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RESUMO
Em trabalho prévio realizado pelo nosso grupo foi observado que o fluoreto (F) pode
provocar alteragcdes na expressdo de varias proteinas hepaticas. Relatos na
literatura sugerem que as alteragOes causadas pelo F no organismo sdo dose e
tempo-dependentes. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da
administracédo de diferentes concentracfes de F, do tempo de exposicdo a este ion e
da exposicdo concomitante a uma dieta hipercal6rica no metabolismo de lipidios e
expressao de proteinas hepaticas em ratos. O trabalho foi realizado em 2 etapas. Na
primeira, foram utilizados 72 ratos Wistar machos com 21 dias, que foram divididos
em 2 grupos (n=36) de acordo com o tipo de dieta (AIN-93M ou Presence), entédo
subdividido em 2 grupos (n=18) de acordo com o tempo de tratamento (20 ou 60
dias). Cada grupo foi dividido em 3 subgrupos (n=6), de acordo com a dose de
fluoreto a ser administrada através da agua de beber, a saber: 0 mg/L, 15 mg/L ou
50 mg/L. Decorridos os periodos experimentais o figado e o sangue foram
coletados. Foi realizada a analise de F no plasma e tecido hepatico. Parte do figado
foi fixado para a confeccdo das laminas para analise histologica. No plasma foi
realizada a andlise de perfil lipidico e no figado, de triglicerideos. Foi avaliada a
expressdo das proteinas hepaticas por Western Blotting. Na segunda etapa foi
realizada apenas com a racdo presence com 0S mMesmos grupos experimentais da
primeira etapa. Ao final do periodo experimental, o figado e o plasma foram
coletados. A concentracdo de F no plasma e no figado foram analisada. Foi
realizada a extracdo de proteinas e preparacdo das proteinas do figado para
espectrometria de massa, sendo entdo sequenciadas e identificadas. A analise das
concentracdes de F indicaram um aumento dose-resposta no plasma, independente
do periodo administrado ou tipo de dieta. Ja as concentracdes de F no figado foram
maiores nos grupos que receberam 50 mg/L de F em relagdo ao controle. A
administracéo de F alterou o perfil lipidico, com uma redugdo no TGA no plasma e
aumento do HDL. As inclusdes lipidicas no figado foram reduzidas no grupo que
recebeu 50 ppm F por 20 dias em conjunto com a dieta hipercaldrica. A expressao
da GRP78, ERP29, SOD2 e Apo-E foram alteradas pelo F, sob influéncia do tempo
e dieta administrada. Para os grupos que receberam a concentragao de 50 ppm F foi
observado um aumento na concentracdo de proteinas relacionadas a a defesa

contra o estresse oxidativo e do RE. Para o grupo que recebeu a concentracédo de



15 ppm F houve alteracdes estruturais, mitocondriais e relacionadas a proliferacao,
verificando-se um efeito depende do tempo. Desta forma, podemos concluir que o
figado possui um mecanismo de adaptacdo a acdo do F e que 0 mesmo parece
estar relacionado ao acionamento de proteinas referentes a homeostasia e contra o

estresse oxidativo e do RE provocado por este ion.

Palavras-chave: Fluoreto. perfil lipidico . analise proteémica. figado. western blot.



ABSTRACT

In a previous study conducted by our group, it was noticed that fluoride (F) can induce
changes in the expression of several liver proteins. Reports in the literature suggest
that the changes caused by F in the body are dose- and time-dependent. The
objective of this study was to analyze the effect of different F concentrations, exposure
time to this ion and concomitant exposure to a high calorie diet in the metabolism of
lipids and protein expression in the liver of rats. The study was divided into 2 steps.
The first step included 72 21-day-old male Wistar rats that were divided into 2 groups
(n=36) according to the diet administered (AIN-93M and Presence). Each group was
further divided according to the duration of the treatment (20 or 60 days). In addition,
each these was divided into 3 subgroups (n=6), according to the concentration of F
administrated in the drinking water, as follows: 0 mg/L (control), 15 mg/L or 50 mg/L.
After the experimental period, the animals were anesthetized and the liver and blood
were collected. F analysis in plasma and liver tissue was done. Part of the liver was
fixed for histological analysis. Lipids were analyzed in plasma and triglycerides were
analyzed in the liver. Expressions of proteins were evaluated in the liver by Western
blotting. In the second step the only Presence diet were use and the groups
experimental the same as previously described. At the end of experimental period,
liver and plasma were collected. F concentration in plasma and liver were analyzed.
Liver proteins were extracted and prepared for mass spectrometry analysis. Proteins
were sequenced and identified. The analysis of F concentrations indicated a dose-
response increase in plasma, regardless the time of exposure to F and type of diet. F
concentrations in the liver were higher in the groups receiving 50 ppm F in respect to
control. Administration of F altered the lipid profile, with a reduction in TGA in plasma
and increase in HDL when the hypercaloric diet was used. The expression of GRP78,
ERP29 and SOD2 and Apo-E was altered by F, under the influence of time and type of
diet administered. For the groups receiving 50 mgF/L, it was observed an increase in
the concentration of proteins related to the defense against oxidative stress and ER
stress. For the group that received the concentration of 15 mgF/L, changes in
structural proteins, mitochondrial proteins and proteins related to cell proliferation were
observed, depending on the time of administration. The results suggest an adaptive

mechanism of liver upon exposure to F, which seems to be related to the activation of



proteins related to maintenance of homeostasis and that fight against oxidative stress

and ER stress caused by this ion.

Keywords: Fluoride. Lipid profile. Proteomic analysis. Liver. Western blot.
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ou 60 dias). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas entre
os tempos de tratamento e concentracbes de F, respectivamente (ANOVA a 3
critérios e teste de Tukey, P<0,05). NT6.......uiiiieiiiit it 91

Figura 13 — Peso corporal médio (g) de ratos tratados com agua contendo diferentes
concentracbes de F por 2 periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de tratamento (ANOVA a 3
critérios e teste de Tukey, P<0,05). NZ6.......ueveiiiiiiiiiiiiie e e 94

Figura 14 — Peso médio (g) do figado dos de ratos tratados com &gua contendo
diferentes concentracdes de F, por 2 periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de tratamento
(ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). N=6.......cccovumiriiriiiiiiiiieiiee e 95

Figura 15 — Razdo média entre peso corporal e peso do figado de ratos tratados
com agua contendo diferentes concentragcdes de F, por 2 periodos (20 ou 60 dias).
Letras distintas indicam diferengcas estatisticamente significativas (ANOVA a 3
critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6. Barras indicam DP.............cccccvvvvvmvnnnnennn. 96

Figura 16 — Expressdo das proteinas GRP78, APO-E, SOD2 e ERP29 e da
constitutiva B-tubulina em amostras individuais dos animais de cada grupo (n=6) e
analise de densitometria. A) Expressdo das proteinas em figado de ratos no grupo
AIN-93M tratados por 20 dias; B) Expressdo das proteinas em figado de ratos no
grupo Presence tratados por 20 dias; C) Expresséo das proteinas em figado de ratos
no grupo AIN-93M tratados por 60 dias. D) Expressao das proteinas em figado de
ratos no grupo Presence tratados por 60 dias. A Densitrometria foi analisada
utilizando o software Image Studio Lite, o qual gera um valor referente a soma das
intensidades de pixel individuais (n=6). Barras verticais representam desvio padréo.
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Figura 17- Expressao da SREBP em amostra individuais e da constitutiva a-tubulina
ou B-tubulina dos animais de cada grupo (n=6) e a analise de densitometria. A)
Expressdo da SREBP em figado de ratos no grupo AIN 93M tratados por 20 dias e
por 60 dias B) Expressdo da SREBP em figado de ratos no grupo AIN 93M tratados
por 20 dias e 60 dias. A Densitrometria foi analisada utilizando o software Image



Studio Lite, o qual gera um valor referente a soma das intensidades de pixel
individuais (n=6). Barras verticais representam desvio padrdo. n=6................... 101

Figura 18: Esquema indicando um mecanismo para alteracdo no metabolismo de
lipidio provocado pelo fluoreto e influenciado pelo tipo de dieta. A- O Fluoreto (F™Y)
provoca o aumento do estresse oxidativo gerando o aumento da GRP78 que por
sua vez inibe a SREBP que deixa de ativar a via de formacéo do triglicerideos (TG).
B- O F! em conjunto com uma dieta hipercalérica aumenta o estresse oxidativo e
leva ao aumento da GRP78 porém nao altera a SREBP, no entanto o F* reduz a
Apo-E e consequentemente o transporte de precursores para formacao do colesterol

Figura 19 - Concentragcdo média de fluoreto nas amostras de plasma (ug/mL) de
ratos tratados com &agua contendo diferentes concentracdes de fluoreto, por 2
periodos (20 ou 60 dias). Barras verticais representam desvio padrdo. Letras
distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (ANOVA a 2 critérios e
teste de Tukey, P<0,05). NT6.....ccoiiiiiiiii et eer e 107

Figura 20 - Concentracdo média de Fluoreto nas amostras de figado (ug/g de tecido
hepatico) de ratos tratados com agua contendo diferentes concentracbes de
fluoreto, por 2 periodos (20 ou 60 dias). Barras verticais representam desvio padrao.
Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (ANOVA a 2
critérios e teste de Tukey, P<0,05). NT6.....coovvviiiiiiiiiiiiie e e 108

Figura 21 - Gréfico de Venn mostrando os niumeros de proteinas expressas em
(o= To = e | {11 Lo 1S PRSPPI 111

Figura 22. Analise funcional da comparacéo entre os animais dos grupos controle
de 20 dias e 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na ontologia
génica, de acordo com a funcao biolégica de que participam, fornecida pelo software
Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) e a
distribuicao foi feita de acordo com a porcentagem do namero de genes associados
= o= (o F= T (=] 1 010 TSRS 112

Figura 23 - Analise funcional da comparacdo entre os animais do grupo controle e
tratado com 15 ppm F por 20 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicdo foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
P RTSTo o =T [0 SRR= W= Vo b= (=] 1 o JU SR 113

Figura 24 - Analise funcional da comparacdo entre os animais do grupo controle e
tratado com 50 ppm F por 20 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicao foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
ASSOCIAT0S @ CAUA TEIMNO.....uvviiiiiiiaieie et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeeeas 114

Figura 25 - Andlise funcional da comparag&o entre os animais dos grupos controle e
tratado com 15 ppm F por 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam, fornecida



pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicao foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
F RS To o F=To [0 SiR= W= o b= =] 1 o JO SRS 115

Figura 26 - Analise funcional da comparacédo entre 0s animais dos grupos controle e
tratado com 50 ppm F por 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicdo foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
F RIS To o =T [0 SIR= W= o b= 0 =] o o JO RS 116

Figura 27 - Andlise funcional da comparacdo entre os animais dos grupos tratados
com 15 ppm F por 20 e 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicdo foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
PRSI To o =T [0 SRR= W= o b= 0 =] o o J 117

Figura 28- Andlise funcional da comparacao entre os animais dos grupos controle e
tratado com 50 ppm F por 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicao foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
P RTSYo o =T [0 SIR= W= o b= 0 =] 1 o H 118

Figura 29 - Andlise funcional da comparacao entre os animais dos grupos tratados
com 15 e 50 ppm F por 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biologica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicéo foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
PRI Yo o =T [0S iR= W= o b= 0 (=] o o H 119

Figura 30 - Andlise funcional da comparacao entre os animais dos grupos tratados
com 50 ppm F por 20 e 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biologica de que participam, fornecida
pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k =
0,04) e a distribuicéo foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
P RTSYo o =T [0 FSR= W= o b= =] 1 o H 120

Figura 31 - Subnetwork criadas pelos JActiveModules para estabelecer a interacéo
ntre as proteinas identificadas com expressao diferencial no grupo controle 20 dias
em relacdo ao grupo controle 60 dias. A cor dos nodos indica a expresséo diferencial
da respectiva proteina, homeada com seu cédigo de acesso. Vermelho e verde
indicam subrregulacédo e suprarregulacéo, respectivamente no grupo de 60 dias em
relacdo ao controle. Os nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as
proteinas de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram
identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: P61980 - Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K; P19357-
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4; Q5U1Z7-
Centromere protein R; P62916- Transcription initiation factor 11B; Q9JIX3- Bis(5'-
adenosyl)-triphosphatase; Q6P9T8- Tubulin beta-4B chain; Q4QQS4-RuvB-like 2 (E.



coli). Os numeros de acesso nos nodos vermelhos correspondem a: P04636 -
Malate dehydrogenase, mitochondrial; P0O7756 - Carbamoyl-phosphate synthase
[ammonia], mitochondrial; POCOS7- Histone H2A.Z; P10719- ATP synthase subunit
beta, mitochondrial; P10860- Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial; P11884-
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial; P12928- Pyruvate kinase PKLR; P13437-3-
ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial; P15999- ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial;; P60711- Actin, cytoplasmic 1; P62630- Elongation factor l-alpha 1;
P62632- Elongation factor 1-alpha 2; P62738- Actin, aortic smooth muscle;; P62982-
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a; P63018- Heat shock cognate 71 kDa protein;
P63039-60 kDa heat shock protein, mitochondrial; P63259- Actin, cytoplasmic 2;
P68136- Actin, alpha skeletal muscle; Q02253- Methylmalonate-semialdehyde
dehydrogenase [acylating], mitochondrial; Q02253- Methylmalonate-semialdehyde
dehydrogenase [acylating], mitochondrial; Q10758- Keratin, type Il cytoskeletal 8;
Q4FZT6- RuvB-like 2 (E. coli); Q63429- Polyubiquitin-C; Q64598- Histone H2A type
1-F; Q68FU3- Electron transfer flavoprotein subunit

Figura 32. Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a interacao
entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial no grupo de controle em
relacdo ao tratado com 15 ppm F por 20 dias. A cor dos nodos indica a expressao
diferencial da respectiva proteina, nomeada com seu codigo de acesso. Vermelho e
verde indicam subrregulacéo e suprarregulacéo, respectivamente, no grupo tratado
15 ppm F em relacdo ao controle. Os nodos em branco e seus cédigos de acesso
indicam as proteinas de interacdo que séo oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais
ndo foram identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos
brancos correspondem a: P19357- Solute carrier family 2, facilitated glucose
transporter member 4; P0O6761- 78 kDa glucose-regulated protein; P21708- Mitogen-
activated protein kinase 3; P62332- ADP-ribosylation factor 6; P63102-14-3-3 protein
zeta/delta; Q5M7T6- ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit di;
Q80ZG1- Synembryn-A. Os numeros de acesso nos nodos verdes correspondem a:
Q8VHF5- Citrate synthase, mitochondrial. Os numeros de acesso nos nodos
vermelhos correspondem a: 0O54747- DNA polymerase delta catalytic subunit;
P08461: Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate
dehydrogenase complex, mitochondrial; P18886- Carnitine O-palmitoyltransferase 2,
mitochondrial; P27605- Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; P50878-
60S ribosomal protein L4; P52555- Endoplasmic reticulum resident protein 29;
P55094- Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2; P56571- ES1 protein
homolog, mitochondrial; P62907 -60S ribosomal protein L10a; Q66X93-
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1; Q68FR9- Elongation factor 1-
delta; Q6Q7Y5- Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13; Q7MOES3-
Destrin; Q91ZT1- Vascular endothelial growth factor receptor 3; Q9JJH5-6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 2................cccoevvvvvnienns 126

Figura 33. Subnetwork criada pelos JActiveModules para estabelecer a interagéo
entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial nos grupos controle e
tratado com 50 ppm F por 20 dias. A cor dos nodos indica a expressao diferencial da
respectiva proteina nomeada com seu codigo de acesso. Vermelho e verde indicam
subrregulacao e suprarregulacao, respectivamente no grupo traatdo com 50 ppm F
em relacdo ao controle. Os nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as
proteinas de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram



identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: 055173- 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1; P16599-
Tumor necrosis factor; P17077- 60S ribosomal protein L9; P45592- Cofilin-1;
P63102-14-3-3 protein zeta/delta; P62994-Growth factor receptor-bound protein 2;
P97577- Fasciculation and elongation protein zeta-1; Q3B7UO- Ripk2 protein;
Q3MQO06- Autophagy protein 5; Q63369- Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit ;
Q8K3Z8- Tumor necrosis factor receptor type 1 associated death domain-like
protein. Os nameros de acesso nos nodos verde correspondem a: P62909-40S
ribosomal protein S3; P63259-Actin, cytoplasmic 2. Os numeros de acesso nos
nodos vermelhos correspondem a: P04785-Protein disulfide-isomerase; P05065-
Fructose-bisphosphate aldolase A; P15146-Microtubule-associated protein 2;
P31977- Ezrin; P52944- PDZ and LIM domain protein 1; Q3KR86- MICOS complex
subunit Mic60; Q4FZTO- Stomatin-like protein 2, mitochondrial; Q5XI78-2-
oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial; Q63610- Tropomyosin alpha-3 chain;
Q6AXW?2- Protein Tmod3; Q6AZ25- Tropomyosin 1, alpha; Q6IFU9- Protein Krtl6;
Q61G12- Keratin, type Il cytoskeletal 7; Q9ER34- Aconitate hydratase,
MITOCNONAIIAL .....coiiiiii e e ereeeeaae s 129

Figura 34 - Subnetwork criada pelos JActiveModules para estabelecer a interagao
entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial entre 0os grupos controle
e tratado com 15 ppm F por 60 dias. A cor dos nodos indica a expressao diferencial
da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de acesso. Vermelho e verde
indicam subrregulagao e suprarregulacéo, respectivamente, no grupo tratado com F
em relacédo ao controle. Os nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as
proteinas de interagdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram
identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: P29066-Beta-arrestin-1; P35213-14-3-3 protein beta/alpha;
P35435-ATP synthase subunit gamma, mitochondrial; Q00960-Glutamate receptor
lonotropic, NMDA 2B; Q6VEUS8-DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide
24;Q5XIH7-Prohibitin-2. Os niumeros de acesso nos nodos verde correspondem a:
P15999-ATP synthase subunit alpha, mitochondrial. Os nimeros de acesso nos
nodos vermelhos correspondem a: 008769-Cyclin dependent kinase inhibitor;
035263-Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma; P05712-Ras-
related protein Rab-2A; P11275-Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II
subunit alpha; P62161-Calmodulin; Q64119-Myosin light polypeptide 6; Q6NYB7-
Ras-related protein Rab-1A; Q9EREG6-Myosin phosphatase Rho-interacting protein;
Q5RJQ4-NAD-dependent  protein  deacetylase  sirtuin-2; Q9ER24-Ataxin-

Figura 35 - Subnetwork criadas pelos JActiveModules para estabelecer a interacéo
entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial entre os grupos controle
e tratado com 50 ppm F por 60 dias. A cor dos nodos indica a expressao diferencial
da respectiva proteina nomeada com seu codigo de acesso. Vermelho e verde
indicam subrregulacéo e suprarregulacao, respectivamente, no grupo tratado com F
em relacdo ao controle. Os nodos em branco e seus cddigos de acesso indicam as
proteinas de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram
identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: P22934-Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A;
Q3KRD8-Eukaryotic  translation initiation factor 6;Q3MHS8-Sin3-associated
polypeptide 18;Q6P7R8-Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase; Q6P9T9-Protein
Tmbim4. Os nuameros de acesso nos nodo verdes correspondem a: P07756-



Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial; nUmeros de acesso nos
nodo vermelho correspondem a: P24368-Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B;
P47727- Carbonyl reductase [NADPH];P70580-Membrane-associated progesterone
receptor component 1;Q4G074-KIF1-binding protein; Q4V7C7-Actin-related protein
3;Q5RJIR8-Leucine-rich repeat-containing protein 59; Q641Y0-Dolichyl-
diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit; Q71TY3-40S
FDOSOMAl PIrOTEIN S27 ...t e e e e e e e ae e e e e eeeas 134

Figura 36 - Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a interagéo
entre as proteinas identificadas com a expresséao diferencial entre os grupos tratados
com 50 ou 15 ppm F por 20 dias. A cor dos nodos indica a expressao diferencial da
respectiva proteina nomeada com seu cédigo de acesso. Vermelho e verde indicam
subrregulacdo e suprarregulacéo, respectivamente, no rupo tratado com 50 ppm F
em relacdo ao tratado com 15 ppm F. Os nodos em branco e seus codigos de
acesso indicam as proteinas de interacdo que séo oferecidas pelo CYTOSCAPE®,
as quais nao foram identificadas no presente estudo. Os nimeros de acesso nos
nodos brancos correspondem a: P29066-Beta-arrestin-1; P29067-Beta-arrestin-2;
P62994-Growth factor receptor-bound protein 2; Q6AYH1-Poly (A) polymerase beta
(Testis specific). Os numeros de acesso nos nodos verdes correspondem: P60711-
Actin, cytoplasmic 1; P63259-Actin, cytoplasmic 2; P63269-Actin, gamma-enteric
smooth muscle; P68035-Actin, alpha cardiac muscle 1; P68136-Actin, alpha skeletal
muscle; Q6AXW2-Protein Tmod3; Q6IG12-Keratin, type Il cytoskeletal 7. Os
nameros de acesso nos nodos vermelhos correspondem a P50878-60S ribosomal
protein L4; P62907-60S ribosomal protein L10a; Q4KLK9-RNA polymerase Il subunit
A C-terminal domain phosphatase SSUT72..........ccoiiiiiiiiiiiiii e 136

