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RESUMO

A diabetes mellitus tipo Il é a mais comum, sua prevaléncia vém atingindo niveis
globais crescentes que demanda um elevado gasto econdmico e aumentar a propensdo a
doencas vasculares, cardiacos e musculares. Neste cenario a protedmica tem potencial de
fornecer informagGes acerca de alteracbes metabolicas nos portadores pela identificacdo de
vias e possiveis marcadores envolvidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o perfil
protedmico do masculo gastrocnémio de camundongos induzidos a diabetes tipo 2 para
identificar alteracbes e a influéncia da dieta hiperlipidica . Dezoito camundongos machos
adultos foram divididos em 3 grupos experimentais (n=6/grupo) a saber: controle n&o
diabético (CND), diabético induzido por estreptozotocina (CDD) e diabético induzido por
estreptozotocina e dieta hiperlipidica (DHL), os mesmos receberam durante 8 semanas dieta
hiperlipidica (grupo DHL) ou normocaldrica (CND e CDD), apds esse periodo 0s grupos
DHL e CDD receberam sucessivas injecOes intraperitoneais de estreptozotocina (STZ) de 40 a
50mg/kg , durante 3-5 dias . ApoOs constatada a inducdo da diabetes os animais foram
mantidos por mais 21 dias nestas condicdes, e entdo ao final foram eutanasiados e o musculo
foi coletado. O mdsculo gastrocnémio foi submetido a analise proteémica. As seguintes
comparagdes foram analisadas: CDD X CND; DHL X CND e DHL X CDD. A analise de
classificacdo funcional mostrou trés categorias com maiores alteragdes: contracdo muscular,
metabolismo energético e metabolismo de carboidratos. Os resultados da analise quantitativa
indicaram que o grupo tratado dieta hiperlipidica mostrou regulacdo positiva de diversas
proteinas, indicando um possivel efeito adaptativo desencadeado pela dieta hiperlipidica. Ja a
comparacdo CDD X CND demonstrou regulacdo negativa predominante nas trés categorias.
Estes resultados podem indicar que a funcdo muscular é afetada pela diabetes e pela dieta
hiperlipidica pela ativacdo de vias adaptativas no musculo. Estes dados tém potencial para
ampliar o conhecimento que se tem sobre a diabetes e 0os mecanismos envolvidos na

patologia.

Palavras-chave: diabetes, protebmica, musculo esquelético



ABSTRACT

Type 1l diabetes mellitus is the most common, its prevalence has reached increasing
global levels that demand a high economic expense and increase the propensity to vascular,
cardiac and muscular diseases. In this scenario, proteomics has the potential to provide
information about metabolic changes in carriers by identifying pathways and possible markers
involved. Thus, the objective of this work was to analyze the proteomic profile of the
gastrocnemius muscle of mice induced with type 2 diabetes to identify alterations and the
influence of the high-fat diet. Eighteen adult male mice were divided into 3 experimental
groups (n=6/group) namely: non-diabetic control (CND), streptozotocin-induced diabetic
(CDD) and streptozotocin-induced diabetic and high-fat diet (DHL), they received 8 weeks
high-fat diet (DHL group) or normocaloric diet (CND and CDD), after this period the DHL
and CDD groups received successive intraperitoneal injections of streptozotocin (STZ) from
40 to 50mg/kg for 3-5 days. After the induction of diabetes was verified, the animals were
kept for another 21 days under these conditions, and then at the end they were euthanized and
the muscle was collected. The gastrocnemius muscle was submitted to proteomic analysis.
The following comparisons were analyzed: CDD X CND; DHL X CND and DHL X CDD.
The functional classification analysis showed three categories with the greatest changes:
muscle contraction, energy metabolism and carbohydrate metabolism. The results of the
guantitative analysis indicated that the high-fat diet group showed positive regulation of
several proteins, indicating a possible adaptive effect triggered by the high-fat diet. The CDD
X CND comparison showed predominant negative regulation in the three categories. These
results may indicate that muscle function is affected by diabetes and high-fat diet by
activating adaptive pathways in the muscle, in addition to identifying the most affected
functions. These data have the potential to expand the knowledge we have about diabetes and

the mechanisms involved in the pathology.

Keywords: diabetes, proteomics, skeletal muscle
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Diabetes

Atualmente, cerca de 537 milhdes de pessoas convivem diariamente com diabetes
(IDF, 2021), sendo cerca de 90% desta estatistica correspondente a diabetes mellitus tipo 1I;
este numero ¢ ainda maior se considerado o fato de que tais dados sdo subnotificados, visto
que muitos portadores desconhecem sua condigao (VIJAN, 2010). Em 2015, a diabetes
ocupou a sexta posi¢do dentre as principais causas de deficiéncia, sendo também um
problema de saude publica que demanda um grande custo econdmico global de mais de 800
bilhdes de dolares anuais (CHATTERIJEE et al., 2017). Segundo dados da federacao
internacional de diabetes (IDF, 2021), nos ultimos 15 anos cerca de 966 bilhdes de dolares
foram gastos em saude direcionados a esta doenca.

Estima-se que em 20 anos a diabetes tenha dobrado sua prevaléncia global (grafico 1)
acompanhando o crescimento das taxas de obesidade ao redor do mundo e ¢ estimado que até
2030 o numero de portadoras da doenca tera dobrado (VIJAN, 2010; OLOKOBA et al.,
2012), em 2040 o ntimero de portadores da doenca seja proximo a 642 milhdes (ZIMMET et
al., 2016) e a perspectiva para o ano de 2045 seja de 783 milhdes (IDF, 2021).

Grafico 1 - Crescimento na incidéncia de individuos portadores de diabetes 2 no mundo e previsdes para

as proximas décadas.
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Fonte: elaborado pela autora segundo as fontes IDF (2021); VIJAN (2010); OLOKOBA et al. (2012);
ZIMMET et al. (2016).
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E sugerido que este aumento alarmante se deva também a falta de investimento
publico no combate a diabetes por tratar-se de uma doenca ndo-transmissivel (DNTs) e
portanto, de menor prioridade quando comparado as doencas transmissiveis. Ainda, a
prevaléncia da diabetes estd fortemente relacionada com a regido geografica, dadas as
variagoes no estilo de vida, fatores de risco e as condi¢gdes socioecondmicas de cada regido,
com destaque para os paises de baixa e média renda (OLOKOBA et al., 2012).

O Brasil ocupa a quarta posi¢do na prevaléncia mundial de diabetes mellitus 11, em
decorréncia do envelhecimento populacional, transi¢ao nutricional, altos indices de obesidade,
alimenta¢do inadequada, sedentarismo, entre outros (ALMEIDA-PITITTO et al., 2015). Além
disso, as diferencgas no nivel econdmico prejudicam ou dificultam o diagnostico e tratamento
desta doenga, visto que os custos gerados pela diabetes sdo extremamente altos, estimados em
50 bilhdes de dolares anuais no Brasil, ocupando a quinta posicdo mundial de gastos
direcionados a diabetes mellitus tipo 2 (IDF, 2019).

Outros fatores contribuem para que a distribuicdo da diabetes seja desigual na
populagdo, como a regido geografica, com destaque para as regides nordeste e sul, que
apresentam os maiores indices de diabetes no Brasil, segundo um censo realizado em 2011
(IDF, 2011). O sistema unico de Satude (SUS) foi criada com intuito de garantir o direito do
acesso a saude de toda a populacdo, oferecendo suporte gratuito; embora medicamentos para
diabetes sejam fornecidos por este sistema, a distribuicdo ¢ falha, desigual, e a quantidade
disponivel de medicamentos ¢ insuficiente para atender toda a demanda exigida
(COUTINHO, JUNIOR, 2015).

A diabetes também ndo estd distribuida de forma homogénea na populacio, sendo
mais frequente em pessoas de etnia africana (COUTINHO, JUNIOR, 2015) e mulheres
(COSTA et al., 2017). Segundo a Sociedade brasileira do diabetes, durante a pandemia da
COVID-19 foi observado um crescimento ainda mais acelerado da diabetes na populacao

feminina, marcando um aumento de 7,8% para 9% entre os anos de 2019 e 2020 (SBD, 2020).

1.2 Fisiopatologia da diabetes tipo 11

A diabetes mellitus tipo Il consiste em uma desordem metabdlica cronica decorrente
da baixa produgao de insulina pelo pancreas por disfuncao de células- 3 pancreaticas ou pela
resisténcia do organismo por este hormonio, fazendo com que niveis elevados de glicose

permanegam no sangue, levando a uma reducdo no transporte de glicose para o figado, células
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musculares e adipocitos; devido a isso ocorre um aumento na quebra de moléculas de gordura

nos adipécitos (GOYAL; JIALAL, 2018; DEFRONZO et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 - esquema representando perfil saudéavel e perfil diabético.
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Fonte: elaborado pela autora. Criado com BioRender.com.

Além disso, por se tratarem de células altamente sensiveis a glicose, frente a altas
concentragdes desta molécula pode haver sobrecarga destas células com consequente redugao
de volume, o que desencadeia um desequilibrio no qual as células o se mostram aumentadas,
levando a hiperglucagonemia (concentragcdo elevada de glucagon no sangue). Desta forma,
dentre os principais sintomas desta doenca estdo hiperglicemia, resisténcia a insulina,
hiperglucagonemia e deficiéncia relativa de insulina (GOYAL; JIALAL, 2018; DEFRONZO
etal., 2015; GINTER et al., 2013).

A diabetes mellitus tipo 11 (DM2) pode ser desencadeada por fatores internos e
externos como heranga genética, sexo (com maior prevaléncia em pessoas do sexo feminino
(FLOR et al., 2015) e estilo de vida, que podem facilitar o desenvolvimento de doencas
secundarias levando a morbidade e mortalidade, sendo a principal delas as doencgas
cardiovasculares associadas. Alguns oOrgdos estdo intrinsecamente envolvidos no
desenvolvimento da diabetes mellitus 11, tais como pancreas (células B e células a), figado,
musculo esquelético, rins, cérebro, intestino delgado e tecido adiposo. Este ultimo responsavel

pela ativagdo de vias inflamatoérias que podem comprometer a eficiéncia do manuseio da



19

glicose pelos adipocitos, hepatocitos e células musculares e interferem na produgdo e

sinalizacdo da insulina (KOHLGRUBER; LYNCH, 2015).

1.3 Diabetes mellitus 11 e o misculo esquelético

Os dois 6rgdos mais importantes atingidos pela resisténcia a insulina na diabetes tipo
IT s3o o figado e o musculo esquelético. O musculo ¢ o responsavel pela maior parte da
captacao de glicose no corpo estimulado por insulina, desempenhando um papel importante
na resisténcia a insulina (IR). O acimulo de lipideos ¢ um dos fatores que leva a IR
especialmente devido ao acumulo de triacilglicerdis no musculo esquelético em individuos
obesos, estado que comumente precede a diabetes (FREEMAN; PENNINGS, 2021).

As funcgdes do musculo esquelético vao além do suporte e movimento muscular, como
a regulacdao do metabolismo em resposta a eventos fisioldgicos, por este motivo possui grande
capacidade adaptativa que variam conforme sua composi¢ao, tipo de fibra e outros fatores. As
alteracdes nestes aspectos podem ativar eventos de sinalizagdo e transcri¢do génica reguladas
por interferéncias na homeostase das células musculares, disponibilidade de oxigénio, estado
redox, regulacdo do calcio e disponibilidade energética (KIOBSTED et al., 2018).

Ainda, a redugdo da for¢a muscular do musculo esquelético é considerada um sinal
que surge primariamente antes mesmo de serem detectadas as falhas nas células [3-
pancreaticas, uma vez que nos estagios iniciais da doenca, a sintese prejudicada de glicogénio
no musculo ¢ o principal responsavel pela resisténcia a insulina (DEFRONZO; TRIPATHY,
2009).

Além disso, o musculo esquelético apresenta também alteragdes estruturais,
metabdlicas e funcionais em condi¢oes de obesidade e diabetes, tais como atrofia muscular
(PERRY et al., 2016), alteracdes no tipo de fibra (TRAJCEVSKI et al., 2013), absorcao
prejudicada de glicose, sintese de glicogénio, oxidagdo de acidos graxos (CIARALDI et al.,
2016), acarretando a fraqueza muscular e dificuldade em realizar exercicios fisicos (TENG;
HUANG, 2019), isso porque na atrofia muscular ocorre uma diminui¢do no volume das
miofibras e na massa muscular, ocasionando a perda da for¢a do musculo em pacientes com
DM2, cuja incidéncia se eleva a medida que o individuo envelhece. Ademais, trabalhos
indicam que o acumulo de gordura nos musculos estd associado ao comprometimento da

fungdo muscular (KALINKOVICH; LIVSHITS, 2017; TENG; HUANG, 2019).
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1.4 Estreptozotocina (STZ)

A estreptozotocina (STZ) ¢ uma glicosamina-nitrosureia comumente usada para
induzir a diabetes. E captada por transportadores GLUT-2 das células pancreaticas, portanto
células que ndo apresentam estes transportadores sdo resistentes a este composto. Sua acdo se
da pela alcalinizagdo do DNA celular seguida da ativagdo de vias que culminam na deplecao
de NAD nas células pancreaticas com subsequente redu¢ao no nivel de ATP e inibicao da
sintese e secre¢ao da insulina (SILVA et al., 2011).

