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RESUMO

O diabetes mellitus afeta milhdes de pessoas, € pode causar graves complicagdes,
como ataques cardiacos, AVC, falha renal entre outros. As andlises protedmicas fornecem
uma visdo metabdlica mais clara dos processos mecanisticos por trds das patologias
analisadas permitindo revelar novas formas de diagnoésticos, tratamentos e prevencdes. O
diabetes mellitus ¢ uma doenga complexa, e controversa. Muitas das vias metabdlicas,
processos bioldgicos e proteinas alteradas ainda ndo sdo compreendidas e variam entre as
pesquisas, desse modo ¢ essencial a utilizagdo de métodos mais sensiveis para sua analise. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes de expressdo das proteinas hepaticas, por meio
da andlise protedmica do figado de camundongos com ou sem diabetes mellitus tipo 2. Para
isso foram utilizados 18 camundongos divididos em 3 grupos (n=6). O primeiro foi de
animais que receberam a dieta padrao e inje¢des de SZT (CD1), o segundo foram animais que
receberam dieta hiperlipidica e inje¢des de SZT (CD2) e em terceiro, o grupo que recebeu
dieta padrao (CND), este ultimo ¢ o controle. O modelo utilizado foi implantado com sucesso
e revelou alteracdes significativas no metabolismo do DM2, relacionados ao metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas. A dieta hiperlipidica se mostrou uma potencializadora dos
efeitos adversos do DM2 no figado. Esse projeto ainda propds novos alvos para a

compreensao dessa patologia.

Palavras-Chave: Metabolismo, Figado, Diabetes, Obesidade.



ABSTRACT

Diabetes mellitus affects millions of people, and can cause serious complications such
as heart attacks, strokes, kidney failure, among others. Proteomics research provides a clearer
metabolic view of mechanistic processes that reveal new ways of treatments, preventions and
diagnosing. Diabetes mellitus is a complex and controversial disease. Many metabolic
pathways, biological processes and protein alterations are not completely understood and can
vary among researches, hence is essential the use of even more precise methods for its
analysis. Thus the objective of this study was to evaluate how hepatic protein expression
changes, through proteomic analysis of the functioning of mice with or type 2 diabetes
mellitus. Thereunto, 18 mice were divided into 3 groups (n=6). The first is formed by animals
that received standard diet and SZT injections (CD1), the second are animals that received
high fat diet and STZ injections (CD2), and the third group received standard diet (CND), the
latter is the control group. The model used was successfully implanted and revealed
significant changes in the metabolism of DM2, related to the metabolism of carbohydrates,
lipids and proteins. The high-fat diet proved to be a potentiator of the adverse effects of DM2

on the liver. This project also proposed new targets for the understanding of this pathology.

Keywords: Metabolism, Liver, Diabetes, Obesity.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o diabetes mellitus ¢ uma
doenga metabolica cronica caracterizada pelo aumento persistente dos niveis de glicose no
sangue (glicemia em jejum > 126 mg/dl, glicemia aleatoria > 200 mg/dl). Ao longo do tempo,
isso acarreta danos ao coragdo, vasculatura, olhos, rins e nervos; Problemas que representam
sérias ameagas a saude humana. A prevaléncia de diabetes, em 2010, foi de 6,4% (285
milhdes de pessoas) dos adultos do mundo, espera-se que até 2038 aumente para 7,7%. Entre
1980 e 2014, o nimero de adultos com diabetes aumentou de 108 milhdes para 422 milhdes
(GALICIA-GARCIA et al., 2020; KHAWANDANAH, 2019; LONG et al., 2020; SOUZA et
al., 2015).

Mais de 90% dos casos de diabetes mellitus sdo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
globalmente, cerca de 6,7 milhdes de pessoas com idades entre 20 e 79 anos morreram de DM
no ano de 2021 (Fig. 1), no Brasil o nimero de mortes foi de 214 mil. Pacientes com DM2
tém um risco 15% maior de mortalidade por todas as causas, sendo associada ao aumento de
28% na mortalidade pela doenca cardiovascular (DCV), em comparagdo com pacientes
saudaveis (GALICIA-GARCIA et al., 2020; KHAWANDANAH, 2019; LONG et al., 2020;
SOUZA et al., 2015).

Figura 1- Mortes por Diabetes em adultos (20-79 anos), por idade e sexo bioldgico em 2021.
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Os principais impulsionadores da epidemia de DM2, que quadruplicaram a incidéncia
e prevaléncia da DM2, sdo o aumento global da obesidade, estilos de vida sedentérios, dietas
com alto teor caldrico e envelhecimento da populagdo. A Federagdo Internacional de Diabetes
(IDF) estima que em 2045 cerca de 700 milhdes de adultos com idades entre 20 e 79 anos
viverao com diabetes (IDF, 2021). Estudos epidemioldgicos sugerem que muitos casos de
DM2 podem ser evitados, melhorando os principais fatores de risco modificaveis, como
obesidade, baixa atividade fisica e dieta pouco saudavel. A atividade fisica melhora a
captacdo de glicose, pois estimula o consumo de energia pelo tecido muscular, além de
preservar a sensibilidade a insulina, por meio da reducdo da gordura intra-abdominal, ainda
melhora ou até mesmo reverte a inflamagdo e o estresse oxidativo, que sdo fatores

predisponentes do DM2 (IDF, 2021; GALICIA-GARCIA et al., 2020).

Outro fator de risco, além da obesidade ¢ estilo de vida, associado a grande
prevaléncia do DM2, ¢ a predisposicao genética que desempenha um papel importante no
risco de desenvolver DM2. Nas ultimas décadas, varios estudos de associagdo do genoma de
DM2 mostraram a natureza poligénica complexa do DM2, em que a maioria desses loci
aumenta o risco de DM2 por alterar a secrecdo de insulina, e uma minoria reduz a ac¢do da
insulina. As interagdes entre os loci e os fatores ambientais dependem da herdabilidade do
DM2, portanto, o impacto de uma determinada variante genética pode ser modulado pelos

fatores ambientais (GALICIA-GARCIA et al., 2020; LONG et al., 2020).

O desenvolvimento do diabetes envolve essencialmente a desregulagdo metabdlica da
homeostase da glicose, principal causa de morbidade e mortalidade diabética. O figado € o
centro do metabolismo da glicose e lipidios, portanto ¢ um O6rgdo essencial para o
desenvolvimento do DM, sendo o principal centro de acdo do glucagon e da insulina. O
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ¢ caracterizado pela secrecdo insuficiente de insulina e
liberagdo excessiva de glucagon, que promove a lipolise, cetogénese hepatica e neutraliza o
anabolismo hepatico. Ja o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢ o tipo mais comum de DM e ¢
caracterizado por niveis indetectaveis de insulina, aumento do teor de gordura no figado,
diminuicdo da depuracdo de insulina e resisténcia hepatica a insulina (WANG; RONIS;

MEHENDALE, 2007).

Na ultima década novas revelagdes sobre o funcionamento do DM vieram a tona
fornecendo insights sobre possiveis tratamentos e origens dessa patologia. Sendo assim, a

utilizacao de analises 6micas, como metaboldmica e protedmica permitem a identificacao de
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metabolitos e proteinas biomarcadores que podem ser uteis para o diagnostico ou tratamento
do diabetes. A partir do fim do século 20 a espectrometria de massa passou a ser usada para
detectar metabolitos em quantidades anomalas causadas por erros inatos do metabolismo, a
adocdo dessa técnica em conjunto com analises eficazes pode apontar biomarcadores efetivos
e econdmicos. Os indicadores padrdes para diagnostico sdo a glicemia e a hemoglobina Alc
(HbAlc). O triptofano e os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs), como a valina,
leucina e isoleucina podem representar biomarcadores potencialmente uteis de DM2 porque
suas concentragdes séricas sao maiores em individuos diabéticos, além de relacionarem-se

com a resisténcia a insulina e a obesidade (CHEN; GERSZTEN, 2020; LONG et al., 2020).

Portanto, devido a grande prevaléncia global e nacional da diabetes mellitus, os altos
investimentos em saude publica, incurabilidade, e a possivel prevengdo e tratamento da
patologia, considerando a evolucdo das tecnologias disponiveis para analises, explica-se a
importancia de pesquisas a seu respeito. Em adi¢do, por se tratar de um trabalho que visa
investigar as alteragdes associadas a dieta hipercalorica mimetiza-se a redug¢ao na produgao da
insulina pela aplicagdo de pequenas doses de estreptozotocina aliado ao processo de
obesidade, aspectos mais proximos a patologia de DM2, assim validando a identificagdo de
vias e marcadores que possam ajudar em seu melhor entendimento e desenvolvimento de

novos caminhos para tratamentos mais eficazes.

1.1 Patologia

O DMI1 ¢ uma doenga autoimune cronica que ocorre quando o corpo nao ¢ capaz de
produzir insulina devido a destrui¢do das células produtoras de insulina no pancreas. Em
outras palavras, o DM1 ¢ caracterizado pela incapacidade do corpo de produzir insulina

suficiente para a demanda metabdlica (KHAWANDANAH, 2019).

Ja& o DM2, também chamada de independente de insulina, ¢ caracterizada pela
secre¢do deficiente de insulina pelas células  das ilhotas pancreaticas, resisténcia a insulina
do tecido (RI) e uma resposta inadequada de secre¢do de insulina compensatoria. A
progressdo da doenga torna a secrecdo de insulina incapaz de manter a homeostase da glicose,
produzindo hiperglicemia (GALICIA-GARCIA ef al., 2020; KHAWANDANAH, 2019;
LONG et al., 2020).
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1.1.1 Fungdo das células

As células B sdo responsaveis pela produgdo de insulina por meio da pré-pro-insulina.
No processo de maturacdo, a pré-pro-insulina ¢ conformacionalmente alterada por varias
proteinas do reticulo endoplasmatico (RE). Posteriormente, a pré-insulina € translocada do RE
para o aparelho de Golgi (GA), entrando em vesiculas secretoras imaturas, onde ¢ clivada em
peptideo C e insulina. Depois de maturada, a insulina ¢ armazenada em granulos até que a

liberacao de insulina seja desencadeada por altas concentragdes de glicose (BAESHEN et al.,

2014; DEWIDAR et al., 2020).

As células B absorvem a glicose principalmente por meio do transportador de glicose 2
(Glut2), proteina transportadora de soluto sensivel a glicose para as células 3. Uma vez que a
glicose ¢ absorvida, seu catabolismo ¢ ativado, aumentando a razdo ATP/ADP intracelular,
induzindo o fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP na membrana plasmatica.
Isso leva a despolarizagdo da membrana e a abertura dos canais de Ca2+ dependentes de
voltagem, permitindo a entrada de Ca2+ na célula. O aumento na concentragao de Ca2+
intracelular desencadeia o priming e a fusao dos granulos secretores contendo insulina a
membrana plasmadtica, resultando em exocitose de insulina (BAESHEN et al., 2014;

DEWIDAR et al, 2020).

1.1.2 Estreptozotocina

Um dos modelos mais comuns para simula¢do do diabetes ¢ pela inducdo com
estreptozotocina (STZ). A estreptozotocina tem propriedades diabetogénicas, identificados a
partir de 1963 devido a sua capacidade de destruir as ilhotas de células-f no pancreas
causando sintomas da diabetes mellitus tipo 1, como deficiéncia insulinica, hiperglicemia,
polidipsia e poliuria. Essa substincia tem vida curta dentro do organismo, e se liga
diretamente a Glut2, receptor encontrado principalmente no pancreas, ao atingir a célula alvo
induz a quebra de fitas de DNA, que ativa a poli (ADP-ribose) polimerase nuclear, que
converte nicotina adenina dinucleotideo (NAD) em polimeros de ADP-ribose nos locais das
quebras de fitas de DNA, diminuindo os niveis celulares de NAD. A deficiéncia de NAD
causa perda de viabilidade celular, inibindo assim a sintese de pro-insulina. Além disso, foi
demonstrado que a fragmentacdo de DNA induzida por STZ ¢ mediada pelo radical

livre-H202 (WANG; RONIS; MEHENDALE, 2007).
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As células atingidas pela STZ sofrem necrose e sao eliminadas pelos macrofagos, as
células-p restantes produzem insulina insuficiente, portanto essa perturbagdo inicial
desencadeia a hiperglicemia, e esta sim causara os sintomas sistémicos. O STZ ¢ rapidamente
eliminado do corpo e sua toxicidade no figado e rins pode ser ignorada, o impacto observado
nesses Orgaos ¢ o reflexo da deficiéncia causada no pancreas, principalmente decorrido da
hiperglicemia (FURMAN, 2021; YAN; WU , 2015). Portanto, o papel da estreptozotocina ¢
causar a disfuncdo das células-f via glicotoxicidade, e quando associada com dietas

especificas simula o diabetes tipo 2 (LIKE; ROSSINI, 1976; YAN; WU, 2015).

1.1.3 Resisténcia a Insulina

A Resisténcia a Insulina (RI)refere-se a deficiéncia na resposta metabodlica das células
responsivas a insulina, em nivel sist€émico causada pelos niveis de glicose no sangue ou
deficiéncia de insulina. Existem trés grandes categorias de condigdes de RI. A diminui¢ao da
secrecdo de insulina pelas células B, presenca de antagonistas da insulina no plasma, devido a
hormonios contrarreguladores ou corpos ndo hormonais que prejudicam os receptores ou a
sinalizacdo da insulina, ou resposta de insulina prejudicada nos tecidos-alvo (DEWIDAR,

2020).

1.1.4. Metabolismo do Figado

No estado basal, o figado representa o principal local de RI, e isso se reflete na
superproducdo de glicose. Em individuos saudéveis, o figado ¢ o centro de utilizagdo da
glicose durante o periodo pos-prandial. O figado recebe carboidratos da dieta diretamente do
intestino, por meio da veia porta, para ser utilizada, a glicose ¢ fosforilada pela glicocinase
(GK) em glicose-6-fosfato (G6P), a GK so6 sintetiza G6P quando os niveis de glicose no
sangue sao maiores que 90 mg/dl. A G6P s¢ ¢ transformada em excesso de glicogénio quando
os niveis de insulina sdo altos o suficiente para ativar a glicogénio sintase (GSb) e inativar a
glicogénio fosforilase (GPa ou Pygl). Durante o periodo pos refeicdo, a maior parte da G6P ¢
usada para sintetizar glicogénio por meio da formacgdo de glicose 1-fosfato e UDP-glicose.
Primeiro, quantidades menores de UDP-glicose sdo usadas para formar UDP-glucuronato e

UDP-galactose, que sao doadores de unidades de monossacarideo usadas na glicosilacao
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(ADEVA-ANDANY et al, 2016; ATHYROS et al, 2018; JIANG et al, 2020;
SOLIS-HERRERA et al., 2008).