Figura 37 - Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a
interagdo entre as proteinas identificadas com a expressdo diferencial entre os
grupos tratados com 50 e 15 ppm F por 60 dias. A cor dos nodos indica a expressao
diferencial da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de acesso. Vermelho e
verde indicam subrregulacéo e suprarregulacéo, respectivamente, no grupo tratado
com 50 ppm F em comparacao ao tratado com 15 ppm F. Os nodos em branco e
seus codigos de acesso indicam as proteinas de interacdo que sao oferecidas pelo
CYTOSCAPE®, as quais ndo foram identificadas no presente estudo. Os nameros
de acesso nos nodos brancos correspondem a. P29066-Beta-arrestin-1; P68255-14-
3-3  protein  theta; Q63429-Polyubiquitin-C; Q9Z2P5-Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3; P37377-Alpha-synuclein os nimeros de acesso
nos nodos verdes correspondem a: 0O88767-Protein deglycase DJ-1; P37285-
Metabotropic glutamate receptor 7; P62271-40S ribosomal protein S18; P62282-40S
ribosomal protein S11. Os numeros de acesso nos nodos vermelhos correspondem
a: 008769-Cyclin dependent kinase inhibitor; P10499-Potassium voltage-gated
channel subfamily A member 1; P11275-Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase type Il subunit alpha; P62161-Calmodulin; P83868-Prostaglandin E synthase
3; Q5RJQ4-NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2; Q64119-Myosin light
polypeptide 6; Q68FQO-T-complex protein 1 subunit epsilon; Q6NYB7-Ras-related
protein Rab-1A; QIER24-AtaXiN-10.........ccoeeiiiiiiiiiiiieeeeiiei e 139

Figura 38- Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a interagéo
entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial entre os grupos tratados
com 50 ppm F por 60 e 20 dias. A cor dos nodos indica a expresséao diferencial da



respectiva proteina nomeada com seu codigo de acesso. Vermelho indica
subrregulacdo no grupo de 60 dias em relacdo ao de 20. Os nodos em branco e
seus cobdigos de acesso indicam as proteinas de interagdo que séo oferecidas pelo
CYTOSCAPE®, as quais nao foram identificadas no presente estudo. Os numeros
de acesso nos nodos brancos correspondem a: PO0507-Aspartate aminotransferase,
mitochondrial; P05065-Fructose-bisphosphate aldolase A; P19357-Solute carrier
family 2, facilitated glucose transporter member 4; P21708-Mitogen-activated protein
kinase 3; P63102-14-3-3 protein zeta/delta; Q80Z30-Protein phosphatase 1E;
Q9BQB4-Sclerostin; Q5S255-Tyrosine-protein kinase. Os numeros de acesso nos
nodos vermelhos correspondem a: BlWBQB8-Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; 035244-Peroxiredoxin-6; P04762-Catalase;P07756- Carbamoyl-
phosphate synthase [ammonia], mitochondrial; POCO0S7-Histone H2A.Z; P0OC169-
Histone H2A type 1-C;P10719-ATP synthase subunit beta, mitochondrial;P10860-
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial;P12346-Serotransferrin;P13437-3-
ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial; P14659-Heat shock-related 70 kDa protein
2;P15999-ATP synthase subunit alpha, mitochondrial;P48721-Stress-70 protein,
mitochondrial;P52873-Pyruvate carboxylase, mitochondrial;P62738-Actin, aortic
smooth muscle;P62982-Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a; P63018-Heat shock
cognate 71 kDa protein; P63259-Actin, cytoplasmic 2;P68035-Actin, alpha cardiac
0T ST o3 = PP 142

Figura 39 - Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a
interagdo entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial no grupo 50
ppm 60 dias em relagdo ao grupo 50 ppm 20 dias. A cor dos nodos indica a
expressao diferencial da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de acesso.
Vermelho e verde indicam subrregulacdo e suprarregulacdo, respectivamente. Os
nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as proteinas de interacdo que
séao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram identificadas no presente
estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos correspondem a: 055173-3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1; P63170-Dynein light chain 1,
cytoplasmic; Q5S255-Tyrosine-protein kinase; Q9BQB4-Sclerostin; Q9Z2P5-
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3;. Os nimeros de acesso nos
nodos verde: P04636-Malate dehydrogenase, mitochondrial; P05065-Fructose-
bisphosphate aldolase A; POC169-Histone H2A type 1-C; P10719-ATP synthase
subunit beta, mitochondrial; P10860-Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial;
P31977-Ezrin; Q63429-Polyubiquitin-C correspondem a Os nimeros de acesso nos
nodos vermelho  correspondem a: P62161-Calmodulin; Q64119-Myosin light
polypeptide 6; Q68FQO-T-complex protein 1 subunit epsilon; Q9ERE6-Myosin
phosphatase Rho-interacting Protein...... ..o e 145.
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1 INTRODUCAO

O fluoreto (F) € um elemento encontrado na constituicdo do solo e encontrado
adicionado também na agua, possuindo uma acao terapéutica bem disseminada
contra a carie dentaria (Mcdonagh, Whiting et al., 2000; Wong, Clarkson et al.,
2011). Devido a esta acdo benéfica, a suplementacdo com F na agua de beber de
muitos municipios se tornou rotineira. Contudo, por ser tratar de um elemento
encontrado normalmente em nosso meio, 0 mesmo também pode estar presente de
forma natural na agua de beber e, neste caso, as vezes acima do limite
recomendavel (>1 mgF/L em humanos). Desta forma, apesar da agédo favoravel
guando este elemento se encontra em concentracfes mais altas, 0 mesmo pode
provocar efeitos indesejaveis. Dentre os efeitos, 0 mais conhecido é a fluorose, que
pode ser dentaria ou esquelética, e ocorre devido a ingestdo excessiva de F de
forma cronica (Whitford, 1996). Diante destes fatos, iniciaram-se pesquisas para
entender a acado do F, com o intuito de determinar melhor seus efeitos sobre o
organismo, bem como a uma dose segura para gerar um efeito benéfico sem levar a
efeitos colaterais importantes.

Assim, experimentos com animais utilizando agua de beber suplementada
com varias doses de F foram realizados, bem como administracfes por tempo curto
ou mais prolongado, para mimetizar uma intoxicacdo cronica (Dunipace, Brizendine
et al., 1995; Buzalaf, Caroselli et al., 2004; Shanthakumari, Srinivasalu et al., 2004;
Xu, Hu et al., 2005; Dabrowska, Letko et al., 2006; Xiong, Liu et al., 2007,
Kobayashi, Leite et al., 2009; Kobayashi, Leite Ade et al., 2011). De acordo com
Barbier, Arreola-Mendoza e Razo (2010) o F pode interferir em varios processos
moleculares, como estresse oxidativo, modulacdo intracelular da homeostasia,
peroxidacao lipidica, apoptose, metabolismo enzimatico, ciclo celular, comunicacéo
entre células e transducao de sinal. Afetando tecidos moles como figado e rim em
ratos tratados por com 25 mgF/L F durante 8 e 16 semanas, bem como um aumento
na concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e
peroxidacao lipidica, além de uma reducdo na atividade de enzimas antioxidantes,
como a superOxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Shanthakumari,
Srinivasalu et al., 2004). Xiong, et al. (2007) encontraram uma relacdo dose-efeito
em relacdo aos niveis de F presentes na agua e danos na funcdo hepatica e renal
de criancas. Os autores observaram um aumento na atividade da lactato

desidrogenase (LDH), dosada a partir do soro de criangcas que ingeriam agua
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contendo mais que 2 mgF/L. Com base nesses achados, 0s autores sugeriram que
a ingestao de F a partir de agua de abastecimento contendo concentracfes maiores
gue 2 mg/L poderia resultar em danos hepaticos.O metabolismo de ratos em relacéo
ao fluoreto é cerca de 5 vezes mais acelerado que o de humanos (DUNIPACE et al.,
1995). A dose de 15 mg/L de F para ratos equivaleria a cerca de 3 mg/L para
humanos, desta forma essa dosagem ja seria capaz de provocar alteracdes
hepéaticas. Também foram avaliados, por meio da analise protebmica, O0s
orgaos/células/fluidos/tecidos como os rins (Xu, Hu et al., 2005; Kobayashi, Leite et
al., 2009; Carvalho, Leite Ade et al., 2013), urina (Kobayashi, Leite Ade et al., 2011),
osteoblastos (Xu, Jing et al., 2008), osso (Kobayashi, Leite et al., 2014) cérebro (Ge,
Niu et al., 2011), figado (Lobo, Leite et al., 2015), musculo (Lima Leite, Gualiume
Vaz Madureira Lobo et al., 2014) e matriz do esmalte (Charone et al., in press).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa finalizou um trabalho no qual foi analisado
o figado tendo sido observado que o F provocou alteracfes na expressao de varias
proteinas (Pereira, Leite Ade et al., 2013). Neste trabalho, foram utilizados 3 grupos
de ratos Wistar machos tratados com agua de beber contendo 0 (controle), 5 e 50
mg/L de F, por 60 dias (n=6/grupo). A analise morfométrica histolégica nao revelou
alteracdes nas estruturas celulares e o exame morfolégico indicou inclusdes lipidicas
nos grupos tratados com 5 e 50 mgF/L, mais intensas no ultimo. A exposicdo ao F
alterou a expressdo hepatica de proteinas pertencentes a todas as categorias
funcionais, com predominancia daquelas relacionadas ao metabolismo, sendo que

as alteracdes mais pronunciadas foram observadas no grupo tratado com 50 mgF/L.

Apesar de terem sido encontradas varias alteracdes, o0 modelo experimental
nao permitiu analise de alterac6es temporais no perfil de expressao proteica, € na
dose de 5 mgF/L, poucas alteracOes foram encontradas. A literatura tem revelado
achado interessantes em relacdo a concentragdo-tempo-dependéncia das
alteracdes provocadas pela ingestdo de doses cronicas de F, utilizando variaveis de
resposta menos robustas. Em um destes achados, foram observadas alteracdes
como a presenca de infiltracdo e inflamacdo e uma necrose local nos figados de
ratos tratados com 25 mgF/L por 8 semanas (Shanthakumari, Srinivasalu et al.,
2004), sendo que tais alteracdes ndo foram encontradas nem na concentragdo mais
baixa (5 mgF/L), nem na concentragdo mais alta (50 mgF/L), ambas administradas

por periodo de tempo semelhante. Estes achados poderiam ser explicados pela
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diferenca na idade dos animais e doses fornecidas. Dabrowska et al. (2006), ao
estudarem as mudancas histoldgicas nos figados dos ratos tratados com 10,6 mgF/L
desde a vida intrauterina, relataram que ratos com idade entre 60 e 90 dias quando
os figados foram coletados para andlise apresentavam uma estrutura deste 6rgao
normal. JA quando os figados foram coletados quando os animais tinham 30 dias de
vida, foram encontrados vacuolos degenerados e necrose, assim como nos animais
de 120 dias, nos quais se verificou uma degeneracdo vacuolar persistente,
principalmente nos hepatocitos da periferia. De acordo com o0s autores, para o
periodo de 60 e 90 dias houve uma diminuicdo das mudancgas morfolégicas no
figado dos ratos que receberam continuamente NaF, possivelmente resultado de um
mecanismo de adaptacdo do organismo ao F. Também tem sido relatado que
concentracfes mais altas de F sdo necessarias para reduzir o nimero de células
senescentes viaveis quando comparadas a células mais jovens, indicando que, com
o envelhecimento, as células se tornam resistentes a citotoxicidade induzida pelo F
(Satoh, Kishino et al., 2005). Assim, um estudo avaliando alteracdes hepaticas em
animais expostos ao F desde o desmame por 20 ou 60 dias, apresentando, na
eutanasia, 40 ou 80 dias de vida, respectivamente, seria de grande valia para um
melhor entendimento da evolu¢do das alteracbes proteicas hepaticas ao longo do
tempo. Em adicdo, a variavel concentracdo de F também merece ser melhor
investigada, uma vez que em nosso estudo prévio (Pereira, Leite Ade et al., 2013)
avaliamos apenas as doses de 5 e 50 mgF/L. Em outro trabalho de pesquisa
recentemente finalizado em nosso laboratério, no qual avaliamos o efeito da
ingestao crénica de F sobre o sistema antioxidante de ratos, a administracdo deste
elemento também foi feita através da agua de beber por 60 dias, sendo os animais
eutanasiados com 80 dias de vida. Foram avaliadas 3 concentragdes de F (5, 15 e
50 mg/L na agua), em adicdo ao grupo controle. Foi observado que as alteragcées no
sistema antioxidante sdo mais pronunciadas no grupo de 15 mg/L, quando
comparado aos de 5 e 50 mg/L (lano, Ferreira et al., 2014). Temos atribuido este
efeito ao tempo de administracdo do F, ou seja, na dose maior (50 mg/L), como 0s
efeitos de intoxicagdo seriam mais pronunciados logo no inicio da administracao da
dose elevada, os sistemas bioldgicos do animal reagiriam com mais vigorosidade,
tornando as alteragdes menos pronunciadas a longo prazo. Por outro lado, na dose
intermediaria (15 mgF/L), uma vez que os danos inicialmente causados seriam

menores, O organismo se protegeria menos, 0 que permite que os efeitos da
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toxicidade sejam observados aos 80 dias de vida. Assim, um mapeamento da
concentracdo-tempo-dependéncia na intoxicacdo crbénica pelo F poderia permitir

avaliar alteracdes em varias proteinas diferencialmente expressas de uma unica vez.

Apods o inicio das atividades do presente trabalho e coletas das amostras para
as andlises, a analise histoldgica revelou a presenca de inclusdes lipidicas no figado
em todos os grupos. Este fato foi relacionado a administracdo da racdo AIN-93M.
Um trabalho recente revelou que esta racdo possui um alto valor calorico, devido ao
alto teor de carboidratos presente em sua formulacdo (Moura, Figueredo et al.,
2012). De acordo com estes autores, a utilizagdo da racao AIN-93M dever ser vista
com cautela quando utilizada como uma alimentacdo controle, uma vez que ela
provoca inclusdes lipidicas nos figados e, com isso, alteracdes metabdlicas. Diante
deste fato, um novo delineamento experimental foi incluido, uma vez que foi
observada uma reducéo importante destas inclusbes nos grupos tratados. Os dados
do presente estudo sugerem que, quando esta racdo € empregada, o F pode ter
uma acao protetora em relacdo a ocorréncia de inclusdes lipidicas no figado, quando
este ion é administrado por um periodo curto de tempo e em concentragcdo mais alta.
Com o intuito de verificar a acdo do F isoladamente, sem outro interferente como
uma ragao hipercaldrica, o experimento foi repetido utilizando uma racdo empregada
rotineiramente no nosso Biotério. Esta racdo (Presence Nutricdo Animal, Paulinia,
Sao Paulo) apresenta um equilibrado valor cal6rico e nutritivo. Analises feitas no
nosso laboratério revelaram um baixo teor de F (< 1 mgF/L) sendo, portanto,
apropriada para o nosso modelo experimental. Com o0 novo experimento utilizando
esta racao foi possivel verificar a acdo do F sem a interferéncia da dieta. Contudo,
como se observou que poderia haver uma acédo do F no metabolismo de lipidios,
bem como no perfil das inclusBes lipidicas, também foi inclusa neste trabalho a
andlise da acdo do F quando os animais recebem dois tipos de dieta (normocaldrica
e hipercaldrica), com o intuito de verificar a acdo do F no metabolismo de lipidios
bem como no processo de inclusbes lipidicas no figado em dois tempos

experimentais.

Em sintese, neste trabalho buscou-se a identificacdo de proteinas-alvo que
teriam seu perfil de expressédo alterado no tecido hepatico apds exposicao crbnica
ao F por dois periodos de tratamento, o que pode contribuir para o avanco do

conhecimento acerca dos mecanismos moleculares envolvidos nos processos de
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intoxica¢des cronicas por este elemento, bem como entender melhor como se d& o
processo de adaptacdo do organismo diante desta exposicdo ao F. Em adicéo,
também foram avaliadas as alteracbes que o F provoca no metabolismo de lipidios
guando sdo empregadas dietas normocalo6rica ou hipercalérica por dois periodos

experimentais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas gerais do flaor

O fltor faz parte da constituicdo do solo, presente na agua potavel e esta
associado a erupcdes vulcanicas. E um dos elementos mais abundantes disponiveis
na crosta terrestre. Em temperatura ambiente, encontra-se em estado gasoso,
possui uma cor amarelo-palido, é do grupo dos halogénios, tem nimero atdémico 9 e
peso atdbmico 19. Trata-se de um elemento que ndo € encontrado naturalmente na
sua forma livre, ou seja, sempre esta associado a outro elemento, constituindo os
Fs. Isso ocorre devido as suas caracteristicas quimicas, que Ihe conferem uma
grande eletronegatividade, gerando uma consideravel forca de repulsdo entre os
dois atomos, fazendo com que cada um deles se ligue mais facilmente a outro
elemento quimico qualquer. (Barbier, Arreola-Mendoza et al., 2010); Buzalaf,
2008).Por esta razéo, referir-se-a neste trabalho ndo ao elemento fldor, mas sim ao
seu ion (F).

Por estar presente naturalmente no ambiente, 0 mesmo existe em
concentracfes variadas em aguas subterraneas, em niveis que variam de 1 a mais
de 25 mg/L (OMS, 1999). Esta fluoretacdo ndo afeta a aparéncia, sabor e odor da
agua. Além de algumas regides do Brasil, em outras areas do mundo também se
podem encontrar altas concentracbes de F, como no caso da india (Hussain,
Hussain et al., 2010). E importante salientar que a agua potavel é um dos maiores

contribuintes para a ingestao diaria de F.
2.2.Toxicidade do fluoreto

O F, apesar de seus importantes efeitos benéficos tanto em nivel industrial
guanto em Saude Publica, quando ingerido em doses elevadas, a semelhanca do
gue acontece com qualquer outro elemento, pode levar a efeitos colaterais (Buzalaf,
2008; Peixoto, 1998).

A partir de uma administragdo sistémica do F, o mesmo é faciimente
absorvido pela mucosa gastrica, onde a absorcao é tanto maior quanto menor for o
pH, jA que as células possuem alta permeabilidade ao HF. O F que nao for
absorvido no estbmago, sera no intestino, onde a absor¢cdo ndo depende do pH,
atingindo, desta maneira, a corrente sanguinea. Assim, logo ap6s a ingestédo, a

concentracéo plasmatica de F ira subir, atingindo um pico em 30 a 45 minutos. Do F
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circulante, uma grande parte serd incorporada aos tecidos mineralizados, mas uma
pequena parte sera distribuida aos tecidos moles. Neste caso, o gradiente de pH
entre 0s meios intra e extracelular ira governar a entrada ou a saida de f das células,
sendo que este elemento sempre ir4, na forma de HF, do compartimento mais acido
para o mais alcalino. O F absorvido que nado for incorporado ao organismo sera
excretado pela via urinaria, fendbmeno este também dependente do pH da urina
(Whitford, 1996; Barbier, Arreola-Mendoza et al., 2010); Buzalaf, 2008). Com base
nesta breve descricdo do metabolismo do F, pode-se inferir que este elemento pode
atingir todos os tipos de células, e, dependendo da sua concentra¢éo, da duracdo da
ingestdo, da solubilidade dos compostos que o contém e também de fatores
individuais, pode perturbar a homeostasia do organismo.

Uma vez que o F é ubiquamente disponivel na natureza e em alimentos, além
de ser adicionado a produtos odontolégicos, esta grande disponibilidade pode
permitir que ocorra uma ingestdo excessiva deste elemento, podendo levar a
ingestao de doses toxicas (Pereira, Dombrowski et al., 2009).

Muitas pesquisas com modelos animais in vivo, estudos laboratoriais in vitro e
até mesmo trabalhos feitos em humanos vém demonstrando que o F tem um efeito
toxico, o qual esta relacionado a quantidade e ao tempo de exposi¢do, que pode ser
classificada como aguda ou crénica (Whitford, 1992; Shanthakumari, Srinivasalu et
al., 2004; He e Chen, 2006).

2.2.1 Toxicidade aguda

A toxidade aguda ocorre pela ingestdo de grande quantidade de F numa
Unica vez. Os sinais e sintomas referentes a este tipo de intoxicacdo sao: vomito
com presenca de sangue, diarréia, broncoespasmo, fibrilacdo ventricular, pupilas
dilatadas, hemoptise, cdibras, colapso cardiaco, hipercalemia, hipocalcemia e
comprometimento da funcdo renal (Whitford, 1992); Buzalaf, 2008; (Pereira,
Dombrowski et al., 2009).

Leite (2010) administrou doses unicas de 50 e 100 mgF/Kg de peso corporal
para ratos de 75 dias. ApGs duas horas, foi feita eutanasia e os rins foram coletados
para andlise protedbmica. Foram encontradas 192, 182 e 245 spot proteicos
diferencialmente expressas quando foram comparados os grupos controle vs. 50

mgF/Kg, controle vs, 100 mgF/kg e 50 vs 100 mgF/Kg, respectivamente. A maioria
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das proteinas identificadas estavam relacionadas as categorias metabolismo e
energia, transporte, processos celulares, estrutura e organizacdo celular e vias de
informacé&o. (Adachi, Dote et al., 2007) também perceberam injurias no rim de ratos
provocadas por uma intoxicacdo aguda de F de cddmio em ratos, além de uma

severa injuria no figado, a qual foi atribuida a uma acidose metabdlica.

2.2.2 Toxicidade cronica

A toxidade cronica do F foi observada antes mesmo do conhecimento da
utilidade deste ion para a prevencdo da carie dentaria, quando se observou uma
alteracdo do esmalte provocada por consumo de pequenas quantidades deste ion
durante o desenvolvimento dos dentes, a fluorose dentaria (Whitford, 1996; Revisto
por, Buzalaf, 2008). Acredita-se que a fluorose dentaria aconteca quando ha
ingestdo média diaria de Fs acima de 0,07 mg/Kg de peso corporal durante o
periodo de formacdo dos dentes (Ophaug et al., 1980). Uma ingestdo crbnica de
doses maiores pode levar a fluorose esquelética, comum em regibes endémicas nas
guais a concentracao natural de F na agua de beber € superior a 5 mg/L (Buzalaf,
2008). Além dos tecidos mineralizados, outros tecidos também podem ser atingidos.