Os mecanismos citotoxicos da STZ desencadeiam também a formacao de radicais
superoxido (SILVA et al., 2011) e a liberagdo de quantidades toxicas de 6xido nitrico que
inibe a atividade da enzima aconitase que participa do dano ao DNA. Como resultado, as
células B sdo destruidas por necrose (SZKUDELSKI, 2001).

Assim, a utilizacdo da estreptozotocina na indugdo da diabetes mellitus tipos I e 11 atua
através da morte de células B por alquilagio do DNA. Em doses elevadas, a STZ afeta de
forma severa a secre¢do de insulina, desencadeando uma fisiopatologia semelhante a diabetes
tipo I; entretanto, em doses baixas ¢ possivel simular a diabetes II por um comprometimento
sutil da secre¢do de insulina, que configura esta patologia (CORREIA-SANTOS et al., 2012).
Desta forma, o emprego conjunto de multiplas doses baixas de insulina em adi¢do a inducao
da resisténcia insulinica por meio da dieta hiperlipidica configura um modelo pratico e
reprodutivel da diabetes tipo Il produzindo hiperglicemia associado a hiperinsulinemia e

resisténcia insulinica, um quadro tipico desta patologia (FURMAN, 2015).

1.5 Dieta Hiperlipidica e resisténcia insulinica

A dieta hiperlipidica ¢ comumente utilizada em estudos para indugdo de obesidade e
resisténcia insulinica, ja que o excesso de lipidios est4 associado a efeitos toxicos nas células
devido a metabdlitos provenientes do metabolismo lipidico (CORCORAN; LAMON-FAVA;
FIELDING, 2007) que favorecem disfun¢des celulares e mitocondriais que aumentam a
producdo de ROS, uma vez que a dieta hiperlipidica ¢ conhecida por aumentar a producdo de
H,0; nas mitocondrias (KOH et al., 2019), pela indugao de compostos pro-inflamatérios que

induzem disfun¢dao muscular (KALINKOVICH; LIVSHITS, 2017).
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Além disso, a ingestdo excessiva de nutrientes e calorias estdo envolvidas em muitos
processos patoldgicos, e foi sugerido que isso ocorra devido a auséncia de adaptagdes
seletivas para superar estes desafios (ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015). Durante a
demanda prolongada de energia, o musculo tem a capacidade de mudar de carboidratos para a
utilizagdo de acidos graxos. Foi demonstrado que os roedores podem aumentar o gasto de
energia em resposta a superalimentagdo para evitar o ganho excessivo de peso. Eles sugeriram
que termogénese induzida pela dieta (DIT) pode ser benéfica para eliminar o excesso de
calorias e prevenir doengas metabodlicas (PERIASAMY; HERRERA; REIS, 2017).

Portadores de diabetes mellitus tipo 2 apresentam prejuizos na capacidade oxidativa de
gordura que levam a altos niveis de acidos graxos livres e s3o responsaveis por causar a
resisténcia a insulina, diminuindo a captacdo de glicose no musculo esquelético pelo acimulo
de lipideos intramiocelular (FREEMAN; PENNINGS, 2021).

Ja foi relatado que sob condi¢des de excesso lipidico podem ocorrer consequéncias a
nivel transcricional através de uma reorganizagdo metabdlica adaptativa para intensificar a
taxa oxidativa de gordura tanto no figado quanto no musculo como um mecanismo

compensatorio de administragdo deste combustivel (PRIEGO et al., 2008).

1.6 Protedmica

Dado o acelerado crescimento na prevaléncia da diabetes mellitus em todo o mundo,
surge a necessidade de ferramentas que permitam realizar o diagnostico precoce da doenga;
desta forma a identificagdo de biomarcadores e proteinas-alvo se apresentam como excelente
ferramenta de busca. Estes marcadores correspondem a moléculas ou componentes bioldgicos
que podem ser mensurados a fim de detectar alteragdes no estado normal. (GAN et al., 2019).

As ferramentas “Omicas” se destacaram na identificacdo destes marcadores,
permitindo o diagnostico precoce de muitas doencas, além de fornecerem subsidios para
melhor compreensao das mesmas, ja que a multiomica permite explorar as diversas vias e
mecanismos por tras das patologias, incluindo a diabetes mellitus tipo 2 (WANG; YONG;
HE, 2021). Dentre estas ferramentas, a protedmica ¢ muito util e de extrema importancia para
estabelecer associacdes genéticas e identificar potenciais biomarcadores de risco para diversas
patologias, desvendar vias biologicas e identificar possiveis alteragdes no perfil proteico, ja
que fornece uma gama de informacdes que permitem desvendar e compreender mecanismos-

chave no estabelecimento destas doencas visando identificar estratégias preventivas e
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alternativas de tratamento (MOULDER et al., 2018).

1.7 Justificativa

A diabetes ¢ uma doenca fortemente prevalente no mundo, afetando véarias faixas
etarias e classes econdmicas e pode contribuir para o desenvolvimento de outras doengas de
risco, tais como problemas cardiovasculares, neurais e motores.

Por esta razdo, compreender os mecanismos envolvidos na patologia da diabetes e
como sao afetados por estes fatores, ¢ fundamental para a elaboragdo de tratamentos
direcionados que busquem solucionar a causa em detrimento unicamente dos sintomas,
sobretudo considerando a lacuna existente acerca dos mecanismos e fatores que envolvem
esta patologia. Neste sentido, a protedmica ¢ uma ferramenta muito Util, j4 que permite a
identificacdo de proteinas-chave na regulacdo da diabetes, assim como identificar possiveis
marcadores biolégicos com potencial para serem aplicados para melhoria a qualidade de vida

dos portadores.
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2  OBJETIVO

O presente estudo objetiva analisar o perfil protedmico do musculo gastrocnémio de
camundongos diabéticos induzidos por dieta hiperlipidica e SZT, assim como verificar a
influéncia da dieta hiperlipidica para o modelo experimentais de indu¢cao de DM2. Por fim,
este estudo busca esclarecer os mecanismos envolvidos nesta patologia envolvendo o musculo

e identificar possiveis marcadores.



24

3 METODOLOGIA

Este trabalho faz parte de um projeto de P6s Doutorado da Dra. Heloisa Aparecida
Barbosa da Silva Pereira que visa investigar os mecanismos envolvidos na patologia da
diabetes em diversos tecidos, assim como analisar a influéncia de fatores como a dieta e
outros compostos sobre o perfil protedmico na condi¢do diabética. Desta forma as analises
presentes neste estudo representam parte de um projeto abrangente, sendo que outros testes e

analises complementares estdo sendo realizados paralelamente.

3.1 Obtencao dos animais

O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética local da Faculdade de
Odontologia de Bauru sob o nimero 001/2019.

Dezoito camundongos (n=6/grupo) machos adultos (6 semanas) das linhagens
C57BL/6J e C57BL/6, provenientes respectivamente pelo Biotério de Matriz do ICB e pela
Faculdade de Medicina da USP de Sdo Paulo, foram acomodados no Biotério Central da
Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo, sendo submetidos a uma
fase de adaptagdo de 1 semana na qual foram alimentados com dieta padrao, sob condigdes

controladas de luz, temperatura e umidade.

3.2 Tratamento dos animais

Um grupo (DHL) com 6 animais da linhagem C57BL/6J foram alimentados com ragao
hiperlipidica fornecida pela empresa PRAGSOLUCOES Biociéncias”, seguindo as
orientacdes que constam na literatura (GILBERT et al., 2011), por 8 semanas ou mais, até que
atingissem o peso minimo de 30 gramas. Outro grupo (CDD) também com 6 animais
receberam uma dieta normocalorica por 8 semanas. A etapa subsequente se caracterizou por
sucessivas injecoes intraperitoneais de doses de 40 ou 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ),
durante o periodo de 3-5 dias para a destrui¢do de parte das células- B e reducao da produgao
de insulina. Um grupo controle da linhagem C57BL/6 com 6 animais , recebeu a dieta
normocalorica por 8 semanas, e injegdes de soro para mimetizar 0 mesmo estresse ocorrido

nas doses de estreptozotocina. A partir da semana posterior apds confirmacdao de diabetes
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(indice glicémico >= 200mg/dL) os camundongos de cada grupo : DHL: ratos diabéticos
induzida por dieta hiperlipidica e estreptozotocina; CND: ratos nao-diabéticos alimentados
com dieta normocaldrica; CDD: ratos diabéticos alimentados com dieta normal e tratados com

estreptozotocina (Figura 1), Permaneceram nestas condi¢des por 21 dias até o sacrificio.

Figura 2 — O esquema representa os grupos de estudo (CDD, DHL e CND) , os tratamentos que cada
grupo recebeu e as relagdo entre eles. As linhas pretas curvas indicam a comparagfo entre tratamentos e a

legenda indica os aspectos que se buscou analisar em cada comparacao. .

Mus musculus

Vi . \ v
Af- = Aofe-

STZ . L.
normocaldrica, Dieta hiperlipidica, /'STZ Dieta normocaldrica,
diabético diabético n&o diabético
Grupo CDD Grupo DHL Grupo CND

Efeito da dieta Efeito da dieta e STZ

Efeito STZ

Fonte: elaborado pela autora. Criado com BioRender.com.

A selecao da linhagem C57BL/6J se deve a alta propensdo do grupo ao ganho de peso
e desenvolvimento da resisténcia insulinica (SRINIVASAN; RAMARAO, 2007) em
decorréncia de alteracdes genéticas nestes animais, diferentemente da linhagem C57BL/6, que
¢ utilizada como background para camundongos transgénicos e mutantes. Os animais de cada
grupo foram mantidos em grupos de 3 por caixa até a eutandsia. Com relagdo ao modelo
utilizado, a conciliagdo da dieta hiperlipidica conjuntamente com a estreptozotocina ¢
reconhecida como um modelo ideal para a simulacdo da diabetes humana tipo II em

camundongos (CORREIA-SANTOS et al., 2012).
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3.3 Eutanasia dos animais

Apo6s o periodo experimental de 21 dias foi realizada a eutandsia dos animais. Para
1ss0, os mesmos foram submetidos a uma camara de CO;, com auxilio de um fluxdmetro para
mensuracdo da concentracdo do gds como forma alternativa ao uso da anestesia (tiopental
sodico), uma vez sugerida sua capacidade de alterar a glicemia (WINDELOV, PEDERSEN et
al. 2016). Dentro destas condigdes, evita-se possiveis interferéncias nos processos
bioquimicos, sobretudo no indice glicémico. Os animais foram eutanasiados e tiveram a
cavidade peritoneal exposta, entdo amostras do tecido muscular gasctrocnémio foram

coletados para posterior andlise protedmica, sendo acondicionadas a temperatura de -80°C.

3.4 Analise proteomica do tecido muscular

A andlise protedmica das amostras foi realizada em triplicata bioldgica e técnica,
sendo utilizados pools de 2 animais de cada grupo, o que j& foi demonstrado como suficiente
em outros trabalhos (PEREIRA; LEITE et al., 2013; DIONIZIO; MELO et al., 2018).
Primeiramente foi realizada uma solucdo de lise para a desnaturacdo inicial das proteinas
utilizando 100 mg de amostras de tecido muscular gastrocnémio dos animais, aos quais foi
acrescentado 500 puL de tampao de lise A (7 M Uréia, 2M Tiouréia, 40 mM DTT em 50 mM
de NH4HCO; (Ambic) pH 7,8). A solugdao foi homogeneizada em um homogeneizador
elétrico e um béquer contendo gelo para impedir a degradagdo de proteinas teciduais. Apds, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo por 30 min, 20.817 g, 4 °C, e o sobrenadante foi
coletado.

Para a quantificagdo das proteinas contidas nas amostras foi realizado o Teste de
Bradford, altamente empregado em laboratorios por consistir em uma técnica simples, rapida
e sensivel, além de ndo sofrer interferéncias de componentes ndo-proteicos. Neste método ¢
utilizado um corante Coomassie Blue G250 que deve se ligar a proteina, o que gera mudangas
de coloragdo e permite a mensuracao destes componentes na amostra (KRUGER, 2009;
KIELKOPF et al., 2020). O ensaio foi realizado em duplicata seguindo o descrito
(BRADFORD, 1976), sendo utilizados 5 pL de amostra e 250 pL do reagente para cada
reagdo feita com o kit, e posterior incubagdo durante 5 min em temperatura ambiente.