Uma segunda via do metabolismo da G6P ¢ a formacgao de frutose-6-fosfato, que pode
iniciar a via da hexosamina para produzir UDP-N-acetilglucosamina ou seguir a via glicolitica
para gerar piruvato e depois acetil-CoA. O acetil-CoA pode entrar no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) para ser oxidado ou pode ser exportado para o citosol, onde sintetiza
acidos graxos, quando hé excesso de glicose no hepatécito. Finalmente, a GOP pode produzir
NADPH e ribose-5-fosfato através da via da pentose fosfato. O metabolismo da glicose
fornece intermediarios para a glicosilacao. Além de metabolizar carboidratos, o figado produz
glicose para ser usada por outros tecidos, a partir da quebra de glicogénio ou da sintese de
novo usando principalmente lactato e alanina (gliconeogénese). Niveis elevados de G6P
promovem a regulacdo positiva da G6P fosfatase (G6Pase) e de enzimas lipogénicas, como a
piruvato quinase hepatica (L-PK), acido graxo sintase (FAS) e acetil-CoA carboxilase (ACC)
(ADEVA-ANDANY et al., 2016; ATHYROS et al., 2018; JIANG et al., 2020).
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes de expressdo das proteinas hepaticas,
por meio da analise protedmica do figado de camundongos com ou sem diabetes tipo mellitus
tipo 2, induzidos pela administracdo de estreptozotocina associada ou ndo a dieta
hiperlipidica. Adicionalmente, busca-se verificar a efetividade do modelo experimental e

identificar biomarcadores da patologia nesse 6rgao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo e tratamento dos animais

Os camundongos adultos machos da linhagem C57BL/6J e C57BL/6 foram obtidos,
junto ao CEMIB — Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica na Area da Ciéncia
em Animais de Laboratorio — UNICAMP. Apds aprovagdo do comité de ética da Faculdade
de Odontologia de Bauru.

Os mesmos foram levados e alojados no Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo, sendo adaptados por 7 dias e tratados por
um periodo de dias mediante condi¢ao de luz, temperatura e umidade controladas. Foram
utilizados 12 animais da linhagem C57BL/6J, divididos em dois grupos, CD1 e CD2, de
acordo com a dieta administrada. O grupo CD2 recebeu a rac¢do hiperlipidica adquirida da
empresa PRAGSOLUCOES Biociéncias© seguindo as especificagdes encontradas na
literatura (GILBERT et al, 2011) por 8 semanas, durante o mesmo periodo o grupo CDI1
recebeu dieta normocalorica. Ao final de 8 ou mais semanas os mesmos receberam doses de
estreptozotocina de 40 a 50 mg/kg, por 3 dias, porém se observou a necessidade de aumentar
as aplicagdes para alguns animais que chegaram de 5 a 7 doses para entdo desenvolver a
diabetes constatadas pela analise da glicemia periddica maior que 200mg/dl de glicemia. Apds
a constatacdo os mesmos permaneceram por 21 dias recebendo alimentagdo padrado, e o grupo

CD2 continuou recebendo a dieta hipercalorica até a eutanasia.

Um grupo de camundongos com 6 animais da linhagem C57BL/6 foi utilizado como
controle em relagdo aos experimentais recebendo racdo normocalorica e sem administragao de
STZ, chamado CND. A linhagem C57BL/6J foi escolhida para o grupo experimental por ter
alteracdes genéticas que geram uma predisposicdo ao ganho de peso e desenvolvimento da
resisténcia insulinica, em relagdo a C57BL/6 que ¢ uma linhagem utilizada como background
para camundongos transgénicos ¢ mutantes. Os animais de cada grupo foram mantidos em

grupos de 3 por caixa até a eutanasia (SRINIVASAN; RAMARAO, 2007).
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3.2 Eutandsia dos animais e obtencdo das amostras

Para os procedimentos de eutanasia e obtengdo das amostras, a principio se tinha
indicado a utilizacdo do Tiopental sodico (Thiopentax 3%, 5 mg/100 mg p.c.). Porém, o
procedimento foi alterado e aprovado pelo comité de ética. Assim, ao término do periodo
experimental, os animais foram expostos a cdmara de CO, seguindo a Resolu¢ao Normativa
37 de Pratica de Eutanasia do CONCEA, utilizando uma camara especifica que mensura o
fluxo de CO, por meio do fluxdbmetro. O método tem a vantagem de ndo interferir nos
pardmetros bioquimicos, especialmente na glicemia. E relatado na literatura que a
administracdo de dose letal de anestésicos provoca aumento da glicemia e uma possivel
desregulagdo na homeostase das ilhotas (WINDELOV; PEDERSEN et al. 2016). Apos a
eutanasia, foi exposta a cavidade peritoneal e realizada a puncdo cardiaca para a coleta de
sangue. As amostras de sangue foram transferidas para tubos plésticos heparinizados e
mantidas a 4°C até a centrifugacao a 1.300 g (4°C, 5 min). Em seguida as amostras foram
armazenadas em freezer -20°C até o dia da quantificacdo da glicemia, insulinemia. Em
seguida a retirada de sangue, foram retiradas amostras de tecido hepatico para andlise

protedmica (amostras armazenadas a -80°C).

3.3 Anadlise proteomica do tecido hepdtico

3.3.1 Preparo da amostra

Para extracdo das proteinas hepaticas, 50 mg do tecido foram transferidos para um
microtubo, onde foram adicionados 100 pL de tampdo de extracdo contendo uréia 5 M,
tiouréia 2M, CHAPS 2% e ditiotreitol (DTT) 1%. Apos 1 h de incubacdo em gelo, com
agitacdo em vortex a cada 10 min, o homogenato foi submetido a centrifugagdo a 8000 g por
30 min a 4 °C e o sobrenadante foi em seguida coletado. Apds a extragdo, as proteinas foram
quantificadas com auxilio do Kit Quick Start Bradford (Bio-Rad) que esta baseado no método
de (Bradford 1976). As amostras de proteina (50 pg) foram entdo transferidas para um
microtubo, no qual adicionou-se 10 pL. de bicarbonato de amoénio 50 mM e 25 uL de
RapiGest® 0,2% (Waters). Em seguida, as amostras foram reduzidas através da incubagdo a
40°C com DTT 100 mM. Em seguida, adicionou-se lodoacetamida (IAA) 300 mM por 30

min em temperatura ambiente, para devida alquilagdo das amostras. Apds a alquilagao foi
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realizada a digestdo proteolitica com a adi¢do de 150 ng de tripsina grade MS (Promega) e
incubacdo a 37°C por 14 h. Ao fim das 14h, a agdo da enzima foi paralisada pela adi¢ao de 5
pL de acido formico 3%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 g durante 10

minutos. O sobrenadante contendo os peptideos foi entdo destinado a analise por UPLC -MS.

3.3.2 Analise por nano HPLC acoplado a espectrometria de massas

Todos os experimentos foram realizados no sistema nanoACQUITY UPLC (Waters)
acoplado ao espectrometro de massas Xevo QTof G2 (Waters). Inicialmente foi realizada uma
separacdo em nanoescala com o sistema UPLC nanoACQUITY equipado com uma coluna
C18 do tipo HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3 column 2,1 mm50 mm; 1,8 m, Waters).
Inicialmente a coluna foi pré-equilibrada com a fase mével B (Acetonitrila contendo acido
formico 0,1%) e em seguida os peptideos foram separados por gradiente linear de 7-85 % de
fase movel B durante 70 min com fluxo de 0,4 uL/min e a temperatura da coluna foi mantida
a 35 °C. A analise de peptideos tripticos foi realizada no espectrometro de massas Xevo G2
QTof, operando no modo ion positivo, com o tempo de aquisi¢do de dados de 70 minutos. Os
dados obtidos foram processados através do software ProteinLynx GlobalServer (PLGS)
versdao 3.0 (Waters). A identificacdo das proteinas foi obtida através do algoritmo de
contagem de ions incorporado ao software, que foi buscado no banco de dados da espécie
Mus musculus baixado do catdlogo do UniProt (Universal Protein Resource). As alteragdes
quantitativas em niveis protéicos foram analisadas utilizando-se o software PLGS Expression,

de acordo com as intensidades de pico dos ions peptidicos medidos.

3.3.3 Andlise dos dados através da bioinformatica

Com o objetivo de compreender o significado bioldgico dos resultados quantitativos da
analise protedmica, as listas de proteinas diferencialmente expressas ou exclusivas nas
comparagdes entre os diferentes grupos experimentais foram submetidas a andlise de
classificacdo funcional. Para cada uma das comparagdes relevantes (CD2 vs. CD1; CD2 vs.
CND; CD1 vs. CND), foi feita a anotagdo de Processos Bioldgicos Amplos do Gene Ontology
(GO; 18/10/2021), utilizando o Cluego v2.5.8 + Clupedia v1.5.8 (BINDEA, MELNIK et al.
2009, BINDEA, GALON et al. 2013), plugins do Cytoscape (Version 3.9.0)



19
(BAUER-MEHREN 2013, MILLAN, 2013). As tabelas geradas pelo PLGS identificadas pelo
UniProt foram analisadas com parametros padrdo, compreendendo um método de corre¢cao do
Enriquecimento (teste hipergeométrico right-sided) usando Bonferroni, modo de analise
“Fungao” e lista de cluster de genes para Mus musculus (10090), Cédigos de Evidéncia “All”,
especificidade de networking “medium” (GO levels 3 to 8), Use GO Term Fusion, GO
Term/Pathway Selection Cluster #1 (“4 Min #Genes; 15% Genes”) e Kappa Score Threshold
0.4. As networks de interacdo proteina-proteina foram baixadas do ClusterMaker 2, versao
2.0, um plugin do Cytoscape e construidas como proposto por Millan (2013) para cada uma

das comparagdes acima descritas.
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4 RESULTADOS

Nesta secdo espera-se observar a super regulacdo de proteinas envolvidas na
lipogénese, lipolise, estresse oxidativo, gliconeogénese, glicogenolise e a sub-regulacao de
proteinas da glicogénese, ja as proteinas antioxidantes podem ter regulagdes diferentes
segundo a resposta aos niveis de estresse oxidativos, nos grupos diabéticos em relacdo aos
ndo diabéticos. Outro fator importante ¢é observar os efeitos da dieta hiperlipidica
determinante na diabetes mellitus tipo 2. Para tanto os resultados foram organizados em
topicos de acordo com cada comparagdo (CD2 vs. CD1; CD2 vs. CND; CD1 vs. CND) com o

intuito de avaliar as alteracdes para cada uma delas.

As definicdes das proteinas, representadas neste trabalho pelo nome dos genes que as
codificam, foram retiradas do banco de dados UniProtKB utilizando o cédigo de identificagao

(accession).

4.1 CDI1 vs. CND

Nessa comparacao foram registradas 150 proteinas com alteracdo de expressao entre o
grupo CD1 em relagdo ao controle. Destas, 48 estdo subexpressas e 102 superexpressas. A
andlise de processos biologicos mostra a superexpressao da detoxificagdo celular de aldeido e
do catabolismo de monossacarideos, acompanhados pela subexpressdo do metabolismo de
glucuronato (descrito no item 4.1.1.) Além disso, a analise das subnetworks (descrito no item
4.1.2.) aponta para alteracdo do metabolismo de lipidios, principalmente da superregulagao da
B-oxidacdo e das enzimas que degradam derivados toxicos da oxidacgdo lipidica, ainda ha
indica¢des do comprometimento do efluxo de 4cidos graxos. Outras alteracdes observadas nas
subnetworks foi no metabolismo de carboidratos e do ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA) e

transporte de elétrons na cadeia respiratoria.
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4.1.1 Processos Biologicos da Comparag¢do CDI1 e CND

A comparacdo entre o grupo CDI e controle (CND), essa razdo mostra os efeitos da
STZ em relagdo ao grupo controle. Os processos biologicos alterados estdo representados no

grafico 1.

Grafico 1 - Andlise funcional da comparagdo entre os animais dos grupos CDI e o
grupo com CND. As categorias estdo apresentadas com base na ontologia génica, de acordo
com a fung¢do bioldgica de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.9.0.
Somente termos significativos foram utilizados (x = 0,04) e a distribuicao foi feita de acordo
com a porcentagem do nimero de genes associados a cada termo.

Metabolismo do glucuronato

Biossintese de acidos graxos de cadeia longa
30,0%

Detoxificacao celular de aldeido

Catabolismo de monossacarideos
25,0¢

Biossintese de acidos graxos de cadeia longa (30% - GO:0042759), catabolismo de monossacarideos (25% -
G0O:0046365), detoxificacido celular de aldeido (25% - GO:0110095), metabolismo do glucuronato (20% -
GO:0019585).

A biossintese de acidos graxos de cadeia longa se refere a lipogénese, compreende as
glutationa-S-transferases [Gstml, Gstm2, Gstm4, Gstm7, Gstpl, Gstp2], normalmente
associadas a atividade antioxidante. Duas isoformas foram encontradas, a isoforma Mu estava
super-regulada (Gstml, Gstm2, Gstm4 e Gstm7), enquanto a isoforma Pi (Gstpl e Gstp2)
estava subregulada. Dastidar ef al. (2018) sugeriram que a Gstp inibe a ativacao de c-Jun
NH2-terminal kinase (JNK), via reguladora da gliconeogénese hepatica dependente de JNK.
Portanto a isoforma Pi ¢ fundamental no manuseio da glicose, sendo a sub regulacdo destas
proteinas e consequente superexpressdao da via JNK, caracteristica do diabetes. Ja a isoforma
mu ¢ geralmente sub regulada no diabetes (BEKRIS et al., 2009; DASTIDAR et al., 2018).
Esses dados, portanto, corroboram com os observados no presente trabalho, indicando

alteracdes caracteristicas da patologia.
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O catabolismo de monossacarideos se refere as reagdes e vias que resultam na quebra
de monossacarideos, dlcoois poli-hidricos contendo um aldeido ou um grupo ceto com trés ou
mais atomos de carbono. Esse processo contém aldolases e enolase da via glicolitica,
desidrogenases tanto do metabolismo de xenobidticos quanto de carboidratos (frutose e
lactato - fermenta¢do) e quinases da glicolise e do metabolismo da frutose, todas as proteinas
deste grupo estavam super reguladas, [Aldob, Dhdh, Enolb, Ldha, Tkfc]. Esse processo
bioldgico ainda pode estar relacionado a gliconeogénese (PIROVICH et al., 2021).

A detoxificacdo celular de aldeido apresenta proteinas de qualquer processo que reduz
ou remove a toxicidade de um aldeido, incluindo o transporte de aldeidos para fora de areas
sensiveis e para compartimentos ou complexos preparados para o sequestro de substancias
toxicas. Esse processo biologico contém aldo-ceto redutases, aldeido desidrogenases e serina
hidrolase, todas estavam super reguladas [Akrlal, Aldhlal, Aldhla7, Aldh2, Esd] (MAKIA
etal., 2011).

O metabolismo do glucuronato, compreende a aldo-ceto redutase familia 1 membro
Al, que se encontra super regulada, e as UDP-glucuronosiltransferases sub reguladas
[Akrlal, Ugtla2, Ugtla7c, Ugtla9]. A via do acido glicurénico ¢ uma via quantitativamente
menor do metabolismo da glicose. Assim como a via das pentoses fosfato, ela fornece
precursores biossintéticos e interconverte alguns aclicares menos comuns em agucares que

podem ser metabolizados (BHAGAVAN, 2002).

4.1.2 Subnetworks da Compara¢do CDI e CND

4.1.2.1 Subnetwork 1

A subnetwork apresentada na figura 2 possui 8 nodos, e mostra interagdes entre

proteinas do metabolismo de acidos graxos e xenobidtico.
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Figura 2 - Subnetwork 1 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interacdes entre as
proteinas com diferenca de expressdo entre os grupos CD1 e CND. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo CD1 em relagao ao controle.
Razao >1 indica superregulagdo e <1 sub regulagao.