Uma vez que o rim € a principal rota de eliminacdo do excesso de F ingerido,
€ alvo comum de intoxicacOes por este ion. As analises histologicas em rins tém
revelado degeneracao celular, alteragcdes na morfologia e alinhamento dos tubulos
renais, presenca de vacuolos no tecido conjuntivo, infiltracdo de células inflamatorias
e congestao vascular (Karaoz, Oncu et al.,, 2004); Shanthakumari; Seshachalam;
2004; Kobayashi, Leite et al., 2009). Analises protedmicas tém revelado alteracéo no
perfil de varias proteinas e enzimas nos rins de ratos submetidos a doses crénicas
de 5, 50 e 100 mgF/L F a partir da 4gua de beber (Xu, Hu et al., 2005; Kobayashi,
Leite et al., 2009). Pesquisas indicam que concentracfes de F na agua de beber por
volta de 2 mg/L podem causar danos nas funcbes renais e hepaticas de criancas
(Xiong et al. 2007).

Estudos vém também demonstrando que, em concentra¢des milimolares, o
F pode interferir em muitas fungcbes celulares, provocando efeitos citotoxicos em
células dos ductos coletores renais e também inibindo severamente enzimas como

as fosfatases, tanto in vitro quanto in vivo (Cittanova, Lelongt et al., 1996; Zager e
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lwata, 1997; Barbier, Arreola-Mendoza et al., 2010). Isso porque muitas fosfatases
sdo extremamente sensiveis ao F, como a pirofosfatase inorganica, a fosfatase
acida de células Osseas e a fosfatase acida tartarato-resistente osteoclastica
(Baykov e Shestakov, 1992; Janckila, Woodford et al., 1992; Pinkse, Merkx et al.,
1999). Ja em concentra¢des micromolares o F tem um efeito anabdlico, promovendo
a proliferacdo celular, bem como a inibicdo de algumas enzimas em menor escala
(Mendoza-Schulz, Solano-Agama et al., 2009; Barbier, Arreola-Mendoza et al.,
2010). Em adicao, o F pode interferir em uma grande gama de processos celulares,
na expressao génica, ciclo celular, tanto na proliferacdo quanto na migragao celular,
no metabolismo, no transporte iGnico, nos processos de secrecdo, endocitose,
apoptose, estresse oxidativo e vias de sinalizacao (Strunecka, Patocka et al., 2007,
Barbier, Arreola-Mendoza et al., 2010).

Diante de todos esses relatos, fica evidenciado que o F tem uma acdo bem
variada e também através de sua distribuicdo sistémica pode atingir todos os
tecidos. Sendo o figado um o6rgdo metabdlico de extrema importancia, muitos
trabalhos vém analisando a atuacdo do F neste 6rgédo (Dabrowska, Letko et al.,
2006; Pereira, Leite Ade et al., 2013; lano, Ferreira et al., 2014).

2.3 Figado e metabolismo de lipidios

2.3.1 Caracteristicas gerais do Figado

O figado possui como unidade funcional o l6bulo hepético, tem alta taxa
metabolica, compartilha substratos e energia e recebe todos 0s nutrientes
absorvidos no trato digestivo, processando-os, armazenando-os e sintetizando
varias substancias que sao transportadas para outras regiées do corpo, além de
neutralizar e eliminar substancias téxicas. Também é responsavel pela producdo de

proteinas plasmaticas e carreadoras (Junqueira; Carneiro, 2004; (Merrick, 2006).

2.3.2 Toxicidade no figado

O figado é o primeiro sitio de metabolizagdo de xenobibticos e também ¢é o
maior 6rgdo de biotransformacédo e eliminacdo de substancias estranhas do nosso
corpo. Essa funcédo lhe confere uma suscetibilidade maior a problemas com

contaminantes, produtos naturais, agentes virais ou bactérias. Uma exposicao
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crbnica a xenobidticos, portanto, pode levar a varios prejuizos ou distlirbios no
figado (Merrick, 2006).

Pelo fato de receber todas as substancias absorvidas no trato gastrointestinal,
o figado acaba sendo um 6rgéo de facil acesso para qualquer composto, inclusive o
F, o qual pode provocar alteragcbes em suas funcdes. Essas alteracées podem ser o
resultado do préprio metabolismo do tecido hepatico, na tentativa de eliminar este ou
outros compostos. Isto pode levar a uma disfuncdo celular gerando estresse
oxidativo, e, dependendo de fatores genéticos, podera originar um estresse celular
de maior ou menor extenséo (Stirnimann, Kessebohm et al., 2010).

2.3.3 Acao do F no figado

Trabalhos indicam um aumento no estresse oxidativo no figado em humanos
e animais quando administradas doses cronicas de F (Chlubek D, 2003;
Shanthakumari, Srinivasalu et al., 2004; Strunecka, Patocka et al., 2007; Xiong, Liu
et al., 2007; Blaszczyk, Grucka-Mamczar et al., 2008; Barbier, Arreola-Mendoza et
al., 2010; Pereira, Leite Ade et al., 2013; lano, Ferreira et al., 2014; Sun, Gao et al.,
2014; Zhou, Zhao et al., 2015). E observado um aumento na concentra¢do de
TBARS e peroxidagdo lipidica, além de uma redugdo na atividade de enzimas
antioxidantes, como a superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase no
figado dos grupos de ratos tratados com 25 mgF/L por meio da agua de beber por 8
e 16 semanas. Na andlise histopatologica, os figados dos grupos tratados
apresentaram inflamacédo, infiltracdo nos hepatdcitos e focos de necrose
(Shanthakumari, Srinivasalu et al., 2004). Além disso, o F pode alterar o
metabolismo de carboidratos no figado, inibindo a conversdo de sorbitol a frutose,
além de inibir a glicélise devido a sua acdo sobre a enolase (Blaszczyk, Grucka-
Mamczar et al., 2008)), bem como perturbar a sintese protéica, elevando as
atividades de enzimas como aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), que estéo relacionadas ao metabolismo hepético (Michael
et al.1996)

A protebmica € de grande relevancia para avaliar de maneira global estes
eventos causados pelo F no tecido hepético. Trabalhos recentes de nosso grupo
demostraram alteragbes em proteinas hepaticas relacionadas ao metabolismo
energético, lipidico e fungcdo mitocondrial, principalmente quando os animais séo
tratados com doses mais altas (50 mgF/L F) de forma crénica (Pereira, Leite Ade et

al., 2013). Também foram observadas alteracdes em figados de ratos diabéticos
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tratados com F, indicando aumento na sensibilidade a insulina quando € administrada
uma baixa concentracdo de F (10 mgF/L), sendo observadas alteracdes em proteinas
relacionadas ao metabolismo do acido carboxilico e grupos cetonas.

J& a andlise morfométrica histoldgica em figado de ratos tratados com doses
cronicas de F néo revelou alteragGes nas estruturas celulares, enquanto que o exame
morfologico indicou inclusdes lipidicas em todos os grupos (Pereira, Leite et.al.,
2013), fato relacionado provavelmente a administracdo de uma dieta hipercaldrica
(Moura, Figueiredo et al., 2012). A presenca destas inclusdes foi menor nos grupos
tratados, indicando que o F poderia provocar alguma alteracdo neste processo. Essa
alteracédo foi relacionada a um aumento na expressdao da Proteina regulada pela
glicose-78 (GRP78), que é uma proteina de homeostase e um de seus efeitos é
reduzir a producdo de novo de triglicerideos no figado (Kammoun, Chabanon et al.,
2009; Pereira, Leite Ade et al., 2013). Esta alteracdo metabdlica, gerando a presenca

de inclusdes de lipidios no figado, pode ser indicativa de uma esteatose.

2.3.4 Esteatose hepéatica

A presenca de inclusdes lipidicas no figado € um espectro histologico da doenca de
gordura no figado ndo alcodlica (NAFLD), que inclui formas diversas de esteatose
macrovesicular na forma de gotas pequenas e grandes, com ou sem inflamacao,
seguida por esteato-hepatite, caracterizada por esteatose, inflamacéao e injaria celular,
ou seja, esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH)(Bugianesi, Leone et al., 2002; Palekar,
Naus et al., 2006; Brunt e Tiniakos, 2010). O acumulo de lipidios pode ser resultado
do disturbio no balanco entre o fornecimento, formac&o, consumo e oxidacao hepatica
ou eliminacdo de triglicerideos (Paschos e Paletas, 2009). Esta alteracdo esta
intimamente relacionada a distarbios no metabolismo, principalmente aqueles
envolvendo estresse oxidativo e, consequentemente, peroxidagao lipidica (Paschos e
Paletas, 2009). Tem sido relatado aumento de peroxidacao lipidica em figado e rins
de ratos expostos cronicamente ao F (Karaoz, Oncu et al., 2004; Shanthakumari,
Srinivasalu et al., 2004). Tais distarbios tém grande associacdo com alteracdes no
metabolismo de lipidios, bem como com altera¢des no perfil lipidico. A SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA (2007) define o perfil lipidico pelas determinacdes
bioguimicas de colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL), triglicérides (TG) e LDL-

colesterol (LDL), o qual tem grande relevancia na avaliacdo do risco de evento
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coronariano agudo na populagéo. No figado, o contetudo de colesterol é regulado por
trés mecanismos principais: a) sintese intracelular do colesterol; b) armazenamento
apos esterificacdo; c) excrecao pela bile. O transporte de lipideos de origem hepatica
ocorre por meio de VLDL e LDL. O perfil lipidico é definido pelas determinacdes
bioquimicas do colesterol, HDL, triglicérides do figado e plasma e LDL. Os conteludos
alimentares de gorduras saturadas e de colesterol influenciam diferentemente os
niveis lipidicos plasmaticos.

Muitos trabalhos atuais vém relatando a acdo do F de forma bem incisiva no
metabolismo de lipidio bem como no perfil lipidico (Sun, Gao et al., 2014; Miltonprabu

e Thangapandiyan, 2015; Umarani, Muvvala et al., 2015).

2.3.5 Acao do Fluoreto no metabolismo de lipidios

A atuacdo do F no metabolismo de lipidios vem sendo citada por varios
autores((Shanthakumari, Srinivasalu et al., 2004; Sun, Gao et al., 2014; Chiba Fy,
Garbin Cas et al., 2015; Umarani, Muvvala et al., 2015). Quando ocorre 0 aumento
das concentracdes de F no sangue, observa-se um aumento nos niveis de lipidios
no sangue em coelhos tratados com uma racdo hipercaldrica, porém também se
observou um aumento do HDL para esses grupos. De acordo com os autores, esse
aumento do HDL poderia ser uma resposta compensatoéria, que por sua vez nao
seria suficiente para mitigar a elevacdo do LDL. Os autores afirmaram que o F,
juntamente com o excesso de gordura, pode causar estresse oxidativo e aumentar
os niveis de lipidios, de forma separada ou em sinergismo (Sun, Gao et al., 2014).
Outro trabalho que avaliou ratos, tratados com 25 mgF/Kg por 4 semanas, observou
um aumento significativo de colesterol total, triglicerideos, LDL e VLDL, além de uma
reducdo no HDL (Miltonprabu e Thangapandiyan, 2015). Foi ainda relatado que o
tratamento de ratos castrados por 42 dias com agua contendo 55 mgF/L NaF
provoca um aumento de TG, Colesterol total e VLDL, sem alteragcdo no HDL e
LDL(Chiba Fy, Garbin Cas et al., 2015).

Este fatos estdo de acordo com o que foi observado em trabalhos recentes
realizados por nosso grupo, que observaram aumento na expressao da GRP78 nos
grupos tratados com F, em sinergismo com uma diminui¢céo discreta na presenca de
inclus@es lipidicas observadas nos figados dos ratos tratados com 50 mgF/L F por
60 dias (Pereira, Leite Ade et al.,, 2013). Assim, parece que 0 estresse oxidativo

provocado pelo F no figado pode alterar o metabolismo de lipidios, levando a um
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distarbio nos niveis deles no sangue, bem como a alteragbes em lipoproteinas, o

gue deveria ser investigado.

2.3.6 Proteinas relacionadas ao estresse oxidativo e ao metabolismo de lipidio

As alteragcdes no metabolismo de lipidio podem estar realcionadas ao
aumento do estresse no reticulo endoplasmatico, que provocaria um aumento na
proteina do reticulo endoplasmético 29 (Erp29), superdxido desmutase 2 (SOD 2) e
GRP78. A Erp29 é uma proteina exclusiva do RE e seu aumento é um indicio de
estresse oxitativo (MKRTCHIAN et al., 1998). A SOD-2 tem papel importante em
combater o estresse oxodativo e trabalhos vem relatando alteracbes em sua
atividade em relagéo ao fluoreto (lano et al.2014) Em trabalhos recente do nosso
grupo foi observado aumento da expressdo da GRP78 (Pereira et al. 2013). A
GRP78 é uma proteina de homeostase, cujo aumento inibe a proteina 1C ligadora
do elemento regulatorio de esterol ( SREBP), a qual, por sua vez é responsavel pela
ativagdo da sintese de TGA através da conversdo de Acetii CoA e outros
precursores no figado (Kommoun et al, 2009; Tacer & Rozman, 2011). Logo a sua
inibicdo reduz a producdo de TGA no figado, o que reduz as inclusdes lipidicas. No
entanto, como ha uma reducdo na conversdo de Acetil CoA, esta acaba por se
acumular no figado, gerando uma resposta que provoca a reducédo da Apoproteina E
(APo-E), que é uma proteina responsavel pelo transporte de lipidios até o figado
para serem processados (Kockx et al., 2012). Diante deste relatos a andlise destas
proteinas seria de extrema relevancia para o melhor entendimento do mecanismo

pelo qual o F podera provacar alteragdes no metabolismo de lipidio.

2.3.7 Dieta AIN-93M

A utilizacao da dieta AIN-93M em trabalhos ligados ao F se tornou rotina uma
vez que possui uma baixa concentracdo de F (Buzalaf, Caroselli et al., 2004;
Buzalaf, Caroselli et al., 2005). Porém trabalhos recentemente publicado indicam
gue a mesma, apesar de ser utlizada como uma dieta controle, tem uma
concentracdo maior de carboidrato e pode gerar alteracbes no metabolismo de

lipidio bem como levar a acumulo de lipidio no figado (Moura et al., 2012). A inducéo
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de alteracdes no metabolismo bem como a esteatose hepética € dado por um
modelo experimental que busca a inducdo da obesidade através de dieta
hipercaldrica sendo o mais adequado aquele que esta mais proximo da realidade da
obesidade em humanos (Diemen; Trindade; Trindade, 2006, Cesaretti; Junior
Osvaldo, 2006) . Algumas dietas atingem valores hipercaléricos pela adicdo de
carboidratos e outros por adicda de gorduras, sendo que a maioria delas varia entre
3,7 Kcal / g e 5,4 Kcal / g. Assim, o emprego de modelos experimentais retratando
esta doenca ou semelhantes a mesma patologia que atinge o ser humano, é
necessario para estudos de procedimentos terapéuticos para seu efetivo tratamento
(SILVA, 2012). Desta forma a utilizacdo da dieta AIN-93M neste trabalho se faz
pertinente para analizar a acdo do F no metabolismo de lipidio, bem como na

inclusao de gorduras no figado.

De esta forma este trabalho ira contribuir para o entendimento do efeito da
administracdo do F em doses altas e baixas no metabolismo do figado bem como na
expressao de proteinas hepaticas, além de elucidar o mecanismo pelo qual o F pode
alterar o metabolismo de lipidio bem como se existe diferenca quando admnistradas
dietas hipercaloricas e normocaldricas. Também poderemos identificar se existe um

processo de adaptacao ao F em relacdo ao tempo de administracéo.
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3. PROPOSICAO

O objetivo geral deste trabalho foi elucidar o efeito da concentracdo de F

administrada (0, 15 e 50 mg/L por meio da agua de beber), do tempo de exposicao

(20 ou 60 dias) ao F e exposicdo concomitante a uma dieta hipercalérica no

metabolismo lipidico e expressao de proteinas hepaticas em ratos.

Os objetivos especificos foram:

Analisar a concentracdo de F no figado e plasma dos animais;

Analisar o perfil lipidico plasméatico dos animais;

Avaliar a presenca de inclusdes lipidicas nos figados de animais;
Analisar, através de Western blotting, a expressdo de proteinas
referentes ao estresse oxidativo (GRP78, ERP29, e SOD2) bem como
ao metabolismo de lipidios ( APo-E e SREBP);

Avaliar a expressao proteica diferencial em figado de ratos, utilizando-

se como ferramenta a analise proteémica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANALISE DO PERFIL LIPIDICO, EXPRESSAO DE PROTEINA E
ANALISE HISTOLOGICA EM ANIMAIS TRATADOS CRONICAMENTE
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE F POR DOIS PERIODOS
EXPERIMENTAIS, COM EXPOSICAO CONCOMITANTE A UMA DIETA
HIPERCALORICA OU NORMOCALORICA

4.1.1 Obtencéo e tratamento dos animais, eutanasia e obtencao

das amostras

Os animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo. Utilizaram-se 72 ratos
(Rattus norvergicus Wistar) machos com 21 dias. Os animais foram
divididos em 2 grupos (n=36 animais por grupo), de acordo com tipo de
dieta hipercalérica ou normocalérica (AIN93-M ou Presence
respectivamente), os quais foram subdivididos em 2 subgrupos (n=18) de
acordo com tempo de tratamento (20 dias ou 60 dias). Cada subgrupo foi
dividido em mais 3 subgrupos (n=6 animais por subgrupo), de acordo com
a dose de Fo a ser administrada por meio da agua de beber, a saber: 0
mg/L (controle), 15 mg/L ou 50 mg/L.

Os grupos receberam, durante o tratamento, racdo Presence
(Presence nutricdo animal, Ratos e Camundongos, 20kg, Purina), com
baixo teor de F (< 1 mgF/L) e valor equilibrado de calorias e nutrientes ou
racdo AIN-93M, que, apesar de ser utilizada por muito tempo como uma
racdo padrdo, principalmente para o0s experimentos envolvendo
administracdo de F por meio da agua, devido ao baixo teor deste ion
(Buzalaf, Caroselli et al., 2004; Buzalaf, Caroselli et al., 2005) possui um
alto valor calérico, conforme relatado recentemente (Moura, Figueredo et
al., 2012).

Na eutanasia, foram realizadas as pesagens dos ratos. Os animais
foram anestesiados por injecao intra-peritoneal de 0,5 mL/Kg de peso
corporal de Anasedan (Agribrands, USA) + 1,5 mL/Kg de peso corporal de
Cloridrato de quetamina vetaset (Fort Dodge, lowa, USA). Em seguida, a

cavidade peritoneal e depois a toraxica foram expostas, e o coracéo foi
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puncionado com agulha para coleta do sangue, colhido com uma seringa
plastica heparinizada e transferido para tubos heparinizados. Em seguida,
o mesmo foi colocado em tubos plasticos (Eppendorf) e centrifugado a
5600 rpm por 4 minutos (Jouan Al4) para obtencdo do plasma. Foram
coletados em média 4 mL de sangue, para obtencéo de 2 mL de plasma.
Os figados foram coletados, pesados e cada I6bulo foi
cuidadosamente separado. O I6bulo direito foi fixado em solucdo de
formalina 10% para analise histolégica. O restante do figado foi

armazenado a -20°C até a analise de F e proteinas.

4.1.2 Dosagens de fluoreto no plasma e figado

Para a analise do F no plasma foi realizada uma pré-difusdo, pois, por
se tratar de um fluido biolégico, o plasma contém CO, que precisa ser
eliminado. Para tanto, a amostra de plasma foi colocada em placa de Petri
(Falcon 1007) e sobre ela colocou-se o acido sulfurico saturado (HMDS)
num volume que corresponde a 20% do volume da amostra de plasma. Este
acido sulfarico (chamado de &cido aquecido) foi previamente aquecido até
gue o seu volume fosse reduzido pela metade, a fim de eliminar qualquer F
residual que possa contaminar a amostra. Apds a adi¢do do acido aquecido,
as placas foram deixadas abertas por 15 min para a saida do CO,, o volume
das mesmas foi completado para 2 mL com agua deionizada.

Para a andlise de F no figado, inicialmente foi realizada uma
homogenizacdo com 0,15 g de figado para 0,5 mL de agua (Pereira, Leite et
al., 2013) (Figura 3). Nesta analise ndo foi realizada pré-difusdo. Neste caso,
1 mL do homogenato foi adicionado a placa de Petri, juntamente com 1 mL
de agua deionizada. Em ambos os casos, a difusdo seguiu como descrito
por Taves (1968), modificado por Whitford (1996). Na tampa das placas de
Petri foram colocados 50 uL de NaOH 0,05 M, distribuidos em 3 gotas. As
placas foram entdo fechadas, seladas com vaselina, e por um orificio feito
previamente na tampa colocou-se hexametil-disiloxano (Aldrich, 2,0 mL em

acido sulfarico 3 M). O orificio imediatamente foi selado com vaselina e
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parafiime. As placas foram colocadas entdo numa mesa agitadora orbital

plana (Nova Técnica, modelo NT 145) em velocidade 2-3, durante a noite.

No dia seguinte, removeram-se as tampas, as mesmas foram
invertidas e as gotas de NaOH foram combinadas numa unica gota. O NaOH
foi tamponado pela adicdo de 25 uL de acido acético 0,2 M. O volume total
foi ajustado para 75 puL com agua deionizada, usando uma pipeta. A gota,
contendo todo o F, foi analisada com o eletrodo Orion 9409 e um micro-
eletrodo de referéncia calomelano (Accumet, nimero de catalogo #13-620-
79), ambos acoplados ao potenciometro Orion EA 940. Durante a leitura, 0s
dois eletrodos foram mantidos unidos através de bandas de borracha e
colocados em contato com a gota na parte interna da tampa da placa.