A leitura de absorbancia foi realizada a 595 nm em espectrofotdmetro, uma vez que

este ¢ o comprimento de onda ideal para este reagente (KRUGER, 2009; KIELKOPF et al.,
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2020). As concentragdes proteicas foram quantificadas por comparagdo com uma curva
padrdo contendo concentragdes conhecidas de soro bovino (BSA), o componente mais
utilizado como padrao e, portanto, com valores conhecidos, além de ser facilmente encontrado
em sua forma pura e ser pouco dispendioso (KRUGER, 2009). Apds, foram utilizados 100ug
de proteinas para dar sequéncia aos experimentos.

Em sequéncia a quantifica¢do foi realizada reducdo das amostras; para isso, 5 mM de
DTT (ditiotreitol) foram acrescentados a solugdo e agitados em vortex, sendo o tubo
transferido para um bloco aquecido (37°C) e incubado por 40 min e posteriormente as
amostras foram alquiladas com 10 mM de iodoacetamida para impedir nova formagdo das
pontes dissulfeto anteriormente rompidas e foi agitado em voértex. As amostras foram
incubadas durante 30 minutos em ambiente afdtico a temperatura ambiente. Em seguida foi
realizada a digestdo das proteinas pela adi¢do 50 mL de tripsina, sendo entdo transferidas para
um bloco a temperatura de 37°C durante 16 horas.

Apds, 10 puL de solugdo bloqueadora contendo TFA 5% foi agitada e incubada a 37°C
por 90 minutos seguindo para a fase de purificagdo e dessalinizagdo em coluna C18 Spin, e
entdo houve nova quantificagdo das amostras pelo método de Bradford. Por fim as amostras
foram ressuspensas em solu¢ao de acido formico 0,1% e ACN 3% (AF/ACN) e transferidas
para um vial e levadas até o equipamento de cromatografia liquida reversa acoplado ao

espectrometro de massas.

3.4.1 Aquisi¢ao nano-LC-ESI-MS/MS

Para as andlises dos peptideos foi utilizado o espectrometro de massas Xevo Q-TOF
G2 (Waters, Milford, MA). O equipamento ¢ composto por um sistema nanoACQUITY
UPLC (Waters, Milford, MA), ¢ equipado com uma Trap Columm (responsavel pela
cromatografia; Trap Columm: 100A, 5 pm, 180 um x 200 mm), previamente equilibrada com
99,9% de fase A (0,1% de acido féormico em agua) a um fluxo de 5 pl/min e uma coluna HSS
T3 M-Class (coluna analitica; coluna Acquity UPLC HSS T3 M-Class 75um x150mm,;
1,8um) (Waters, Milford, MA), previamente equilibrada com 93% da fase mdvel A e fase
movel B (acido formico a 0,1% em ACN). Os peptideos foram separados por um gradiente
linear de 7 a 85% da fase mével B por 70 min com vazao de 0,35 pl/min; a temperatura da
coluna ¢ mantida a 45 °C. O espectrometro de massa Xevo G2 Q-TOF foi operado no modo

de ion nano-eletro-spray positivo e os dados foram coletados usando o método MSE em
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energia elevada (19-45V).

As condi¢des ideais da fonte incluem tensdo capilar, 2,8kV; cone de amostra, 40V;
cone de extragdo, 3.0 V e temperatura da fonte 100 °C. No entanto, as condi¢des da fonte
podem variar devido as configuragdes de tensao do detector e do lock spray. A aquisi¢ao dos
dados ocorreu por 70 min e o intervalo de varredura foi de 50 a 1.500 Da. O lock spray foi
operado com uma solucao de Glu-fibrinopeptideo [Glul] (1 pmol/uL) a uma taxa de fluxo de
0,3 uL/min, com ion de referéncia no modo positivo a uma relagdo m/z 785,8427. O software
ProteinLynx Global Server (PLGS) versao 3.03 (Waters, Milford, MA) foi usado para
processar e pesquisar os dados continuos de LC-MSE.

A identificagdo das proteinas do musculo foi realizada usando o algoritmo de
contagem de ions incorporado ao software, utilizando uma pesquisa no banco de dados Mus
musculus do catdlogo UniProtKB (Universal Protein Resource) (http://www.uniprot.org).
Todas as amostras foram injetadas em triplicata técnica. A diferenca de expressdo entre os

grupos foi analisada pelo teste t (p<0,05).

3.5 Analise dos dados por meio da bioinformatica

Os dados foram analisados com auxilio do software Cytoscape v 3.9.0 do plug-in
Cluego v 2.5.8 + Clupedia v 1.5.8 (BINDEA; MLECNIK ef al. 2009, BINDEA; GALON et
al. 2013) e foi realizada a classificacdo funcional de acordo com o processo biologico
envolvido das proteinas com diferenca de expressdo e Unicas identificadas, sendo utilizadas
neste estudo as proteinas mais relevantes segundo o processo bioldgico considerando a
ontologia genética (GO) e as categorias com maior expressdo. Para a geragdo das subnetworks
as proteinas identificadas pelo banco de dados UNIPROT foram inseridas no programa
ClusterMaker 2 v 2.0 seguindo as configuragcdes: teste estatistico de
enriquecimento/esgotamento (teste hipergeométrico bilateral), método de correcdo de
Bonferroni step down, nivel minimo de ontologia genética (GO) = 4, nivel maximo de GO =
7, nimero de Genes = 4 e porcentagem minima = 10%, com tamanho final do grupo apos a
fusdo = 15, filtro de genes Mus musculus (10090). Estas configura¢des sdo adaptadas pelo
pesquisador conforme critérios de pesquisa, considerando o volume de dados desejado para
analise, demais configuracdes sdo automaticamente fornecidas pelo software. As subnetworks
de todos os grupos foram construidas utilizando-se os mesmo critérios para padronizagdo das

analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise Funcional

As analises realizadas apontam para o perfil protedmico de cada comparacao (CDD X
CND; DHL X CND; DHL X CDD), mostrando as alteragdes observadas em cada comparagao
e os termos com mais genes envolvidos. Os resultados mostram que trés categorias funcionais
se destacaram nas trés comparagdes, sendo elas: contragdo muscular, metabolismo de
carboidratos e metabolismo energético. Estas categorias serdo abordadas e analisadas no
decorrer do trabalho para cada comparagao .

Para os resultados da andlise funcional 67 proteinas com alteragdo presentes nas
categorias funcionais foram analisadas, cuja expressdo e distribuicdo entre os grupos sao

mostradas na tabela 1.

Tabela 1 - Perfil de expressdo das proteinas nas comparagdes entre os grupos. Os dados foram obtidos a
partir da selecdo das proteinas mais relevantes demonstradas pela analise por ontologia genética (Cytoscape) e

segundo as categorias com maior porcentagem de genes associados.

Proteinas Proteinas Proteinas Proteinas
GRUPO . ) 3 .
unicas + reguladas - reguladas totais
CDD X CND 1 8 30 49
DHL X CND 6 38 10 55
DHL X CDD 3 45 2 59

Fonte: elaboragdo pela autora segundo analise dos dados.
1 -Proteinas tnicas : proteinas encontradas exclusivamente na referida comparagio;

2- Proteinas +reguladas :proteinas que apresentaram aumento da expressao em relagdo ao grupo que
esta sendo comparado , sendo sempre o grupo da frente da comparacéo que possui a expressdo aumentada ou
reduzida em relag@o ao segundo grupo . 3- Proteinas — reguladas : proteinas que estavam com a expressao
reduzida na comparacdo ;4- Proteinas totais : nimero total de proteinas encontradas na comparagao (linica, +
reguladas e — reguladas) somada as proteinas em comum com outras comparagdes (valor restante que totaliza a

somatoria).

4.1.1 Perfil geral dos termos com mais genes associados

A seguir serdo apresentados os perfis gerais de cada comparacdo através dos termos
com maior porcentagem de genes associados que obtiveram diferenca de expressdo. Os

graficos que se seguem foram construidos a partir das andlises de processos biologicos
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realizada no software Cytoscape ® considerando os termos com maior porcentagem de genes

associadas.

4.1.1.1 DHL X CND

Esta comparagdo visa observar os termos com maior porcentagem de genes associados
presentes nos grupos DHL (diabético) em comparagdo ao grupo controle CND (ndo
diabético), conforme visto no grafico 2. Os trés termos com maior porcentagem de genes
associados sdo: contracdo do musculo estriado (23,2%), processos metabdlicos do piruvato
(20%) e conjunto de cromatinas (14,7%). Ja consta na literatura que a diabetes tipo II tém
impacto nos musculos liso e esquelético (YUZEFOVYCH et al., 2013), este Gltimo sobretudo
relacionado a perda da massa muscular e atrofia, além de danos no reparo muscular (PERRY

etal., 2016).

Grafico 2 - Perfil geral da analise funcional da comparagdo entre os animais do grupos DHL X CND de
acordo com a fungdo do processo biologico de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.9.0 e
termos com mais genes associados. Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuigao foi

feita de acordo com a porcentagem do numero de genes associados a cada termo.

DHLXCND

@ contragdo do misculo estriado @@ processos metabdlicos do piruvato
@® montagem de cromatinas ( montagem de miofibrilas
@ processo biossintético de trifosfato de nucleosideo de purina
processos metabdlicos do lactato @) deslizamento do filamento de actina-miosina Mais 2

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos das analises.
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4.1.1.2 DHL X CDD

Os trés termos com mais genes associados nesta comparacao sao mostrados no grafico
3: contracdo muscular (22%), fosforilacdo de difosfato de nucleosideos (13%) e processos
glicoliticos (11%), representando juntos 46% dos termos identificados. As alteragdes na
contracdo muscular, metabolismo energético e de carboidratos se destacam nesta comparagao
e ja estdo bem estabelecidas na diabetes tipo 2. Alguns termos indicativos de possivel estresse
oxidativo podem ser observados, como processos metabdlicos do perdxido de hidrogénio

(6,9%) e do lactato (3,3%), que serdo discutidos mais adiante.

Grafico 3 - Perfil geral da analise funcional da comparagdo entre os animais dos grupos DHL X CDD de
acordo com a fun¢@o do processo bioldgico de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.9.0 ¢
termos com mais genes associados. Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) ¢ a distribuigdo foi

feita de acordo com a porcentagem do numero de genes associados a cada termo.

DHL X CDD

@ contragdo muscular @ fosforilagdo de difosfato de nucleosideo @ processo glicolitico
@ montagem de componentes celulares envolvidos na morfogénese
@ processo biossintético de trifosfato de nucleosideo
() processo metabdlico de peroxido de hidrogénio @) adaptagao do musculo estriado  Mais 3

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos das analises.



32

4.1.1.3 CDD X CND

O grafico 4 mostra os termos com mais genes associados referentes a comparacao
CDD X CND. Os termos “contracdo do musculo estriado” (23,8%), “fosforilacao de difosfato
de nucleosideo” (23,8%) apresentaram as maiores porcentagens de genes associados,
correspondendo juntos a 47,9% do total. Em seguida montagem de cromatinas (17,9%), sendo
que estes trés termos representam juntos 65,5% do total. E possivel notar desta forma que
houveram alteragdes significativas na expressdo de genes associados a atividade muscular e

metabolismo energético no grupo diabético.

Grafico 4 - Perfil geral da analise funcional da comparag@o entre os animais dos grupos CDD X CND
de acordo com a fungdo do processo biologico de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.9.0 e
termos com mais genes associados. Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuigao foi

feita de acordo com a porcentagem do numero de genes associados a cada termo.

CDD X CND

@ fosforilagao de difosfato de nucleosideo @) contragdo do musculo estriado
@ montagem de cromatinas @@ processo biossintético de trifosfato de nucleosideo
@ montagem de miofibrilas ) processo metabdlico de aminoacidos da familia do aspartato
@ desenvolvimento de células do miotubo

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos das analises.
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4.2 Analise das alteragdes em cada categoria funcional

As andlises realizadas de funcdo bioldgica das proteinas identificadas neste estudo
permitiu a confec¢ao dos graficos acima que revelam os termos com maior porcentagem de
genes associados de acordo com o processo biologico envolvido. A partir destes dados
algumas func¢des se destacaram e destas, as trés categorias mais expressivas foram
selecionadas para andlise. Desta forma, categorias observadas exclusivamente em uma
comparagdo nao foram utilizadas, uma vez que objetivou-se analisar os padroes de alteragao
destas proteinas/funcdes presentes de forma comparativa entre os grupos. Assim, as 3
categorias observadas que atenderam a estes critérios sdo: contragdo muscular, metabolismo

energético e metabolismo de carboidratos.

4.2.1 Contracao muscular

A tabela 2 mostra as principais proteinas envolvidas na contragdo muscular
identificadas no presente estudo em cada comparagdo e o estado de regulacdo das mesmas,
indicados pela cor verde (super-reguladas) e vermelha (sub-reguladas) e unicas (siglas dos
grupos). E possivel observar diversas subunidades de algumas das principais proteinas
contrateis do musculo como actinas, miosinas, troponinas e tropomiosinas. Além disso, outras
categorias destacam-se como a regulacdo da homeostase do célcio, essencial para a contragao

muscular.