® @)
Ephx1
Acaala
o
O © Cyp2d10
Acsld Acsl1
o
Fmo5
© o
Cyb5r3
y Cyp3ai1
Gene ID Nome Razao
Acaala Q921H8 3-ketoacyl-CoA thiolase A 1,28
Acsll P41216 Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 1 0,83
Acsl5 Q8JZRO Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 5 2,86
Cyb513 QIDCN2  NADH-cytochrome b5 reductase 3 1,73
Cyp2d10  P24456 Cytochrome P450 2D10 1,23
Cyp3all Q64459 Cytochrome P450 3411 0,55
Ephx1 Q9D379 Epoxide hydrolase 1 1,49
Fmo5 P97872 Flavin-containing monooxygenase 5 1,35

A proteina com maior nimero de interagdes ¢ a acido graxo de cadeia longa-CoA
ligase 1 (Acsll), que estava sub regulada, catalisa a conversdo de acidos graxos de cadeia
longa em sua forma ativa de acil-CoAs tanto para sintese de lipidios celulares quanto para
degradacao via B-oxidacao. Essa proteina ¢ abundantemente expresso em macrofagos atuando
acidos graxos insaturados e saturados. Segundo Kanter e colaboradores (2012), a Acsll
medeia a degradagdo por acidos graxos e a subsequente redugdo do efluxo de colesterol, os
pesquisadores ainda obtiveram a mesma sub regulacdo dessa proteina em ratos diabéticos tipo
1. A sub regulacdo da Acsll associada as 6 das 7 proteinas em torno da Acsll, que estdo super
reguladas e sdo relacionadas ao metabolismo de lipidios e ao metabolismo detoxificante,
pode-se indicar o comprometimento do efluxo de acidos graxos e o aumento dessas vias

induzidos pela STZ.
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Visto isso, a degradagdo de xenobidticos ocorre em duas fases. A fase 1 do
metabolismo ¢ a funcionalizagdo, que consiste na introducdo ou exposicdo de grupos
funcionais na estrutura quimica de um composto, preparando-o para a fase 2. A fase 2 ¢ a
conjugacdo que nem sempre € necessaria. Muitos xenobidticos sdo lipofilicos e quase
quimicamente inertes (por exemplo, PAHs), entdo ndo necessariamente sofrem uma reacdo de
fase 2, desse modo diminui-se a chance de danificar o DNA. Portanto pode-se indicar que
como no presente trabalho foi observado alteragdes em proteinas da fase 1 que ha um bom
equilibrio entre a produ¢do de um metabdlito mais reativo e reagdes de conjugacao. Podemos
citar assim dois grupos de enzimas na fase 1 que ha as oxidorredutases (Cyb5r3) e hidrolases
(Ephx1). As oxidorredutases introduzem um atomo de oxigénio ou removem elétrons de seus
substratos e as hidrolases hidrolisam ésteres, amidas, epoxidos e glicuronideos. O principal
sistema enzimatico oxidorredutase ¢ chamado de monooxigenases P450 (Cyp2d10, Cyp3all).
Outros sistemas incluem monooxigenases contendo flavina (Fmo5), ciclooxigenases (Cox) e

monoamina oxidases (Fmo5) (JOHNSON et al., 2012).

Esse processo de degradagdao de xenobioticos pode explicar a alteragdo nas proteinas
observadas nesta subnetwork, como as Cyps, Ephxl e Fmo5. E importante indicar que o
figado ¢ o orgdo central de processamento de xenobidticos, assim, alteragdes no seu
metabolismo como o estresse oxidativo provocado por alteragdes metabolicas provenientes do
diabetes podem levar ao aumento da expressdo deste grupo de proteinas. Sendo assim, ¢
possivel que o acumulo ou comprometimento do metabolismo lipidico representado pela
alteracdo em Acaala, Acsll, Acsl5, esteja associado de forma causal para as alteragdes em
proteinas essenciais no metabolismo xenobiotico, representado pelas proteinas Cyb5r3, Cyps,

Ephx1 e Fmo5 (BEGRICHE et al., 2011).

4.1.2.2 Subnetwork 2

Essa subnetwork (Fig. 3), com 8 nodos, apresenta de modo geral, proteinas do ciclo do

acido tricarboxilico (TCA) e do transporte de elétrons na cadeia respiratoria.
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Figura 3 - Subnetwork 2 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interacdes entre as
proteinas com diferenca de expressdo entre os grupos CD1 e CND. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo diabético em relagao ao

controle. Razdo >1 indica superregulacao e <1 sub regulagdo

@)

Atp5h
O
Atp5j2 ®
Sdha
o Aco2 O
Ndufs1
Slc25a5 o
O Uqcre2
Slc25a4
Gene ID Nome Razio
Aco2 Q99KI0  Aconitate hydratase 0,57
Atp5pd  QIDCX2 ATP synthase subunit d 1,68
Atp5j2 P56135  ATP synthase subunit f, mitochondrial 1,43
Ndufsl Q91VDY9 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit 2,92
Sdha Q8K2B3  Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit 2,20
Slc25a4  P48962  ADP/ATP translocase 1 1,80
Silc25a5 P51881  ADP/ATP translocase 2 1,77
Uqcrc2  Q9DB77 Cytochrome b-cl complex subunit 2 0,31

Duas proteinas estavam com a sua expressao reduzida, sendo uma delas a aconitato
hidratase (Aco2) envolvida na segunda etapa da sintetize de isocitrato a partir do oxalacetato,
parte do ciclo do 4cido tricarboxilico, do metabolismo de carboidratos. Responsavel por gerar
metabolitos e precursores de energia, possivelmente a sua reducdo pode indicar problemas
nesta geracdo de energia. A outra proteina ¢ a Complexo citocromo b-cl subunidade 2 do
(Uqgcere2), que € um complexo transmembranar integrante da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial que impulsiona a fosforilacdo oxidativa (oxphos). O Uqcrc2 catalisa a
transferéncia de elétrons do ubiquinol para o citocromo c, ligando essa reagao redox a
translocagdo de protons através da membrana interna mitocondrial. A sua reducdo pode

indicar uma tentativa de conter o aumento exacerbado na produ¢do de energia, que pode ser
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indicado a seguir pelo aumento das outras proteinas encontradas nesta mesma rede de

interacgao.

A fosforilagdo oxidativa ¢ bem representada nesta subnetwork, sendo o responsavel
pela producdo aerdbica de ATP na membrana interna mitocondrial. O complexo I ¢
representado pela Ndufsl, complexo II pela Sdha, o complexo III pelo Uqcrc2 e o complexo
V pelas Atp5j2 e AtpSdp. Além disso a Mtco2, representante do complexo 1V, obteve razio
de 1,95 na comparacdo CD1 em relagao ao CND, mas esta proteina ndo foi apresentada em
nenhuma subnetwork (SOUSA et al., 2018). Estas proteinas, exceto a Uqcrc2, estavam com
aumento na sua expressao o que pode indicar o aumento ou disfun¢ao na produgdo de energia.
Além disso, o complexo-I e o IIl sdo os principais geradores de estresse oxidativo,
coincidentemente o primeiro foi o mais super regulado, enquanto o C-III foi o unico dessa via

sub-regulado (YANG et al., 2021).

A ADP/ATP translocase 1 (Slc25a4) e a ADP/ATP translocase 2 (Slc25a5) medeiam a
importagdo de ADP para a matriz mitocondrial para a sintese de ATP e a exportacdo de ATP
para abastecer a célula. Atua como transportador de prdtons, desacoplando os fluxos de
protons através da cadeia de transporte de elétrons e da ATP sintase para producao de ATP e
inducdo da termogénese mitocondrial mantendo o equilibrio entre esses dois processos. A sua
superregulacdo parece uma resposta ao aumento de producdo de energia, com o intuito de
manter o fluxo de substrato (ADP) para a conversao do produto (ATP). Sendo assim, a super
expressdo destas proteinas pode apontar para o aumento do aporte de ADP para a
mitocondria, ou para o desencadeamento da termogénese mitocondrial, que ocorre pelo
desequilibrio entre ADP e ATP. Essa hipdtese ¢ corroborada pela alteragdo nas proteinas da
Oxphos ¢ do ciclo do acido citrico. Outra indicagdo desse desequilibrio ¢ apontada pela
subnetwork 1 que mostra alteracdes no metabolismo de lipidios, sendo a termogénese um
resultado ndo s6 da producdo de ROS, como uma estratégia metabdlica para evitar o acumulo

lipidico nas células (RUEGSEGGER et al., 2018).

4.1.2.3 Subnetwork 3

Essa subnetwork (Fig. 4), com 7 nodos, apresenta proteinas majoritariamente do
metabolismo de carboidratos (Gotl, Mdhl e Sord). As nucleosideo difosfato quinase atuam

na interconversdo de nucleotideos di- e trifosfatos, essenciais para geragdo de energia. Além
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disso, a Prdx1 e Nmes sdo antioxidantes ¢ podem desencadear a apoptose. Outra possivel
observagdo ¢ a superexpressao do TCA e a ativagdo de vias alternativas da glicose, como a via
do poliol, a0 mesmo passo em que se aumenta a produgdo de ROS na célula e sdo
desencadeados mecanismos antioxidantes como observado anteriormente. A via do poliol é
desencadeada pela saturacdo da enzima hexoquinase (via tradicional da glicose), o excedente
de glicose ¢ metabolizado em sorbitol para formagdo de frutose, todavia o sorbitol nao ¢
facilmente metabolizado na célula causando danos celulares (LORENZI, 2007; STEELE;
STEEL; WAINE, 2008).

Figura 4 - Subnetwork 3 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interagdes entre as
proteinas com diferenca de expressdo entre os grupos CD1 e CND. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo diabético em relagao ao

controle. Razdo >1 indica superregulacao e <1 sub regulagdo

O
@ Nme2
Sord
O
Nme1
®
@) Prdx1
Got1
O o
Mdh1 Hba
Gene ID Nome Razio
Gotl P05201 Aspartate aminotransferase 1,49
Hba P01942 Hemoglobin subunit alpha 0,78
Mdhl P14152 Malate dehydrogenase 1,12
Nmel P15532 Nucleoside diphosphate kinase A 1,48
Nme?2 Q01768 Nucleoside diphosphate kinase B 1,43
Prdx1 P35700 Peroxiredoxin-1 0,83
Sord Q64442 Sorbitol dehydrogenase 1,36

A Aspartato aminotransferase (Gotl) atua na biossintese de L-glutamato, e sua
atividade esta envolvida na sintese hepatica de glicose (HGP), via geralmente super regulada
no DM. A Malato desidrogenase (Mdhl) catalisa a reducdo de alfa-cetoacidos aromaticos na
presenga de NADH, e auxilia o transporte malato-aspartato e no ciclo do 4cido tricarboxilico,

importante no fornecimento de NADH mitocondrial para a fosforilagcdo oxidativa, esse dado
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vem de encontro com aumento na atividade da cadeia de fosforilagdo oxidativa o que

necessita de mais substrato para continuar a producao de ATP.

Ja a Sorbitol desidrogenase (Sord) catalisa a oxidagao reversivel dependente de NAD+
de varios alcoois de agtlcar, interconverte glicose e frutose via sorbitol, logo ¢ uma enzima
chave na via do poliol e constitui uma importante rota alternativa para o metabolismo da
glicose, sendo um ponto relevante ja que neste caso se tem uma reducdo da disponibilidade de

glicose.

A Peroxirredoxina-1 (Prdx1) catalisa a redugdo de perdxido de hidrogénio e
hidroperdxidos orgéanicos a agua e alcoois. Dessa forma, protege a célula contra o estresse
oxidativo por meio de peroxidos desintoxicantes e pela sinalizacdo mediada por peroxido de
hidrogénio. A sua reducdo pode indicar uma menor protecao ao estresse oxidativo presente na

diabetes.

4.1.2.4 Subnetwork 4

Essa subnetwork (Fig. 5), com 5 nodos, retrata essencialmente a -oxidacao (Hadh,
Hadha, Etfa) e enzimas que degradam metabdlitos derivados da oxidagao lipidica (Aldh2,

Aldh7al). Todas se encontram super expressas, indicando a super ativagao dessas vias.

Figura 5 - Subnetwork 4 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interacdes entre as
proteinas com diferenga de expressdo entre os grupos CDle CND. As cores indicam a
subregulacdo (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo diabético em relagdo ao

controle. Razao >1 indica superregulacdo e <1 sub regulagao.
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@
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O
Aldh2
Gene ID Nome Razio
Aldh2 P47738 Aldehyde dehydrogenase 1,38
Aldh7al QI9DBF1  Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase 1,43
Etfa Q99LC5 Electron transfer flavoprotein subunit alpha 1,16

Hadh Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase 1,40
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Hadha Q8BMS1  Trifunctional enzyme subunit alpha 1,19

A Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase (Hadh) catalisa duas das quatro reagdes da
via de B-oxidacdo peroxissomal de 4cidos graxos de cadeia longa. A Enzima trifuncional
subunidade alfa (Hadha) catalisa as trés ultimas das quatro reacdes da via da B-oxidagdo
mitocondrial. A via de B-oxidacdo mitocondrial € o principal processo de producdo de energia
nos tecidos e ¢ realizada através de quatro reagdes consecutivas que quebram os acidos graxos
em acetil-CoA. Independentemente da subunidade beta, a subunidade enzimatica trifuncional
alfa/Hadha também possui atividade de monolisocardiolipina aciltransferase, fundamental na
apoptose e suporta os complexos da cadeia respiratéria mitocondrial na geracdo de ATP,

incluindo a Etfa.

A Aldeido desidrogenase (Aldh2) estd envolvida na etapa 2 da subvia que sintetiza o
acetato a partir do etanol, responsavel por reduzir a toxicidade de aldeidos. A Semialdeido
desidrogenase alfa-aminoadipico (Aldh7al) é uma enzima multifuncional mediadora de
importantes efeitos protetores. Protege as cé€lulas do estresse oxidativo metabolizando varios

aldeidos derivados da peroxidagao lipidica.

Entdo, essa rede de interacdo reforca o aumento da via B-oxidacdo, e do estresse
oxidativo, possivelmente causado pela hiperglicemia induzidos pela STZ em relagao ao grupo

controle.

De modo geral, foram observadas nas subnetworks, alteragdes em proteinas do
metabolismo de carboidratos (Aco2, Gotl, Mdhl e Sord), oxidagdao de lipidios (Acaala,
Acsll, Acsl5, Hadh, Hadha, Etfa), metabolismo xenobidtico (Cyb5r3, Cyps, Ephx1 e Fmo5),
fosforilacdo oxidativa (Ndufsl, Sdha, Uqcrc2, Atp5j2 e AtpSdp), transporte de ADP/ATP
(Slc25a4, Slc25a5) e antioxidante (Prdx1 e Nmes, Aldh2, Aldh7al).

