B, C for dorsal (D), respectively; D, E, F for dorsolateral(DL),
respectively and G, H I for the ventral (V) prostate respectively. All samples were
analyzed by a software optical density, thus, visualizing the data in pixel intensity for
molecular weight.

Figure 2. Total protein of male gerbil prostates separated by 12% SDS-PAGE and
visualized by silver nitrate staining. The experimental groups: control, castrated and
treated are shown in J, K, L for dorsal(D), respectively M, N, O for dorsolateral (DL),
respectively and P, Q, R for the ventral(V) prostate of the male prostate. All samples
were analyzed by a software optical density, thus, visualizing the data in pixel intensity
for molecular weight.

Figure 3. Total protein of female gerbil prostates separated by 12% SDS-PAGE and
visualized by Coomassie blue and silver nitrate staining. The experimental groups:
control, castrated and treated are shown S, T, U, V, X, W. All samples were analyzed
by a software optical density, thus, visualizing the data in pixel intensity for molecular
weight.

Table 1. Biometrics analysis of the experimental groups of adult male and female gerbils.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Table 1
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MALE
Parameters (g) Control Treated Castrated
Body weight 61.25 + 0.95 71.00 + 3.00*° 73.25+£2.21°
Dorsal lobe 0.04 + 0.004*° 0.08 +0.01° 0.02 + 0.004°
Dorsolateral lobe 0.05 +0.01*° 0.11+0.03" 0.03 +0.01°
Ventral lobe (x107?) 0.57 + 0.09° 6.60 = 0.40° 0.57 + 0.09
FEMALE

Control Treated Castrated
Body weight 58.0 + 4.60° 61.30 + 7.10*° 64.60 + 4.60°
Prostate (x107) 0.20 + 0.10 0.40 + 0.10*° 0.10 + 0.05°

Results are expressed as mean + standard deviation. Superscript letters (

significant differences among experimental groups with p < 0.05.

a,b,c

) indicate statistically
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