Tabela 2 - Proteinas associadas a contragdo muscular em cada comparagido (DHL X CND; DHL X
CDD; CDD X CND). A cor verde representa as proteinas positivamente reguladas no grupo tratado em
comparagdo ao controle, e a cor vermelha representa regulacdo negativa. As siglas mostram as proteinas
expressas unicamente no respectivo grupo.

DHLX DHLX CDDX

GENE ID NOME
CND CDD CND
ACTC1 P68033 Actina_ musculo cardiaco alfa 1
ACTN3 088990 Alfa-actinina-3
AKAP9  Q9WTS5 Proteina ancora 12 de A-quinase CDD CDD
ANK2  Q8CS8R3 Anquirina-2 CDD CDD
ATP2A1  Q8R429 ATPase 1 de calcio do reticulo

endoplasmatico/sarcoplasmatico
ATP2A2 055143 ATPase 2 de calcio do reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico

CASQI1 009165 Calsequestrina-1
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MB P04247 Mioglobina CDD CDD
MYH3 P13541 Miosina-3
MYH6 Q02566 Miosina-6
MYH7 Q91783 Miosina-7
MYH7B A2AQPO Miosina-7B
MYHS P13542 Miosina-8
MYL1 P05977 Cadeia leve de miosina 1/3_isoforma do

musculo esquelético

PGAM2 070250 Fosfoglicerato mutase 2
TNNC2  P20801 Troponina C_ musculo esquelético
TNNI2 P13412 Troponina I musculo esquelético rapido
TNNT3  Q9QZ47 Troponina T musculo esquelético rapido
TPM1 P58774 Cadeia beta da tropomiosina
CALM3  PODP28 Calmodulina-3
LDB3 Q9JKS4 Proteina 3 de liga¢do ao dominio LIM

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise protedmica.

O musculo estriado ¢ composto por filamentos contrateis chamados sarcomeros
formados por bandas de actinas ¢ miosinas, as principais proteinas contrateis do musculo além
do complexo tropomiosina-troponina - que regula a homeostase do Ca** e pode impedir a
interacao entre actina e miosina nas c¢lulas musculares relaxadas (SWEENEY; HAMMERS,
2018).

Nas duas primeiras comparagdes (DHL X CND e DHL X CDD), foi observada a
regulagdo positiva de varias subunidades de actina e miosina, assim como de proteinas
adaptativas do musculo estriado, motilidade e modulagdo das células musculares, o que
aponta para um possivel efeito compensatorio das mesmas. O gene LDB3(Q9JKS4) que
estava com a sua expressdo aumentada em todas as comparagdes interage com actinas e
miosinas na estruturagdo e integridade muscular e estd envolvido na adaptacdo e integridade
dos sarcOomeros, e alteracdes neste gene sdo responsaveis por disfungdes musculares, como a
miopatia (UNIPROT, 2021). As cadeias leves regulatorias das miosinas estdo envolvidas no
reparo muscular, e alteragdes nesta proteina podem indicar desta forma, estresse oxidativo e
interferéncias neste processo (ARAGNO et al., 2004). Isso pode sugerir que a regulagcdo
positiva de subunidades desta proteina (nas comparacdes DHL X CND e DHL X CDD)
indiquem um processo adaptativo no musculo, reforcado pela regulagdo positiva da proteina 3

de ligacdo ao dominio LIM (LDB3-Q9JKS4) nas trés comparagdes.
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Outros estudos também reforgam essa hipdtese adaptativa; Wilde et al., (2008) avaliou
o efeito de dois modelos de dieta com alta e baixa concentragdo de gordura a curto prazo, e
constatou que animais alimentados com dieta hiperlipidica por 3 e 28 dias mostraram
regulagao positiva de diversas proteinas musculares contrateis por meio da ativacdo da
morfogénese e de vias adaptativas, o que pode esclarecer o observado no presente estudo.

Em CDD X CND ¢ possivel observar a sub-regulacdo da maioria das proteinas
contrateis, reguladoras de calcio e associadas ao processo de regeneragdo, condizendo com o
que consta na literatura acerca da fun¢do muscular na diabetes, disfungdo mitocondrial e
prejuizo ao sistema de reparo, e manutencdo de fibras musculares (HESSELINK;
SCHRAUWEN-HINDERLING; SCHRAUWEN et al., 2016). Estes danos sdo desencadeados
por um estado inflamatoério induzido pela diabetes que estimula a producdao de espécies
reativas de oxigénio e induz o estresse no reticulo endoplasmético e nas mitocondrias,
prejudicando o metabolismo energético. Neste caso parece que o efeito da aplicacdo da
estreotozotocina levou a alteragdes contrarias as encontradas quando se associa a dieta
hiperlipidica. O topico acerca do metabolismo energético serd abordado com mais detalhes

mais adiante.

4.2.1.1 F-box proteina 32 (FBX032)

Uma proteina sugerida nas trés comparacoes foi observada durante as andlises: F-box
proteina 32 (Q9CPU7). Esta proteina foi sugerida pelo software Cytoscape ® pela sua
capacidade de interagir e regular outras proteinas referentes as trés comparagdes estudadas
que foram identificadas no presente estudo. A proteina F-box 32 (gene FBXO032) também
chamada atrogina-1 ou ainda "MAFbx", para "Muscle Atrophy F-box gene"esta
essencialmente ligada a atrofia muscular e sarcopenia. Isso porque desempenha papel como
ubiquitina ligases E3 que se encontram no musculo esquelético, orientando a
poliubiquitinagdo de proteinas para a protedlise (GUMUCIO; MENDIAS, 2012). As
proteinas da familia FoxO sdo responsaveis pela transcrigdo e responsivas ao estresse, além de
estarem intrinsecamente envolvidas na degradagdo de proteinas musculares por ubiquitinacao;
desta forma esses genes modulam respostas como atrofia muscular, autofagia e podem ser
ativados por uma cascata de reacdes mediada pela insulina (O'NEILL et al., 2019).

O FBXO032 ¢ comumente induzido em algumas patologias como a diabetes na qual ¢
comum o desenvolvimento da atrofia muscular; em decorréncia do aumento do catabolismo e

a diminuicdo da sintese proteica; como resultado, a ativacdo de vias de protedlise e
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ubiquitinas acontece, incluindo a ativacdo da atrogina-1; esta ativacdo ¢ acompanhada
geralmente pela reducdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), que
podem estimular a proliferacao e a diferenciagdo de mioblastos (ABE et al., 2019).

Esta proteina muscular atua como uma reserva de aminoacidos que sao mobilizados
durante o estado de jejum ou estados patoldgicos para garantir a gliconeogénese hepatica e
producdo energética. Desta forma, maiores taxas de degradagdo proteica nos musculos
acarreta em perda muscular acelerada, assim como reducao de proteinas; este cendrio ocorre
frequentemente em doengas sistémicas, como diabetes, cancer, entre outras. A protedlise ¢
estimulada pela ativacdo da via proteossoma-ubiquitina, da qual a F-box faz parte (ABE et al.,
2019). A figura 5 mostra as subnetworks obtidas através do programa ClusterMaker
mostrando como a proteina F-box 32 interage com algumas proteinas identificadas neste
estudo. Desta forma, embora ndo identificada neste estudo, o fato de ter sido sugerida nas trés

comparagdes aponta para um perfil de estresse e dano muscular nas mesmas.

Figura 3 - subnetworks representando proteinas que interagem com F-box-32. A proteina central foi sugerida
pelo software e interage com as proteinas identificadas nestes estudo. Nodos verdes indicam regulacdo positiva,

¢ vermelhos, regulagiio negativa.
DHL X CDD DHL X CND CDD X CND
oo Q02566 PE0710
. P05063 P58771 070250 Q5‘S~")*$40 Q032 65
P16858 | N/
QQQF?B%QQROY5 P02088  QICPU7 — QIJKS4 P5248&Q9CPU%P97457
QeBFz3 | F

Q8BFZ3 P17182
Q60605 | 1t P21550 QIROY5
P07724 P16858 ) )

Fonte: elaborado pela autora com base nas proteinas identificas (apéndice B) com auxilio do plug-in

ClusterMaker.

As tabelas 3 e 4 apresentam as proteinas identificadas que interagiram com a F-box 32
(Figura 3) referentes as comparacdes DHL X CDD e DHL X CND envolvidas principalmente
trés categorias: contragdo muscular, metabolismo de carboidratos (glicélise/gliconeogénese) e
fosforilagdo oxidativa, assim como a razao destas proteinas entre os grupos e seu estado de

regulagdo, sendo verde para super-reguladas e vermelhas para sub-reguladas.
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Tabela 3 - Proteinas que interagiram com F-box-32 (Figura 3) referentes a comparagdo DHL X CDD e razdo

entre os grupos. As cores indicam regulagao positiva (verde) ou negativa (vermelho).

RAZAO
1D NOME DHL: CDD
P07310 Creatina quinase tipo M 1,97
P16858 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 1,15
Q8BFZ3 Proteina tipo beta-actina 2 1,38
Q60605 Polipeptideo leve de miosina 6 2,61
QIR0OYS Adenilato quinase isoenzima 1 1,95
P07724 albumina 3,19
P05063 frutose-bifosfato aldolase C 0,75

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise dos dados.

Tabela 4 - Proteinas que interagiram com F-box-32 (Figura 3) referentes a comparagdo DHL X CND e razdo
entre os grupos. As cores indicam regulagdo positiva (verde) ou negativa (vermelho).

RAZAO
1D NOME DHL: CND
Q02566 Miosina-6 1,52
P60710 Actina, citoplasmatica 1 1,60
P58771 Cadeia alfa-1 da tropomiosina 1,35

Subunidade do musculo cardiaco da

P02088 hemoglobina tipo alfa 1,21
Q8BFZ3 Proteina tipo beta-actina 2 1,62
P07724 Albumina 2,32
P16858 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 1,08
Q9JKS4 Proteina 3 de ligacdo ao dominio LIM 1,27
P17182 Alfa-enolase 0,86
070250 Fosfoglicerato mutase 2 0,84

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise dos dados.

Na comparagdo DHL X CDD a F-box-32 regulou positivamente 6 proteinas (P07310;
P16858; Q8BFZ3; Q60605; Q9R0YS; P07724) e negativamente (P05063) cujas razdes
constam na tabela 3. A maioria destas proteinas estd envolvida na contragdo muscular
(Q8BFZ3; Q60605), fosforilacado oxidativa (P07310; Q9R0Y5) metabolismo de
carboidratos/glicolise (P16858; P05063). Uma observagdo semelhante pode ser feita para a
comparagdo DHL X CND, que também apresentou uma sub-unidade de hemoglobina
(P02088). Para a comparacdo CDD X CND, todas as proteinas foram sub-reguladas: miosina
1 (Q5SX40), Subunidade de ATP sintase alfa mitocondrial (Q03265), Piruvato quinase
(P52480), beta-enolase (P21550), Adenilato quinase 1 (Q9R0Y5) e Miosina 2 (P97457). A
associacdo com proteinas envolvidas no metabolismo da glicose e proteinas contrateis ja ¢
conhecida, dada a importancia do musculo na captagcdo de glicose (SANTOS et al., 2008).
Ainda, a albumina (P07724) que apareceu em DHL X CND (aumentada em 2,32 vezes) e
DHL X CDD (3,19 vezes) esta envolvida no transporte de célcio (ZHU et al., 2019) e ao
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transporte de acidos graxos (STADLER; GOLDBERG; SUSZTAK, 2015), associando-se ao
risco de DM2; portanto a superexpressdo desta proteina nos grupos que receberam dieta
hiperlipidica ¢ coerente com o maior aporte de acidos graxos proveniente da dieta na corrente
sanguinea destes animais.

Embora muitos estudos relatem o desenvolvimento de atrofia muscular como
consequéncia do diabetes, ja foi documentada a hipertrofia compensatdria em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina, ja que a reducao da sensibilidade das células a insulina pode
resultar em um efeito rebote, onde ocorre uma secrecdo em excesso deste hormoénio
(FERNANDES, 2013) nos musculos e em resposta ao aumento de carga/trabalho ou atrofia
das miofibrilas (FOSSEY; GREG HALL; LEININGER, 2018) e também por influéncia da
expressdo de calsequistrina, que também foi identificada neste estudo e cuja expressao se
mostrou ausente em DHL X CND, positivamente regulada em DHL X CDD (r= 2,59) e
negativamente regulada em CDD X CND (tabela 1). Além disso, as alteracdes na expressao
de proteinas do reticulo endoplasmatico (RE) reguladoras de célcio sugerem, além de
disfuncdes nesta organela, possivel estresse oxidativo (ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015).