4.2 CD2 vs. CND

A comparagao entre o grupo CD2 e CND, mostra os efeitos da diabetes mellitus tipo 2
induzida por STZ e dieta hiperlipidica em relagdo ao grupo controle. Foram registradas 232
proteinas com alteracdo de expressdo nesta comparagdo, das quais 44 foram subexpressas e
188 superexpressas. Na andlise de processos bioldgicos (item 4.2.1.) foi registrado alteracdes

no metabolismo de aminoacidos (alfa-aa e familia da glutamina), principalmente da via
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catabolica (alfa-aa e cadeia meta-ramificada de malato), e metabolismo detoxificante e
antioxidante. A andlise de networks (item 4.2.2.) suportou os sistemas antioxidantes de
choque térmico e responsivas ao estresse, além destes, apresentou alteragdes do metabolismo
de lipidio, principalmente da -oxidacdo, além metabolismo do oxaloacetato e da degradacao
da isoleucina, leucina e valina, e algumas proteinas da resposta a insulina e da

gliconeogénese. Também foram alterados o ciclo do 4cido tricarboxilico e a cadeia de

transporte de elétrons.

4.2.1 Processos Biologicos da Compara¢do CD2 e CND

A comparagdo entre o grupo CD2 e controle (CND) mostra os efeitos do diabetes tipo
2, STZ e dieta hiperlipidica, em relacao ao grupo controle. Os processos bioldgicos alterados

estdo representados no grafico 2.

Grafico 2 - Anélise funcional da comparacao entre os animais dos grupos CD2 e o grupo com
CND. As categorias estao apresentadas com base na ontologia génica, de acordo com a
funcdo biologica de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.9.0. Somente
termos significativos foram utilizados (x = 0,04) e a distribuigdo foi feita de acordo com a
porcentagem do numero de genes associados a cada termo.

Catabolismo de aminoacidos de cadeia meta-ramif...

Metabolismo de malato Metabolismo de alfa-aminoacidos

20,19

Atividade ATP sintase transportadora de prétons

Detoxmcagéo celular de aldeido

é—éxwdagéo de acidos graxos usando acil-CoA desi...

Redobramento de proteina dependente de cofator... /]

Afividade da glutationa peroxidase

Métabollsmo de aminoacidos da familia da glutamina Deloxiﬁf:g(;"é‘o

Processo glicolitico

Catabolismo de alfa-aminoacidos
Metabolismo do acido dicarboxilico 2,23

Metabolismo de alfa-aminoacidos (20,12% - GO:1901605), detoxificacio (14,63% - GO:0098754),
catabolismo de alfa-aminoacidos (12,19% - GO:1901606), metabolismo do acido dicarboxilico (12,19% -
G0:0043648), processo glicolitico (9,146% - GO:0006096), metabolismo de aminoacidos da familia da
glutamina (8,53% - GO:0009064), atividade da glutationa peroxidase (5,48% - GO:0004602), redobramento de
proteina dependente de cofator de chaperona (3,65% - GO:0051085), B-oxidacdo de acidos graxos usando
acil-CoA desidrogenase (3,04% - GO:0033539), detoxificagdo celular de aldeido (3,05% - GO:0110095),
atividade ATP sintase transportadora de protons, mecanismo rotacional (3,05% - GO:0046933), metabolismo do
malato (2,43% - GO:0006108), catabolismo de aminoacidos de cadeia meta-ramificada de malato (2,43% -
GO:0009083).
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O metabolismo de aminodcidos foi muito presente nesses resultados (43,27%) -
metabolismo de alfa-aminoacidos, catabolismo de alfa-aminoacidos, metabolismo de
aminodcidos da familia da glutamina, catabolismo de aminoacidos de cadeia meta-ramificada
de malato. E o metabolismo detoxificante e antioxidante (26,81%) - detoxificacdo, atividade
da glutationa peroxidase, redobramento de proteina dependente de cofator de chaperona, e
detoxificagdo celular de aldeido. Isso pode ser resultante da deple¢dao da glicose exogena
acarretando no consumo de substratos intracelulares, o que consequentemente causa o

aumento da produ¢do de ROS e ativa os mecanismos antioxidantes.

4.2.2 Subnetworks da Comparagdo CD2 e CND

4.2.2.1 Subnetwork 1
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Figura 6 - Subnetwork 1 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interacdes entre as
proteinas com diferenca de expressdo entre os grupos CD2 e CND. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo tratado com dieta hiperlipidica
e STZ em relagdo ao controle em relagao ao grupo controle. Razao >1 indica superregulagdo e
<1 sub regulacao.
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Acaa2 )
Cpt2 :
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Ehhadh Sep2 i
Cat Uox
O Hspd1
Acsl1
Acaala
Gene ID Nome Razio

Acaala  Q921HS 3-ketoacyl-CoA thiolase A 2,32
Acaa2 Q8BWT1  3-ketoacyl-CoA thiolase 1,35
Acadm  P45952 Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase 1,95
Acads Q07417 Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase 1,52
Acsll P41216 Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 1 1,31
Aldh2 P47738 Aldehyde dehydrogenase 1,34
Aldh6al Q9EQ20  Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating] 1,13
Aldoa P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 0,74
Cat P24270 Catalase 1,35
Cpt2 P52825 Carnitine O-palmitoyltransferase 2 1,54
Decrl Q9CQ62  2,4-dienoyl-CoA reductase 1,95
Ecil P42125 Enoyl-CoA delta isomerase 1 1,86

Ehhadh  Q9DBM2  Peroxisomal bifunctional enzyme 1,95
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Etfa Q99LC5  Electron transfer flavoprotein subunit alpha 1,43
Etfb Q9DCW4  Electron transfer flavoprotein subunit beta 1,48
Glud1l P26443 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 1,34
Gotl P05201 Aspartate aminotransferase 2,27
Hadh Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase 1,90
Hadha Q8BMSI1  Trifunctional enzyme subunit alpha 1,86
Hba P01942 Hemoglobin subunit alpha 1,73
Hbb-bl  P02088 Hemoglobin subunit beta-1 1,86
Hbb-b2  P02089 Hemoglobin subunit beta-2 0,85
Hibadh  Q99L13 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 1,39
Hsd17b4 P51660 Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 1,32
Hspdl P63038 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 1,19
Mdhl P14152 Malate dehydrogenase 1,32
Nmel P15532 Nucleoside diphosphate kinase A 2,01
Scp2 P32020 Non-specific lipid-transfer protein 2,59
Sord Q64442 Sorbitol dehydrogenase 1,46
Uox P25688 Uricase 1,16

A subnetwork, apresentada na Figura 6, foi majoritariamente super regulada e
apresenta muitas proteinas do metabolismo de lipidio, 16 das 30 proteinas participam da
B-oxidacdo (Etfa, Etfb, Hibadh, Eci, Decrl, Acads, Acadm, Cpt2, Hadh, Ehhadh, Acaala,
Acaa2, Hsd17b4, Acsll, Scp2, Aldh6al). Sao proteinas da degradagao da isoleucina, leucina e
valina: Hadh, Hadha, Acadm, Acads, Acaa2, Hibadh, Aldh2, Acaala, Ehhadh, Aldh6al.
Ainda ha proteinas de metabolismo do oxalacetatoto (Etfa, Etfb, Hibadh, Eci, Decrl, Acads,
Acadm, Cpt2, Hadh, Ehhadh, Acaala, Acaa2, Hsd17b4, Acsl1, Scp2, Aldh6al, Gotl, Mdhl).
A Gotl, Cat, Hadha e Hadh fazem parte da resposta a insulina. A Gotl, Mdhl e AldoA
realizam a gliconeogénese. A Hibadh e Aldh6al sio proteinas do catabolismo da valina. E
possivel observar ainda proteinas do catabolismo do glutamato (Gludl, Gotl), do

metabolismo da frutose (Sord e Aldoa).

Outras enzimas da -oxidacdo sdo, a 2,4-dienoil-CoA redutase (Decrl), a Enoil-CoA
delta isomerase 1 (Ecil), a enzima bifuncional peroxissomal (Ehhadh), a Enzima
multifuncional peroxissomal tipo 2 (Hsd17b4), a proteina de transferéncia de lipidios nao
especifica (Scp2). A carnitina O-palmitoil transferase 2 (Cpt2) atua na absor¢ao mitocondrial
de 4cidos graxos, essencial para B-oxidac¢do. Todas estavam com a expressdo aumentada

indicando um aumento nesta via metabolica.
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A Etfa e a subunidade beta de flavoproteina de transferéncia de elétrons (Etfb) aceitam
elétrons de varias desidrogenases mitocondriais, estes transferem os elétrons para a principal
cadeia respiratoria mitocondrial via ETF-ubiquinona oxidorredutase, necessario para oxidagao
normal de 4cidos graxos mitocondriais € metabolismo normal de aminoacidos. A Hadha,

também ¢ importante na transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria. Assim como

observado para as outras proteinas essas também estavam com expressao aumentada.

As enzimas que auxiliam a producdo da glicose sdo a Aspartato aminotransferase
(Gotl) atua na biossintese de L-glutamato, envolvida na sintese hepatica de glicose estava
com uma aumentada consideravelmente em contrapartida a aldolase A de frutose-bifosfato

(Aldoa), fundamental na glicolise e na gliconeogénese apresentou reducdo em sua expressao.

Algumas proteinas alteradas com atividade antioxidante foram Aldh2, Hadha, e a
catalase (Cat), enzima antioxidante chave na defesa do organismo contra o estresse oxidativo,
presente no peroxissomo de quase todas as células aerObicas apresentaram aumento de
expressdo, indicativo de estresse oxidativo. A proteina de choque térmico de 60 kDa
mitocondrial (Hspdl), também com expressdo aumentada, ainda previne o dobramento
incorreto e promove o redobramento ¢ a montagem adequada de polipeptideos desdobrados
gerados sob condi¢des de estresse na matriz mitocondrial, organela mais afetada nesta

patologia (SIVITZ; YOREK, 2010).

Essa subnetwork possui proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos. A
metilmalonato semialdeido desidrogenase [acilante] (Aldh6al) e a 3-hidroxiisobutirato
desidrogenase (Hibadh) desempenham papel no metabolismo da valina e da pirimidina. E a
uricase (Uox) faz parte da via de degradacdo do urato, que faz parte do metabolismo das

purinas. O aumento da sua expressao esta ligado ao aumento no metabolismo de aminoacidos.

A Sorbitol desidrogenase (Sord) ¢ uma enzima chave na via do poliol, rota alternativa

para o metabolismo da glicose.

Portanto, essa rede de interacdo evidencia claramente o aumento da oxidacao lipidica,
alteracdo caracteristica do DM2. Explicada pela demanda por energia e a insuficiéncia de
glicose exogena aumentaram o consumo dos substratos internos como os lipidios e proteina
acarretando a superregulacdo da produgdo de glicose hepatica, cadeia respiratoria e dos

intermediarios do TCA, ao mesmo passo que essa sobrecarga metabdlica causa o dobramento



35

incorreto de proteinas e aumento da producdo de ROS, consequentemente elevam-se os

mecanismos de defesa.

4.2.2.1 Subnetwork 2

Figura 7: Subnetwork 2 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as intera¢des entre as
proteinas com diferenca de expressdo entre os grupos CD2 e CND. As cores indicam a
subregulacdo (rosa) ou super-regulagdo (verde claro) do grupo tratado com dieta hiperlipidica
e STZ em relagdo ao controle em relacao ao grupo controle. Razao >1 indica superregulacao e
<1 sub regulacio.
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Gene ID Nome Razio
Aco2 Q99KI0 Aconitate hydratase 1,30
Aldoc P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 0,50
Atp5fla Q03265 ATP synthase subunit alpha 1,43
Atp5flb  P56480 ATP synthase subunit beta 1,39
Atp5pd Q9DCX2 ATP synthase subunit d 1,88
Atp5Smf  P56135 ATP synthase subunit f mitochondrial 1,39
Atp50 Q9DB20 ATP synthase subunit O 1,35
Cox4il P19783 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1,31
Cox6al  P43024 Cytochrome c oxidase subunit 641 1,35
Cs Q9CZU6 Citrate synthase 0,44
Got2 P05202 Aspartate aminotransferase 1,25
Hsp90abl P11499 Heat shock protein HSP 90-beta 1,17
Hspa9 P38647 Stress-70 protein mitochondrial 1,58

Mdh2 P08249 Malate dehydrogenase 1,38
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Slc25a3  Q8VEMS Phosphate carrier protein 1,88
Slc25a5  P51881 ADP/ATP translocase 2 1,65
Suclgl Q9WUMS Succinate-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha 1,49
Uqcrel Q9CZ13 Cytochrome b-cl complex subunit 1 1,27

Essa subnetwork (Fig. 7) possui 18 nodos, cujas proteinas pertencem majoritariamente
ao Ciclo do acido tricarboxilico e da cadeia de transporte de elétrons (AtpSal, AtpSb, Aco2,
Uqcrel, Mdh2, Cox6al, AtpSh, Cs, Cox4il, Suclgl, AtpSo, Atp5j2, Slc25a5). A Got2, Aldoc,
Mdh2 auxiliam na gliconeogénese. Essa subnetwork reforga os resultados anteriores acerca da

super ativagdo dessas vias e sobrecarga metabolica.

A Aldolase C de frutose-bifosfato (Aldoc) participa da glicolise, que no presente
trabalho se encontra sub regulada, assim como a citrato sintase (Cs) essencial para a sintese de
novo de colesterol e dacidos graxos. A sub-regulagdo da Citrato sintase tem sido
consistentemente associada ao DM?2, ja que sua atividade indica o conteudo proteico

mitocondrial (YURRE, et al., 2020).

4.2.2.1 Subnetwork 3

Cinco das seis proteinas deste cluster sdo de choque térmico (Fig. 8) atuam no
“redobramento” de proteinas. Sdo proteinas responsivas ao estresse € ao mal dobramento de
proteinas. Além disso sdo ativadas em resposta a inflamacao, geralmente superexpressas tanto
no DM1 e DM2, efeito esperado nessa patologia reforcando o sucesso do modelo em simular

a inflamagao no figado (BELINI et al., 2017).

Figura 8 - Subnetwork 3 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interacdes entre as
proteinas com diferenga de expressdo entre os grupos CD2 e CND. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo tratado com dieta hiperlipidica
e STZ em relagdo ao controle em relagdo ao grupo controle. Razao >1 indica superregulagdo e
<1 sub regulacio.
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Gene ID Nome Razio
Hspala Q61696  Heat shock 70 kDa protein 14 1,38
Hspalb  P17879  Heat shock 70 kDa protein 1B 1,38
Hspa2 P17156  Heat shock-related 70 kDa protein 2 1,32
Hspa8 P63017  Heat shock cognate 71 kDa protein 1,40
Myh9 Q8VDDS5 Myosin-9 4,14

4.3 CD2vs. CD1

A comparagdo entre o grupo CD2 e CD1 mostra os efeitos da dieta hiperlipidica
apesar da administragdo da STZ. Foram alteradas 174 proteinas, das quais 35 estavam
subreguladas e 139 superreguladas. Os processos bioldgicos (item 4.3.1.) com mais proteinas
alteradas foram o catabolismo do acido carboxilico (lipidios), principalmente na f-oxidacao, o
catabolismo de aminoacidos, ¢ a atividade antioxidante. A andlise das subnetworks (item
4.3.2.) reforca as alteracdes dos processos biologicos, sendo a maior parte das proteinas
superreguladas relacionadas a B-oxida¢do, e muito associadas a degradacdo de aminoacidos
de cadeia ramificada, lisina e triptofano. Ainda se observa a superexpressdo do TCA e

fosforilagdo oxidativa.