Validacdo da analise:

A técnica de difusao facilitada por HMDS apresenta as vantagens de
separar o F da amostra, eliminando interferentes, e ao mesmo tempo
concentra-la, o que incrementa o limite de detec¢cdo do F pelo eletrodo
sensivel, que € de 0,02 pug/mL, conforme consta no manual do fabricante.
Uma vez que nossa amostra tem um volume final de 0,075 mL, apés a
difusédo facilitada por HMDS, podemos detectar quantidades de F acima de
0,0015 pg. Considerando que os niveis de F plasméticos geralmente giram
em torno de 0,5-1,0 umol/L (0,0095-0,019 pg/mL), utilizando-se 1 mL de
plasma para analise (antes da difusdo facilitada por HMDS) temos uma
guantidade de F de 0,0095-0,019 pg, portanto bem acima do limite de
deteccao do eletrodo. As solucbes-padrédo (contendo 0,0095, 0,019,
0,095 e 0,19 nug F) empregadas na realizacao da curva de calibracdo foram
preparadas por diluicdo seriada de um estoque-padrdo contendo 0,1 M F
(Orion) e difundidas em triplicata, em concomitancia com as amostras de
plasma a serem analisadas. Foi feita a primeira leitura antes de se comecar
a ler as amostras de plasma, a segunda quando a metade das amostras ja
tinha sido lida e a terceira apés o término da leitura das amostras.

As leituras, obtidas em milivoltagem (mV), foram convertidas para ug
de F, através do Programa Excel (Microsoft). A média das leituras obtidas a

partir dos padrbes foi inserida na planilha, e entdo foi calculada a
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porcentagem de variacdo entre a quantidade de F medida e a esperada
pelos padrdes. Somente curvas de calibracdo com porcentagem de variagéo
de até 5% para todos os padrdes e r>0,99 foram aceitas, contemplando a
exatiddo do método.

Além disto, padrbes que ndo sofreram difusdo foram preparados
usando-se as mesmas solucfes (NaOH 0,05 M e &cido acético 0,20 M) que
foram usadas para se preparar os padroes e amostras que sofreram difuséo.
Estes padrbes nado difundidos foram feitos de modo a ter exatamente a
mesma concentracdo de F que os padrdes que sofreram difusdo. A
comparacao das leituras de mV mostrou que o F nos padrbes difundidos
tinha sido completamente captado e analisado.

Foi feita também uma sequéncia de padrdes que sofreram adicdo do
acido aquecido de maneira que as amostras e as leituras de mV eram as
mesmas tanto para os padrées que nao sofrerem adicao de acido aquecido,
guanto para aqueles que sofrerem, assim como também para 0os que nao

sofreram difusao.

4.1.3 Processamento histotécnico

Ap6s a determinacdo da massa do 6rgdo, os figados (n = 6 por
subgrupo) foram fixados em solucédo de formalina a 10% tamponada, por 1
semana, a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados em agua
corrente e processados histologicamente com desidratacdo em alcool etilico,

diafanizacdo em xilol e inclusdo em Histosec (parafina + resina plastica).

Cortes longitudinais alternados de 5 ym de espessura foram obtidos
dos figados em micrétomo Leitz-Jung, com um intervalo de 300 ym entre
os cortes, montados em laminas e corados com hematoxilina e eosina
(Luna, 1968).

Todos os cortes histologicos foram analisados morfologicamente em
um microscépio Optico Axioscop 2 (Carl Zeiss, Alemanha) e as

fotomicrografias obtidas no sistema MC200 chip (Carl Zeiss, Alemanha).
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Uma fatia do figado foi separada e apos fixagdo com formol foi
fixada em uma solucéo de 2% de tetroxido de ésmio e 5 % de dicromato de
sodio por 8 horas para a fixacdo dos lipidios. Em seguida esses fragmentos
foram lavados por duas horas ou até que a 4gua nao saisse transparente,
e em seguida foram realizados os procedimentos para inclusédo das pecas,

como descrito acima.

4.1.4 Dosagem de Colesterol no plasma

4.1.4.1 Dosagem de colesterol total

Para a dosagem de colesterol total foi utilizado o kit Colesterol —PP
(Gold Analisa Diagnostica, MG, Brasil). Para tanto, foram utilizados 2,5 pL de
plasma, acrescidos de 250 pyL do reagente de cor, sendo agitado por 30
segundos. Em seguida, foi incubado a 37°C por 10 minutos. Para o blanck,
foi utilizando somente reagente de cor. Na sequéncia, foi realizada a leitura a
500 nm em leitor de microplaca (BMG LABTECH, Fluostar Optima). Foi
realizada uma curva de calibracdo com diferentes concentragdes de padréo:
50, 100, 150 e 200 mg/dL de colesterol. Somente curvas de calibracdo com
porcentagem de variacéo de até 5% para todos os padrdes e r? > 0,9 foram

aceitas, contemplando a exatiddo do método.

4.1.4.2 Dosagem de HDL

Para a dosagem de HDL foi utilizado o kit Colesterol HDL-PP (Gold
Analisa Diagnostica, Mg Brasil). Para tanto, foram utilizados 40 pL de
plasma mais 40 pL de solucdo precipitante contida no kit, os quais foram
agitados por 30 segundos e em seguida centrifugados em 3500 rpm por 15
minutos. Na sequéncia, o sobrenadante foi coletado e reservado para
posterior analise. 10 yL do sobrenadante foram acrescentados em 100 uL do
reagente de cor e incubado a 37°C por 10 minutos. Para o blanck, foi
utilizado somente reagente de cor. Em seguida, foi realizada a leitura a 500
nm em leitor de microplaca (BMG LABTECH, Fluostar Optima). Foi realizada
uma curva de calibragcdo com diferentes concentra¢cdes de padréao: 10, 20,

30 e 40 mmol/L de HDL -colesterol. Somente curvas de calibracdo com
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porcentagem de variagdo de até 5% para todos os padrbes e r? > 0,9 foram

aceitas, contemplando a exatiddo do método.

4.1.4.3 Dosagem de triglicerideos

Para a dosagem de triglicerideos foi utilizado o kit Triglicérides 120
(Doles, Go Brasil). Para tanto, foram utilizados 2,5 pL de plasma, acrescidos
de 250 pL do reagente de cor, sendo agitado e em seguida incubado a 37°C
por 10 minutos. Para o blanck, foi utilizando somente reagente de cor. Em
seguida, foi realizada a leitura a 500 nm em leitor de microplaca (BMG
LABTECH, Fluostar Optima). Foi realizada uma curva de calibracdo com
diferentes concentragdes de padréo (50, 100, 150 e 200 mg/dL). Somente
curvas de calibracdo com porcentagem de variacdo de até 5% para todos os

padrdes e r> > 0,9 foram aceitas, contemplando a exatiddo do método.

4.1.4.4 |dentificagdo indireta de VLDL
Para a identificacdo da concentracdo de LDL no plasma foi utilizada a
Equacéo de Friedewald (1972):

VLDL = triglicérides/5

4.1.4.5 Identificacdo indireta do LDL
Para a identificacdo da concentracdo de VLDL no plasma foi utilizada
a Equacao de Friedewald (Friedewald, Levy et al., 1972):

LDL = Colesterol total — (HDL - (VLDL))

4.1.5 Andlise de triglicerideos no figado
Para determinar os triglicerideos teciduais, foram pesados 200 mg em
média de tecido hepético de cada animal. As amostras foram colocadas
em tubos do tipo eppendorf de 2 mL, contendo 0,5 mL de Triton X-100 a
0,1%. Em seguida, os tubos foram sonicados por 45 segundos de forma

pulsatil e levados a centrifuga a 4000 rpm por 10 minutos (Figueira et al.,
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2007). O sobrenadante foi coletado para a determinacao dos triglicerideos,
através da mesma metodologia utilizada para o plasma.
4.1.6.Western Blotting: GTP78, Erp29, Apo-E, SOD2 e SREBP

4.1.6.1 Homogeneizacao das amostras de figados

As amostras foram homogeneizadas em moinho criogénico, modelo
6770 Freezer Mill (Spex, Metuchen, NJ, EUA) (figura 1 - A). Para isso, as
amostras foram fracionadas em fragmentos de um centimetro, de acordo
com a orientagcado dos fabricantes, colocadas em tubos de policarbonato
(figura 5- B), nos quais os fragmentos foram triturados com 15 batimentos
por segundo, 1 ciclo de 2 min com um pré-congelamento inicial de 1 min
proporcionado pelo N, que previne a degradacdo de componentes da
amostra e a mantém em baixa temperatura (figura 1- C e D). Ao final do
processo, obtiveram-se amostras pulverizadas e com aspecto homogéneo.
Com esse procedimento, as amostras ficam prontas para extracdo e
guantificacao de proteinas totais, sendo primeiro passo para realiza¢do do
western blotting e andlise protedmica.

Figura 1 - Homogeneizacdo do tecido hepéatico em moinho

criogénico para posterior extracdo das proteinas. A — Moinho
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criogénico; B — Tubo de policarbonato; C — Colocacdo da

amostra no moinho criogénico; D — Colocag&o do Na.

4.1.6.2 Extracdo proteica do figado e quantificacdo de proteinas

totais

Ap6s a homogeneizagdo, as amostras foram submetidas
individualmente ao procedimento de extracdo das proteinas totais. Para
tanto, foram acrescentados ao homogeneizado, contendo por volta de 200
Hg, 200 pL de tampéao de lise gelado (Tampao RIPA, contendo 50 nM tris-
HCL (pH 7,4), 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, e 0,2% Nonidet P-40),
suplementado com coquetel de inibidores de proteases (Roche
Diagnostics). A seguir, as amostras foram sonicadas duas vezes por 20
segundos cada ciclo em gelo e centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g
(4°C). O sobrenadante contendo as proteinas totais extraidas foi coletado e
armazenado a -80°C, até o momento da utilizacdo. As proteinas foram
guantificadas utilizando-se o kit Biorad Protein Assay (Biorad) baseado no
método de Bradford (Bradford, 1976). Para a quantificacdo, as amostras
foram diluidas 10 vezes em H,O e 5 pL da cada diluigao foram pipetados
em pocos em placas de 96 pocos, em duplicata. Foram adicionados 250 uL
do reagente de Bradford para deteccéo das proteinas. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro a 950 nm. O valor obtido foi entdo interpolado em uma
curva de calibracdo, previamente estabelecida, utilizando-se da mesma
metodologia para concentracdes conhecidas da proteina padrdo BSA
(albumina de soro bovino), para a determinacdo da concentragdo de
proteina total em ug/mL. Os volumes que representam o equivalente a
guantidade de 40 pg de proteina total por amostra, de acordo com as

concentracdes individuais, estdo demonstrados na tabela 1.



Tabela 1. Volumes (em pL) de cada amostra de figado

de ratos equivalentes a 40 g de proteinas totais.
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Racéo

Grupo Racédo AIN-93M  Presence

20 dias controle 2,75 3,81
4,28 2,94
3,18 3,76
3,50 2,17
4,54 4,25
5,19 3,91

60 dias controle 2,18 3,36
2,48 1,55
1,54 2,40
1,40 1,21
2,20 1,98
1,31 1,91

20 dias 15 mgF/L 5,74 7,28
2,12 3,15
2,24 1,36
2,49 4,09
7,90 3,97
2,62

60 dias 15 mgF/L 1,96 1,64
3,81 1,79
2,28 2,11
1,10 2,03
2,58 2,04
2,69

20 dias 50 mgF/L 2,04 5,60
2,45 2,42
2,24 2,66
6,61 5,54
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2,14 4,70
2,27 5,58
60 dias 50 mgF/L F 1,56 1,66
1,52 1,70
2,89 1,49
4,22 1,63
2,01 1,32
3,89 1,88

4.1.6.3 Western Blotting

Amostras de proteinas totais (40ug) de cada grupo foram submetidas
individualmente em gel SDS-PAGE 12 %, seguidas da transferéncia para
membranas de PVDF ou nitrocelulose . As membranas foram bloqueadas
em leite molico 5%/TBS-T 0,1% por 1 h em temperatura ambiente (TA),
seguidas da incubagcdo com os anticorpos policlonais de coelho anti-
GRP78 (na diluicdo 1:250) , anti-Apo-E (1:1000), ou anti- Erp29 (1:2000),
anti-SOD2 (1:500); policlonal de camundongo anti-SREBP (1:500),
overnight” a 4°C(Abcam, Cambridge, MA), anti-B-tubulina (1:200) (Cell
Signaling) ou anti-a-tubulina (1:5000) (Abcam, Cambridge, MA) em leite
molico 5%/TBS-Tween 0.1%.. ApGs sucessivas lavagens para a remogao
dos anticorpos néo ligados, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-IgG de coelho ou anti-IgG de camundongo conjugados com
perdoxidase (GE, Piscataway, NJ) (diluicdo 1:10000) por 1 h a TA, sob leve
agitacdo. . Apos esse periodo, as membranas foram novamente lavadas
com TBS/T 0,1% e submetidas a deteccédo das bandas utilizando o kit de
reagentes de quimiluminscéncia (GE, Piscataway, NJ). Apds exposicao da
membrana ao escaner LI-COR Corporate Offices-US (Lincoln, Nebraska
USA) as bandas foram detectadas . As densidades relativas das bandas
foram determinadas através de analise de densitometria, utilizando o
programa Image Studio Lite software da LI-COR Corporate Offices-US

(Lincoln, Nebraska USA). Os resultados foram expressos como a razao
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entre a quantidade de proteina de interesse pela quantidade de proteina
constitutiva B-tubulina ou a-tubulina. Os valores das densidades foram
corrigidos pela subtracdo dos valores do “background”. A média dos
valores arbitrarios obtidos para o grupo controle foi considerado igual a 1,
sendo que a valores individuais dos demais grupos foram calculados em

relagéo ao controle.

4.1.7 — Andlise estatistica

Para os dados referentes as analises de F, tanto no plasma quanto
no figado e do Western Blotting, foi utilizado o software GraphPad InStat
(versdo 3,0 para Windows, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
Inicialmente foram checadas a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov)
e a homogeneidade (teste de Bartlett) dos dados para selecdo do teste
estatistico apropriado (ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparacdes individuais ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn para comparacdes individuais).

Ja para as analises a 3 critérios (dose de F, tempo de tratamento e
tipo de racéo), foi utilizado o software Statistica (versdo 10.0 para Windows,
StatSoft. Inc. Tulsa. USA 2011 ). Foi empregado o teste ANOVA a 3
critérios, seguida pelo teste de Tukey para a comparac¢des individuais.

O nivel de significancia adotado, em todos os casos, foi de 5%. Os

valores foram apresentados como media tdesvio padrao.
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4.2 ANALISE PROTEOMICA NO FIGADO DE RATOS TRATADOS
CRONICAMENTE COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
FLUORETO A PARTIR DA AGUA DE BEBER, POR DOIS PERIODOS
EXPERIMENTAIS

4.2.1 Obtencdo e tratamento dos animais, eutanasia e obtencao

das amostras

Os animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo. Utilizaram-se 36 ratos
(Rattus norvergicus Wistar) machos com 21 dias. Os animais foram
divididos em 2 grupos (n=18 animais por grupo), de acordo com o tempo de
tratamento (20 dias ou 60 dias). Cada grupo foi dividido em 3 subgrupos
(n=6 animais por subgrupo), de acordo com a dose de F a ser administrada
através da agua de beber, a saber: 0 mg/L (controle), 15 mg/L ou 50 mg/L.

Todos os grupos receberam, durante o tratamento, ragdo Presence
(Presence nutricdo animal, Ratos e Camundongos, 20kg, Purina), com
baixo teor de F (< 1 mgF/L) e valor equilibrado de calorias e nutrientes.
Anteriormente foi observado que a racdo AIN-93M, apesar de ser utilizada
por muito tempo como uma racdo padrdo, principalmente para o0s
experimentos envolvendo administracdo de F através da agua, devido ao
baixo teor deste ion (Buzalaf, Linardi et al., 2004; Buzalaf, Caroselli et al.,
2005) possui um alto valor calérico, conforme relatado recentemente
(Moura, Figueredo et al., 2012), o que a torna inapropriada para o objetivo
inicial do projeto.

Na eutanasia, foram realizadas as pesagens dos ratos. Os animais
foram anestesiados por injecao intra-peritoneal de 0,5 mL/Kg de peso
corporal de Anasedan (Agribrands, USA) + 1,5 mL/Kg de peso corporal de
Cloridrato de guetamina vetaset (Fort Dodge, lowa, USA). Em seguida, a
cavidade peritoneal e depois a toraxica foram expostas, e o coracao foi
puncionado com agulha para coleta do sangue colhido com uma seringa
plastica heparinizada e transferido para tubos heparinizados. Em seguida,

o mesmo foi colocado em tubos plasticos (Eppendorf) e centrifugado a
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5600 rpm por 4 minutos (Jouan Al4) para obtencdo do plasma. Foram
coletados em média 4 mL de sangue, para obtencao de 2 mL de plasma.
Os figados foram coletados, pesados e cada I6bulo foi
cuidadosamente separado. O I6bulo direito foi fixado em solucdo de
formalina 10% para analise histologica. O restante do figado foi

armazenado a -20°C até a analise de F e proteinas.

4.2.2 Dosagens de F plasma e figado

Foi realizada como descrito anteriormente.

4.2.3. Andlise estatistica

Foram utilizados os softwares GraphPad Instat versdo 3 para
Windows e GraphPad Prism versao 4 para Windows. (GraphPad sofwtare
Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente os dados serédo checados em relacéo a
normalidade e homogeneidade, pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Bartlett, respectivamente, para selecdo do teste de analise apropriado. O

nivel de significancia foi estabelecido em 5% em todos os casos.

4.2.4 Analise protedmica
4.2.4.1 Extracdo de proteinas do figado e quantificacdo

As amostras foram homogeneizadas em moinho criogénico, modelo
6770 Freezer Mill (Spex, Metuchen, NJ, EUA) Para isso, as amostras foram
fracionadas em fragmentos de um centimetro, de acordo com a orientacao
dos fabricantes, colocadas em tubos de policarbonato nos quais os
fragmentos foram triturados com 15 batimentos por segundo, 1 ciclo de 2
min com um pré-congelamento inicial de 1 min proporcionado pelo N,, que
previne a degradacdo de componentes da amostra e a mantém em baixa
temperatura. Ao final do processo, obtiveram-se amostras pulverizadas e

com aspecto homogéneo. Com esse procedimento, as amostras ficam
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prontas para extracao e quantificacdo de proteinas totais, sendo o primeiro

passo para realizacdo da analise proteémica.

4.2.4.2 Preparo das amostras para espectrometria de massa

Para extracdo das proteinas do figado 100 mg do tecido foram
transferidos para um microtubo, onde foram adicionados 500 pL de tampé&o
de extracdo contendo uréia 7 M, tiouréia 2 M, e ditiotreitol (DTT) 40 mM.
Apo6s 1 h de incubagdo em gelo, com agitagdo em vortex a cada 10 min, o
homogenato foi submetido a centrifugacdo a 14 000 rpm por 30 min a 4 °C
e 0 sobrenadante foi em seguida coletado. Apos a extracdo, as proteinas
foram filtradas em Amicon® Ultra Centrifugal Filters (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) juntamente com tampéo de uréia 3M. Em seguida
as amostram foram quantificadas com auxilio do Kit Quick Start Bradford
(Bio-Rad) que esta baseado no método de Bradford (1976), e entdo 200 ug
de proteinas foram utilizados para formar um pool de 2 amostra, sendo 6
amostras por grupo, formando assim uma triplicata biolégica para cada
grupo. O pool de 2 amostras foi novamente submetido a analise de
guantificacdo proteica, como descrito acima. Para as amostras
correspondentes a cada pool foram calculados os volumes que
correspondiam a 50 pg de proteinas, que foram transferidos para um
microtubo e a estas adicionado AMBIC até um volume final de 60 pL. Em
seguida, foram pipetados 25 pL de RapiGest® 0,2% (Waters) e entdo
agitado em vortéx. Em seguida, as amostras foram incubadas por 30
minutos a 37°C. Foram ent&o reduzidas através da incubacdo a 37°C com
DTT 100 mM. Em seguida, adicionou-se lodoacetamida (IAA) 300 mM por
30 min em temperatura ambiente, para devida alquilacdo das amostras.
Apos a alquilacéo, foi realizada a digestéao proteolitica com a adicdo de 150
ng de tripsina grade MS (Promega) e incubacédo a 37°C por 14 h. Ao fim
das 14 h, a acdo da enzima foi paralisada pela adicdo de 5 pL de &cido
férmico 3% e depois incubada por 90 minutos a 37°C. Em seguida, as

amostras foram centrifugadas a 14000 rpm durante 30 min. O



69

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

4.2.4.3 Sequenciamento das proteinas no espectrémetro de massa

A identificacdo dos peptideos foi feita num sistema nanoACQUITY
UPLC-Xevo QTof MS system (Waters, Manchester, UK). O nanoACQUITY
UPLC® foi equipado com uma coluna analitica de fase reversa
nNanoACQUITY HSS T3 (75 um X 150 mm, tamanho de particula de 1,8
pum, Waters Manchester, UK). A coluna foi equilibrada com 93% da fase
movel A (4cido férmico 0,1% em &gua) e 7% da fase mével B (100% ACN +
0,1% acido férmico). Em seguida, os peptideos foram separados com um
gradiente linear da fase mével de 7-85 % (acido férmico 0,1 % em ACN
100%) por 70 min num fluxo de 0,35 pL/min. A temperatura da coluna foi

mantida em 35°C.

O espectrometro de massas Xevo® G2 Q-TOF foi operado em modo
ibnico positivo de nanoeletrospray e os dados foram coletados usando o
método MSE em elevada energia (19-45 V), que permite a aquisicdo dos
dados tanto dos ions precursores quanto fragmentos numa Unica injecao.
As condi¢des de fonte usadas incluiram voltagem do capilar de 2,5 kV,
cone de amostra de 30 V, cone de extracdo de 5,0 V e temperatura da
fonte de 80°C. Os dados foram adquiridos durante 70 min, com varredura
na faixa de 50-2000 Da. O lockspray, usado para garantir acuracia e
reprodutibilidade, foi operado com uma solugdo de [Glul]fibrinopeptideo (1
pmol/pL), com fluxo de 1 pL/min, como um ion de referéncia no modo
positivo a m/z 785.8427.