Leite et al., (2014) observaram em seu estudo testando a a¢do do flior no musculo
gastrocnémio de camundongos diabéticos a superexpressdo de diversas subunidades de
miosinas nos animais controle possivelmente devido a constante necessidade de reparo em
musculos diabéticos. Outra possibilidade ¢ que as observagdes feitas decorram do tempo de
tratamento a que os camundongos foram submetidos. Muitos estudos que demonstraram
atrofia muscular, perda de massa muscular e subexpressdo de proteinas contrateis foram
realizados em periodos curtos (cerca de 3 semanas), e a diabetes foi induzida com uma tnica
dose de estreptozotocina. E possivel que o estresse constante decorrente do longo tempo de
tratamentos dos animais do presente estudo (~12 semanas) e o nimero de doses subsequentes
de STZ (3 a 5 dias) associado a dieta hiperlipidica no grupo que receberam essa dieta, tenham
estimulado a adaptacdo do musculo esquelético. Desta forma, as proteinas contrateis teriam
sido positivamente reguladas como uma forma de superar este estresse. E relevante pontuar,
que os outros grupo receberam a dieta padrao por todo os experimento (12 semanas) € o grupo
CDD recebeu também doses de SZT e ap6s a diabete instalada permaneceu nesse estado por

3 semanas.

4.2.1.2 Regulacido e homeostase do calcio
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A contracdo muscular ¢ dependente de célcio, isso porque este ion € responsavel por
regular as vias que permitem a intera¢do entre as proteinas contrateis que irdo estimular ou
inibir a contragdo muscular. Desta forma, alteragdes na regulacdo do célcio sdo fundamentais
na integridade desta funcao, além de que ja existem evidéncias de que a regulagdo prejudicada

na homeostase do célcio ¢ um dos sinais na diabetes (ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015).

Tabela 5 - Proteinas identificadas envolvidas na regulagdo do célcio para cada comparacdo. A cor verde

representa proteinas que foram reguladas positivamente, enquanto a cor vermelha indica regulagdo negativa.
DHL X DHL X CDD X
CND CDD CND

GENE ID NOME

ATP2A1 Q8R429 ATPase 1 de célcio do reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico
ATP2A2 055143 ATPase 2 de calcio do reticulo

endoplasmatico/sarcoplasmatico

CASQ1 009165 Calsequestrina-1

CALM3  PODP28 Calmodulina-3

TNNC2  P20801 Troponina C_ musculo esquelético
TNNI2 P13412 Troponina I musculo esquelético rapido

TNNT3  Q9Qz47 Troponina T musculo esquelético rapido
TPM1 P58774 Cadeia beta da tropomiosina

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise protéomica.

A tabela 5 mostra as proteinas envolvidas na regulagdo do célcio que foram
identificadas neste estudo em cada comparagdo. Nas duas primeiras comparagdes (DHL X
CND e DHL X CDD), em acordo com o que foi observado para a fungdo contratil, a maioria
das proteinas reguladoras do calcio foram positivamente reguladas, enquanto no tltimo grupo
(CDD X CND), com excecdo de ATPase 1 de calcio do reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico (Q8R429 — razdo (r ) 1,15) e Troponina C_ musculo
esquelético (P20801 — razao 1,72) que foram super-reguladas, as demais foram negativamente
reguladas. Muitos estudos relatam que a disfuncdo de organelas reguladoras do calcio sdo
observadas em patologias como a diabetes (ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015), ja que a
problemas na regulacdo do célcio foram associados ao comprometimento do metabolismo da
glicose, sendo sugerido que maiores niveis circulantes deste mineral apresentam uma relagao
positiva com a propensao a diabetes mellitus 2 (ZHU et al., 2019). Esses dados indicam a

importancia da presenga da dieta hiperlipidica para gerar alteragcdes condizentes com a DM2,
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uma vez que no grupo que recebeu a dieta padrao (CDD) quando comparado ao controle
(CND) se observa o inverso com reducdo destas proteinas indicando uma possivel redugdo
destes niveis de calcio.

As subnetworks abaixo (Figura 4) foram geradas a partir dos dado que constam nas
tabelas 11 e 12 respectivamente (apéndice B) e mostram a interagdo entre algumas destas

proteinas, e como se relacionam com a contragdo muscular.

Figura 4 - subnetworks representando proteinas envolvidas na regulag@o do calcio mostrando as interagdes entre
as proteinas identificadas que demonstraram diferenga de expressao entre os grupos diabético (DHL) e controle
(CND). O nodo central representa a proteina sugerida pelo software que interage com as proteinas positivamente

reguladas identificadas neste estudo (nodos verdes).

DHL X CND DHL X CDD

Q8R429

Q64518

PO7744 Q5SXA40 QICVED

/ -
/ _~

P13412 055143

Fonte: elaborado pela autora com base nas proteinas identificadas (apéndice B) com auxilio do plug-in

ClusterMaker.

A subnetwork DHL X CND mostra no nodo central a proteina queratina
citoesquelética tipo Il 4 (P07744) sugerida pelo software que aparece interagindo com as
proteinas identificadas neste estudo e foram positivamente reguladas, sendo elas Miosina-1
(Q5SX40 — razao (r ) 1,72), envolvida na contragcdo muscular, Troponina [ (P13412 r=1,54),
Reticulo sarcoplasmatico de calcio ATPase 1 (Q8R429 — r= 1,23). Esta ltima sendo a de
maior relevancia nesta subnetwork, por ser uma proteina responsavel por regular a captagao
de Ca®" no reticulo endoplasmatico, regulando a contragdo muscular, hidrolise de ATP, e
atuando como um indicador de altera¢des mitocondriais, marcador de estresse do reticulo
endoplasmatico e processos apoptdticos (ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015); logo, a
regulagdo positiva desta proteina nestes grupos indica maior captacao do célcio, aumento na

quebra de ATP e consequentemente, regulacdo da atividade muscular.
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Ja com relagdo a subnetwork DHL X CDD, vé-se no centro (nodo branco) a
Miorregulina (Q9CV60, gene Mrln), a qual possui a capacidade de reduzir a afinidade
aparente da ATPase pelo Ca>" de forma a inibir a atividade da ATP2A1 / SERCA1 ATPase
no reticulo sarcoplasmatico. Esta proteina foi sugerida pelo software e interage com outras
duas proteinas identificadas neste estudo, sendo elas ATPase 3 de calcio do reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico (Q64518 — r=2,23) e ATPase 2 de célcio do reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico (055143 — r=2,69). Desta forma, a miorregulina estd
associada a regulacao da atividade do musculo esquelético e pode ser uma boa indicadora da
integridade desta funcao.

Qaisar e colaboradores (2018) relataram que a ativagdo da bomba SERCA no musculo
esquelético € capaz de melhorar o quadro de comprometimento do musculo e reduzir a atrofia
e perda de massa muscular em camundongos sofrendo com estresse oxidativo, prevenindo a
geracdo de ROS, demonstrando a importancia desta proteina nos grupos mencionados (DHL
X CND e DHL X CDD) e reforcando seu papel adaptativo frente condi¢des de estresse; em
contraste, em CDD X CND uma das subunidades desta proteina foi negativamente regulada
sugerindo um prejuizo na funcdo desta proteina. Esta observagdo condiz com as proteinas
referentes a contracdo muscular que também apresentaram regulacdo negativa neste grupo.

Ja existem evidéncias de que a regulagdo prejudicada na homeostase do calcio é um
dos sinais da diabetes (ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015). O reticulo endoplasmatico deve
controlar e regular a liberagdo de cdlcio; quando estes mecanismos falham, as bombas
SERCA auxiliam no processo de adaptacdo celular mediante estresse. Entretanto, frente a
desafios como estresse oxidativo, presenca de acidos graxos saturados e citocinas
inflamatorias, a atividade da SERCA ¢é reduzida, conduzindo ao estresse do RS. Se as
condi¢des ideais ndo forem restauradas, a longo prazo pode ocorrer morte celular,
desencadeando a resisténcia a insulina e a diabetes (GUERRERO-HERNANDEZ et al.,
2014). Neste sentido, a superexpressao das ATPases/SERCA nos grupos DHLX CND e DHL
X CDD pode indicar uma condi¢do de adaptagdo do reticulo endoplasmatico nos animais
diabéticos alimentados com dieta hiperlipidica em relagdo aos animais controle.

Além disso, trés subunidades da proteina troponina foram identificadas neste estudo:
troponina I, troponina C e troponina T; que compdem o complexo troponina, o qual se liga a
tropomiosina e interagem com a actina. O Ca®" ao ligar-se nos receptores localizados em
sitios na troponina C permite que a tropomiosina se liberte de sua posi¢do no complexo e
permita a interagdo actina-miosina, conforme mostra a figura 5 (SWEENEY; HAMMERS,
2018).
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Figura 5 - Mecanismo de contragdo muscular
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Fonte: Elaborado pela autora. Criado com BioRender.com.

E possivel observar a regulagdo negativa de varias destas proteinas em CDD X CND,
indicando também um estresse do reticulo endoplasmatico e da regulacdo de célcio. Esta
comparagdo visa observar os efeitos da estreptozotocina, a qual ja foi atribuida a interrupgao
da homeostase do calcio pelo estresse no RE e leva a apoptose das células pancreaticas (AHN;

AN; JEUNG, 2015).

4.2.2 Metabolismo de carboidratos e metabolismo energético

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenga cronica caracterizada por disturbios
metabolicos da glicose. O musculo esquelético € responsavel por cerca de 80% da eliminagao
de glicose estimulada pela insulina, mostrando sua importancia nesta patologia. A tabela 6
mostra as proteinas que foram identificadas neste estudo referentes ao metabolismo de

carboidratos nos trés grupos e seu estado de expressao.
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Tabela 6 - apresentacdo das proteinas identificadas envolvidas no metabolismo de carboidratos para os

trés grupos comparativos. Verde: proteinas super-reguladas; vermelho: proteinas sub-reguladas.

GENE

ALDOA
ALDOC
ENO2
ENO3
GAPDH
GAPDH

PFKM

PGAM?2
PGK1
PGK2
PKLR

PKM
TPI1

ACTN3
LDHA
LDHC

MDH2
MDHI1
ACO2

GOT1

ID

P05064
P05063
P17183
P21550
P16858

Q64467

P47857

070250
P09411
P09041
P53657
P52480
P17751

088990
P06151
P00342

P08249
P14152
QY9KI0

P05201

Metabolismo de carboidratos

DHLX DHLX CDDX
CND CDD CND

NOME

Aldolase A de frutose-bifosfato
Aldolase C de frutose-bifosfato
Gama-enolase
Beta-enolase
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
especifico para testiculos
6-fosfofrutoquinase dependente de
ATP (muscular)
Fosfoglicerato mutase 2
Fosfoglicerato quinase 1
Fosfoglicerato quinase 2
Piruvato quinase PKLR
Piruvato quinase PKM

Triosefosfato isomerase

Processos metabdlicos do lactato
Alfa-actnina 3

Cadeia A da L-lactato desidrogenase

Cadeia C da L-lactato desidrogenase

Ciclo do acido tricarboxilico (TCA)

Malato desidrogenase mitocondrial
Malato desidrogenase citoplasmatica
Aconitato hidratase mitocondrial
Aspartato aminotransferase

citoplasmatica

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise protedmica.

E possivel observar que o perfil geral mostra a super-regulagdo da maioria das

proteinas das comparacdes DHL X CND e DLH X CDD, enquanto na comparacdo CDD X

CND a maioria das proteinas foram sub-reguladas, conforme observado nas categorias

anteriores. Existe uma relagdo bem estabelecida entre os processos de contragdo muscular e

regulacdo de carboidratos, ja que o musculo esquelético ¢ um dos orgaos responsaveis pela



44

eliminagdo da glicose, além de demandar grandes quantidades de energia (PERIASAMY;
HERRERA; REIS, 2017).

Duas proteinas merecem destaque especial: fosfofrutoquinase e piruvato quinase
(subunidades), que sdo as principais reguladoras da glicolise juntamente com a proteina
hexoquinase, a qual ndo foi identificada. Estas proteinas se mostraram presente nas trés
comparagdes e sofreram alteracdo na expressao, sendo que foram positivamente reguladas nas
duas primeiras comparagdes ¢ negativamente reguladas em CDD X CND, apontando para
uma possivel disfungdo na glicélise neste grupo. Isso pode significar um aumento na
utilizagdo da glicose nas duas primeiras comparagdes como um possivel efeito rebote em
resposta ao excesso de glicose e uma reducdo na sua utilizagdo na terceira comparagdo, em

acordo com a literatura.