4.3.1 Processos Biologicos da Comparag¢do CD2 e CDI

Os processos biologicos com maior nimero de genes associados na comparagdo entre
o grupo CD2 em relagdo ao CDI, ressaltando os efeitos da dieta hiperlipidica, estdo

apresentados no grafico 3.
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Grafico 3 - Anélise funcional da comparacao entre os animais dos grupos CD2 e o grupo com
CDI. As categorias estdo apresentadas com base na ontologia génica, de acordo com a fungdo
biologica de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.9.0. Somente termos
significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuicao foi feita de acordo com a
porcentagem do numero de genes associados a cada termo.

Resposta celular a interleucina-7

Catabolismo da familia de amincacidos aromaticos 8

B-oxidagdo de acidos graxos usando acil-CoA desi... — 4

Metabolismo de aminoacidos sulfurados
’ Catabolismo do &cido carboxilico

Catabolismo de hexose
Metabolismo do peroxido de hidrogénio

Atividade da peroxidase
0,1

Catabolismo de alfa-aminoacidos

Catabolismo do acido carboxilico (39,45% - GO:0046395), catabolismo de alfa-aminoacidos (15,60% -
GO:19016006), atividade da peroxidase (10,09% - GO:0004601), metabolismo do perdxido de hidrogénio (9,17 -
G0:0042743), catabolismo de hexose (6,42% - GO:0019320), Metabolismo de aminoéacidos sulfurados (6,42% -

GO:0000096), B-oxidagdo de acidos graxos usando acil-CoA desidrogenase (5,50% - GO:0033539), processo
catabélico da familia de aminoacidos aromaticos (3,67% - GO:0009074), resposta celular a interleucina-7
(3,67% - GO:0098761).

O catabolismo do acido carboxilico e -oxida¢do de acidos graxos usando acil-CoA
desidrogenase tem a maior porcentagem de genes associados (44,95%) [Acaala, Acaalb,
Acaa2, Acadl, Acadm, Acads, Acatl, Acat2, Acoxl, Acsl5, Ahcy, Akrldl, Aldhlll, Aldh4al,
Aldhé6al, Argl, Cesld, Dbi, Decrl, Echsl, Ecil, Ehhadh, Etfa, Etfb, Fabpl, Ftcd, Gedh,
Gludl, Gotl, Got2, Haao, Hadha, Hadhb, Hgd, Hibadh, Hpd, Hsd17b4, Matla, Oat, Otc, Pah,
Sardh, Scp2].

O catabolismo de aminoacidos - alfa-aminoacidos e da familia de aminoacidos
aromaticos - contém 19,27% dos genes associados. [Acatl, Ahcy, Aldh4al, Aldh6al, Argl,
Gludl, Gotl, Got2, Haao, Hgd, Hibadh, Hpd, Matla, Oat, Otc, Pah, Sardh].

A atividade antioxidante - atividade da peroxidase e metabolismo do perdxido de
hidrogénio - somaram 19,26% dos genes associado [Acox1, Cat, Gpx1, Gstm7, Gstp1, Gstp2,
Hba-al, Hbb-b2, Hbb-bs, Hbb-y, Prdx1, Prdx6, Sod1].

O catabolismo de hexose, ¢ constituido por proteinas superreguladas envolvidas na

degradacdo de carboidratos [Aldob, Enolb, Eno2, Gpil, Khk, Ldha, Tkfc].
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Metabolismo de aminoacidos sulfurados [Bhmt, Bhmt2, Cpsl, Cth, Gnmt, Matla,
Tst]. A resposta celular a interleucina-7, se refere a inflamacao, caracteristica do diabetes. As

proteinas associadas a esse processo estdo todas superreguladas [AtpSb, Enolb, Hspd1, P4hb]

(SCHREIBER et al., 2019).

4.3.2 Subnetworks da Comparagdo CD2 e CD1

4.3.2.1 Subnetwork 1

Essa subnetwork (Fig. 9) possui 20 nodos, dos quais 18 sdo super regulados e apenas 2
sub regulados (Aldh7al e Fmo5). A maior parte das proteinas relacionadas a B-oxidacao
(Acaala, Aldh6al, Decrl, Acadm, Hsd17b4, Echsl, Hibadh, Hadha, Ecil, Etfb, Etfa, Scp2,
Ehhadh, Acads, Acaa2, Fasn). Ainda h4 grande interagdo com a degradagdo de isoleucina,
valina e leucina, também conhecido como aminoacidos de cadeia ramificada (Acaa2, Acads,
Acadm, Aldh6al, Hadha, Echsl, Ehhadh, Acaala, Hibadh, Aldh7al). Algumas das proteinas
desse cluster ainda auxiliam a degradagdo da lisina e triptofano (Hadha, Echsl, Ehhadh,
Aldh7al, Cat). Portanto, essa subnetwork mostra a superregulagao da degradagao de lipidios e

aminoacidos.
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Figura 9 - Subnetwork 1 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as interagdes entre as
proteinas com diferenga de expressdo entre os grupos CD2 e CD1. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo tratado com dieta hiperlipidica
e STZ em relagdo ao controle em relagdo ao grupo tratado apenas com STZ. Razdo >1 indica
superregulacdo e <1 sub regulacao.
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Gene ID Nome Razio
Acaala  Q921H8  3-ketoacyl-CoA thiolase A 1,72
Acaa2 Q8BWT1 3-ketoacyl-CoA thiolase 1,30
Acadm  P45952 Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase 1,39
Acads Q07417  Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase 1,52
Acsll P41216  Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 1 1,60
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
Aldh6al Q9EQ20 /[acylating] 1,13
Aldh7al  Q9DBF1 Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase 0,79
Cat P24270 Catalase 1,34

Decrl Q9CQ62  2,4-dienoyl-CoA reductase 1,90
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Echsl Q8BHY95  Enoyl-CoA hydratase 1,90
Ecil P42125 Enoyl-CoA delta isomerase 1 2,10
Ehhadh  Q9DBM2 Peroxisomal bifunctional enzyme 1,75
Etfa Q99LC5  Electron transfer flavoprotein subunit alpha 1,22
Etfb Q9DCW4  Electron transfer flavoprotein subunit beta 1,48
Fasn P19096  Fatty acid synthase 1,63
Fmo5 P97872 Flavin-containing monooxygenase 5 0,65
Hadha Q8BMSI1  Trifunctional enzyme subunit alpha 1,51
Hibadh  Q99L13  3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 1,57
Hsd17b4 P51660  Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 1,70
Scp2 P32020  Non-specific lipid-transfer protein 2,05

A Acido graxo sintase (Fasn) que estava com sua expressio aumentada é uma enzima
multifuncional que catalisa a biossintese de novo de acidos graxos saturados de cadeia longa a
partir de acetil-CoA e malonil-CoA na presenga de NADPH. Refor¢cando a ideia do aumento

da lipogénese durante o DM.

4.3.2.2 Subnetwork 2

Essa subnetwork contém 12 nodos, todos super regulados (Fig. 10) cujas proteinas
participam do TCA (Mdh2, Aco2, Fhl), de dobramento correto de proteinas (Hspdl, Hspa9,
Hspel), metabolismo de glioxilato e dicarboxilato (Aco2, Mdh2), fosforilacdo oxidativa
(Cox4il, Atp5b, AtpSal, Atp5o) e metabolismo de cisteina e metionina (Mdh2, Got2).
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Figura 10 - Subnetwork 2 gerada pelo plugin ClusterMaker® mostrando as intera¢des entre as
proteinas com diferenca de expressdo entre os grupos CD2 e CDI. As cores indicam a
subregulacao (rosa) ou super-regulacao (verde claro) do grupo tratado com dieta hiperlipidica
e STZ em relagdo ao controle em relacdo ao grupo tratado apenas com STZ. Razao >1 indica
superregulacao e <1 sub regulacao.
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Gene ID Nome Razio
Aco2 Q99KI0  Aconitate hydratase 2,12
Atp5fla/
Atp5Sal Q03265  ATP synthase subunit alpha 1,26
AtpS5flb  P56480  ATP synthase subunit beta 1,25
Atp5po  Q9DB20 ATP synthase subunit O 1,42
Cox4il P19783  Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1,39
Fh P97807  Fumarate hydratase 1,32
Got2 P05202  Aspartate aminotransferase 1,45
Hspa9 P38647  Stress-70 protein mitochondrial 1,13
Hspdl P63038 60 kDa heat shock protein mitochondrial 1,13
Hspel Q64433 10 kDa heat shock protein 1,79
Mdh2 P08249  Malate dehydrogenase 1,32
Slc25a3  Q8VEMS Phosphate carrier protein 2,12

A Proteina de choque térmico de 10 kDa (Hspel) ¢ uma co-chaperona na importagao
de proteinas mitocondriais € na montagem macromolecular. Juntamente com a Hsp60, facilita

o dobramento correto de proteinas importadas. Também pode prevenir o dobramento
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incorreto e promover o redobramento e a montagem adequada de polipeptideos desdobrados

gerados sob condi¢des de estresse na matriz mitocondrial.

4.4 Visdao Geral

Além dessas andlises, se observam proteinas com alteragdes no Apéndice. Ao todo
foram analisadas 320 proteinas com alteracdo de expressao em pelo menos uma comparagao,
dentre elas, 57 foram alteradas em todas as comparagdes. 13 dessas proteinas foram sub
reguladas em CD2 vs. CD1, com a predominancia de metabolismo de aminoacidos alterados,
especificamente da glutationa. A outras 44 proteinas foram super reguladas, principalmente
do metabolismo do piruvato relacionada ao catabolismo de lipidios, glicélise e
gliconeogénese. 16 proteinas tiveram expressao <1,5 tanto em CDI1:CND, quanto em
CD2:CND, voltada para o metabolismo da glicolise, gliconeogénese ¢ TCA (Bhmt, Enol,
Atp5pd, Esd, Hadh, Bhmt2, Slc25a5, Ces2e, Mel, Mtco2, Aldhlbl, Slc25a31, Rida, Ldhc,
Gsta2, GstmS5).

De modo resumido, o grupo CD1 e CD2 apresentaram alteragdo no metabolismo de
carboidratos e a superregulacdo da detoxificacdo, B-oxidacdo, ciclo do 4cido tricarboxilico
(TCA) e transporte de elétrons na cadeia respiratdria. De acordo com a andlise comparativa
entre o CD2 e o CDI, a dieta hiperlipidica parece potencializar as alteracdes metabolicas
observadas no grupo que apenas recebeu a inje¢ao de STZ e dieta padrdo, adicionalmente
afeta de forma significativa o catabolismo de aminoacidos, e a resposta ao estresse celular.
Long e colaboradores (2020) exaltaram a importancia e consisténcia da alteragcdo em

aminoacidos, principalmente os aromaticos ¢ de cadeia ramificadas no DM2.



44

5 DISCUSSAO

O presente trabalho aplicou um modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2, neste
modelo foi preconizado dois pontos importantes primeiro a indugdo de uma obesidade que
levasse a uma resisténcia insulinica e depois a aplica¢do de pequenas doses de SZT para gerar
a predisposicdo a diabetes com a reducdo das ilhotas e consequentemente a reducdo da
producdo de insulina. Em contrapartida um grupo com uma dieta padrao também foi utilizado,
esse por sua vez nao teve a inducdo da resisténcia inicial e apenas a aplicacdo de doses de
SZT (CDI). Neste contexto se buscou entender a importdncia da presenca da dieta
hipercaldrica para gerar um quadro padrao de diabetes tipo 2 mais préximo ao que ocorre
naturalmente. A analise protedmica do figado pode identificar e embasar esse modelo visto
que os resultados das alteragdes demonstram um perfil compativel com a literatura e outros

trabalhos com animais induzidos a DM?2.

Dois trabalhos com indugdes de DM2 diferentes e analise protedmica do figado com
composi¢do de proteinas detectadas parecidas foram utilizados para comparacdo com o
presente estudo, o Guo et al. (2013) e Deng et al. (2010), as pesquisas apresentaram
alteragdes protedOmicas semelhantes a estes resultados. O trabalho de Guo et al. (2013) com
mitocondrias, também obteve a superexpressdo da B-oxidac¢do, da Oxphos, via apoptoética,
proteinas envolvidas na importagdo de proteinas para as mitocOndrias, biogénese
mitocondrial, e do ciclo do acido citrico (Acadm, Ehhadh, Hadh, Hadha, Hadhb, Aldhl1bl,
Aldh2, Aldh7al, Cptla, Cpt2, Acaa2, Acsl6 e Dci). As proteinas registradas por Guo e
colaboradores e suas expressdes correspondem com o encontrado neste trabalho, em relagao
ao DM2. Eles, também relataram o aumento na expressao da degradacdo de aminodcidos de
cadeia ramificada (BCAA) (Aldhlbl, Aldh2, Aldh6al, Aldh7al, Acadm, Ehhadh, Hadh,
Hadha, Ivd, Hadhb, Hmgcs2, Auh, Acaa2 e Pcca). Outro metabolismo superexpresso € o do
piruvato (Pdhal, Pdhb, Dlat, Pcx, Mdh2, Aldh1bl, Aldh2 e Aldh7al) (GUO et al., 2013).

Desse modo infere-se que as alteragdes aqui observadas correspondem com o sucesso
da implementacdo do modelo de indugdo da DM2 com a presenga de varias alteracdes
comuns no presente trabalho com relatos da literatura. Contudo, vamos detalhar melhor estas
alteragdes, colocando subtopicos que possam descrever melhor quais sdo estas alteragdes e os

pontos mais relevantes destas alteragcdes para metabolismo hepatico.
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5.1 Proteinas do Metabolismo Energético Hepdtico

Zhang e colaboradores (2013) ainda apontaram algumas enzimas chave no
metabolismo do glicogénio no figado, como a glicogénio fosforilase (Pygl ou GPa). Para a
glicogenolise foi indicado a frutosel,6-bisfosfatase (Fbpl) e glicose-6-fosfatase (G6pase,
G6pc); na via da gliconeogénese e glucoquinase (GK/HK, Gck). No presente trabalho, a Pygl
foi levemente super regulada no CD2 em relagdo ao CND (1,17) e na comparagdo entre CD2
e CD1 (1,22), ja a Fbpl fo1 super expressa em todas as comparagdes com maior diferenca no
CD2 versus CND (42,52). Algumas enzimas glicoliticas e lipogénicas como a piruvato
quinase Pkm e Pklr foram super reguladas, a Pkm apenas no CD2:CND (2.25), e o Pklr em
CD2:CND (2,83) e CD2:CD1 (2,56). Outra enzima glicolitica super expressa ¢ a
Glicose-6-fosfato isomerase (Gpi) no CD2:CND (2,75), e CD2:CDI1 (1,97). A enzima
lipogénica FASN, também foi super regulada em CDI1:CND (1,30), CD2:CND (1,63) e em
CD2:CD1 (2,23). Portanto, essas proteinas integrantes tanto da via glicolitica quanto da
gliconeogénica mostram alteragdes consistentes com o metabolismo diabético, devido ao

contexto da patologia infere-se que houve aumento do processo da gliconeogénese.

Em condi¢des de resisténcia a insulina, o piruvato é usado para gliconeogénese e
sintese de acidos graxos, em vez de geragao de ATP, que ¢ promovida pelo ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), resultando em hiperglicemia e esteatose hepatica. O ciclo do TCA ¢
afetado pelo DM, ja que a atividade glicolitica ¢ enfraquecida durante o desenvolvimento do
DM. A ativacdo do complexo piruvato desidrogenase promove a conversdo do piruvato em
acetil-CoA (CAPPEL et al., 2019). Neste experimento, a piruvato carboxilase (Pc), enzima
importante na via anaplerotica pela reposi¢do de alanina e lactato no ciclo do TCA, foi super
expressa em todas as comparagdes, CD1:CND (1,28), CD2:CND (1,65), e em CD2:CD1

(2,16), caracterizando o acentuamento da gliconeogénese.