4.2.4.4 |dentificagdo das proteinas

A identificagdo das proteinas foi obtida utlizando o software
ProteinLynx Global Server (PLGS) versao 3,0, através do algoritmo de
contagem de ions incorporado ao software. Os dados obtidos foram

buscados no banco de dados da espécie Rattus (revisado apenas,
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UniProtKB/Swiss-Prot) baixado em Julho de 2014 a partir do UniProtKB
(http://www.uniprot.org/).

A diferenca de expressdo entre os grupos foi obtida usando o
software PLGS e expressao como p<0,05 para as proteinas subrreguladas

e 1-p>0,95 para as proteinas suprarreguladas.

4.2.4.5 Andlise dos dados por meio da Bioinformatica

Com o0 objetivo de compreender o significado biol6gico dos
resultados quantitativos da analise protebmica, as listas de proteinas
diferencialmente alteradas nas comparacdes entre os diferentes grupos
experimentais foram submetidos a andlise de classificacado funcional Gene
Ontology (GO) através da utilizado do programa Cluego v2.0.7 + Clupedia
v1.0.8, Cytoscape plugin (Cytoscape version 3.0.2.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO PERFIL LIPIDICO, EXPRESSAO DE PROTEINA E ANALISE
HISTOLOGICA EM ANIMAIS TRATADOS CRONICAMENTE COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE F POR DOIS PERIODOS
EXPERIMENTAIS, COM EXPOSICAO CONCOMITANTE A UMA DIETA
HIPERCALORICA OU NORMOCALORICA

5.1.1. Dosagens de fluoreto plasma e figado

A figura 2 mostra os valores da concentracdo média de F encontrada no
plasma, em funcao dos tratamentos com F por 20 ou 60 dias, para os animais que
receberam dieta AIN-93M ou Presence. As concentracdes médias de F (xDP)
encontradas para 0s animais que receberam a dieta AIN-93M foram,
respectivamente, 0,008+0,003, 0,023+0,005 e 0,059+0,015 mg/L para 0S grupos
controle e tratados com 15 e 50 mg/L de F por 20 dias. Os respectivos valores
para os grupos tratados por 60 dias foram 0,006+0,001, 0,029+0,006 e
0,081+0,021 mg/L. Ja para os animais que receberam a dieta Presence e foram
tratados por 20 dias, as concentracdes meédias de F (xDP) foram,
respectivamente 0,010+0,004, 0,027+0,005 e 0,069+0,010 mg/L para 0S grupos
controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20 dias. Os
valores correspondentes para os grupos tratados por 60 dias com a dieta
Presence foram 0,005+0,002, 0,015+0,005 e 0,046+0,007 mg/L, respectivamente.
A ANOVA a 3 critérios observou diferenca significativa entre as dietas (F=6,9557,
p=0,012), entre as concentracdes de F (F=164,035, p<0,001), mas n&o entre os
tempos experimentais (F=0,185, p=0,669), com interacdo significativa entre racao
e tempo (F=14,156, p<0,001). Para as diferentes concentracdes de F foi, em geral
observado um aumento na concentracdo de acordo com a dose administrada,
embora nem em todos os casos as diferengas tenham sido significativas como no
caso do grupo tratados com 15mg/L de F tratados com a dieta Presence e para o
grupo tratado com a dieta AIN-93M por 20 dias. Ja em relacdo aos tipos de
dietas, para o tratamento de 60 dias, a racdo AIN-93M (hipercaldrica) levou a

concentragcdes maiores de F no plasma dos animais tratados com F (néo
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significativo para os animais tratados com 15 mgF/L), o que nédo foi observado
para os animais tratados por menor tempo (20 dias).

Pereira (2011), em trabalho semelhante onde administrou cronicamente F
nas concentracdes de 0 mgF/L, 5 mgF/L e 50 mgF/L de F observou uma dose-
resposta nas amostras de plasma de animais tratados por 60 dias, assim como foi
observado no presente trabalho. De acordo com a autora, esta dose-resposta
confirma que o tratamento dos mesmos com agua fluoretada foi efetivo. Porém
neste caso ndo foi possivel encontrar uma dose resposta com diferenca
significativa, embora tenha havido uma tendéncia para esse efeito. Para o periodo
de 60 dias houve um aumento significativo da concentracdo de F na maior dose
guando administrada a dieta hipercalérica, um indicio de que o F pode se

acumular mais quando esta dieta € administrada por longo periodo.
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Figura 2 - Concentracdo média de F nas amostras de plasma (mg/L) em ratos
tratados com agua contendo diferentes concentracdes de F, por 2 periodos (20 ou
60 dias) e dois tipos de racao (normocaldrica — Presence ou hipercal6rica — AIN-
93-M). Barras verticais representam desvio padrdo. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas (ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey,
p<0,05). n=6.
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A figura 3 mostra os valores da concentragdo média de F encontrada no
tecido hepatico, em funcédo dos grupos com animais tratados durante periodos de
20 ou 60 dias, que receberam a racdo AIN-93M ou Presence e da concentracao
de F administrada. As concentragcbes médias de F (xDP) encontradas para os
animais que receberam a dieta AIN-93M foram: 0,382+0,009, 0,559+0,035 e
0,947+0,890 ug/g para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em
animais tratados por 20 dias. Os respectivos valores para os grupos tratados por
60 dias foram 0,204+0,088, 1,229+0,898 e 1,747+0,401 ug/g, respectivamente. As
concentragcbes médias de F (+DP) encontradas para os animais que receberam a
dieta Presence foram 0,278+0,066, 0,059+0,050 e 0,925+0,443 ug/g para 0s
grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os respectivos valores para os grupos tratados por 60 dias foram
0,271+0,062, 0,599+0,164 e 0,772+0,452 ug/g, respectivamente. A ANOVA a 3
critérios observou diferenca significativa entre as dietas (F=7,509, p=0,009), as
concentracdes de F (F=22,808, p<0,001), mas nao entre os tempos experimentais

(F=2,262, p=0,140), com interac&o entre ragcao e tempo (F=6,158, p=0,017).
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Figura 3 - Concentracdo média de F nas amostras de figado (ug/g de tecido
hepatico) de ratos tratados com agua contendo diferentes concentracdes de F,
por 2 periodos (20 ou 60 dias) e dois tipos de racdo. Barras verticais representam
desvio padrdo. Letras distintas indicam diferengas estatisticamente significativas
(ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.
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Apesar de se observar uma tendéncia para a um aumento de acordo com a
dose administrada nas concentracdes de F no tecido hepatico, a diferenca ndo
foi significativa entre todos 0s grupos, como ocorreu para o plasma. Muitos
autores em seus trabalhos também ndo observaram essa dose-resposta.
Tsunoda et al. (2005) nao encontraram diferengca significativa entre as
concentracdes de F no tecido hepatico do grupo controle quando comparado aos
animais tratados com 5 mgF/L e 25 mgF/L de F através da agua de beber durante
um més, sendo que s6 foi observado aumento significativo quando foi
administrada uma dose de 125 mgF/L de F. Pereira et al. (2013) também néo
observaram um aumento da concentracdo de F de acordo com dose de F no
tecido hepatico de ratos tratados com 0 mgF/L e 5 mgF/L de F, somente tendo
sido observado aumento significativo nestas concentragdes quando os animais
foram tratados com 50 mgF/L de F, de modo similar ao observado no presente
estudo. Acreditamos que por ndo ser o figado um érgdo de deposicdo de F o
mesmo nao acumula neste o6rgdo. Assim sua concentracdo no figado fica
dependente da concentracdo do F no plasma, tendendo a ficar em equilibrio com
a concentracdo plasméatica . Em adicao assim como foi observado para o plasma
também foi observado uma maior concentragdo de F no figado que animais
tratados por 60 dias com a dieta hipercaldrica indicando novamente que pode
ocorrer um maior acumulo deste ion quando esta dieta € administrada por longo

periodo.
5.1.2. Andlise histoldgica

Foi realizada uma analise histolégica baseada em scores (figura 4) para as
inclusbes lipidicas no figado dos animais que receberam a racdo Presence,
seguindo a mesma metodologia empregada para as laminas dos animais que
receberam a racdo AIN-93M. Foi realizada uma analise qualitativa com scores
gue variaram de 0 até 5, sendo que 1 indicava um figado com poucas (ou quase
nenhuma) inclusbes e 5, maior presenca de inclusdes lipidicas. A analise foi
realizada por 3 observadores e os valores de cada lamina referente a cada

animal/grupo foram relacionados nas tabelas 15 e 16.
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Com o intuito de aumentar a fidelidade dos resultados, foi realizado o método
Kappa (Landis e Koch, 1977) antes das analises finais intra e inter observadores.
Para a realizacdo deste método, foram utilizados dois animais de cada grupo,
totalizando 24 laminas, das quais 12 sao dos animais que receberam a ragao AIN
— 93M e 12 da ragdo Presence. Os valores referentes a cada andlise e a cada

observador estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Valores do indice kappa segundo as andlises intra e inter observadores.

Observador 1 Observador 2 Observador 3
Observador 1 0,84 0,89 0,85
Observador 2 0,89 0,84 0,81
Observador 3 0,85 0,81 0,88

Apés a calibracdo dos observadores, os mesmos fizeram andlise das
laminas e definiram os valores finais de score para cada animal. Em seguida, as
analises que ndo estavam em concordancia foram refeitas e entéo realizou-se um
consenso. Os valores referentes as andlises realizadas ap6s o consenso estédo

descriminadas nas tabelas 3,4,5 e 6.

Tabela 3. Score do nivel de esteatose (1 até 5) referente a cada animal do grupo que recebeu

tratamento (controle, 15 mgF/L e 50 mgF/L F) por 20 dias, realizado por 3 observadores.

Média
Score - Score - Score - dos

Animal []de F observador 1 observador 2 observador 3 Scores
1 Controle 1 2 1 1,33
2 Controle 5 5 5 5,00
3 Controle 1 2 2 1,67
4 Controle 5 4 5 4,67
5 Controle 5 5 5 5,00
6 Controle 5 4 5 4,67
7 15 mgF/L 2 4 4 3,33
8 15 mgF/L 4 3 3 3,33
9 15 mgF/L 1 1 1 1,00
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10 15 mgF/L 1 1 1 1,00
11 15 mgF/L 5 5 5 5,00
12 15mgF/L 5 5 5 5,00
13 50 mgF/L 1 1 1 1,00
14 50 mgF/L 1 1 1 1,00
15 50 mgF/L 2 2 2 2,00
16 50 mgF/L 1 2 2 1,67
17 50 mgF/L 1 1 1 1,00
18 50 mgF/L 1 1 1 1,00

Tabela 4. Score do nivel de esteatose (1 até 5) referente a cada animal do grupo que recebeu

tratamento (controle, 15 mgF/L e 50 mgF/L F) por 60 dias, realizado por 3 observadores.

Média
Animal []deF Score - Score - Score - dos
observador 1 observador 2 observador 3
Scores
1 Controle 2 2 3 2,33
2 Controle 2 2 4 2,67
3 Controle 2 2 3 2,33
4 Controle 4 4 4 4,00
5 Controle 5 5 5 5,00
6 Controle 2 3 3 2,67
7 15 mgF/L 5 5 3 4,33
8 15 mgF/L 5 5 5 5,00
9 15 mgF/L 1 1 1 1,00
10 15 mgF/L 5 5 5 5,00
11 15 mgF/L 1 3 3 2,33
12 15mgF/L 2 4 4 3,33
13 50 mgF/L 1 1 1 1,00
14 50 mgF/L 1 2 2 1,67
15 50 mgF/L 3 3 4 3,33
16 50 mgF/L 2 2 3 2,33
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17 50 mgF/L 3 4 4 3,67
18 50 mgF/L 1 1 2 1,33

Tabela 5. Score (3 observadores) do nivel de esteatose (0 até 5) referente a cada animal do grupo

gue recebeu tratamento com agua contendo O (controle), 15 ou 50 mgF/L F por 20 dias e racdo

Presence.
Média
Score - Score - Score - dos
Animal []deF observador 1 observador 2 observador 3 Scores

1 Controle 0 0 0 0,00
2 Controle 0 1 0 0,33
3 Controle 0 0 0 0,00
4 Controle 0 1 0 0,33
5 Controle 1 0 0 0,33
6 Controle 0 0 0 0,00
7 15 mgF/L 0 0 0 0,00
8 15 mgF/L 0 1 0 0,33
9 15 mgF/L 1 0 0 0,33
10 15 mgF/L 0 1 0 0,33
11 15 mgF/L 0 1 0 0,33
12 15mgF/L 1 1 1 1,00
13 50 mgF/L 1 1 1 1,00
14 50 mgF/L 0 0 0 0,00
15 50 mgF/L 0 1 0 0,33
16 50 mgF/L 1 2 1 1,33
17 50 mgF/L 0 0 0 0,00
18 50 mgF/L 0 1 0 0,33
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Tabela 6 Score (3 observadores) do nivel de esteatose (0 até 5) referente a cada animal do grupo

gue recebeu tratamento com agua contendo O (controle), 15 ou 50 mgF/L F por 60 dias e racao

Presence.
Média
Animal []deF Score - Score - Score - dos
observador 1 observador 2 observador 3
Scores
1 Controle 0 1 0 0,33
2 Controle 0 0 0 0,00
3 Controle 0 0 0 0,00
4 Controle 0 0 0 0,00
5 Controle 1 0 0 0,33
6 Controle 0 1 0 0,33
7 15 mgF/L 0 0 0 0,00
8 15 mgF/L 1 0 0 0,33
9 15 mgF/L 0 1 0 0,33
10 15 mgF/L 0 1 0 0,33
11 15 mgF/L 0 0 0 0,00
12 15mgF/L 0 0 0 0,00
13 50 mgF/L 0 1 0 0,33
14 50 mgF/L 0 0 0 0,00
15 50 mgF/L 0 0 0 0,00
16 50 mgF/L 0 0 0 0,00
17 50 mgF/L 0 0 0 0,00
18 50 mgF/L 0 0 0 0,00

Os scores médios (xDP) encontrados nas laminas histolégicas, em animais
tratados por um periodo de 20 dias foram, 0,165%0,181, 0,386+0,328 e
0,498+0,547 para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente. O teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn ndo detectou diferencas
significativas entre os grupos (KW= 7,089, p=0,214). O maior valor encontrado foi
para o grupo 50 mgF/L F, que nédo se diferenciou significativamente dos outros

grupos. O menor valor foi observado para o grupo controle. Para o periodo de 60
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dias para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F os scores médios (xDP) foram
0,165+0,181, 0,165+0,181 e 0,055+0,135, respectivamente. O teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis ndo detectou diferencas significativas entre os grupos
(KW= 7,089, p=0,2141).

Em relacdo as laminas impregnadas com tetroxido de 6smio dos grupos
gue receberam a racdo AIN-93M, houve a confirmacdo de que os vacuolos
observados e indicados como inclusdes lipidicas nas laminas coradas com H&E

sdo realmente lipidios (figura 5). Porém, ndo foi possivel quantificar as inclusdes,

pois a técnica ndo possibilitou uma impregnacdo homogénea do tecido.

Figura 5: Fotomicrografia de figado de rato tratado com 50 mgF/L F que recebeu

a racdo AIN-93M com tetroxido de Osmium, demonstrando a presenca de
inclusdo lipidicas (IL) dentro dos vacuolos. N — nucleo E C - citoplasma

A ANOVA a trés critérios (tempo de tratamento, concentracdo de F e

tipo de racdo) indicou diferenca significativa para o tipo de racdo (F=137,48

p<0,001), bem como para a interacdo entre racdo x concentracao de F (F=4,22,

p=0,019). Em relacdo ao tipo de racédo, foram observados valores de score

significativamente maiores para 0 grupo que recebeu racdo AIN-93M em



83

comparacao a Presence (p<0,001). Em relacdo a interacdo racdo x dosagem de
F, o teste de Tukey indicou uma reducado para 0os animais que receberam a ragao
AIN-93M para o grupo tratado com 50 mgF/L quando comparado aos grupos 0
mgF/L (p=0,003) e o 15 mgF/L (p=0,010) (Figura 6).
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Figura 6. Média dos scores do nivel de esteatose relacionando tempo, dose e
racdo. Letras distintas indicam diferencas significativas (ANOVA a 3 critérios,

p<0,05). As barras indicam desvio-padréo. n=6.

A analise morfolégica revelou um aumento significativo da esteatose
guando administrada uma dieta hipercalorica, em relacdo a dieta normocaldrica.
Os maiores niveis de esteatose foram encontrados no grupo controle quando
tratado com uma dieta hipercal6rica por 20 dias e 0s menores niveis para 0 grupo
de 60 dias que receberam a dieta nhormocalérica. Para os grupos que receberam
a dieta hipercalorica foi observado que para o periodo de 60 dias ocorreu uma
homogeneizacdo dos niveis de score e para o periodo de 20 dias foi observada
uma dose-resposta inversa, onde o grupo que recebeu o tratamento com 50
mgF/L teve uma reducdo significativa dos niveis de esteatose. Esta reducdo no
grupo tratado por 20 dias pode estar relacionada ao fato de que, neste periodo de
vida do animal (40 dias), 0 mesmo € muito jovem e logo mais suscetivel a acao do

F. J& para o periodo de 60 dias pode ter ocorrido uma adaptacéo do figado frente
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ao tratamento com o F e a dieta hipercal6rica, ocorrendo assim uma
homogeneizacdo da esteatose (Dabrowska, Letko et al., 2006). Desta forma
podemos sugerir que o F pode ter um efeito protetor quando administrado em
animais jovens por 20 dias, o que pode estar relacionado ao fato deste ion ativar
proteinas responsaveis pela homeostase, como é o caso da GRP78 (Kammoun,
Chabanon et al., 2009). Muitos trabalhos vém indicando que o F provoca o
aumento desta proteina a qual, por sua vez, aumenta em resposta ao estresse
oxidativo (Pereira, Leite Ade et al., 2013)

5.1.3 Dosagem de Colesterol no plasma
5.1.3.1. Andlise de HDL

A figura 7 mostra os valores da concentracdo media de HDL-colesterol, em
mg/dL, encontrada no plasma em fungcdo da concentracéo de F administrada, em
animais tratados durante periodos de 20 ou 60 dias com racdo AIN-93M e
Presence.

As concentracdes médias de HDL (£DP) encontradas para os animais que
receberam a dieta AIN-93M foram: 38,3+4,2, 40,8+2,5 e 56,1+4,8 mg/dL para os
grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os valores correspondentes para os grupos tratados por 60 dias foram
46,618,0, 56,1+4,8 e 49,9+6,2 ug/g, respectivamente. As concentracdes medias
de F (xDP) encontradas para os animais que receberam a dieta Presence foram:
16,2+5,2, 28,615,3 e 26,4+0,8 pg/mL para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F,
respectivamente em animais tratados por 20 dias. Os valores correspondentes
para os grupos tratados por 60 dias foram 6,8+1,9, 7,0+1,9 e 3,4+1,8 pg/mL,
respectivamente. A ANOVA a 3 critérios observou diferenca significativa entre as
dietas (F=561,32, p<0,001), as concentra¢cbes de F (F=7,814 p=0,001) e entre os
tempos experimentais (F=9,385, p=0,004), com interacdo entre dieta e tempo
(F=111,160, p<0,001), bem como entre dieta, tempo e dosagem de F (F=4,696,
p=0,014).
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Figura 7 - Concentracdo média de HDL nas amostras de plasma (mg/dL) de ratos
tratados com agua contendo diferentes concentracdes de F, por 2 periodos (20 ou
60 dias) e dois tipos de dieta. Nao foram observadas diferencas significativas

(ANOVA a 2 critérios, p>0,05). Barras verticais representam desvio padrédo, n=6.

5.1.3.2 Andlise de Colesterol total

A figura 8 mostra os valores da concentracdo média de colesterol total
em mg/dL encontrada no plasma, em funcdo da concentracdo de F administrada
através da agua, nos animais tratados por 20 ou 60 dias com racdo AIN-93M e
Presence.

As concentrac6es médias de colesterol total (xDP) encontradas para os
animais que receberam a dieta AIN-93M foram: 113,5+10,5, 112,4+7,9 e
104,5+6,4 mg/dL para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em
animais tratados por 20 dias. Os respectivos valores para 0s grupos tratados por
60 dias foram 100,2+10,5, 103,7+8,1 e 107,0+9,1 mg/dL, respectivamente. As
concentracbes médias de colesterol total (xDP) encontradas para os animais que
receberam a dieta Presence foram 125,7+14,7, 130,8+8,8 e 112,8+3,5 ug/mL para
0s grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os valores correspondentes para os grupos tratados por 60 dias foram
75,0+£7,2, 81,3+10,1 e 83,4+8,8 pg/mL, respectivamente. A ANOVA a 3 critérios
observou diferenca significativa entre as dietas (F=6,069, p=0,016) e entre os
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tempos experimentais (F=9,385, p=0,004), mas ndo entre as concentragdes de F
(F=7,814 p=0,001), com interacédo entre dieta e tempo (F=111,160, p<0,001), e
entre dieta, tempo e dosagem de F (F=4,696, p=0,014).
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Figura 8- Concentracdo média de colesterol total nas amostras de plasma
(mg/dL) de ratos tratados com agua contendo diferentes concentracdes de F, por
2 periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os tempos de tratamento (ANOVA a 3 critérios e teste de
Tukey, p<0,05). n=6.

5.1.3.3. Andlise de Triglicerideos

A figura 9 mostra os valores da concentragdo média de triglicerideos, em
mg/dL, encontrada no plasma, em funcdo da concentracdo de F administrada
através da agua, nos animais tratados por 20 ou 60 dias com racdo AIN-93M e
Presence.