Figura 3 - subnetworks representando intera¢do entre proteinas associadas ao metabolismo de

carboidratos.
DHL X CND DHL X CDD CDD X CND
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p < b ) // \\
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PG7310 P06151 P17182 PO7310

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos do software cytoscape 3.9.0

Na subnetwork referente a comparacdo DHL X CND (Figura 6) pode-se observar uma
proteina central 6-fosfogluconolactonase (Q9CQ60) interagindo 8 proteinas (P60710;
P07310; P06151; P16858; P52480; P05064; P17182 e 070250). Ja para DHL X CDD a
proteina central Ubiquitina proteina ISG15 (Q64339) interagiu com 6 proteinas (P06151;
P16858; P52480; P05064; P17751 e P17182), cuja razdo entre os grupos constam

respectivamente nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 - Proteinas identificadas em DHL X CND presentes nas subnetwork (Figura 6) referentes ao

metabolismo de carboidratos e razao entre os grupos. As cores indicam regulagio positiva (verde) ou negativa

(vermelho).
1D NOME RAZAO DHL: CND
P16858 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 1,08
P52480 piruvato quinase 1,13
P60710 Actina 1,60
P07310 Creatina quinase muscular 2,10
P06151 L-lactato desidrogenase cadeia A 1,54
P17182 Alfa-enolase 0,86
P05064 frutose-bifosfato aldolase 0,91
070250 fosfoglicerato mutase 2 0,84

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise dos dados.

Tabela 8 - Proteinas identificadas em DHL X CDD presentes nas subnetwork (Figura 6) referentes ao

metabolismo de carboidratos e razéo entre os grupos. As cores indicam regulagdo positiva (verde) ou negativa

(vermelho).

RAZAO

1D NOME DHL: CDD
P16858 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 1,15
P05064 frutose-bifosfato aldolase A 1,17
P52480 piruvato quinase 1,34
Po06151 L-lactato desidrogenase cadeia A 2,75
P17182 Alfa-enolase 1,16
P17751 Triosefosfato isomerase 1,26

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise dos dados.

A comparagdo CDD X CND tem como proteina central a Caveolina-3 (P51637) que
interagiu com as proteinas negativamente reguladas, Glicogénio fosforilase (QO9WUB3), 6-
fosfofrutoquinase dependente de ATP (P47857), Creatina quinase muscular (P07310) e
piruvato quinase (P52480). Todas as proteinas que constam nas subnetworks estdo envolvidas
com a contragdo muscular e metabolismo de carboidratos (glicolise).

Observam-se algumas proteinas envolvidas na glicogendlise como a glicogénio
fosforilase (QO9WUB3), responsavel pela quebra de glicogénio para liberar energia para a
contragdo muscular, desta forma, esta enzima atua como um marcador da utilizagdo do
glicogénio e em processos relacionados como sinaliza¢do da insulina e glucagon, resisténcia a
insulina (MIGOCKA-PATRZALEK; ELIAS, 2021). Esta proteina observada na subnetwork
CDD X CND foi identificada neste estudo (apéndice B) em DHL X CDD (razdo 1,08), e em
CDD X CND (razdo 0,79) estando ausente em DHL X CND. A regulacdo negativa desta
proteina em CDD X CND indica a inibi¢do da quebra do glicogénio no musculo que ocorre
provavelmente devido a alteragdes no metabolismo da glicose e na sua utilizagdo neste grupo.

Como a estreptozotocina causa a destrui¢ao das células B das ilhotas de Langerhans, ocorre
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uma queda nos niveis de insulina, e consequentemente um aumento da glicogénio fosforilase
(GOTHANDAM et al., 2019).

Algumas proteinas associadas ao metabolismo do lactato sofreram alteragao. O lactato
¢ um dos produtos gerados no metabolismo da glicose, assim como o piruvato - produto final
da glicolise - sendo destinado as mitocondrias como um combustivel para sustentar o fluxo
de carbono do ciclo do acido citrico (metabolismo de carboidratos e energético, Figura 7)
(LIANG et al., 2016). Além disso, um estudo demonstrou que a lactato desidrogenase
estimulou a produg¢ao de ROS nas mitocondrias, comparando-se com a produg¢dao de H,O,
pelo piruvato (YOUNG; OLDFORD; MAILLOUX, 2020). Existem evidéncias de que a
atividade da lactato desidrogenase aumenta em decorréncia do comprometimento da secre¢ao
de insulina, como ¢ o caso da diabetes. Assim, o aumento da atividade da LDH interfere no
metabolismo normal da glicose e na secre¢do de insulina (GOTHANDAM et al., 2019).
Portanto, a regulacdao positiva destes genes (DHL X CND e DHL X CDD) sugere um
aumento do metabolismo da glicose e na produgdo de lactato e piruvato para o metabolismo
oxidativo e geracdo de energia, embora também possa sugerir por outro lado um aumento
consequente na producdo de ROS. Além disso, o lactato frequentemente ¢ produzido no
musculo em resposta a estresse ou dano por exercicio fisico intenso ou em musculo em estado
de hipoxia como uma via alternativa de produgdo de glicose através da gliconeogénese,
(MOTTA, 2011). O aumento da gliconeogénese poderia explicar as alteracdes observadas no
metabolismo da glicose, que foi aumentado nos dois primeiros grupos coincidindo com o

aumento da produgdo de lactato.
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Figura 4 - esquema representando associagdo entre diferentes vias metabolicas (metabolismo de

carboidratos e metabolismo energético).
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Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Hesselink ef al., (2016). Criado com BioRender.com.

Outra via observada se refere ao ciclo do &cido tricarboxilico (CAT). A Malato
desidrogenase mitocondrial (MDH2) realiza a oxida¢do do malato em oxaloacetato na
mitocondria utilizando NAD, que ¢ reduzido a NADH. O MDH2 também desempenha um
papel fundamental no transporte malato-aspartato que opera na coordenagao metabolica entre
o citosol e as mitocOndrias, da qual participa também o aspartato; a aspartato transferase
catalisa a transferéncia reversivel de um grupo amino do aspartato a -cetoglutarato formando
glutamato e oxalacetato, o qual ¢ reduzido a malato na presenca de malato desidrogenase.
Essas reagdes fazem parte do CAT em que ocorre tanto catabolismo quanto anabolismo de
sintese de 4cidos graxos, aminoacidos e gliconeogénese. O CAT se relaciona com a
glicolise/B-oxidagdo e a cadeia de transporte de elétrons (CTE). Em suma, a produgdao de ATP
mitocondrial ¢ acoplada ao CTE enquanto a atividade do ciclo do TCA ¢ dependente da
disponibilidade de oxigénio e ADP (GASTER; NEHLIN; MINET, 2012), o que pode explicar
o status regulatorio destas enzimas (regulacdo positiva em DHL X CND e DHL X CDD e
negativa em CDD X CND) (tabela 6). Além disso, o malato e a aspartato estdo envolvidas no
transporte de NADH para dentro da mitocondria no sistema de langadeira para fosforilagao
oxidativa (MOTTA, 2011) e portanto, um aumento destas proteinas pode indicar um aumento
na producdo energética.

A tabela 9 apresenta as principais proteinas identificadas neste estudo envolvidas no
metabolismo energético, nos processos de fosforilagdo oxidativa e transporte de elétrons para

a cadeia transportadora.
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Tabela 9 - Proteinas envolvidas na cadeia transportadora de elétrons.
Cadeia transportadora de elétrons
DHL X DHLX CDD X

GENE ID NOME
CND CDD CND
Subunidade de ATP sintase alfa_
AtpSfla Q03265
mitocondrial
Subunidade de ATP sintase beta
AtpS5flb  P56480 _ )
mitocondrial
Subunidade ATP sintase O
AtpSpo  Q9DB20
mitocondrial
Atp5flb  P51881 ADP/ATP translocase 2
Slc25a4  P48962 ADP/ATP translocase 1
Akl QIROYS Adenilato quinase isoenzima 1
Nmel P15532 Nucleosideo difosfato quinase A
Nme2 Q01768 Nucleosideo difosfato quinase B
Subunidade 1 do complexo citocromo
Uqerel  Q9CZ13
b-cl _ mitocondrial
Ckm P07310 Creatina quinase tipo M
P62897 Citocromo ¢ somatico DHL DHL
Subunidade do complexo citocromo b-
Cycs QICR68 CND CND
cl Rieske mitocondrial
P00405 Subunidade 2 do citocromo ¢ oxidase DHL DHL

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise protedmica.

A tabela 9 mostra a regulagdo positiva de diversas proteinas produtoras de ATP nas

comparagdes DHL X CND e DHL X CDD, o que estd de acordo com as alteracdes

observadas nas demais categorias, como metabolismo de carboidratos e contracdo muscular;

ja4 na comparacdo CDD X CND estas proteinas estdo sub-reguladas, com exce¢do de duas

isoformas de nucleosideo difosfato quinases; estas proteinas, embora também sejam

produtoras de moléculas energéticas, produzem outros trifosfatos de nucleosideos que nao

sejam ATP.

As mitocondrias sdo os principais reguladores do metabolismo energético celular,

sendo que sua fung¢do principal ¢ a sintese de ATP. Alteracdes da funcionalidade mitocondrial

tém sido associadas a patogénese de alguns disturbios metabodlicos, incluindo obesidade e

diabetes mellitus tipo I (DM2) (BUSIELLO; SAVARESE; LOMBARDI, 2015).
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No musculo esquelético, o desacoplamento mitocondrial diminuido juntamente com a
oxidacdo de 4cidos graxos mitocondriais prejudicada levam ao acimulo de acidos graxos e/ou
seus metabodlitos que, associados ao aumento do estresse oxidativo, sdo cruciais no
desenvolvimento e progressao das patologias metabolicas (PATTI; CORVERA, 2010 ).

Ja estd bem estabelecido que a diabetes acarreta em alteragcdes no funcionamento das
mitocondrias, e na produgdo energética; isso ¢ fundamental sobretudo para o musculo
esquelético, que ¢ um dos principais 6rgaos (juntamente com o figado) responsaveis pela
utilizacao da glicose estimulada por insulina (FREEMAN; PENNINGS, 2021) e um dos
orgdos com maior demanda energética. O metabolismo energético do musculo esquelético ¢
um dos principais determinantes da capacidade aerdbica, e sua regulacdo metabdlica depende
da funcdo mitocondrial, que desempenha um papel fundamental na homeostase energética,
incluindo o metabolismo de nutrientes e produgao de ATP e esta envolvido na resisténcia a
insulina (PUTTI et al., 2016).

Esta categoria apresentou grande relevancia nas trés comparagdes como processo
biossintético de trifosfato de nucleosideos e fosforilagdo de difosfato de nucleosideos, isso
porque a fun¢do primordial das mitocondrias musculares € a geracdo oxidativa de ATP para
suprir a demanda energética que sustenta a atividade contratil adequada das fibras musculares.
Para isso, frente a condi¢des que exigem adaptacdo ou perante deficiéncia de substrato essas
organelas podem recorrer ao metabolismo oxidativo de acidos graxos e glicose. No entanto,
embora a glicose também possa ser usada para gerar ATP, o catabolismo de &cidos graxos
requer fun¢do mitocondrial adequada; portanto, se as mitocondrias funcionais sdo poucas, 0s
acidos graxos podem competir com a glicose pela degradagdao oxidativa (HESSELINK;
SCHRAUWEN-HINDERLING; SCHRAUWEN et al., 2016), o que ¢ interessante de ser
considerado mediante dieta hiperlipidica (grupo DHL).

A cadeia transportadora de elétrons (CTE) ou cadeia respiratdria ¢ a via final do
metabolismo energético responsavel por transportar os elétrons das moléculas reduzidas
geradas durante a oxidacao dos nutrientes, encaminhando-os para a etapa final de fosforilagdo
oxidativa e producdo energética (MOTTA, 2011). O presente estudo identificou algumas
destas proteinas como subunidades de citocromos que sdo responsaveis por transportar os
elétrons ao longo da cadeia transportadora até o aceptor final O,. Esta cadeia est4 associada a
fosforilagdo oxidativa, a quem transfere os elétrons para que ocorra a fosforilagdo de ADP
pelo complexo ATPsintase, formando ATP (MOTTA, 2011; ZHAO et al., 2019).

As ATP sintases sdo enzimas presentes na membrana mitocondrial responsaveis pela

producao de ATP a partir de ADP na cadeia respiratoria (UNIPROT, 2021); logo alteragdes
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na regulacdo destas enzimas indicam um aumento na sintese de ATP (DHL X CND e DHL X
CDD) ou reducdao (CDD X CND), apontando para possiveis distirbios energéticos nestes
grupos; além disso, a producdo aumentada de ATP nos grupos com dieta hiperlipidica pode

ocorrer devido a maior disponibilidade de 4cidos graxos para a B-oxidacao nestes grupos.

4.2.3 Analise de estresse oxidativo

Conforme abordado, as disfun¢gdes mitocondriais levam a alteragdes no metabolismo
energético, € consequentemente a geracdo de espécies reativas de oxigénio que t€m a
capacidade de causar danos oxidativos e interferir nos processos metabolicos normais. Estas
espécies sdo muito associadas a patologias em decorréncia do estresse oxidativo. A tabela 10

mostra as proteinas envolvidas neste processo identificadas no presente estudo.

Tabela 10 - Proteinas referentes aos processos metabdlicos do perdxido de hidrogénio.