Durante a DM2 a hiperglicemia ¢ agravada pelo aumento tanto da lipogénese e da
gliconeogénese. Uma explicagdo para esse desbalango entre a gliconeogénese e a lipogénese ¢
a resisténcia a insulina hepatica seletiva, esta postula que apenas um brago da sinalizagao da
insulina ¢ defeituoso, ou seja, a falta de insulina inibe a via do Akt/FOXOI1 estimulando a
gliconeogénese, enquanto a via SREBP-1C/mTORCI ativada pela insulina permanece intacta
e ativa a lipogénese. O aumento da geracdo de acetil-CoA a partir da B-oxidacdo ativa a
enzima piruvato carboxilase (Pc), levando a gliconeogénese exacerbada (ADEVA-ANDANY
et al., 2016; ATHYROS et al, 2018). Isso é claramente refletido nos resultados deste
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trabalho, observado pela grande superexpressdo da via [-oxidativa e de enzimas da
gliconeogénese. Algumas enzimas promotoras da FoxO1 e AKT sao a Peptidil-prolil cis-trans
isomerase A (Ppia), superexpressa em CD1:CND (1,46) e CD2:CND (1,67) e o receptor 3 do
fator de crescimento de fibroblastos (Fgfr3) superregulado em CD2:CND (2,66), a enzima
Serina/treonina-proteina quinase (Nek2), também pode ativar a via AKT, esta ¢ superregulada

em CD1:CND (2,46).

Desse modo, o metabolismo energético hepatico sofreu alteragdes evidentes, como
foram apresentadas, de acordo com o apontado na literatura, pelo aumento da degradacdo de

substratos alternativos como proteinas e lipidios, além da elevagao da gliconeogénese.

5.2 Hiperglicemia

O figado humano produz glicose (HGP), seja a partir de glicogénio previamente
armazenado por meio da glicogenodlise (ciclo G/G6P) ou gerando glicose a partir de
precursores como alanina, lactato e glicerol (gliconeogénese). A HGP ainda ¢ associada ao
aumento da lipolise, causadora da redug¢ao na utilizacdo periférica da glicose e do
comprometimento da func¢do das células-B, isso eleva os niveis de AGL, juntamente com o
acimulo de metabdlitos lipidicos intermedidrios (SOLIS-HERRERA et al., 2008). Durante o
jejum a taxa acelerada de HPG ¢ o principal determinante da hiperglicemia
(ADEVA-ANDANY et al.,2016; ATHYROS et al., 2018). O aumento da producao de glicose
hepatica ¢ uma caracteristica consistente do DM e grande contribuinte para hiperglicemia,
esta ¢ atribuida principalmente ao aumento da gliconeogénese em contrapartida as taxas

normais de glicogenolise. (JIANG et al., 2020).

A hiperglicemia estimula o aumento da razdo NADH/NAD+, a superregulagdo da via
da hexosamina, a ativagdo da proteina quinase C, a via do poliol (Sord) causando aciimulo de
frutose (Fbpl, Gpi), sorbitol e metilglioxal, ainda eleva os produtos de glicacdo avancada
(AGEs), formagao de enodiol e estresse de reticulo endoplasmatico (RE). A altera¢ao dessas
vias culmina na geracdo de espécies reativas de oxigénio e aumento do estresse oxidativo
levando a danos nas células-f (FURMAN, 2021; YAN; WU, 2015). A ATPase do reticulo
endoplasmatico de transicao (Vcp) exerce muitas funcdes no RE, além disso atua no sistema
ubiquitina-proteassoma ¢ na homeostase do calcio, nesta andlise, essa proteina foi

significativamente sub expressa em CD1:CND (0,46) e superexpressa em CD2:CND (1,70)
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(SUN; QIU, 2020). A VCP ainda ¢ considerada uma proteina supressora de tumor, que
quando sub regulada induz apoptose, e quando super regulada induz a produgdo de
defeituosas (CONSTANTINI et al., 2021). Logo, considera-se que a superexpressiao dessa
proteina, VCP, no grupo CD2 suporta a ideia do aumento de proteinas danificadas e

possivelmente da presenca de lesdes hepaticas neste grupo.

O aumento da geracdo de AGEs, formados pela glicagdo (associacdo com agucar) de
proteinas ou lipidios, também contribui para glicotoxicidade da hiperglicemia, pois sdo
conhecidos como glicotoxinas por apresentarem alto potencial oxidativo, estimulando o
estresse oxidativo e inflamagdo, muitas vezes associados ao diabetes. Alguns substratos que
podem ser glicosilados sdo a albumina, coldgeno, fibrinogénio e imunoglobulina (MANNA;
GHOSH; SIL, 2010; SINGH et al., 2014; URIBARRI et al, 2010). Algumas proteinas
associadas a esses substratos, neste trabalho, sdo as proteinas de adesdo neurexin-1-beta
(Nrxnl) (CD2:CND=2,83), também podem ser glicadas as proteinas estimulantes de
imunoglobulina, como a alfa-enolase (Enol) superregulada em todas as comparagdes
(CD1:CND=1,60; CD2:CND=1,77; CD2:CD1=1,13) e a colageno alfa (Col4al), CD1:CND =
9,58. Dessa forma, a alteragdo dessas proteinas que sao substratos da glicacdo indica o
aumento da glicotoxicidade nos grupos diabéticos em relagdo ao controle pelo possivel

aumento do processo de producao de AGES.

Portanto, a hiperglicemia estd extremamente relacionada ao comprometimento do

metabolismo hepatico, com indicagdes da glicotoxicidade e provavel lesdo nesse o6rgao.

5.3 Estresse Oxidativo

O desequilibrio redox, ou seja, a producao de estresse oxidativo (ROS), ¢ o principal
causador da glicotoxicidade da hiperglicemia, e se origina principalmente no complexo I pela
superproducdo de NADH, e FADH2 e no complexo III da cadeia transportadora de elétrons
(ETC). O excesso de elétrons ¢ transferido para o oxigénio gerando O2— e subsequente
peroxido de hidrogénio. As espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas nas mitocondrias
oxidam os residuos de cisteina e metionina nas proteinas, danificando a estrutura das
proteinas, isso prejudica sua fungdo e eventualmente causa a morte celular. As EROs ainda
danificam o DNA e os lipidios da membrana, assim promove a disfungdo mitocondrial. O
desequilibrio também ocorre pelo esgotamento de NAD+. O NADH e FADH2 sao formados pela

ativa¢do da via do poliol, ou pela conversdo do piruvato em CO2, na qual sdo gerados acetil-CoA e
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oxaloacetato que alimentam o ciclo do acido citrico (DEWIDAR et al, 2020; FURMAN,
2021; MANNA; GHOSH; SIL, 2010; YAN; WU, 2015). A alteragdo no metabolismo
mitocondrial ¢ bem evidente ocupando grande parte das enzimas alteradas, que em sua
maioria estdo super reguladas neste trabalho, alguns exemplos sdo: Acaa2; Acadl; Acadm;
Acads, Acatl, Aco2, Acsml, Agmat, Aldhlbl, Aldh112, Aldh2, Aldh4al, Aldh6al, Aralar2,
Atp5fla, Atp5flb, AtpSmf, AtpSpd, AtpSpo, Bdhl, Cox4il, Cox6al, Cpsl, Cpt2, Cs, Decrl,
Dmgdh, Echsl, Ecil, Etfa, Etfb, Fh, Gedh, Gludl, Got 2, Hadh, Hadha, Hadhb, Hibadh,
Hmgcl, Hmgcs2, Hspa9, Hspdl, Hspel, Mdh2, Mtco2, Ndufsl, Oat, Otc, Pc, Pcca, Prdx5,
Sardh, Sdha, Slc25a3, Suclgl, Trapl, Uqcrcl, Uqcrc2. Deng e colaboradores (2010) também
observaram a superexpressao em todos os 5 complexos enzimaticos da fosforilagdo oxidativa
Ndufs, Sadh, Uqcr, Cox, AtpSa, Scl25. Ja no presente trabalho foi observada a superregulagao
em 4 dos 5 complexos em todas as comparagdes, sendo o C-III sub regulado apenas na
comparagdo CD2:CND. Os autores hipotetizaram que o aumento da oxidacao de carboidratos
e acidos graxos induz o elevado fluxo através do TCA, este gera os equivalentes redutores
(elétrons ou equivalentes) e ATP. Uma vez que a oxidagdo ¢ aumentada ocorre a ativagao
coordenada da via fosforilacdo oxidativa impulsionada pelas demandas do aumento do fluxo
para reduzir os equivalentes gerados no TCA (DENG et al., 2010). Portanto, observa-se

claramente a alteracdo do metabolismo mitocondrial.

O aumento da razdo NADH/NAD+ observada no diabetes associada a deficiéncia de
insulina sem diminuigdo da pressdo parcial de oxigénio (po2) tecidual ¢ chamada de
pseudo-hipdxia hiperglicémica. Evidéncias sugerem que a glicoxidacdo, a pseudohipdxia
hiperglicémica ou ambas prejudicam a Aldh, que neste trabalho foram majoritariamente super
reguladas, e levam ao acumulo de peroxidos lipidicos no figado de ratos diabéticos com
deficiéncia de insulina, o que também foi corroborado por diversas proteinas alteradas ja
citadas (Acad, Etf, Aldh) (SIVITZ; YOREK, 2010). As Acil-CoA desidrogenases (Acad) de
cadeia curta (Acads), média (Acadm), longa (Acadl) e muito longa (Acadvl) possuem pares
redox que auxiliam na catalise de diferentes etapas da -oxidagdo, sdo eles, as flavoproteina
de transferéncia de elétrons (ETFs). A partir das flavoproteinas, os elétrons sdo transferidos a
ubiquinona. As flavoproteinas sdo as principais geradoras de peréxido de hidrogénio durante
esse processo, entdo quanto maior a atividade dessas enzimas, maior o estresse oxidativo
causado (ZHANG et al.,, 2019). Nesta pesquisa, essas proteinas foram superexpressos

indicando esse aumento no estresse oxidativo.
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O conteudo de GSH também ¢ reduzido nas mitocondrias hepaticas de ratos diabéticos
com STZ com deficiéncia de insulina. A reducdo de GSH foi associada ao aumento na
expressdo de glutationa peroxidase (GPx) aparentemente em compensacdo ao estresse
oxidativo, a Gpx1 foi super expressa em CD2:CND. Curiosamente, as mitocondrias isoladas
de figado de camundongos obesos demonstraram aumento de GSH. Isso provavelmente
mostra a diferenga fisiopatologia diferente da deficiéncia de insulina em comparagdo com a
obesidade e a resisténcia a insulina (SIVITZ; YOREK, 2010). Neste trabalho foi observado
alteracdes variaveis das enzimas Gst, a Gstpl e 2 e Gsta3 foram sub reguladas, com maior
diferenga no CD2:CND, ja Gstml, 2, 4 e 7 foram superexpressas em CDI1:CND e em
CD2:CND. A Gstal, Gsta2 e Gstm5 estdo super reguladas, principalmente em CD2:CND.
Sendo assim, a regula¢do das enzimas glutationas ¢ alterada pela DM, e ainda ¢ observado a

acentuac¢ao dessas alteracoes no DM2.

5.4 Dieta Hiperlipidica

Em geral, tanto a hiperglicemia quanto os lipidios téxicos como ceramidas,
diacilglicer6is (DAG), AGL e colesterol podem induzir efeitos deletérios nas células
hepaticas (glicolipotoxicidade), que estimulam a morte celular, estresse oxidativo, estresse do
reticulo endoplasmatico (RE) e distarbios mitocondriais (ADEVA-ANDANY et al., 2016;
ATHYROS et al.,, 2018; DEWIDAR, 2020). Randle et al. (1963) descreveu a relacao
competitiva de AGs e glicose para o ciclo oxidativo e propds que a oxidacdo excessiva de
acidos graxos contribuiu para o comprometimento da homeostase da glicose e da resisténcia a
insulina. O acumulo intracelular de produtos de oxidacdo de AG, como diacilglicerdis,
triacilglicerdis e ceramidas, também foi associado a resisténcia a insulina relacionados ao
DM2 (CHEN; GERSZTEN, 2020; SOLIS-HERRERA et al., 2008). A apolipoproteina A-I
(Apoal), ¢ responsavel pela captacao de colesterol provindo de outros 6rgaos para o figado e
foi super regulada em CD2:CND (2,86). Associado a isso, aponta-se, também, a super
regulagao da regucalcina em 1,77 vezes no grupo CD2 em relagdo ao controle. Yamaguchi e
Murata (2013) apontaram que a superexpressdo de regucalcina enddgena (Rgn) demonstrou
diminuir os teores de triglicerideos, colesterol total e glicogénio no figado de ratos, induzindo
hiperlipidemia. Wei e colaboradores (2019) apontaram que o excesso dessa proteina no
sangue ¢ um indicador de dano hepatico, em pacientes com hepatite B, sendo sua

concentracdo aumentada de acordo com a severidade da injiria no figado, possivelmente
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explicando sua superexpressao no figado. Essa dinamica da super regulacdo da Apoal e da
Rgn pode sugerir um mecanismo compensatorio da célula para “limpeza” do excesso de

lipidios intracelulares.

Os subprodutos do metabolismo de AGL perturbam o fluxo de elétrons ao longo da
cadeia respiratdria mitocondrial. Os AGLs, também, sdo incorporados nas membranas
mitocondriais, favorecendo o vazamento de elétrons (SOLIS-HERRERA et al., 2008). A
medida que os niveis de nutrientes aumentam, a atividade da Sirt] diminui e os processos
oxidativos xenobidticos aumentam com o dobramento incorreto de proteinas relacionado a
resisténcia a insulina, a Sirtl foi exclusiva no grupo CD2 na comparacdo com CD2:CND e
CD2:CD1 (e.g. Cyp2el aumentado em 1,55 na comparacdo CD2:CND) (KAKIZAKI et al.,
2008).

Outro importante fator ¢ a formagdo de corpos cetonicos no figado, observado no
perfil do DM2, e resultado do comprometimento do metabolismo energético. Neste trabalho
constataram-se 3 superexpressas em CD2:CND, a D-beta-hidroxibutirato desidrogenase
(Bdh1) com razao igual a 1,90; a hidroximetilglutaril-CoA sintase (Hmgcs2) com razao igual
a (2,53) e, a adenosilhomocisteinase (Ahcy) com razao igual a 1,28 (KOMOROWSKI et al.,
2021). A D-B-hidroxibutirato desidrogenase (Bdhl), ¢ responsavel pela produgdo de energia
a partir do corpo cetonico B-hidroxibutirato, e o seu aumento pode estar associado a reducao
na sensibilidade a insulina comum a esta patologia (CHEN; GERSZTEN, 2020; ZAKARIA;
KAMID; KHAYAT, 2021; STOJANOVIC; IHLE, 2011). O aumento da expressdo dessas
proteinas no grupo diabético tipo 2 ratifica que o excesso de acidos graxos provindos da dieta
e a deple¢do de glicose intracelular levam a utilizagdo dos Ags como fonte primordial de
energia, causando a produgdo e acimulo de corpos cetonicos, e eventualmente, a acidose

metabolica, caracteristica do DM2.