As concentragcbes meédias de triglicerideos (xDP) encontradas para o0s
animais que receberam a dieta AIN-93M foram: 92,3+10,8, 38,0+6,1 e 48,7+10,5
mg/dL para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais
tratados por 20 dias. Os respectivos valores para os grupos tratados por 60 dias
foram 151,6+20,5, 111,7+15,7 e 146,8+8,1 mg/dL, respectivamente. As
concentracbes médias de triglicerideos (xDP) encontradas para 0os animais que
receberam a dieta Presence foram 135,0+25,2, 124,0+5,4 e 115,6£21,9 mg/dL
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para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados
por 20 dias. Os respectivos valores para os grupos tratados por 60 dias foram
63,6+8,9, 103,3£15,7 e 54,7+8,1 mg/dL, respectivamente. A ANOVA a 3 critérios
nao observou diferenca significativa entre as dietas (F=0,071, p=0,791), mas
houve diferenca para as concentragdes de F (F=7,615 p=0,001), entre os tempos
experimentais (F=8,608, p=0,005), com interacdo entre racdo e tempo (F=208,32,
p<0,001), entre racéo e dosagem de F (F=16,60, p<0,001), entre dosagem de F e
tempo (F=4,72, p=0,01) e entre racdo, tempo e dosagem de F (F=4,382,
p=0,018).
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Figura 9- Concentracdo média de triglicerideos nas amostras de plasma (mg/dL)
de ratos tratados com &agua contendo diferentes concentracdes de F, por 2
periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas entre o0s tempos de tratamento e concentracdes de F,
respectivamente (ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.
5.1.3.4. Andlise LDL

A figura 10 mostra os valores da concentracdo média de LDL, em mg/dL,
em funcdo da concentracdo de F administrada através da agua, nos animais

tratados por 20 ou 60 dias com racao AIN-93M e Presence.



88

As concentracdes médias de LDL (£DP) encontradas para os animais que
receberam a dieta AIN-93M foram: 53,8+17,2, 64,4+7,8 e 53,0+15,7 mg/dL para
0s grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os valores correspondentes para 0s grupos tratados por 60 dias foram
39,949,3, 30,8+11,4 e 33,5+11,8 mg/dL, respectivamente. As concentracdes
médias de LDL (xDP) encontradas para os animais que receberam a dieta
Presence foram 80,7+11,4, 31,7+10,1 e 62,7+8,0 mg/dL para os grupos controle,
15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20 dias. Os valores
correspondentes para os grupos tratados por 60 dias foram 58,4+8,0, 57,0+9,8 e
68,7+5,2 mg/dL, respectivamente. A ANOVA a 3 critérios observou diferenca
significativa entre as dietas (F=18,76, p<0,001), para as concentracbes de F
(F=4,766 p=0,014), entre os tempos experimentais (F=8,99, p=0,005), com
interacdo entre racdo e tempo (F=15,52, p<0,001), entre racdo e dosagem de F
(F=6,66, p=0,003) e entre racao, tempo e dosagem de F (F=8,81, p<0,001).
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Figura 10 - Concentracdo média de LDL nas amostras de plasma (mg/dL) de
ratos tratados com agua contendo diferentes concentra¢gdes de F, por 2 periodos

(20 ou 60 dias). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas
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entre os tempos de tratamento (ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05).
n=6.

5.1.3.5. Andlise VLDL

A figura 11 mostra os valores da concentracdo meédia de VLDL, em
mg/dL, em funcdo da concentragdo de F administrada através da agua, nos
animais tratados por 20 ou 60 dias com racdo AIN-93M e Presence.

As concentracfes médias de VLDL (xDP) encontradas para os animais que
receberam a dieta AIN-93M foram: 18,4+2,2, 7,6+1,3 e 8,6+0,3 mg/dL para os
grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os valores correspondentes para 0s grupos tratados por 60 dias foram
30,5+9,3, 30,8+11,4 e 33,5+11,8 mg/dL, respectivamente. As concentracdes
médias de LDL (xDP) encontradas para os animais que receberam a dieta
Presence foram: 24,9+6,2, 27,6+5,6 e 23,2+5,7 mg/dL para os grupos controle, 15
e 50 mgF/L F, respectivamente, em animais tratados por 20 dias. Os valores
correspondentes para os grupos tratados por 60 dias foram 14,5+3,1, 19,7£3,4 e
12,3+2,2 mg/dL, respectivamente. A ANOVA a 3 critérios observou que nao houve
diferenca significativa entre as dietas (F=0,001, p<0,955), nem entre as
concentracbes de F (F=1,076 p=0,347) ou entre 0s tempos experimentais
(F=0,367, p=0,546), mas houve interacdo entre ragao e tempo (F=7,001, p=0,002)
e interacao entre racao e tempo (F=89,683, p<0,001), mas nao entre dosagem de
F e tempo (F=0,611, p=0,545) e com interacdo entre racao, tempo e dosagem de
F (F=0,817, p<0,446).
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Figura 11- Concentracdo meédia de VLDL nas amostras de plasma (mg/dL) de
ratos tratados com agua contendo diferentes concentra¢gdes de F, por 2 periodos
(20 ou 60 dias). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA a 3
critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.
5.1.4. Andlise de triglicerideos no figado

A figura 12 mostra os valores da concentracdo media de triglicerideos
(em mg/g) encontrada no figado, em fungéo da concentracdo de F administrada
por meio da agua, nos animais tratados por 20 ou 60 dias com racdo AIN-93M e
Presence.

As concentracbes médias de triglicerideos (xDP) encontradas para 0s
animais que receberam a dieta AIN-93M foram 6,4+2,9, 7,7+2,9 e 6,2+1,4 mg/dL
para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados
por 20 dias. Os valores correspondentes para os grupos tratados por 60 dias
foram 8,7£2,5, 9,2+1,9 e 6,9+1,0 mg/dL, respectivamente. As concentracdes
médias de triglicerideos (xDP) encontradas para os animais que receberam a
dieta Presence foram 8,8+1,2, 3,7+0,7 e 4,3+1,0 mg/dL para os grupos controle,
15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20 dias. Os valores
correspondentes para os grupos tratados por 60 dias foram 7,6x£1,5, 7,7£2,0 e
10,6+2,5 mg/dL, respectivamente. A ANOVA a 3 critérios ndo observou diferenca
significativa entre as dietas (F=0,55, p=0,45) nem entre as concentracées de F

(F=1,13 p=0,33), mas encontrou para 0s tempos experimentais (F=20,06,
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p<0,001), com interacao entre racao e tempo (F=208,32, p<0,001), entre racéo e
dosagem de F (F=3,31, p=0,04) e entre racao, tempo e dosagem de F (F=6,86,
p=0,002).
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Figura 12- Concentracdo média de triglicerideos nas amostras de figado (mg/dL)
de ratos tratados com agua contendo diferentes concentracbes de F, por 2
periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas entre o0s tempos de tratamento e concentracbes de F,
respectivamente (ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.

Com base nesses resultados podemos observar que, para o perfil lipidico,
0s grupos tratados por 20 dias (41 dias de vida), as alteracbes foram mais
pronunciadas para varios parametros. Isto pode estar relacionado ao curto
periodo de tratamento, sendo que o0s animais podem ndo ter conseguido se
reestruturar, permitindo a deteccdo das diferencas, as quais foram menos
pronunciadas quando o tratamento foi realizado por 60 dias, como relatado em
outro estudo (Dabrowska et al., 2006). Quando o F foi administrado na maior
concentracdo, na presenca da dieta controle, foi capaz de melhorar o perfil
lipidico, o que pode ser constatado pelo aumento do HDL e diminui¢cdo do
colesterol e TGA do grupo tratado com 50 mgF/L F em relacdo ao controle, sendo

este fenbmeno dependente do tempo de administracdo. Outro trabalho recente
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também observou essa reducdo do HDL no plasma de coelhos tratados com
doses cronicas de F (50 e 100 mg F/L), mas em contrapartida foi observado um
aumento do LDL e de acordo com o autor o aumento do HDL é uma forma de
compensar o aumento do LDL, com o intuito de suavizar (Sun, Gao et al., 2014).
Quando hé interferéncia da dieta, ou seja, administracdo de uma racdo
hipercalérica, observamos uma diminuicdo no TGA no plasma. Isto era esperado,
ja que no histologico foi observada uma diminuicéo das inclusdes lipidicas para os
grupos tratados. A reducdo do TGA pode ser relacionada ao estresse oxidativo
gue o F causa no reticulo endoplasmatico, o qual pode ser constatado pelo
aumento da GRP 78, que por sua vez inibe a via da producao de TGA, o que leva
a reducao de VLDL e LDL, os quais sao fracbes do TGA e colesterol (Pereira;
Leite et al, 2013). Em relacdo ao TGA no figado, apesar de ter sido observada
uma redugcdo nos grupos tratados em relacdo ao controle, esta nao foi
estatisticamente significativa. Porém houve diferenca quando comparadas as
racbes no periodo de 20 dias, com menor concentracdo de TGA quando
administrada a ragao Presence. Isto vem de acordo com o que foi observado na
andlise histologica, que indicou uma presenca menor de inclusdes lipidicas no
figado comparado com a ragdo AIN-93M.

Foi observada uma alteracdo no grupo de 15 mgF/L F para o TGA, onde
ocorreu um aumento para o grupo de 60 dias tratado com a racdo Presence bem
como para o VLDL, enquanto que para o grupo de 20 dias que recebeu o mesmo
tratamento, houve uma reducdo no LDL. Porém, com os dados que dispomos no
momento e de acordo com a literatura vigente, ndo foi possivel explicar estas
alteracbes. Mesmo assim, supomos que O organismo provavelmente néo
reconheca as concentracdes plasmaticas de F oriundas do tratamento com agua
contendo 15 mgF/L F como tdxicas e, possivelmente pode ainda nao ter se
adaptado a esta ingestdo de F aumentada. Por este motivo, sdo observadas
alteracOes diferentes daquelas observadas na maior concentracao de F.

Estes resultados indicam que o F pode interferir no metabolismo de
lipideos e que sua acao parece ficar mais a acentuada quando maior for o tempo
de exposicdo e maior a idade do animal. Trabalhos recentes vém sugerindo esta

acdo do F no metabolismo de lipidios, gerando desta forma uma dislipidemia
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(Chiba Fy, Garbin Cas et al., 2015; Miltonprabu e Thangapandiyan, 2015). Ratos
tratados com 25 mgF/Kg por 4 semanas tém um aumento significativo de
colesterol total, triglicerideos, LDL e VLDL, além de uma reducdo no HDL
(Miltonprabu e Thangapandiyan, 2015). Quando ratos castrados foram tratados
por 42 dias com agua contendo 55 mgF/L NaF, houve um aumento de TG,
colesterol total e VLDL, sem alteracédo no HDL e LDL (Chiba Fy, Garbin Cas et al.,
2015). Assim, essa atuacao do F no metabolismo de lipidios vem se mostrando
importante e esta intimamente ligada ao estresse oxidativo que o F pode
provocar.

5.1.5 Peso dos animais e figado

5.1.5.1. Peso dos animais

A figura 13 mostra os valores média do peso dos animais, em funcédo da
concentracdo de F administrada, em animais tratados durante um periodo de 20 e
60 dias com racdo AIN-93M e Presence.

Os pesos médios (xDP) encontrados para 0s grupos que receberam a dieta
AIN-93M foram 125,50+16,49, 125,167+11,86 e 138,66+9,39 g para 0S grupos
controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20 dias. Para
o periodo de 60 dias as concentragdes médias do peso (£DP) encontradas foram:
277,27+27,32, 282,60+36,99 e 278,38+37,81 g para os grupos controle, 15 e 50
mgF/L F, respectivamente. Para o grupo que recebeu a dieta Presence, as
concentracbes médias do peso (xDP) encontradas foram 133,89+4,87,
139,62+30,74 e 134,25+3,24 g para 0s grupos controle, 15 e 50 mgF/L F,
respectivamente em animais tratados por 20 dias. As concentracdes médias do
peso (xDP) encontradas foram 270,82+44,65, 291,92+39,94 e 288,01+46,13 ¢
para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados
por 60 dias. A ANOVA a 3 critérios encontrou diferenca significativa apenas entre
os tempos de tratamento (F=293,39, p=0<0001), mas nao entre as concentracées
de F (F=1,07, p=0,35), bem como para a dieta (F=0,14, p=0,70), sem interacdo
significativa entre racdo e dosagem de F (F=0,68, p=0,51), racdo e tempo
(F=0,64, p=0,43), dosagem de F e tempo (F=0,34, p=0,71) e também ndo se

observou interagéo entre ragao, dosagem de F e tempo (F=0,30, p=0,74).
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Figura 13 — Peso corporal médio (g) de ratos tratados com agua contendo
diferentes concentracbes de F por 2 periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de tratamento
(ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.

5.1.5.2 Peso dos figados

A figura 14 mostra os valores da concentracdo meédia do peso do figado,
em ¢, em funcdo da concentracdo de F administrada através da agua, nos
animais tratados por 20 ou 60 dias com racdo AIN-93M e Presence.

Os pesos médios (xDP) encontrados para o figado dos animais que
receberam a dieta AIN-93M foram: 7,17+0,98, 6,83+1,17 e 7,16+1,72 g para 0S
grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os respectivos valores para os grupos tratados por 60 dias foram
10,1142,74, 11,29+2,01 e 10,50+1,38 g, respectivamente. Os pesos médios do
figado (xDP) encontrados para 0s animais que receberam a dieta Presence foram
5,44+0,33, 5,45+0,70 e 5,38+0,23 g para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F,
respectivamente em animais tratados por 20 dias. Os valores correspondentes
para os grupos tratados por 60 dias foram 8,55+1,68, 9,86+1,29 e 10,5+0,85 g,
respectivamente. A ANOVA a 3 critérios observou diferenca significativa entre as
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dietas (F=9,52, p=0,003), entre os tempos experimentais (F=95,341, p<0,001)
mas nao entre as doses de F (F=1,31 p=0,28), e nado indicou interacdo entre
racao e tempo (F=0,05, p=0,81), entre racdo e dosagem de F (F=0,24; p=0,78),
interacdo entre dosagem de F e tempo (F=1,21, p=0,33)), assim como interacao

entre racao, tempo e dosagem de F (F=0,14, p=0,86).
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Figura 14 — Peso médio (g) do figado dos de ratos tratados com agua contendo
diferentes concentracdes de F, por 2 periodos (20 ou 60 dias). Letras distintas
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de tratamento

(ANOVA a 3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.

5.1.5.3. Relacao peso corporal/peso do figado
A figura 15 mostra os valores médios da razéo entre o peso corporal € 0
peso do figado, em funcédo da concentracdo de F administrada através da agua,
nos animais tratados por 20 ou 60 dias com ragcédo AIN-93M e Presence.
As razdes médias (£DP) encontradas para os animais que receberam a
dieta AIN-93M foram 17,652+2,46, 18,63+2,90 e 20,17+4,14 grupos controle, 15 e

50 mgF/L F, respectivamente em animais tratados por 20 dias. Os respectivos
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valores para os grupos tratados por 60 dias foram 29,54+10,48, 25,31+2,64 e
26,62+2,59 ug/g, respectivamente. As razbes médias (xDP) encontradas para os
animais que receberam a dieta Presence foram 24,64+0,96, 25,48%+2,94 e
24,95+0,50 para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L F, respectivamente em
animais tratados por 20 dias. Os valores correspondentes para 0S grupos
tratados por 60 dias foram 31,90+2,06, 29,62+1,44 e 27,41+3,67,
respectivamente. A ANOVA a 3 critérios observou diferenca significativa entre as
dietas (F=11,35, p=0,001), entre os tempos experimentais (F=26,48, p<0,001)
mas néo entre as doses de F (F=0,312 p=0,73), e nédo indicou interacdo entre
racao e tempo (F=3,09, p=0,08), entre racdo e dosagem de F (F=1,24; p=0,29),
interacdo entre dosagem de F e tempo (F=2,71, p=0,07), assim como interacao

entre racao, tempo e dosagem de F (F=0,33, p=0,71).

controle
H 15 ppm
B 50 ppm

relagdo peso corporal/ peso figado

20 dias AIN- 20 dias 60 dias AIN- 60 dias
93M Presence 93M Presence

Figura 15 — Razdo média entre peso corporal e peso do figado de ratos tratados
com agua contendo diferentes concentracbes de F, por 2 periodos (20 ou 60
dias). Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (ANOVA a
3 critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6. Barras indicam DP.

Para as analises relacionadas ao peso dos animais nao foram observadas
alteracdes em relacdo ao tratamento, apenas em relacdo ao periodo, o que era

esperado uma vez que devido ao desenvolvimento normal do animal ocorre um
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ganho natural de peso. Porém, nessa comparagdo podemos verificar que este
crescimento natural ocorreu para todos os grupos, independente da dose de F
administrada, similarmente ao relatado por outros trabalhos, que nao observaram
alteracdo no peso dos animais submetidos a administracdo de F por 60 dias
(Carvalho, Leite et al, 2009; lano, Ferreira et al., 2014). Entretanto, no trabalho de
Shanthakumari et al. (2004), quando foi administrada uma concentracdo de 25
mgF/L F por 8 ou 16 semanas, 0s pesquisadores observaram uma diminuicdo do
peso mediante o tratamento com o F, para ambos os periodos de tratamento.
Assim, a literatura ainda é contraditéria em relacdo as alteracdes de peso em
funcdo da administracdo de F. Para o peso do figado nado foi observada diferenca
em relacdo dos grupos tratados em relacéo ao controle; foi vista diferenca apenas
em relacdo ao periodo, 0 que ja era esperado também, como ja foi citado acima
para o peso corporal, pois existe um crescimento natural dos animais, levando a
um ganho de peso no 6rgao. Entretanto, em pesquisa recentemente publicada, foi
observado um ganho de peso significativo no figado para o grupo de animais que
recebeu 15 mgF/L de F por 60 dias em relacdo ao controle (lano, Ferreira et al.,
2014), mas em nosso trabalho apenas houve alteracdes em relacédo ao tempo de
exposicdo, o que foi relacionado ao crescimento natural dos animais. J& para a
razao entre o peso corporal e o peso do figado foi observado para os grupos
tratados um aumento desta relacéo, porém a mesma néo foi significativa, embora
possa ser um indicio de que, quando o F é administrado juntamente com uma
dieta controle, pode provocar alteracbes no metabolismo do figado. Outros
trabalhos também observaram esse aumento em animais que receberam doses
de 5 mgF/L ou 15 mgF/L, porém nao para aqueles que receberam a dose de 50
mgF/L por 60 dias (lano, Ferreira et al., 2014), diferente do que foi observado em
nosso trabalho. No nosso estudo as diferencas significativas se concentraram no
tempo de tratamento, com dependéncia do tipo de dieta. Apesar de reconhecer
gue existe uma diferenca do peso dos animais oriunda da idade dos mesmos, as
comparacdes feitas sdo relevantes, pois em trabalhos anteriores foi observado
gue o F tem um efeito diferente dependendo do tempo de exposicdo bem como
da idade dos animais no momento da exposicdo e isto estd relacionado a

diferengcas no metabolismo do mesmo e a um processo de adaptagao que ocorre
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no figado (Dgbrowska, Letko et al.2006). Em virtude disto propusemos, em nosso
trabalho, comparar animais com idades diferentes no momento da exposi¢cdo ao
F, j& que a administracdo deste ion através da agua de beber ocorre em muitas
regides do Brasil de forma controlada como em Bauru (Ramirez et al., 2006) e de
forma endémica como na Paraiba, o que também é observado em outros paises
como na india. Portanto, estudos com modelos experimentais que venham a
contemplar doses bem como tempo e idade de exposicdo sdo de grande
relevancia (Susheela, 1999) porque ajudam a entender melhor a a¢do do F no
organismo. Em adi¢do, a comparagdo dos grupos de 20 e 60 dias € importante,
uma vez que o objetivo do trabalho é verificar a acdo do F para dois periodos de
tratamentos com animais de idades diferentes, com o intuito de verificar se existe
um processo de adaptacédo do figado ao F devido ao tempo de exposicao, bem

como a idade dos animais.

5.1.6. Western Blotting: GTP78, Erp29, Apo-E, SOD2 e SREBP

A figura 16 mostra os blots e o grafico da densitometria realizados para
todos os grupos, sendo que para cada grupo foi utilizado um n=6. A
densitrometria foi analisada utilizando o software Image Studio Lite, o qual gera
um valor referente a soma das intensidades de pixel individuais para cada banda
e 0 mesmo foi normalizado a partir das bandas da proteina constitutiva. A analise
estatistica ANOVA ou Kruskal-Wallis foi realizada para cada grupo (AIN-93M 20
dias, AIN -93M 60 dias, Presence 20 dias e Presence 60 dias).

Para o Grupo AIN-93M 20 dias, o teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca
significativa (KW=10,649, p=0,005) e o teste de Dunn revelou um aumento da
expressao da GRP78 apenas no grupo de 50 mgF/L em comparacao ao controle
e ao grupo de 15 mgF/L F. Para a Apo-E, o teste de Kruskal-Wallis indicou
diferenca significativa (KW=11,021, p=0,004) e o teste de Dunn mostrou uma
reducdo para 0s grupos experimentais em relacdo ao controle. Para a Erp29 foi
observado um aumento dose-resposta, mas apenas o grupo 50 mgF/L Fdiferiu do
controle (KW=11,489, p= 0,0032). A SOD2 teve um aumento significativo para os

grupos experimentais em relagao ao controle (KW=7,614, p=0,0222).
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Ja para o Grupo Presence 20 dias, a ANOVA encontrou diferenca
significativa para a expressdo da GRP78 (F=10,649, p=0,005) e o teste de Tukey
indicou que apenas o grupo 50 mgF/L diferiu do grupo controle e 15 mgF/L F.
Apesar de se observar uma dose-resposta, 0 aumento nao foi significativo para o
grupo 15 mgF/L F em relacdo ao controle. Para a Apo-E, a ANOVA encontrou
diferenca significativa (F=11,021, p=0,004) e o teste de Tukey indicou diferenca
do grupo 15 mgF/L F em comparacéo ao controle. A ANOVA encontrou diferenca
significativa para a Erp29 (F=11,489, p= 0,0032) e SOD2 (F=7,614, p=0,0222) e o
teste de Tukey indicou um aumento significativo para o grupo 50 mgF/L F em
relacdo ao grupo de 15 mgF/L F.