Processos metabolicos do peroxido de hidrogénio
DHL X DHL X CDD X
CND CDD CND

Gene ID NOME

Hbb-b2 P02089  Subunidade beta-2 da hemoglobina

Subunidade de hemoglobina
Hbb-y P02104
épsilon-Y?2

hbb-bl P02088  Subunidade beta-1 da hemoglobina

hba P01942 Subunidade alfa da hemoglobina

Homologo da proteina 7 da doenga
Park7 Q99LX0 CDD

de Parkinson

Prdx1 P35700 Peroxirredoxina-1 CDD CDD
Sodl P08228 Superoxido dismutase [Cu-Zn] DHL DHL
Cycs P62897 Citocromo ¢ somatico DHL DHL

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise protedmica.

O peroxido de hidrogénio (H,0,) ¢ um subproduto téxico formado como resultado de
processos metabolicos normais, como desintoxicagdo do organismo pela conversdo de

superoxido por superdxidos dismutases. O H,O, apresenta maior estabilidade do que o anion
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superoxido, uma espécie reativa de oxigénio (ROS) altamente tdxica; entretanto, possui
atividade oxidante e ¢ facilmente difundido pelas membranas plasmaticas (GUO et al., 2014;).

O peréxido de hidrogénio, no entanto, também participa de processos importantes
como regulacdo de processos biologicos, cicatrizagdo, defesa imunoldgica contra
microorganismos e proliferacdo de células-tronco. Porém, em concentragdes muito elevadas
torna-se altamente toxico, estando associado a patologias como cancer, doencas
neurodegenerativas, envelhecimento e diabetes (GUO et al., 2014).

E possivel observar na tabela apresentada varias subunidades de hemoglobina que
foram positivamente reguladas nesta comparagdo, associadas ao metabolismo de perdxido de
hidrogénio; isso porque existem evidéncias de que além de sua funcdo de transportar oxigénio
esta proteina atua também como um importante antioxidante eliminando ROS, desta forma,
esta proteina pode indicar estresse oxidativo (LIM ef al., 2019). E interessante observar que
na compara¢gdo CDD X CND nao consta nenhuma destas subunidades, isso pode ter ocorrido
em decorréncia a menor exposi¢ao a estressores neste grupo (auséncia de dieta hiperlipidica);
ainda, coincide com a diminui¢do do metabolismo energético encontrada neste grupo. J4 em
DHL X CDD a categoria processos metabolicos do perdxido de hidrogénio obteve 6,9% de
genes associados, que apresentou as maiores alteracdes de metabolismo energético, o que
pode estar associado a presenga de dois grupos diabéticos.

Algumas proteinas merecem destaque, como a superdxido dismutase que se mostrou
presente exclusivamente no grupo DHL. A superoxido dismutase catalisa a dismutagdo de
anions superoxido em perdxido de hidrogénio (H,0,), o qual apresenta menor citotoxicidade,
mas ¢ posteriormente neutralizado em agua por meio de reacdes enzimaticas por catalase
(CAT) ou glutationa peroxidase (GPX) (YAN; SPAULDING, 2020). Isso pode ocorrer
devido ao fato de que, embora o metabolismo normal das mitocondrias gere espécies reativas
de oxigénio, essa producdo ¢ aumentada quando esta organela apresenta disfuncdes
(DOHERTY; OAKS; PERL, 2014). O fato de se apresentar unicamente no grupo DHL - que
foi alimentado com dieta hiperlipidica - concorda com as evidéncias de que os lipidios
intramusculares resultantes do acimulo ectopico de lipidios no musculo induzem disfungdes
mitocondriais que interferem na realizagcdo adequada da B-oxidagao, estimulando a produgado

de ROS, além de resisténcia a insulina (KALINKOVICH; LIVSHITS, 2017).

Tabela 11 - Proteinas referentes ao sistema antioxidante.
Sistema Antioxidante

GENE ID NOME DHL X DHL X CDD X
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CND CDD CND
Ca3 P16015 Anidrase carbonica 3
Calml PODP26 Calmodulina-1
Calm3 PODP28 Calmodulina-3

Proteina de canal seletivo de anion
Vdacl Q60932
dependente de voltagem 1

Proteina cognata de choque
Hspa8 P63017
térmico de 71 kDa
Gstp2 P46425 Glutationa S-transferase P 2

Gstpl P19157 Glutationa S-transferase P 1

Proteina 2 de 70 kDa relacionada

Hspa2 P17156 ) DHL CND
ao choque térmico
Sodl P08228 Superdxido dismutase [Cu-Zn] DHL DHL
Prdx1 P35700 Peroxirredoxina-1 CDD CDD

Fonte: elaborado pela autora segundo dados obtidos da analise protedmica.

A tabela 11 apresenta as proteinas referentes ao sistema oxidante identificadas neste
estudo. Estas proteinas sdo de extrema importancia, pois a fungdo antioxidante é responsavel
pela prote¢do contra o estresse oxidativos gerados pela producdo de ROS. A diferenga entre
os grupos na expressdo de antioxidantes ¢ clara, com uma predominancia maior na
comparagdo DHL X CND que difere drasticamente da CDD X CND, onde ¢ observada
apenas expressao de proteinas exclusivas. Todas as proteinas que constam nesta tabela sdao de
extrema importancia, e por isso serdo discutidas a seguir.

A anidrase carbonica (AC) ¢ uma enzima antioxidante chave comumente encontra no
musculo esquelético que realiza a hidratacdo do CO,, sendo essencial para a regulagdao do pH
intracelular; por esse motivo pode ser considerada um bom marcador de dano muscular
(DOWLING; et al., 2021), além de estar envolvido na fadiga muscular (SHAIKH et al.,
2020). Esta enzima foi positivamente regulada nas comparagdes DHL X CND e DHL X
CDD, mas ausente em CDD X CND, o que fornece um indicativo de que estes grupos estdo
sob maior estresse oxidativo por acdo de ROS, o que estimulou a superexpressdo deste
antioxidante. Esta observacdo € coerente, uma vez que nos dois primeiros grupos os animais
receberam dieta hiperlipidica, enquanto no ultimo os animais receberam dieta normocaldrica.

A calmodulina também apareceu nesta tabela; além da sua fun¢do na homeostase do
calcio fundamental para a contragdo muscular essa proteina também pode atuar como

antioxidante por meio do acoplamento excitagdo-transcricdo que medeia a sinalizagdo em
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caso de danos musculares ou morte celular por meio de alteragcdes na regulacdo do célcio
podendo estimular vias miogénicas e de reparo e resposta inflamatoria (HU et al., 2019).
Assim, seu aumento notavel de expressao nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica esta
de acordo com as hipoteses de adaptacao: DHL X CDD (PODP28 , razdo 4,95) e DHL X CND
(PODP28 razao 5,10 e PODP26 razao 5,47).

A VDACI ¢ uma proteina localizada na mitocondria que estd envolvida em processos
apoptoticos, regulacdo do célcio e resposta ao estresse oxidativo, além de interagir com uma
grande diversidade de proteinas. Além disso, sua superexpressao na DM2 ¢ associada a morte
celular (SHOSHAN-BARMATZ; MALDONADO; KRELIN, 2017). Essa proteina se
apresentou apenas em DHL X CND, onde foi negativamente regulada, sugerindo um papel
protetor no grupo DHL quando comparado ao grupo controle ndo diabético.

Foram identificadas também duas subunidades de proteinas de choque térmico (Heat
shock proteins); que sdo de extrema importancia, ja que sdo expressas em resposta a estimulos
potencialmente estressores. A HSP70 é comumente expressa no musculo esquelético em
resposta a lesdes, portanto pode atuar como um marcador de integridade muscular, uma vez
que quando negativamente regulada indica possivel atrofia muscular (SENF, 2013), sendo
também envolvidas na regulacao da glicose em resposta a insulina.

Muitas destas proteinas se apresentaram exclusivamente no grupo DHL; isso coincide
com observacgdes feitas anteriormente para este grupo, que demonstrou um perfil marcado por
importantes marcadores de estresse oxidativo como a superdxido dismutase, proteinas de

choque e glutationas transferase.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou trés categorias que sofreram maiores alteracdes: contragao
muscular, metabolismo energético e metabolismo de carboidratos. Estes trés processos estdo
intimamente relacionados, uma vez que compartilham algumas vias. Ainda, ¢ bem
estabelecido que a diabetes estd associada a disfungdes motoras como distrofia muscular,
neste aspecto as comparagdoes DHL X CND e DHL X CDD indicaram dados controversos.
Isso se deve ao fato de que nestas duas comparagdes o grupo diabético alimentado com dieta
hiperlipidica estava presente, e provavelmente o excesso de estressores neste grupo pode ter
ativado mecanismos compensatorios ou de adaptagdo. O grupo CDD X CND demonstrou
regulagdo negativa destas mesmas vias. Contudo as outras alteragdes encontradas no
metabolismo energético e de carboidratos estdo condizentes com a literatura para a DM2,
ratificando assim o modelo experimental com a utilizagdo em conjunto da dieta hiperlipidica e
STZ. Em adicdo uma proteina sugerida nas trés comparagdes indica um potencial marcador
de distrofia (F-box proteina 32), que interagiu com diversas proteinas contrateis do musculo.

Estas observacdes possuem um potencial cientifico para indicar possiveis mecanismos
envolvidos na patologia da diabetes sob diferentes condigdes e como afetam o perfil
protedmico dos portadores, abrindo portas para que futuros estudos possam investigar estes

mecanismos por meio de estudos complementares que visem explorar estas observagoes.
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APENDICE A — Tabelas originais das proteinas com diferenca de expressio

As tabelas a seguir apresentam todas as proteinas referentes as respectivas
comparagdes que mostraram diferenca na expressdo. “Ratio” indica a razdo desta proteina
entre os grupos apresentados, e “score” indica o nimero de identificagdo atribuido as
proteinas de acordo com o tamanho do peptideo obtido na espectrometria de massas.
Proteinas cujo ratio seja maior ou igual a 1 tiveram sua expressao aumentada, € o oposto ¢
observado para ratio menores que 1; desta forma, estes valores indicam a taxa de alteragdo na

expressao destas proteinas.

Tabela 12 - Proteinas identificadas na comparagdo CDD X CND com diferenca de expresséo.

ID NOME Score  CDD:CND_Ratio
Q9JKS4  LIM domain-binding protein 3 578,43 1,32
Q99LX0  Parkinson disease protein 7 homolog 1007,96 1,48
Q8R429  Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1~ 2837,87 1,15
Q01768 Nucleoside diphosphate kinase B 178,59 1,86
P63260 Actin_ cytoplasmic 2 17992,2 1,13
P20801 Troponin C_ skeletal muscle 1776,75 1,72
P17183 Gamma-enolase 1199,48 1,55
P09041 Phosphoglycerate kinase 2 983,12 1,60
P15532 Nucleoside diphosphate kinase A 178,59 1,80
P52480 Pyruvate kinase PKM 8234,2 0,94
P17751 Triosephosphate isomerase 4035,95 0,90
P00342 L-lactate dehydrogenase C chain 567,47 0,76
Q8VDD5 Myosin-9 218,67 0,65
P57780 Alpha-actinin-4 171,15 0,70
P08249 Malate dehydrogenase mitochondrial 1592,5 0,88
Q8CI94 Glycogen phosphorylase brain form 146,39 0,82
Q61315 Adenomatous polyposis coli protein 96,34 0,43
Q9WUB3  Glycogen phosphorylase  muscle form 2199.3 0,79
QI9R0OYS5  Adenylate kinase isoenzyme 1 5937,85 0,72
Q9QZ47  Troponin T fast skeletal muscle 2955,5 0,80
Q9DOF9  Phosphoglucomutase-1 195,74 0,75
Q99KI0  Aconitate hydratase mitochondrial 861,06 0,73

Q917283  Myosin-7 5493,25 0,86
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ID NOME Score  CDD:CND_Ratio
QI91VP7  Transmembrane protein 101 233,29 0,48
Q8CI51 PDZ and LIM domain protein 5 226,55 0,57
Q8BFZ3  Beta-actin-like protein 2 7569,23 0,90
Q7TQ48  Sarcalumenin 198,73 0,79
Q6RT24  Centromere-associated protein E 117,74 0,80
Q64518 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 128,41 0,84
Q64467 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase _ testis- 404,35 0,41
specific
Q60605 Myosin light polypeptide 6 1740,96 0,46
Q5XKEO Myosin-binding protein C_ fast-type 1272,26 0,90
Q5SX40  Myosin-1 8348,05 0,70
Q5SX39  Myosin-4 11235,51 0,71
Q03265 ATP synthase subunit alpha mitochondrial 824,28 0,85
Q02566  Myosin-6 5447,02 0,71
P97457 Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle 9762,86 0,52
P68134 Actin_ alpha skeletal muscle 56005,29 0,90
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 43264,05 0,89
P63268 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 43264,05 0,90
P62737 Actin_ aortic smooth muscle 43264,05 0,88
P62631 Elongation factor 1-alpha 2 282,41 0,79
P60710 Actin_ cytoplasmic 1 17992,2 0,90
P58774 Tropomyosin beta chain 2550,42 0,79
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain 6398,97 0,77
P53657 Pyruvate kinase PKLR 712,76 0,65
P47857 ATP-dependent 6-phosphofructokinase muscle type 225,57 0,79
P31001 Desmin 106,89 0,54
P21550 Beta-enolase 3115,39 0,78
P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 1394,06 0,58
P17182 Alpha-enolase 1391,99 0,88
P14152 Malate dehydrogenase cytoplasmic 295,54 0,77
P13542 Myosin-8 9026,93 0,72
P13541 Myosin-3 4427,99 0,72
P13412 Troponin I fast skeletal muscle 1666,13 0,71
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 77,49 0,79
P07310 Creatine kinase M-type 13905,81 0,79
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ID NOME Score  CDD:CND_Ratio
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 1700,93 0,81
P05977 Myosin light chain 1/3__ skeletal muscle isoform 2 5936,73 0,68
P05201 Aspartate aminotransferase cytoplasmic 66,41 0,58
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 8557,34 0,80
P01942 Hemoglobin subunit alpha 4990,5 0,53
088990  Alpha-actinin-3 961,52 0,81
070250 Phosphoglycerate mutase 2 1494,66 0,87
055143 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 1318,63 0,81
009165 Calsequestrin-1 1251,74 0,55
A2AQPO0  Myosin-7B 2767,19 0,90
A2AL36  Centriolin 116,74 0,32
Fonte: elaborada pela autora segundo analise estatistica.
Tabela 13 - Proteinas identificadas na comparacdo DHL X CND com diferenga de expressao.