Visto isso, o excesso de d4cidos graxos intervém no metabolismo hepatico
sobrecarregando o fluxo oxidativo e acentuando a geracao de estresse oxidativo e produtos
toxicos, como corpos cetonicos, além de agravar a resisténcia a insulina, como o esperado

nessa patologia.
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5.5 Novos Aminodcidos de Interesse

A S-adenosilmetionina sintase isoforma tipo-1 € a etapa limitante da taxa do ciclo da
metionina e catalisa a formagado de S-adenosilmetionina (SAM) a partir de metionina e ATP.
No contexto do metabolismo, SAM tem sido implicado no desenvolvimento de obesidade e
diabetes e ¢ o doador de metil na sintese de carnitina, que € necessaria para transportar grupos
acil de cadeia longa para as mitocondrias para -oxidacdo. Portanto, durante o diabetes, niveis
suficientes de carnitina seriam necessarios para atender as demandas metabolicas do figado
(PEDERSEN et al., 2015). Consistente com isso foi registrado neste trabalho a
superexpressao significativa da S-adenosilmetionina sintase isoforma tipo-1 (Matla) e tipo-2,
(Mat2a) no grupo CD2 em relacdo ao controle, com as razdes respectivas de 2,66 e 2,80,
ainda na mesma comparagdo (CD2:CND), foi super regulada a Carnitina O-palmitoil
transferase 2 - Cpt2 (1,54), responsavel pela sintese de acilcarnitinas. Logo essas proteinas

ainda ressaltam a alteracao na B-oxidacao.

O acumulo de acilcarnitina (ACs) e de metabolitos da oxidagdo incompleta de BCAAs
e de AG induzem IR, a Cpt2-enzima que sintetiza acilcarnitinas ¢ super expressa em
CD2:CND. O transporte de AGs na mitocondria para a B-oxidagdo celular ¢ facilitado pela
formacao de acilcarnitinas, logo o catabolismo de BCAA também leva a produgdo de espécies

especificas de acilcarnitina (CHEN; GERSZTEN, 2020; LERIN et al., 2016).

O glutamato e a glutamina sd3o 2 aminoacidos centrais para o ciclo do nitrogénio
(uréia), do carbono e ligados ao metabolismo do BCAA. O glutamato, sintetizado a partir do
ciclo do &cido citrico, e intermediario na geracao do antioxidante glutationa foi positivamente
associado a DM2. Nesta andlise, o receptor ionotropico de glutamato delta-1 foi (Grid1l) 12,55
vezes mais expresso em CD2 em relagdo ao grupo controle, indicando o aumento na producao
desse aminoacido. O glutamato, foi positivamente associado ao desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2, ja que a superregulagdo do TCA pelo excesso de acidos graxos, causa o
aumento de producdo e actimulo de glutamato e alanina (CHEN; GERSZTEN, 2020;
FERRANNINI et al., 2013; ZAKARIA; KAMID; KHAYAT, 2021). Uma proteina conectora
do TCA e ciclo da ureia, que sintetiza o glutamato ¢ a Delta-1-pirrolina-5-carboxilato
desidrogenase  (Aldh4al), formimidoil transferase-ciclo deaminase (Ftcd), Gotl

superexpressas em CD2:CND. Essas alteracdes corroboram a superregulagdo do glutamato.

Alguns BCAA como a serina, glicina, glutamina, acetoacetato apresentaram

diferengas indiretas, por exemplo, a acilagdo da glicina pode ser relacionada a detoxificacdo
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de xenobioticos, a glicina N-aciltransferase (Glyat) 2,61 vezes aumentado em CD2:CND.
Outros BCAAs, como os aminoacidos aromaticos (AAAs), como a tirosina (Tyr), fenilalanina
(Phe) e triptofano (Trp) sdo conhecidos por estarem elevados no plasma sanguineo e

positivamente associados com RI e diabéticos e com a incidéncia de DM2, todavia estudos

sobre os BCAAs ainda sao escassos (ZAKARIA; KAMID; KHAYAT, 2021).
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6 CONCLUSAO

Por fim, observa-se a alteracdo de muitos processos biologicos e proteinas relevantes.
Sendo as alteragdes mais claras no metabolismo energético, principalmente do metabolismo
do piruvato relacionada ao catabolismo de lipidios, glicolise e gliconeogénese, além da
alteragcdes no TCA e oxidagdo fosforilativa, o grupo CD2 ainda mostrou grande alteragdo no
metabolismo de aminoacidos. O modelo utilizado apresentou grande compatibilidade com
outros trabalhos de indugdo de DM2. A dieta hiperlipidica foi um fator determinante para
alteracdes caracteristicas da diabetes mellitus tipo 2. Essa analise apresentou novos alvos para
a compreensdo do diabetes mellitus, principalmente relacionados aos aminoacidos de cadeia
ramificada, além de iluminar possiveis novos protagonistas no metabolismo desta patologia,

como as vias associadas a metionina, o glutamato e a regucalcina.
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APENDICE

APENDICE - Tabela de proteinas hepéticas com alteragio em pelo menos uma das
comparacoes CD1:CND; CD2:CND; CD2:CDl1.

Accession Nome Gene CD1:CND CD2:CNI CD2:CD1
Q921H8  3-ketoacyl-CoA thiolase A peroxisomal Acaala 1,28 2,32 1,72
Q8VCHO  3-ketoacyl-CoA thiolase B peroxisomal Acaalb 1,32 2,23 1,54
Q8BWTI1 3-ketoacyl-CoA thiolase mitochondrial Acaa?2 1,35 1,30
P51174 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenas

mitochondrial Acadl 0,39 1,92 5,16
P45950 Medium-chain  specific ~ acyl-CoA  dehydrogenas

mitochondrial Acadm 1,95 1,39
Q07417 Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenas

mitochondrial Acads 1,52 1,52
Q8QZT1  Acetyl-CoA acetyltransferase mitochondrial Acatl 1,27 2,25 1,79
Q8CAY6  Acetyl-CoA acetyltransferase cytosolic Acat2 1,51 0,69
Q91V92  ATP-citrate synthase Acly 1,62
P28271 Cytoplasmic aconitate hydratase Acol 1,49
Q99KI0  Aconitate hydratase mitochondrial Aco2 0,57 1,30 2,12
QI9ROHO  Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 Acoxl 1,77 1,55
P41216  Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 1 Acsll 0,83 1,31 1,60
Q8JZRO  Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 5 Acsl5 2,86 0,17
Q91VAO  Acyl-coenzyme A synthetase ACSM1 mitochondrial Acsml 0,72
P68134 Actin alpha skeletal muscle Actal 0,87 435
P62737 Actin aortic smooth muscle Acta2 0,88 3,97
P60710  Actin cytoplasmic 1 Actb 1,15
P68033 Actin alpha cardiac muscle 1 Actcl 1,21
P63260 Actin cytoplasmic 2 Actgl 1,07 1,22
P63268 Actin gamma-enteric smooth muscle Actg2 0,88
P00329  Alcohol dehydrogenase 1 Adhl 0,90
P55264 Adenosine kinase Adk 1,27 1,20
A2AS89  Agmatinase mitochondrial Agmat 2,48 2,61
P50247  Adenosylhomocysteinase Ahcy 1,28 1,35
E9Q394  A-kinase anchor protein 13 Akap13 1,86
Q9J1I6 Aldo-keto reductase family 1 member A1 Akrlal 1,22
Q8K023  Aldo-keto reductase family 1 member C18 Akrlcl8 1,93 2,34
P70694 Estradiol 17 beta-dehydrogenase 5 Akrlc6 1,46 1,58
Q8VCX1 Aldo-keto reductase family 1 member D1 Akrldl 1,75 2,12
P07724  Albumin Alb 1,08 1,27 1,15
P24549 Retinal dehydrogenase 1 Aldhlal 1,09 1,28 1,12
Q62148  Retinal dehydrogenase 2 Aldhla2 1,84 2,14
Q9JHWY  Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 Aldhla3 2,14

035945  Aldehyde dehydrogenase, cytosolic 1 Aldhla7 1,15 1,34 1,12



Q9CZS1
Q8ROY6
Q8K009
P47738

Q8CHTO

QYEQ20

QYDBFI
Q8BH00
P05064
Q91Y97
P05063
Q02357
Q8C8R3
Q00623
Q9QXX4
Q61176
Q91YI0
P16460
Q8BZ32
Q5XF90
Q8R429
055143
Q03265
P56480
P56135
Q9DCX2
Q9DB20
Q91X34
Q80XNO
035490

Q91WS4

P16015
B2RQC6
009165
P24270
Q8VCT4
Q91WUO
Q8QZR3
Q8BK48
Q8VCU1
P07310

Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial Aldhlbl
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase Aldh1I1
Mitochondrial 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase Aldhll12

Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh2
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenas
mitochondrial Aldh4al
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating
mitochondrial Aldh6al
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase Aldh7al
2-aminomuconic semialdehyde dehydrogenase Aldh8al
Fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa
Fructose-bisphosphate aldolase B Aldob
Fructose-bisphosphate aldolase C Aldoc
Ankyrin-1 Ankl
Ankyrin-2 Ank2
Apolipoprotein A-1 Apoal
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar?  Aralar2
Arginase-1 Argl
Argininosuccinate lyase Asl
Argininosuccinate synthase Assl
Putative Polycomb group protein ASXL2 AsxI2
Probable cation-transporting ATPase 1344 Atpl3a4

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1  Atp2al

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 Atp2a2

ATP synthase subunit alpha mitochondrial Atp5fla
ATP synthase subunit beta mitochondrial Atp5flb
ATP synthase subunit f mitochondrial Atp5Smf
ATP synthase subunit d mitochondrial Atp5pd
ATP synthase subunit O mitochondrial Atp5Spo
Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase Baat

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase mitochondrial ~ Bdhl
Betaine-homocysteine S-methyltransferase 1 Bhmt

S-methylmethionine-homocysteine ~ S-methyltransferas

BHMT? Bhmt2

Carbonic anhydrase 3 Ca3
CAD protein Cad
Calsequestrin-1 Casql
Catalase Cat
Carboxylesterase 1D Cesld
Carboxylesterase 1F Ceslf
Pyrethroid hydrolase Ces2a Ces2a
Pyrethroid hydrolase Ces2e Ces2e
Carboxylesterase 3B Ces3b

Creatine kinase M-type Ckm

2,18
1,09

1,38

1,43
1,26
CND
1,23
CND
CND
6,17
CND
1,35

1,14

CND
CD1
CND
CND

1,43
1,68

2,14

1,55

1,77
0,58
CND
CND

1,26
1,30
1,88
0,80

CND

1,79

1,17
1,34

1,28

1,13

1,42
0,74
1,99
0,50
3,86

CND
2,86

0,87
131
1,36
1,79
CD2
0,54
0,53
1,43
1,39
1,39
1,88
1,35
CND
1,90
2,03

1,90
0,72
1,93
0,29
1,35
0,83

CND
2,36
0,83
0,64

60

0,86

1,34

1,13
0,79

CD2
1,40
CD2

CD1
CD2

0,77

0,79

1,46

1,26
1,25

1,42
CDl1

1,32

1,17

CD2

CD2
1,34
0,73

CD2



P02463
P19783
P43024
Q8C196
P52825
Q9CZU6
Q8VCNS
P56395
QYDCN2
Q64458
P24456
Q05421
Q64459
P31786
035215
Q9CQ62
QIWV6S
QYDBBS
QIDBT9
QYEQFS
Q8BHO95
P42125
P10126
P62631
P58252
QYDBM2
P10630
P17182
P17183
P21550
QYD379
P34914
QYROP3

Q99LCS

QIDCW4
P12710
P35505
P19096
Q9QXD6
Q61851
P97807
P50285
P97872

Collagen alpha-1(1V) chain

Col4al

Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform I mitochondrial Cox4il

Cytochrome c oxidase subunit 641 mitochondrial

Cox6al

Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia] mitochondria Cpsl

Carnitine O-palmitoyltransferase 2 mitochondrial
Citrate synthase mitochondrial

Cystathionine gamma-lyase

Cytochrome b5

NADH-cytochrome b5 reductase 3
Cytochrome P450 2C29

Cytochrome P450 2D10

Cytochrome P450 2E1

Cytochrome P450 3411

Acyl-CoA-binding protein

D-dopachrome decarboxylase
2-4-dienoyl-CoA reductase mitochondrial
Peroxisomal 2-4-dienoyl-CoA reductase
Trans-1 2-dihydrobenzene-1 2-diol dehydrogenase
Dimethylglycine dehydrogenase mitochondrial
Dihydropyrimidinase

Enoyl-CoA hydratase mitochondrial
Enoyl-CoA delta isomerase 1 mitochondrial
Elongation factor 1-alpha 1

Elongation factor 1-alpha 2

Elongation factor 2

Peroxisomal bifunctional enzyme

Eukaryotic initiation factor 44-11
Alpha-enolase

Gamma-enolase

Beta-enolase

Epoxide hydrolase 1

Bifunctional epoxide hydrolase 2
S-formylglutathione hydrolase

Electron  transfer  flavoprotein  subunit
mitochondrial

Electron transfer flavoprotein subunit beta
Fatty acid-binding protein liver
Fumarylacetoacetase

Fatty acid synthase
Fructose-1,6-bisphosphatase 1

Fibroblast growth factor receptor 3

Fumarate hydratase mitochondrial

Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 1

Flavin-containing monooxygenase 5

Cpt2

Cs

Cth
Cyb5a
Cyb5r3
Cyp2c29
Cyp2d10
Cyp2el
Cyp3all
Dbi

Ddt
Decrl
Decr2
Dhdh
Dmgdh
Dpys
Echsl
Ecil
Eeflal
Eefla2
Eef2
Ehhadh
Eif4a2
Enol
Eno2
Eno3
Ephx1
Ephx2
Esd

Etfa

Ettb
Fabpl
Fah
Fasn
Fbpl
Fgfr3
Fh
Fmol
Fmo5

9,58

0,84

1,60

1,73
0,49
1,23

0,55
0,75

1,60
1,23
CND

1,40
1,42
1,60

1,45
1,49

1,73

1,16

1,23
1,12
1,30
1,21

CND

1,35

131
1,35
0,89
1,54
0,44
1,32
1,75
CND
CND

1,55
CND
0,66
1,88
1,95
2,39

2,08

1,86

0,84
1,52
1,95

1,77
4,71
2,23

1,49
2,10

1,43
1,48
42,52
1,11
2,23
1,58
2,66
1,72
5,16

61

1,39

0,86

0,77
1,86
CDI

1,45
CDI1
0,83

1,90

1,15
CD2
1,90
2,10
1,14

1,75

1,13
6,55
1,55

1,46

1,22
1,48
27,66

1,63

1,25
CD2

1,32

0,65



E9QSI9
Q91XD4
Q8VDC1
P16858

Q64467

Q60759
P26443
P15105
Q91XE0
QYQXFS
Q91VWS5
P05201
P05202
P06745
P11352
Q91253
Q61627
P13745
P10648
P30115
P10649
P15626
P19639
Q8RS5I6
P48774
035660
Q80W21
P19157
P46425
QIWVLO
Q8CGP6
COHKE6
Q8CGP7
Q64523
Q64522
COHKEI
COHKE2
COHKE3
COHKE4
QSRIM2
Q8BFU2
P27661
POCOS6