Para o Grupo AIN-93M 60 dias, a ANOVA nao encontrou diferenca na
expressédo da GRP78 e ERP29, mas indicou diferenga para a Apo-E (F=11,016,
p=0,0041) sendo que o teste de Tukey mostrou diferenca apenas do grupo 50
mgF/L F para o controle apesar de se observar um efeito dose-resposta. Para a
SOD2 a ANOVA também observou diferenca significativa e o teste de Tukey
revelou um efeito dose-resposta com aumento da expressdo da SOD2 de acordo
com o aumento da dose de F administrada.

Para o Grupo Presence 60 dias o teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca
significativa e o teste de Dunn revelou um aumento da expressao da GRP78.
Apesar de se observar um efeito dose resposta, apenas houve diferenca
significativa entre o grupo 50 mgF/L e o controle. Para a Apo-E, o teste de
Kruskal-Wallis indicou diferenga significativa e o teste de Dunn revelou uma
reducao significativa para grupo 15 mgF/L em relacdo ao controle (KW=11,726,
p=0,0028). Ja para a Erp29 foi observado um aumento dose-resposta, mas
apenas o grupo 50 mgF/L diferiu do controle (KW=10,182, p= 0,0062). A SOD2
teve um aumento significante para o grupo 15 mgF/L em relagdo ao controle
(KW=10,182, p=0,006).
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Figura 16 — Expressao das proteinas GRP78, Apo-E, SOD2 e Erp29 e da
constitutiva B-tubulina em amostras individuais dos animais de cada grupo (n=6) e
analise de densitometria. A) Expressdo das proteinas em figado de ratos no
grupo AIN-93M tratados por 20 dias; B) Expressao das proteinas em figado de
ratos no grupo Presence tratados por 20 dias; C) Expressao das proteinas em
figado de ratos no grupo AIN-93M tratados por 60 dias. D) Expressdo das
proteinas em figado de ratos no grupo Presence tratados por 60 dias. A
Densitrometria foi analisada utilizando o software Image Studio Lite, o qual gera
um valor referente a soma das intensidades de pixel individuais (n=6). Barras

verticais representam desvio padrdo. n=6.
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A Figura 17 mostra a expressdo da SREBP. Para o Grupo AIN- 93M 20
dias, o teste de anova indicou diferenca significativa (F=5.330, p=0,019) e o teste
de Tukey revelou um aumento da expressdo da SREBP apenas no grupo de 15
mgF/L F em comparagdo ao controle. J& para o Grupo Presence 20 dias, a
ANOVA encontrou uma reducdo significativa para a expressdo da SREBP
(F=6,165, p=0,012) e o teste de Tukey indicou que apenas o grupo 50 mgF/L
diferiu do grupo controle. Para o Grupo AIN-93M 60 dias, a ANOVA encontrou
diferenca na expressdo da SREBP (F=6,539, p=0,009) com um aumento no grupo
50 mgF/L F em relac&o ao controle e ao 15 mgF/L F. Para o Grupo Presence 60
dias o teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca significativa (KW=9,195, p=0,010)
e o teste de Dunn revelou reducéo da expressdo da SREBP no grupo 50 mgF/L F

em relacéo ao controle.
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Figura 17. Expressdao da SREBP em amostra individuais e da constitutiva a-
tubulina ou B-tubulina dos animais de cada grupo (n=6) e a analise de
densitometria. A) Expressdo da SREBP em figado de ratos no grupo AIN 93M
tratados por 20 dias e por 60 dias B) Expressdo da SREBP em figado de ratos no
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grupo AIN 93M tratados por 20 dias e 60 dias. A Densitrometria foi analisada
utilizando o software Image Studio Lite, o qual gera um valor referente a soma das
intensidades de pixel individuais (n=6). Barras verticais representam desvio
padréo. n=6.

Os dados referentes as analises de Western Blotting nos permitem sugerir
gue o F pode provocar estresse no reticulo endoplasmatico, independentemente
do tempo de exposicao, ja que a GRP78 e a ERP29 aumentaram nos grupos
experimentais quando os animais foram tratados com a dieta normocaldrica.
Porém, quando foi utilizada a dieta hipercalérica, esse aumento s6 ocorreu para o
periodo de 20 dias. Aumento da GRP78 também foi observado em outra pesquisa
gue utilizou doses de 25, 50 e 100 mgF/L de F em ratos. Os autores sugerem que
0 aumento desta proteina pode indicar a ativacdo da sinalizacdo referente ao
estresse no reticulo endoplasmatico provocado pela acdo do F (Zhang, Jiang et
al., 2013). Para o grupo da AIN-93M nao foi observado esse aumento para o
grupo de 60 dias, possivelmente devido ao fato da dieta por si s provocar um
estresse devido a alta quantidade de carboidrato, que leva a um acumulo de
triacilglicerois no figado e acaba por levar ao estresse oxidativo (Kammoun,
Chabanon et al., 2009). Isso pode ser verificado pelo aumento da SOD2 em
ambos os periodos, independentemente da dieta, indicando esse estresse
oxidativo. Possivelmente, devido ao fato de o figado ter se adaptado a essa acéo
no tempo de 60 dias, ndo houve alteragcdo na GRP78 nem na ERP29. Em relacdo
a Apo-E foi observada uma redugdo nos grupos experimentais para a dieta
hipercalérica no periodo de 20 dias. Para a dieta normocal6rica, para o periodo de
60 dias e para o periodo de 20 dias foi observado um aumento para o grupo 15
mgF/L e para o periodo de 60 dias do grupo que recebeu a racao hipercal6rica
houve um aumento mais pronunciado para o grupo 50 mgF/L. Isto sugere que o
F pode aumentar a expressao desta proteina, que esta envolvida no transporte de
lipidios. Assim sua reducdo diminui este transporte e essas alteracfes estdo
associadas ao tempo, bem como a dieta administrada. Alteracbes em proteinas
de transporte de lipidios podem provocar uma disfuncdo no metabolismo de
lipidios (Pejic, Lee et al., 2006); logo essas alteracdes podem estar relacionadas

as alterac6es que podemos observar no perfil lipidico.
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A expressdo da SREBP parece reduzir qguando a GRP78 aumenta sua
expressao nos grupos experimentais, como foi observado no grupo que recebeu a
dieta hipercaldrica por 20 dias e também nos grupos que receberam a dieta
normocalorica, independente do periodo. Esses dados estdo de acordo com o
que vem sendo relatado na literatura, que indica que a GRP78 pode inibir a
SREBP. Este fato pode também estar relacionado a reducdo da esteatose no
grupo de 50 mgF/L que foi tratado com uma dieta hipercaldrica por 20 dias. A
GRP78 é uma proteina de homeostase, cujo aumento inibe as SREBPs, as quais,
por sua vez, sdo responsaveis pela ativacdo da sintese de TGA através da
conversédo de Acetil CoA e outros precursores no figado (Kommoun, Chabanon et
al, 2009; Tacer, Rozman, 2011). Logo a sua inibicdo reduz a producéo de TGA no
figado, o que reduz as inclus@es lipidicas. No entanto, como ha uma reducgdo na
conversdo de Acetil CoA, esta acaba por se acumular no figado, gerando uma
resposta que provoca a reducdo de APo-E, que € uma proteina responsavel pelo
transporte de lipidios até o figado para serem processados (Kockx, Dinnes et al.,
2012). Desta forma, quando os animais sdo tratados com uma racao
hipercaldrica, a mesma provoca um aumento de Acetil CoOA e consequentemente
pode levar a uma inibicdo da Apo-E.

Os dados permitem-nos concluir que o F pode alterar o metabolismo
hepatico, sendo que estas alteracdes envolvem o metabolismo de lipidios. O
possivel mecanismo parece estar relacionado a inibicdo da Apo-E dependente do
tempo, bem como do tipo de dieta administrada. Apesar de haver indicios de que
o F provoca reducédo de antioxidantes, o mesmo nao foi observado e sim um
aumento, mas sim um aumento independentemente do tipo de dieta e do tempo
experimental. Em contrapartida, foi observado um aumento de proteinas
referentes ao estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico, o que pode ser um
indicio de que as possiveis alteracdes nessas proteinas estejam relacionadas a
um estresse nesta organela.

A Figura 18 é um esquema que sugere baseado nos resultados obtidos e
descritos acima como o F pode agir para alterar o metabolismo de lipidio. Quando
ocorre a adminsitracdo de uma dieta nhormocalérica é observado um aumento do

estresse oxidativo que leva a um aumento da GRP78, essa por sua vez pode
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inibir a SREBP a qual tem uma redugdo na sua expresséao, por se tratar de uma
proteina que ativa a via da lipogénese de novo esta via fica menos ativa e desta
forma ocorre uma menor da converséo de Acetil-CoA em trigliceridios dado esse
confirmado pela reducdo do trigliceridios no figado. No entanto quando foi
administrada uma dieta hipercal6rica nos também observamos o aumento da
GRP78 embora a SREBP néo tenha apresenta reducdo em relacdo ao grupo nao
tratado com o F. Em contrapartida foi observada uma reducdo da Apo-E indicando
gue a reducdo da presenca de inclusGes lipidicaas indicada pela analise
histolégica bem como no plasma pode se dar por essa redugcdo uma vez que
alteracfes nesta proteina indicam uma diminuicdo do transporte de lipidios até o
figado para serem metabolizado. Assim podemos sugerir que a acdo do F no
metabolismo de lipidio esté ligada ao tipo de dieta administrada sendo ativados
mecanismos diferentes de defesa contra a esteatose dependente do tipo de

dieta.
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Figura 18: Esquema indicando um mecanismo para alteragao no metabolismo de lipidio provocado pelo
fluoreto e influenciado pelo tipo de dieta. A- O Fluoreto (F!) provoca o aumento do estresse oxidativo gerando
0 aumento da GRP78 que por sua vez inibe a SREBP que deixa de ativar a via de formacao do triglicerideos (TG).
B- O F! em conjunto com uma dieta hipercaldrica aumenta o estresse oxidativo e leva ao aumento da GRP78
porém ndo altera a SREBP, no entanto o F! reduz a Apo-E e consequentemente o transporte de precursores
para formacao do colesterol e TG.
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5.2 ANALISE PROTEOMICA NO FIGADO DE RATOS SUBMETIDOS
A DOIS PERIODOS EXPERIMENTAIS E DOSES CRONICAS DE
FLUORETO

5.2.1 Dosagens de fluoreto plasma e figado

A figura 19 mostra os valores da concentracdo média de fluoreto
encontrada no plasma, em funcédo da concentracdo de fluoreto administrada,
em animais tratados durante periodos de 20 e 60 dias, que receberam a
racdo Presence. As concentracfes meédias de fluoreto (xDP) encontradas
foram: 0,006+0,001, 0,017+0,007 e 0,040+0,007 pg/mL para 0Ss grupos
controle, 15 e 50 mgF/L fluoreto, respectivamente em animais tratados por 20
dias. Os respectivos valores para os grupos tratados por 60 dias foram
0,002+0,004, 0,017+0,004 e 0,053+£0,013 pg/mL, respectivamente. A ANOVA
a 2 critérios observou diferenca significativa entre as concentracdes de
fluoreto (F=33,067, p<0,0001), mas ndo entre 0s tempos experimentais
(F=0,347, p=0,567), sem interacdo entre ambos (F=0,636, p=0,545). Em
relacédo as concentracdes de fluoreto administradas,embora tenha havido uma
relacdo dose-resposta, apenas 0s animais tratados com 50 mm fluoreto
tiveram concentracdes plasmaticas deste ion significativamente maiores que

os demais.
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Figura 19 - Concentragdo média de fluoreto nas amostras de plasma (ug/mL)
de ratos tratados com agua contendo diferentes concentracdes de fluoreto,
por 2 periodos (20 ou 60 dias). Barras verticais representam desvio padrao.
Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (ANOVA a 2
critérios e teste de Tukey, p<0,05). n=6.

As concentracfes médias (xDP) de fluoreto encontradas no tecido
hepatico, em animais tratados por um periodo de 20 dias foram, 0,003+0,001,
0,005+0,001 e 0,014+0,005 pg/g para os grupos controle, 15 e 50 mgF/L
fluoreto, respectivamente. Os respectivos valores para 0os animais tratados
por 60 dias foram: 0,003+0,001, 0,004+0,001 e 0,012+0,002 pg/g para o0s
grupos controle, 15 e 50 mgF/L fluoreto, respectivamente (Figura 20). Assim
como observado para o plasma, a ANOVA a 2 critérios observou diferenca
significativa entre as concentragdes de fluoreto (F=52,669, p<0,0001), mas
nao entre os tempos experimentais (F=2,400, p=0,145), sem interagcdo entre
ambos (F=1,375, p=0,287). Em relacdo as concentracdes de fluoreto
administradas, embora tenha havido uma relacdo dose-resposta, apenas 0s
animais tratados com 50 mm fluoreto tiveram concentracdes plasmaticas
deste ion significativamente maiores que os demais.

Pereira (2011) em trabalho semelhante onde administrou cronicamente

fluoreto nas concentragcbes de 0 mgF/L, 5 mgF/L e 50 mgF/L de fluoreto
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observou uma dose-resposta nas amostra de plasma de animais tratados por
60 dias, assim como foi observado no presente trabalho. De acordo com a
autora, esta dose-resposta confirma que o tratamento dos mesmos com agua
fluoretada foi efetivo. Porém neste caso néo foi possivel encontrar uma dose
resposta com diferenca significativa mas houve uma tendéncia muito forte

para esse efeito.

0,020 ~
0,018 -
0,016 -
0,014 -
0,012 -
0,010 -
0,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 -
0,000 -

m 20 dias
60 dias

[F] no tecido hepatico(pg/g

b

a
controle 15 ppm a 50 ppm
[F-] na agua de beber (ppm)

Figura 20 - Concentracdo média de Fluoreto nas amostras de figado (ug/g de
tecido hepético) de ratos tratados com &gua contendo diferentes
concentragcbes de fluoreto, por 2 periodos (20 ou 60 dias). Barras verticais
representam desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (ANOVA a 2 critérios e teste de Tukey, p<0,05).
n=6.

Apesar de se observar uma tendéncia para a dose-resposta nas
concentracdes de fluoreto no tecido hepatico, a diferenca nao foi significativa
entre todos 0s grupos, como ocorreu para o plasma. Muitos autores em seus
trabalhos também ndo observaram essa dose-resposta. Tsunoda et al. (2005)
nao encontraram diferenca significativa entre as concentracdes de fluoreto no
tecido hepatico do grupo controle quan do comparado aos animais tratados
com 5 mgF/L e 25 mgF/L de fluoreto através da agua de beber durante um

més, sendo que sO foi observado aumento significativo quando foi
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administrada uma dose de 125 mgF/L de fluoreto. Pereira et al. (2013)
também ndo observaram uma dose-resposta nas concentracdes de fluoreto
no tecido hepatico de ratos tratados com 0 mgF/L e 5 mgF/L de fluoreto,
somente tendo sido observado aumento significativo nestas concentracdes
guando os animais foram tratados com 50 mgF/L de fluoreto, de modo similar

ao observado no presente estudo.

5.2.2 Andlise protedmica

A analise protedmica foi realizada com o grupo que recebeu a dieta
Presence, uma vez que neste caso 0 objetivo do trabalho foi verificar se
existiam alteracGes de expressao em proteinas em relacéo ao tratamento com
o F, bem como ao tempo de administracdo, sem interferéncia da dieta, ja que
a dieta AIN-93M ¢é hipercaldrica e pode, por si sO, alterar o metabolismo de
lipidios.

Foram identificadas ao todo 1608 proteinas para os grupos dos animais
gue receberam a dieta Presence. A tabela 7 indica os nUmeros de proteinas
gue foram encontradas com alteracdo de expresséo, enquanto que a tabela 8
mostra as proteinas exclusivas para cada grupo.

Tabela 7. Numero de proteinas com alteracdo de expressdao em cada

comparacao
Comparacdes NuUmero de proteinas com
alteracao de expressao
Controle 20 dias vs. Controle 60 dias 90
Controle 20 dias vs. 15mgF/L 20 dias 2
Controle 20 dias vs. 50 mgF/L 20 dias 12
Controle 60 dias vs 15 mgF/L 60 dias 34
Controle 60 dias vs. 50 mgF/L 60 dias 7
15 mgF/L 20 dias vs 15 mgF/L 60 dias 49
15 mgF/L 20 dias vs 50 mgF/L 20 dias 10
15 mgF/L 60 dias vs. 50 mgF/L 60 dias 15

50 mgF/L 20 dias vs. 50 mgF/L 60 dias 79
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Tabela 8. NUmero de proteinas exclusivas encontradas em cada grupo.

Grupos Numero de proteinas exclusivas
Controle 20 dias 117
Controle 60 dias 87
15 mgF/L 20 dias 104
15 mgF/L 60 dias 94
50 mgF/L 20 dias 107
50mgF/L 60 dias 69

Esses dados indicam uma maior expressao de proteinas exclusivas
para os grupos tratados por 20 dias em comparacdo aqueles tratados por 60
dias. Ainda ao comparar periodos de tratamento diferentes também podemos
observar uma quantidade grande de proteinas com alteracdes de expressao.
Esses dados indicam que os grupos tratados por 20 dias tém uma maior
expressao de proteinas, o que pode estar relacionado ao fato dos animais
serem jovens (com 41 dias de vida) e estarem em um periodo de grande
desenvolvimento, o que implica em um alto metabolismo.

O diagrama de Venn (figura 21) permite uma visualizacdo mais facil

das relacdes de alteracéo de expressao indicadas nas tabelas acima.
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94

controle
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Figura 21. Gréfico de Venn mostrando os nimeros de proteinas expressas em
cada grupo.

As tabelas contendo todas as proteinas identificadas em cada grupo

encontram-se no Anexo 2
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Classificacao funcional

Para cada comparacao foi feita a classificacéo funcional, como descrito
em matérias e métodos.

A figura 22 mostra o gréfico referente a comparacéo entre 0s grupos
controle de 20 e 60 dias. Podemos observar que 0s termos com maiores
porcentagens de genes associados estdo relacionados ao desenvolvimento
(desenvolvimento do figado — 22% e desenvolvimento do tecido adiposo - 17
%), bem como ao processo energético (processo metabodlico do ATP — 20%).
Estes aspectos estdo coerentes, uma vez que, estamos comparando animais
com idades diferentes. Assim 0s animais jovens estdo em pleno
desenvolvimento e desta forma possuem um aumento em proteinas

relacionadas a estes aspectos.

M xenobiotic metabolic process
Controle 20 vs controle 60 P

M adipose tissue development
7%
B ATP metabolic process

B dicarboxylic acid metabolic process
M liver development

m chaperone-mediated protein folding

response to fatty acid

Figura 22. Andlise funcional da comparacdo entre os animais dos grupos
controle de 20 dias e 60 dias. As categorias estao apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam,
fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos
foram utilizados (k = 0,04) e a distribuicdo foi feita de acordo com a
porcentagem do numero de genes associados a cada termo.
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A figura 23 mostra o gréfico referente a comparacéo entre 0s grupos
controle e 15 mgF/L, no periodo de 20 dias. Podemos observar que o termo
com maior porcentagem de genes associados esta relacionado a fosforilacao
oxidativa (44%). Indicando que as alteragcbes mais evidentes podem estar
relacionadas a alteragbes na mitocondria, bem como ao processo de

producado energética.

controle 20 dias vs 15 ppm 20 dias

B vitamin metabolic process
B oxidative phosphorylation

pigment metabolic
process

Figura 23. Andlise funcional da comparacdo entre os animais do grupo
controle e tratado com 15 mgF/L F por 20 dias. As categorias estao
apresentadas com base na ontologia génica, de acordo com a funcéo
biolégica de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2.
Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuig&o foi
feita de acordo com a porcentagem do niumero de genes associados a cada
termo.

A figura 24 mostra o grafico referente a comparagdo entre 0s grupos

controle e tratado com 50 mgF/L F por dias. Podemos observar que o termo
com maior porcentagem de genes associados esta relacionado a respiracao
celular (40%). Assim como foi citado anteriormente, esta alteracdo também
pode estar relacionada a alteracbes na mitocdndria, bem como no processo

energeético.
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= mitochondrial DNA replication
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carbohydrate metabolic
process

M oxygen transport

Figura 24. Andlise funcional da comparacédo entre os animais do grupo controle e
tratado com 50 mgF/L F por 20 dias. As categorias estdo apresentadas com base
na ontologia génica, de acordo com a funcdo biolégica de que participam,
fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram
utilizados (k = 0,04) e a distribuicao foi feita de acordo com a porcentagem do
namero de genes associados a cada termo.

A figura 25 mostra o gréafico referente a comparacdo entre 0s grupos
controle e tratado com 15 mgF/L F por 60 dias. Podemos observar que o
termo com maior porcentagem de genes associados esta relacionado ao
metabolismo de aminoé&cidos (processo biossintético - 32%) e ao metabolismo
de xenobidticos (32%). Estes termos podem indicar que 0 organismo esta

aumentando a defesa em relagdo a acao toxica do F.
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I negative regulation of endothelial cell apoptotic
process

Figura 25. Andlise funcional da comparacao entre os animais dos grupos
controle e tratado com 15 mgF/L F por 60 dias. As categorias estdo
apresentadas com base na ontologia génica, de acordo com a funcao
biolégica de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2.
Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuicao foi
feita de acordo com a porcentagem do numero de genes associados a cada
termo.