ID NOME Score  DHL:CND_Ratio
Q9Qz47  Troponin T fast skeletal muscle 2955,5 1,79
Q9JKS4  LIM domain-binding protein 3 578,43 1,27
Q99KI0 Aconitate hydratase mitochondrial 861,06 1,31
Q91783  Myosin-7 5493,25 1,42
Q8R429  Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1~ 2837,87 1,23
Q8BI22 Centrosomal protein of 128 kDa 186,25 2,56
Q8BFZ3  Beta-actin-like protein 2 7569,23 1,62
Q64518 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 128,41 1,86
Q64467 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase testis 404,35 1,42
Q5XKEO Myosin-binding protein C_ fast-type 1272,26 1,17
Q5SX40  Myosin-1 8348,05 1,72
Q5SX39  Myosin-4 11235,51 1,67
Q03265 ATP synthase subunit alpha mitochondrial 824,28 1,58
Q02566 Myosin-6 5447,02 1,52
P97457 Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle 9762,86 1,26
P68134 Actin_ alpha skeletal muscle 56005,29 1,55
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 43264,05 1,57
P63268 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 43264,05 1,55
P62737 Actin_ aortic smooth muscle 43264,05 1,55
P60710 Actin_ cytoplasmic 1 179922 1,60
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ID NOME Score DHL:CND_Ratio
P58774 Tropomyosin beta chain 2550,42 1,22
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain 6398,97 1,35
P56480 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 931,21 1,52
P53657 Pyruvate kinase PKLR 712,76 2,39
P31001 Desmin 106,89 1,82
P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 1394,06 2,23
P20801 Troponin C _ skeletal muscle 1776,75 1,70
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 10545,41 1,08
P16015 Carbonic anhydrase 3 679,26 1,82
P13542 Myosin-8 9026,93 1,62
P13541 Myosin-3 4427,99 2,97
P13412 Troponin I fast skeletal muscle 1666,13 1,54
PODP28  Calmodulin-3 249,16 5,10
PODP27  Calmodulin-2 249,16 5,31
PODP26 Calmodulin-1 249,16 5,47
P09542 Myosin light chain 3 468,61 1,46
P09411 Phosphoglycerate kinase 1 1121,63 1,43
P09041 Phosphoglycerate kinase 2 983,12 1,62
P07724 Albumin 172,97 2,32
P07310 Creatine kinase M-type 13905,81 2,10
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 1700,93 1,54
P05977 Myosin light chain 1/3 _ skeletal muscle isoform 5936,73 1,20
P02089 Hemoglobin subunit beta-2 2010,77 1,25
P02088 Hemoglobin subunit beta-1 2874,41 1,21
055143 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase2  1318,63 1,75
E9Q9R9  Disks large homolog 5 132,5 5,58
A2AQPO  Myosin-7B 2767,19 2,36
A2AL36  Centriolin 116,74 1,39
Q01768 Nucleoside diphosphate kinase B 178,59 3,74
P70402 Myosin-binding protein H 155,6 1,77
P47857 ATP-dependent 6-phosphofructokinase muscle type 225,57 1,20
P15532 Nucleoside diphosphate kinase A 178,59 3,71
P02104 Hemoglobin subunit epsilon-Y?2 2010,77 1,22
Q9JK37  Myozenin-1 700,26 1,19
QI9DOF9  Phosphoglucomutase-1 195,74 1,14
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ID NOME Score DHL:CND_Ratio
Q8CIJF7 Protein ELYS 97,24 1,48
P52480 Pyruvate kinase PKM 8234,2 1,13
P08249 Malate dehydrogenase mitochondrial 1592,5 1,28
Q9CZU6  Citrate synthase mitochondrial 160,41 1,42
Q6PHN1  Coiled-coil domain-containing protein 57 98,41 1,42
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 73,36 1,23
P58854 Gamma-tubulin complex component 3 256,08 0,33
P46425 Glutathione S-transferase P 2 194,07 0,63
P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 431,63 0,84
Q6URW6  Myosin-14 201,99 0,77
P19157 Glutathione S-transferase P 1 194,07 0,53
G3UZ78  Androglobin 160,66 0,66
Q7TPR4  Alpha-actinin-1 171,15 0,64
P00342 L-lactate dehydrogenase C chain 567,47 0,79
Q9WUB3 Glycogen phosphorylase muscle form 2199,3 0,89
Q60932 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 109,72 0,48
P17182 Alpha-enolase 1391,99 0,86
008638 Myosin-11 201,62 0,30
Q9DB20  ATP synthase subunit O mitochondrial 669,64 0,14
Q91VWS5  Golgin subfamily A member 4 241,04 0,16
Q61879 Myosin-10 221,14 0,24
Q60952 Centrosome-associated protein CEP250 115,02 0,15
P21550 Beta-enolase 3115,39 0,88
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 8557,34 0,91
088990 Alpha-actinin-3 961,52 0,84
070250 Phosphoglycerate mutase 2 1494,66 0,84
Fonte: elaborado pela autora segundo analise estatistica.
Tabela 14 - Proteinas identificadas na comparagdo DHL X CDD com diferenga de expressao.

ID NOME Score  DHL:CDD_Ratio
Q9WUB3 Glycogen phosphorylase muscle form 3105,71 1,08
QI9R0OYS  Adenylate kinase isoenzyme 1 928,34 1,95
Q9Qz47  Troponin T fast skeletal muscle 634,36 2,39
Q9JKS4  LIM domain-binding protein 3 595,9 1,28
Q9JK37 Myozenin-1 473,59 1,28
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Q9JI91 Alpha-actinin-2 509,69 1,25
Q9DBJ1  Phosphoglycerate mutase 1 139,46 1,88
Q9DOF9  Phosphoglucomutase-1 281,49 1,38
Q9CZU6  Citrate synthase mitochondrial 202,9 1,99
Q99KI0 Aconitate hydratase mitochondrial 334,13 1,38
Q91783  Myosin-7 4587,49 2,12
Q8KOLO  Ankyrin repeat and SOCS box protein 2 107,02 1,92
Q8BFZ3  Beta-actin-like protein 2 18567,97 1,38
Q7TQ48  Sarcalumenin 186,85 1,42
Q6P8J7 Creatine kinase S-type mitochondrial 37,97 3,35
Q64518 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 169,01 2,23
Q64467 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase testis 193,13 3,22
Q62234 Myomesin-1 348,03 1,82
Q60605 Myosin light polypeptide 6 3578,19 2,61
Q5XKEO Myosin-binding protein C _fast-type 1436,38 1,63
Q5SX40  Myosin-1 13797,46 2,20
Q5SX39  Myosin-4 18704,88 2,18
Q3V132  ADP/ATP translocase 4 267,83 2,01
Q03265 ATP synthase subunit alpha mitochondrial 480,66 1,63
Q02566 Myosin-6 4468,68 1,82
P97457 Myosin regulatory light chain 2 skeletal muscle 6728,81 1,35
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 92317,78 1,15
P63268 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 90945,33 1,16
P63260 Actin_ cytoplasmic 2 68627,73 1,28
P62806 Histone H4 120,21 3,06
P62737 Actin_ aortic smooth muscle 91276,4 1,16
P62631 Elongation factor 1-alpha 2 161,1 1,48
P60710 Actin_ cytoplasmic 1 68627,73 1,07
P58774 Tropomyosin beta chain 6904,69 2,12
P58771 Tropomyosin alpha-1 chain 7435,92 2,05
P56480 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 2405,68 1,45
P52480 Pyruvate kinase PKM 8693,66 1,34
P51881 ADP/ATP translocase 2 340,07 2,44
P48962 ADP/ATP translocase 1 420,87 1,97
P47857 ATP-dependent 6-phosphofructokinase muscle type 131,03 1,42
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P30275 Creatine kinase U-type  mitochondrial 276,68 3,35
P21550 Beta-enolase 7553,81 1,16
P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 216,78 3,29
P17751 Triosephosphate isomerase 6445,99 1,26
P17183 Gamma-enolase 669,78 1,73
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 16330,98 1,15
P16015 Carbonic anhydrase 3 171,85 2,77
P14152 Malate dehydrogenase cytoplasmic 229,57 1,36
P13542 Myosin-8 10114,73 2,12
P13541 Myosin-3 3096,79 2,36
PODP28  Calmodulin-3 297,58 4,95
P09542 Myosin light chain 3 3784,81 2,03
P09411 Phosphoglycerate kinase 1 3724,52 1,40
P09041 Phosphoglycerate kinase 2 4 2802,03 1,43
P08249 Malate dehydrogenase mitochondrial 775,12 1,30
P07724 Albumin 55,93 3,19
P07310 Creatine kinase M-type 8428,7 1,97
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 1412,45 2,75
P05977 Myosin light chain 1/3_ skeletal muscle isoform 28346,98 1,84
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 13611,37 1,17
P02104 Hemoglobin subunit epsilon-Y2 1896,08 1,36
P02089 Hemoglobin subunit beta-2 1896,08 1,34
P02088 Hemoglobin subunit beta-1 2303,85 1,36
P01942 Hemoglobin subunit alpha 2173,73 1,79
P00342 L-lactate dehydrogenase C chain 326,01 2,16
088990 Alpha-actinin-3 1514,39 1,11
070250 Phosphoglycerate mutase 2 2248,77 1,72
055143 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase2  1056,54 2,69
009165 Calsequestrin-1 1011,2 2,59
E9QI1T9  Exportin-2 185,22 2,08
D3Z618 Tropomyosin alpha-3 chain 168,7 3,25
B8JIBI PDZ and LIM domain protein 7 (Fragment) 402,15 2,44
A2AQPO  Myosin-7B 1568,52 2,51
A2AIM4  Tropomyosin beta chain 6904,69 1,22
QY9ERK4  Exportin-2 186,24 2,20
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Q9CZ13  Cytochrome b-cl complex subunit 1 mitochondrial 86,92 2,12
Q6PHC1  Alpha-enolase 4639,03 1,19
P57724 Poly(rC)-binding protein 4 264,08 11,82
Q01768 Nucleoside diphosphate kinase B 195,97 1,99
P15532 Nucleoside diphosphate kinase A 111,75 2,03
P05201 Aspartate aminotransferase cytoplasmic 316,34 1,31
P68134 Actin_ alpha skeletal muscle 94650,54 1,04
A2AL36  Centriolin 247.8 5,21
P17182 Alpha-enolase 4973,46 1,16
Q3TJD7  PDZ and LIM domain protein 7 887,43 0,79
ZAYKE7  Troponin T _fast skeletal muscle 634,36 0,79
ZAYJUO  Troponin T fast skeletal muscle 634,36 0,79
Q922]3 CAP-Gly domain-containing linker protein 1 99,54 0,37
Q91W40  Kinesin light chain 3 179,43 0,01
Q8VDDS5 Myosin-9 235,02 0,24
Q8BSH3  Tropomyosin alpha-1 chain 6452,13 0,88
Q61879 Myosin-10 241,17 0,43
Q5SV64  Myosin-10 231,86 0,38
Q3UH59  Myosin-10 231,86 0,42
PODP27 Calmodulin-2 297,58 0,27
PODP26 Calmodulin-1 297,58 0,21
P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C 527,33 0,75
008638 Myosin-11 227,72 0,42

Fonte: elaborado pela autora segundo analise estatistica.
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