Protein furry homolog

Formimidoyltransferase-cyclodeaminase

FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Glyceraldehyde-3-phosphate
testis-specific

Glutaryl-CoA dehydrogenase mitochondrial
Glutamate dehydrogenase 1 mitochondrial
Glutamine synthetase

Glycine N-acyltransferase

Glycine N-methyltransferase

Golgin subfamily A member 4

Aspartate aminotransferase cytoplasmic
Aspartate aminotransferase mitochondrial
Glucose-6-phosphate isomerase
Glutathione peroxidase 1

Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase
Glutamate receptor ionotropic delta-1
Glutathione S-transferase Al

Glutathione S-transferase A2

Glutathione S-transferase A3

Glutathione S-transferase Mu 1
Glutathione S-transferase Mu 2
Glutathione S-transferase Mu 3
Glutathione S-transferase Mu 4
Glutathione S-transferase Mu 5
Glutathione S-transferase Mu 6
Glutathione S-transferase Mu 7
Glutathione S-transferase P 1

Glutathione S-transferase P 2
Maleylacetoacetate isomerase

Histone H2A type 1-H

Histone H2A4 type 1-1

Histone H24 type 1-K

Histone H24 type 2-C

Histone H2A4 type 2-B

Histone H2A type I-B

Histone H24 type 1-C

Histone H2A type 1-D

Histone H2A type 1-E

Histone H24.J

Histone H2A type 3

Histone H2AX

Histone H2A.Z

dehydrogenas

Fry
Fted
Fycol
Gapdh

Gapdhs
Gedh
Gludl
Glul
Glyat
Gnmt
Golga4
Gotl
Got2
Gpi
Gpxl
Grhpr
Gridl
Gstal
Gsta2
Gsta3
Gstml
Gstm2
Gstm3
Gstm4
Gstm5
Gstm6
Gstm7
Gstpl
Gstp2
Gstzl
H2ac12
H2ac13
H2acl5
H2ac20
H2ac21
H2ac4
H2ac6
H2ac7
H2ac8
H2aj
H2aw
H2ax
H2azl

CND

4,39
0,88

0,49
0,79

1,43
0,87
CND
1,49

CND
CND

8,00
0,82
1,27
1,26

1,54
10,18

1,22
0,57
0,57

0,71
0,74
0,78
0,76
0,80

0,76

0,42
1,39
CND
1,22

1,34
1,45
2,61
0,82
0,68
2,27
1,25
1,97
1,23
4,10
12,55
8,41
8,41
0,75
0,87
0,84
0,76
12,55
0,66
0,84
0,34
0,33
1,38

1,12

1,09

1,12

1,12

62

1,31

1,35

2,56
1,95
1,52
1,65

0,90

1,36
1,45
2,75
1,14
CD2

CcD2

0,73
0,62
0,58
0,64
0,58

0,34
0,60
0,57
0,57

1,34
1,36
1,34
1,34
1,28

1,35
1,36

1,35

1,27



Q3THWS5
P70696
Q8CGP1
P10854
Q64524
Q64475
Q6ZWY9
P10853
Q64478
Q8CGPO
P84244
P02301
P68433
P84228
P62806
Q78IT3
Q61425
Q8BMS!
Q99JY0
P01942
P02088
P02089
P02104
009173
Q99L13
P70349
Q8CGP5
COHKE?
COHKES
COHKE9
Q8CGP2
Q6GSS7
Q64525
Q9D2U9
P38060
Q8JZK9
P54869
P49429
008756
P51660
P07901
P11499
Q61696

Histone H2A.V

Histone H2B type 1-A
Histone H2B type 1-K
Histone H2B type 1-M
Histone H2B type 2-E
Histone H2B type 1-B
Histone H2B type 1-C/E/G
Histone H2B type 1-F/J/L
Histone H2B type 1-H
Histone H2B type 3-B
Histone H3.3

Histone H3.3C

Histone H3.1

Histone H3.2

Histone H4
3-hydroxyanthranilate 3, 4-dioxygenase

Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase mitochondrial

Trifunctional enzyme subunit alpha mitochondrial
Trifunctional enzyme subunit beta mitochondrial
Hemoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit beta-1

Hemoglobin subunit beta-2

Hemoglobin subunit epsilon-Y2

Homogentisate 1, 2-dioxygenase
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase mitochondrial
Histidine triad nucleotide-binding protein 1
Histone H2A type 1-F

Histone H24 type 1-N

Histone H2A4 type 1-O

Histone H2A4 type 1-P

Histone H2B type 1-P

Histone H2A type 2-A

Histone H2B type 2-B

Histone H2B type 3-A
Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase mitochondrial
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase cytoplasmic
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthas mitochondrial
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2
Peroxisomal multifunctional enzyme type 2

Heat shock protein HSP 90-alpha

Heat shock protein HSP 90-beta

Heat shock 70 kDa protein 14

H2az2
H2bcl
H2bc12
H2bc14
H2bc21
H2bc3
H2bc4
H2bc7
H2bc9
H2bul
H3-3a
H3-5
H3cl
H3c2
H4cl
Haao
Hadh
Hadha
Hadhb
Hba
Hbb-bl
Hbb-b2
Hbb-y
Hgd
Hibadh
Hintl
Histlh2af
Histlh2an
Histlh2ao
Hist1h2ap
Hist1h2bp
Hist2h2aal
Hist2h2bb
Hist3h2ba
Hmgcl
Hmgcsl
Hmgcs2
Hpd
Hsd17b10
Hsd17b4
Hsp90aal
Hsp90ab1
Hspala

0,67

0,78
1,73
1,19

1,32
0,74

0,76

0,79

1,68

CD1

0,79

0,74
0,76

1,17
1,21
121
1,23
1,21
1,26
1,23
1,20
1,27
3,29
3,16
3,13
3,16
1,11
2,77
1,90
1,86
1,68
1,73
1,86
0,85
1,90
1,34
1,39
1,36

1,21

1,22
121

CD2
2,53
1,23
1,32
1,80

1,17
1,38

63

2,01
1,95
1,90
1,97
1,42
2,27

1,51
1,28
1,95
1,63
1,79
1,63
1,40
1,57
1,36
1,35
131
1,34
1,35

1,35

2,29
2,18
1,49

1,70
1,36
1,40



P17879
P16627
P17156
P20029
P63017
P38647
P63038
Q64433
088844
P40936
P85094
P97328
P05784
P19001
P11679
Q61595
QYCPY7
P06151
P16125
P00342
Q91X83
Q3THS6
P14152
P08249
P06801
Q9DD20
Q91VS7
P97434
P00405
Q922D8
Q5SX40
P13541
Q5SX39
Q02566
Q91783
P13542
Q8VDDS5
P97457

Q91VD9

035942
P15532
Q01768
PODI9?

Heat shock 70 kDa protein 1B Hspalb
Heat shock 70 kDa protein 1-like Hspall
Heat shock-related 70 kDa protein 2 Hspa2
Endoplasmic reticulum chaperone BiP Hspa5
Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8
Stress-70 protein mitochondrial Hspa9
60 kDa heat shock protein mitochondrial Hspd1
10 kDa heat shock protein mitochondrial Hspel
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic Idhl
Indolethylamine N-methyltransferase Inmt
Isochorismatase domain-containing protein 2A Isoc2a
Ketohexokinase Khk
Keratin type I cytoskeletal 18 Krt18
Keratin type I cytoskeletal 19 Krt19
Keratin type II cytoskeletal 8 Krt8
Kinectin Ktnl
Cytosol aminopeptidase Lap3
L-lactate dehydrogenase A chain Ldha
L-lactate dehydrogenase B chain Ldhb
L-lactate dehydrogenase C chain Ldhc
S-adenosylmethionine synthase isoform type-1 Matla
S-adenosylmethionine synthase isoform type-2 Mat2a
Malate dehydrogenase cytoplasmic Mdhl
Malate dehydrogenase mitochondrial Mdh2
NADP-dependent malic enzyme Mel
Methyltransferase-like protein 7B Mettl7b
Microsomal glutathione S-transferase 1 Mgstl
Mpyosin phosphatase Rho-interacting protein Moprip
Cytochrome c oxidase subunit 2 Mtco2
C-1-tetrahydrofolate synthase cytoplasmic Mthfd1
Myosin-1 Myhl
Mpyosin-3 Myh3
Myosin-4 Myh4
Myosin-6 Myh6
Myosin-7 Myh7
Myosin-8 Myh8
Mpyosin-9 Myh9

Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle isoform Mylpf
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subuni

mitochondrial Ndufs1
Serine/threonine-protein kinase Nek?2 Nek2
Nucleoside diphosphate kinase A Nmel
Nucleoside diphosphate kinase B Nme2
Neurexin-1-beta Nrxnl

0,76

1,38

0,55
2,10
CDI1
1,28
1,72
1,25
CND

1,21
CDI1
4,48

1,12

1,90
1,48

1,95

0,06
CND
0,05
CND
CND
0,06

CND

2,92
2,46
1,48
1,43

1,38
1,43
1,32

1,40
1,58
1,19

1,45
CD2

CND
1,20
0,41
1,17
1,99
CD2
5,87
2,66
2,80
1,32
1,38
2,23

1,63
3,16
1,52
2,08
0,77
0,79
0,73
0,68
0,72
0,73
4,14
0,18

2,01
1,88
2,97
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1,42
1,14
1,35
1,13
1,13
1,79
0,88
2,64
0,65
1,77

CD1

1,95
2,12
2,14
1,68
3,35
1,20
1,32

14,15
CD2

14,59
CD2

CD2

CD2

1,26
1,23



QYCS84
P29758
BIEJS6
P11725
P09103
P16331
Q05920
Q91ZA3
P62962
P09411
P09041
QYDOF9
P67778
P53657
P52480
QYD819
P17742
P35700
008807
P99029
008709
Q8CI9%4
QYETO!1
QYWUB3
Q91X91
Q64374
P52760
P47955
P62082
Q99LB7
P48962
P32020

Q8K2B3

P17563
Q63836
Q00896
QSVEMS
Q3V132
P51881
P08228
Q64442
Q3UMCO

Neurexin-1 Nrxnl
Ornithine aminotransferase mitochondrial Oat
Oxysterol-binding protein-related protein 8 Osbpl8
Ornithine carbamoyltransferase mitochondrial Otc
Protein disulfide-isomerase P4hb
Phenylalanine-4-hydroxylase Pah
Pyruvate carboxylase mitochondrial Pc

Propionyl-CoA carboxylase alpha chain mitochondrial ~Pcca

Profilin-1 Pfnl
Phosphoglycerate kinase 1 Pgkl
Phosphoglycerate kinase 2 Pgk2
Phosphoglucomutase-1 Pgml
Prohibitin Phb
Pyruvate kinase PKLR Pklr
Pyruvate kinase PKM Pkm
Inorganic pyrophosphatase Ppal
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia
Peroxiredoxin-1 Prdx1
Peroxiredoxin-4 Prdx4
Peroxiredoxin-5 mitochondrial Prdx5
Peroxiredoxin-6 Prdx6
Glycogen phosphorylase brain form Pygb
Glycogen phosphorylase liver form Pygl
Glycogen phosphorylase muscle form Pygm
Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] Qprt
Regucalcin Rgn
2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase Rida
60S acidic ribosomal protein Pl Rplpl
408 ribosomal protein S7 Rps7
Sarcosine dehydrogenase mitochondrial Sardh
ADP/ATP translocase 1 Scl25a4
Non-specific lipid-transfer protein Scp2
Succinate  dehydrogenase  [ubiquinone]  flavoproteii

subunit mitochondrial Sdha
Methanethiol oxidase Selenbpl
Selenium-binding protein 2 Selenbp2
Alpha-1-antitrypsin 1-3 Serpinalc
Phosphate carrier protein mitochondrial Slc25a3
ADP/ATP translocase 4 Slc25a31
ADP/ATP translocase 2 Slc25a5
Superoxide dismutase [Cu-Zn] Sodl
Sorbitol dehydrogenase Sord

ATPase family protein 2 homolog Spata5

CND

0,25
0,90

1,28
2,18
1,45
1,25

1,42
1,42

CND
CND
1,46
0,83

CND
0,84
2,75
1,80
1,55
1,45
1,80

2,20
0,84
0,80
CDI

2,39
1,77
0,76
1,36

2,83

CND
0,90
1,30
1,35
2,16

CND
1,46
1,27
1,42
1,46

2,83
2,25
1,40
1,67

1,16
1,15
1,26
2,44
1,22

0,59
1,77
2,23

CND
1,84

2,59

CND
0,82
0,79
CD2
1,88
3,53
1,65

1,46
2,53
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CcD2
1,51

1,40
1,22
1,65

2,56

CD2

1,23
2,80
1,17
1,43
CD2
1,86
1,84
0,54
CDI1
1,21

2,05

0,90
1,65

2,12

121
1,17



Succinate-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha

QIWUMS mitochondrial Suclgl
P52840 Sulfotransferase 141 Sultlal
Q8VC30 Triokinase/FMN cyclase Tkfc
P40142 Transketolase Tkt
P17751 Triosephosphate isomerase Tpil
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain Tpml
P58774 Tropomyosin beta chain Tpm?2
Q9CQNI1  Heat shock protein 75 kDa mitochondrial Trapl
P52196 Thiosulfate sulfurtransferase Tst
P68369 Tubulin alpha-1A chain Tubala
P05213 Tubulin alpha-1B chain Tubalb
P68373 Tubulin alpha-1C chain Tubalc
A2AQO07  Tubulin beta-1 chain Tubbl
Q7TMMY  Tubulin beta-2A4 chain Tubb2a
QICWEF2  Tubulin beta-2B chain Tubb2b
Q9ERD7  Tubulin beta-3 chain Tubb3
QI9D6F9  Tubulin beta-4A4 chain Tubb4a
P68372 Tubulin beta-4B chain Tubb4b
P99024 Tubulin beta-5 chain Tubb5
Q922F4  Tubulin beta-6 chain Tubb6
Q917J5  UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase Ugp2
P70691 UDP-glucuronosyltransferase 1-2 Ugtla2
Q6ZQM8 UDP-glucuronosyltransferase 1-7C Ugtla7c
P17717 UDP-glucuronosyltransferase 2B17 Ugt2b17
Q62452  UDP-glucuronosyltransferase 1-9 Ugta9
P25688 Uricase Uox
Q9CZ13  Cytochrome b-cl complex subunit 1 mitochondrial Ugqcrel
Q9DB77  Cytochrome b-cl complex subunit 2 mitochondria Ugqcre2
Q8VCI12  Urocanate hydratase Urocl

Q01853  Transitional endoplasmic reticulum ATPase Vep

1,93
1,45
1,16

CND
CND

0,74

1,51
1,26
1,27
1,40
1,31
1,28
1,26
1,57

CND
0,84
0,84

0,83
1,17

0,31
0,67
0,46

1,49

2,03

1,23

0,63
0,60

1,28
1,26
1,25

1,28

1,31
3,56

0,77

1,16

1,27

1,70
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CD2

CD2
1,27
1,20

0,82

0,74

0,82

0,80
CD2

5,81