A figura 26 mostra o grafico referente a comparacdo entre 0s grupos
controle e tratado com 50 mgF/L F por 60 dias. Podemos observar que neste
caso apenas 2 termos foram relevantes, estando a fosforilacdo oxidativa
(60%) e ao metabolismo de aminoacidos (metabolismo da glutamina - 40%).
Como observado para a mesma comparacdo no periodo de 20 dias, estes
dados indicam alteracbes no processo energético, relacionadas
possivelmente a alteragdes na mitocondria. Varios trabalhos indicam que o F
altera proteinas relacionadas a mitocondria (Pereira, Leite et al., 2013;
Miltonprabu, Thangapandiyan, 2015), o que poderia interferir nos termos

encontrados para essa comparagao.
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controle 60 vs 50 ppm 60 dias

B glutamine metabolic
process

B oxidative phosphorylation

Figura 26. Analise funcional da comparacédo entre os animais dos grupos controle e
tratado com 50 mgF/L F por 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base na
ontologia génica, de acordo com a funcao biolégica de que participam, fornecida pelo
software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04)
e a distribuicdo foi feita de acordo com a porcentagem do numero de genes
associados a cada termo.

A figura 27 mostra o gréfico referente a comparacdo entre 0s grupos
tratados com 15 mgF/L F por 20 e 60 dias. Podemos observar que neste caso
o0 termo com maior porcentagem foi 0 que estava relacionado ao processo
catabdlico de alfaaminoacidos (32%). Possivelmente esta alteracdo esta
relacionada ao desenvolvimento do animal. Também podemos observar

alteragdes relacionadas a localizagcdo da mitocondria (24%).
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Figura 27. Analise funcional da comparagcdo entre 0s animais dos grupos
tratados com 15 mgF/L F por 20 e 60 dias. As categorias estdo apresentadas
com base na ontologia génica, de acordo com a funcdo biol6gica de que
participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2. 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.

A figura 28 mostra o grafico referente & comparagao entre os grupos

tratados com 15 e 50 mgF/L F por 20 dias. O termo com maior
porcentagem de genes associados foi estava relacionado ao ciclo do acido
tricarboxilico  (45%), indicando novamente problemas na expressdo de

proteinas relacionadas ao processo energético.
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Figura 28. Analise funcional da compara¢édo entre 0s animais dos grupos
controle e tratado com 50 mgF/L F por 60 dias. As categorias estao
apresentadas com base na ontologia génica, de acordo com a funcéo
biolégica de que participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2.
Somente termos significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuigéo foi
feita de acordo com a porcentagem do nimero de genes associados a cada
termo.

A figura 29 mostra o gréafico referente a comparacéo entre 0s grupos
tratados com 15 e 50 mgF/L F por 60 dias. Podemos observar que neste caso
0 termo com maior porcentagem de genes associados estava relacionado ao
processo de migracdo mesenquimal (42%), indicando alteracdo na expressao

de proteinas do citoesqueleto, relacionadas a migracao celular.
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Figura 29. Andlise funcional da comparacdo entre os animais dos grupos
tratados com 15 e 50 mgF/L F por 60 dias. As categorias estdo apresentadas
com base na ontologia génica, de acordo com a funcdo biologica de que
participam, fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos
significativos foram utilizados (k = 0,04) e a distribuicao foi feita de acordo
com a porcentagem do numero de genes associados a cada termo.

A figura 30 mostra o gréafico referente & comparacéo entre 0s grupos
tratados com 50 mgF/L F, por 20 e 60 dias. Podemos observar que neste
caso o termo com maior porcentagem de genes associados (41%) foi foi o
que estava relacionado ao metabolismo de derivados de aminoéacidos (41%),

0 que pode estar relacionado ao ciclo de Krebs.
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Figura 30. Andlise funcional da comparacdo entre os animais dos grupos tratados
com 50 mgF/L F por 20 e 60 dias. As categorias estdo apresentadas com base
na ontologia génica, de acordo com a fungdo bioldgica de que participam,
fornecida pelo software Cytoscape® 3.0.2. Somente termos significativos
foram utilizados (k = 0,04) e a distribuicdo foi feita de acordo com a
porcentagem do nimero de genes associados a cada termo.

Em relacdo a analise protedmica, quando efetuamos as classificacdes
da funcdo bioldgica, podemos observar alteracbes relacionadas ao
metabolismo energético, bem como alteracbes na respiracdo celular e
consequentemente alteracdes na estrutura e funcdo mitocondrial. Além dos
aspectos energéticos, também podemos observar alteracdes relacionadas ao
metabolismo de aminocidos e ao crescimento celular. Quando foram
comparados o0 grupo controle com os experimentais tratados com F por 20
dias, os termos com maior porcentagem de genes associados estavam
relacionados ao processo energético e respiracao celular, bem como estrutura
mitocondrial. Esses dados sugerem que a agcéo do F pode estar relacionada a
algum tipo de disfuncdo mitocondrial, uma vez que todos esses processos
estdo localizados nesta organela, sendo esta essencial para o metabolismo
energeético. Alteracdes em proteinas relacionadas a mitocondria e a processos
energéticos sdo citadas por varios autores, incluindo trabalhos do nosso
grupo de pesquisa (Barbier, Arreola-Mendoza et al, 2010; Pereira, Leite et al,
2011; Leite, Lobo et al, 2014; Lobo, Leite et al, 2015; Sun, Gao et al., 2015).

Pesquisas recentes indicam que o F pode diminuir a producdo de ATP
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mitocondrial e estas alteracOes parecem estar relacionadas a alteragcbes na
cadeia de transportadora de elétrons (Sun, Gao et al., 2015). Ao observar as
tabelas com as proteinas com alteracdo de expresssdo (anexo 2) podemos
verificar a presenca de ATPases, bem como proteinas como a Citocromo
oxidase (Cox), que estdo intimamente ligadas & producdo de energia na
mitocdndria, indicando que o F altera o0 metabolismo energético.

Ja para as comparacdes entre 0 grupo controle e os experimentais
tratados com F por de 60 dias, o que fica mais evidente sdo as alteragbes
relacionadas ao metabolismo de aminoacidos, o que pode estar relacionado a
sintese proteica bem como ao estresse oxidativo observado no reticulo
endoplasmatico (RE), o qual tem funcdo importante no processo de sintese
proteica. Muitos trabalhos indicam que o F provoca estresse oxidativo no RE
(Pereira, Leite et al., 2013; Leite, Lobo et al., 2014; Lobo, Leite et al., 2015;
Zhou, Zhao et al., 2015; Bharti, Srivastava et al., 2014; Fina, Lombarte et al.,
2014; Miltonprabu, Thangapandiyan et al., 2014). No presente trabalho
também foram realizadas analises de Western Blotting que indicaram o
estresse oxidativo pelo aumento da GRP78, ERp29 e também em alguns
casos aumento da SOD2, confirmando, portanto, que estas alteragcdes séo
passiveis de serem observadas quando ocorre o tratamento com o F.

Quando comparamos 0s grupos controle nos periodos de 20 e 60 dias
podemos observar que as proteinas para este grupo foram mais relacionadas
aos termos de diviséo celular, indicando crescimento, o que ja era esperado,
uma vez que estamos comparando animais jovens e adultos. Na comparacao
entre os grupos tratados com 15 e 50 mgF/L F por 60 dias também
observamos que os termos estavam relacionados ao crescimento celular, o
que poderia ser um indicativo de que, dependendo da dosagem de F o
mesmo poderia interferir no crescimento celular (Barbier, Arreola-Mendoza et
al.,, 2010). Em relacbes as outras comparacbes entre 0S Qrupos
experimentais, 0s termos com maior porcentagem estavam relacionados ao
processo energético, bem como ao processo do metabolismo de

aminodcidos, assim como foi indicado quando comparamos com 0S grupos
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controle de 20 e 60 dias. Desta forma, além do tratamento com o F a
dosagem também parece influenciar nestas alteracfes metabdlicas.

Diante destes dados podemos inferir que a acdo do F parece estar
relacionada a uma possivel disfungdo mitocondrial, bem como ao estresse no
RE. Andlises através de redes de interacdo poderdo esclarecer melhor as vias

mais atingidas e assim os possiveis candidatos chave para estas alteragdes.

InteracOes

As Figuras 31 a 39 mostram as subnetworks criadas pelos
JActiveModules para cada comparacao. Para os animais controle dos grupos
de 20 e 60 dias, a maioria das proteinas com alteracdo de expresséo
apresentavam interacdo com Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
(P61980) e Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4
(SLC2A4; P19357) (Figura 31). A proteina K estad envolvida com diversos
eventos. Tem funcéo primordial na expressao génica, sendo fosforilada em
resposta a sinalizagdo extracelular, participando na resposta insulinica
(Ostrowski, Kawata et al., 2001). J& a SLC2A4 esta envolvida com a
homeostase da glicose e esta relacionada a expressdo da GLUT4 (Alves-
Wagner, Sabino-Silva et al., 2014). As proteinas que interagem com essas
duas proteinas estavam com expressao reduzida no grupo controle de 60 dias
em relacdo ao controle 20 dias, indicando, portanto que no grupo controle de
20 dias estaria ocorrendo um aumento desta expressdo e possivelmente a
ativacdo do transporte de glicose, bem como do processo de expressao
génica, provavelmente ligada ao crescimento celular, divisdo celular e alta
atividade celular, uma vez que estamos comparando animais jovens com

adultos e os primeiros, portanto, estdo em pleno desenvolvimento.
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Figura 31. Subnetwork criadas pelos JActiveModules para estabelecer
a interacdo entre as proteinas identificadas com expressao diferencial no
grupo controle 20 dias em relagdo ao grupo controle 60 dias. A cor dos nodos
indica a expressao diferencial da respectiva proteina, nomeada com seu
cédigo de acesso. Vermelho e verde indicam subrregulacdo e
suprarregulacéo, respectivamente no grupo de 60 dias em relacdo ao
controle. Os nodos em branco e seus cAdigos de acesso indicam as proteinas
de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram
identificadas no presente estudo. Os nimeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: P61980 - Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K;
P19357- Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4;
Q5U1Z7- Centromere protein R; P62916- Transcription initiation factor 11B;
Q9JIX3- Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase; Q6P9T8- Tubulin beta-4B chain;
Q4QQS4-RuvB-like 2 (E. coli). Os numeros de acesso nos nodos vermelhos



124

correspondem a: P04636 - Malate dehydrogenase, mitochondrial; PO7756 -
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial; POC0S7- Histone
H2A.Z; P10719- ATP synthase subunit beta, mitochondrial; P10860-
Glutamate  dehydrogenase 1, mitochondrial; P11884-  Aldehyde
dehydrogenase, mitochondrial; P12928- Pyruvate kinase PKLR; P13437-3-
ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial; P15999- ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial;; P60711- Actin, cytoplasmic 1; P62630- Elongation factor 1-
alpha 1; P62632- Elongation factor 1-alpha 2; P62738- Actin, aortic smooth
muscle;; P62982- Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a; P63018- Heat shock
cognate 71 kDa protein; P63039-60 kDa heat shock protein, mitochondrial,
P63259- Actin, cytoplasmic 2; P68136- Actin, alpha skeletal muscle; Q02253-
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mitochondrial;
Q02253- Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating],
mitochondrial; Q10758- Keratin, type Il cytoskeletal 8; Q4FZT6- RuvB-like 2
(E. coli); Q63429- Polyubiquitin-C; Q64598- Histone H2A type 1-F; Q68FU3-

Electron transfer flavoprotein subunit beta;

Quando os animais controle foram comparados aos tratados com
15 mgF/L F por 20 dias (Figura 32), a maioria das proteinas com alteracdo de
expressao apresentavam interacdo com a SLC2A4 (P19357), que, como
descrito anteriormente, esta envolvida com a homeostasia da glicose e com a
expressao da GLUT4 (Alves-Wagner, Sabino-Silva et al., 2014). As proteinas
gue interagem com essas duas proteinas estavam com expressao aumentada
no grupo 15 mgF/L em comparacdo ao controle, indicando uma possivel
ativacdo do transporte de glicose e na expressao génica neste grupo, em
comparacado ao controle. Tem sido relatado que altas doses de F estdo
associadas com a intolerancia a glicose e na secrecdo da insulina (De La
Sota et al., 1997; Lupo, Lombarde et al., 2011; Trivedi, Mithal et al., 1993;
Rigalli, Ballina et al., 1990). Trabalho recente de nosso grupo observou um
aumento da sensibilidade a insulina nos grupos de animais diabéticos que
receberam 10 mgF/L de F pela dgua de beber por 22 dias, sendo que este
aumento foi relacionado a interacdo de 2 proteinas com a GLUT4 (Lobo, Leite

et al., 2015). Apesar de se observar um aumento da expressao de proteinas
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relacionadas ao metabolismo energético, uma proteina estava reduzida no
grupo tratado com 15 mgF/L F, a Citrate synthase, mitochondrial. Esta enzima
catalisa a condensacéo da acetil CoA e oxaloacetato, formando citrato, sendo
uma enzima chave e a primeira enzima que limita o ciclo de Krebs (Kerner e
Hoppel, 2000). Em adicdo, estudos indicam que a reducdo na expressao
desta enzima pode ser provocada pelo estresse oxidativo (Jezek e Hlavata,
2005). O estresse oxidativo € um efeito recorrente que vem sendo
documentado quando o F é administrado (Pereira, Leite Ade et al., 2013;
Miltonprabu e Thangapandiyan, 2015; Zhou, Zhao et al., 2015).
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Figura 32. Subnetworks criadas pelos JActiveModules para

p.1 P19357

estabelecer a interacdo entre as proteinas identificadas com a expressao
diferencial no grupo de controle em relacéo ao tratado com 15 mgF/L F por 20
dias. A cor dos nodos indica a expresséao diferencial da respectiva proteina,
nomeada com seu codigo de acesso. Vermelho e verde indicam
subrregulacdo e suprarregulacdo, respectivamente, no grupo tratado 15
mgF/L F em relacdo ao controle. Os nodos em branco e seus cédigos de
acesso indicam as proteinas de interacdo que s&o oferecidas pelo
CYTOSCAPE®, as quais nao foram identificadas no presente estudo. Os
nameros de acesso nos nodos brancos correspondem a: P19357- Solute
carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4; P06761- 78 kDa
glucose-regulated protein; P21708- Mitogen-activated protein kinase 3;
P62332- ADP-ribosylation factor 6; P63102-14-3-3 protein zeta/delta;
Q5M7T6- ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit di;

Q80ZG1l- Synembryn-A. Os numeros de acesso nos nodos verdes
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correspondem a: Q8VHF5- Citrate synthase, mitochondrial. Os nameros de
acesso nos nodos vermelhos correspondem a: O54747- DNA polymerase
delta catalytic subunit; P08461: Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial; P18886-
Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial; P27605- Hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase; P50878-60S ribosomal protein L4,
P52555- Endoplasmic reticulum resident protein 29; P55094- Nuclear receptor
subfamily 2 group C member 2; P56571- ES1 protein homolog, mitochondrial,
P62907 -60S ribosomal protein L10a; Q66X93- Staphylococcal nuclease
domain-containing protein 1; Q68FR9- Elongation factor 1-delta; Q6Q7Y5-
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13; Q7MOE3- Destrin;
Q91ZT1- Vascular endothelial growth factor receptor 3; Q9JJH5-6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 2.

Quando os animais controle foram comparados com aqueles tratados
com 50 mgF/L F por 20 dias (Figura 33), proteinas com alteracdo de
expressao apresentavam interacdo com a Growth fator receptor-bound protein
2 (P62994) e com o Tumor necrosis factor type 1 associated death domain-
like protein (TNFR1; Q8K3Z8), uma proteina associada com a necroptose,
uma forma regulada de necrose induzida pelo estresse do RE (Saveljeva et
al.,2015). Duas proteinas com expressao diminuida no grupo tratado com 50
mgF/L F em relacdo ao controle interagiam com a TNFR1: a 40S ribosomal
protein S3 (RPS3; P62909) e a Actin, cytoplasmic 2 (P63259). A RPS3 faz
parte da subunidade 40S do ribossomo e esta envolvida no processo de
traducdo. Quando localizada na mitocondria, reduz os niveis de espécies
reativas de oxigénio, assim como o dano ao DNA. A reducdo desta proteina
no grupo de 50 mgF/L de 20 dias pode provocar o aumento do estresse
oxidativo que, como citado anteriormente, € um efeito recorrente e vem sendo
documentado quando administrado o F (Pereira, Leite Ade et al., 2013;
Miltonprabu e Thangapandiyan, 2015; Zhou, Zhao et al., 2015). O aumento de
proteinas relacionadas ao metabolismo energético bem como ao processo
energético também é observado quando da administragéo de F (Pereira, Leite

et al, 2013). A proteina Actin, cytoplasmic 2 também apresentou expressao
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reduzida no grupo que recebeu 50 mgF/L F e esta relacionada a estrutura ou
organizacdo dos filamentos de actina no citoesqueleto, o que esta
intimamente ligado a movimentacao celular, a qual pode ocorrer pelo arranjo
do citoesqueleto de actina. Estes filamentos sdao componentes estruturais
celulares que tém como papel chave determinar a forma e a mobilidade
celular. A polimerizacdo e despolimerizacdo destas fibras de actina estdo
envolvidas na regulacédo da migracao celular (Zigmond, 1996). Neste trabalho
foi observado que proteinas que estdo relacionadas a estas atividades
tiveram sua expressao alterada, o que possivelmente provocou alteractes
nestes mecanismos. Barbier; Arreola-Mendoza e Razo (2010) relataram em
sua revisao que o F pode provocar alteracdes no citoesqueleto, bem como na
mobilidade e proliferacdo celular. No presente trabalho, foi verificado que
algumas proteinas relacionadas a estrutura ou a migracao celular tiveram
alteracbes tanto direcionadas para o aumento de expressdao como para a
diminuicdo de expressdo nos grupos experimentais em relacdo ao controle.
De acordo com Zigmond (1996), alteracGes nestes processos sdo complexas
e necessitam ser mais esclarecidas. Leite (2010) encontrou alteracées em 3
cadeias de a-tubulina, que se apresentaram subexpressas mediante
tratamento agudo com F. A autora concluiu que a exposi¢cdo aguda ao F,
especialmente na dose mais alta, foi capaz de alterar a expressédo de

diferentes proteinas relacionadas a estrutura e organizagao celular.
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Figura 33. Subnetwork criada pelos JActiveModules para estabelecer a
interacdo entre as proteinas identificadas com a expressdo diferencial nos
grupos controle e tratado com 50 mgF/L F por 20 dias. A cor dos nodos indica
a expressao diferencial da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de
acesso. Vermelho e verde indicam subrregulacdo e suprarregulacéo,
respectivamente no grupo traatdo com 50 mgF/L F em relagéo ao controle. Os
nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as proteinas de interacao
gue séo oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais nado foram identificadas no
presente estudo. Os nimeros de acesso nos nodos brancos correspondem a:
055173- 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1; P16599- Tumor
necrosis factor; P17077- 60S ribosomal protein L9; P45592- Cofilin-1,;
P63102-14-3-3 protein zeta/delta; P62994-Growth factor receptor-bound
protein 2; P97577- Fasciculation and elongation protein zeta-1; Q3B7UO-
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Ripk2 protein; Q3MQO06- Autophagy protein 5; Q63369- Nuclear factor NF-
kappa-B pl105 subunit ; Q8K3Z8- Tumor necrosis factor receptor type 1
associated death domain-like protein. Os nimeros de acesso nos nodos verde
correspondem a: P62909-40S ribosomal protein S3; P63259-Actin,
cytoplasmic 2. Os numeros de acesso nhos nodos vermelhos correspondem a:
P04785-Protein disulfide-isomerase; P05065-Fructose-bisphosphate aldolase
A; P15146-Microtubule-associated protein 2; P31977- Ezrin; P52944- PDZ
and LIM domain protein 1; Q3KR86- MICOS complex subunit Mic60; Q4FZTO-
Stomatin-like protein 2, mitochondrial; Q5XI78-2-oxoglutarate dehydrogenase,
mitochondrial; Q63610- Tropomyosin alpha-3 chain; Q6AXW2- Protein
Tmod3; Q6AZ25- Tropomyosin 1, alpha; Q6IFU9- Protein Krtl6; Q6IG12-
Keratin, type Il cytoskeletal 7; Q9ER34- Aconitate hydratase, mitochondrial.

Ao se compararem 0s grupos controle e tratado com 15 mgF/L F por 60
dias, foi observada a reducao da ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
(P15999) no grupo tratado com F, o que pode levar, portanto a uma reducao
na producdo de ATP (Figura 34). Este dado esta de acordo com relatos da
literatura que indicam que o F reduz a producgéo de ATP (Strunecka, Patocka
et al., 2007; Barbier; Arreola-Mendoza;, 2010; Pereira, Leite et al., 2013).
Essa reducao da producao de ATP devido a alteracdes na ATP sintase pode
estar relacionada ao calcio, ja que nesta comparacao podemos observar a
reducdo de proteinas ralacionadas ao transporte de célcio
(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha -P11275;
Calmodulin- P62161; Figura 30). O Ca®* é um importante alvo de hormdnios
glicogenoliticos, que pode ativar o metabolismo oxidativo mitocondrial para
aumentar a sintese de ATP, e por isso necessita da proximidade do reticulo
endoplasmatico, de onde o Ca** pode ser captado (Bartlett, Gaspers et al.,
2014). Observando as proteinas com alteracdo de expressdo podemos
constatar um aumento, mediante tratamento com F, destes transportadores
de calcio (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha-
P11275; Calmodulin-P62161), bem como de proteinas chave da regulagéo do

transporte de vesicula intracelular, como a Ras (Ras-related protein Rab-2A -
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P05712; Ras-related protein Rab- 1A-Q6NYB7) responsavel pela regulacao
do transporte vesicular de proteinas para o reticulo endoplasmatico (RE).
Podemos observar ainda um aumento induzido pela exposicdo ao F na
expressdo da NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2 (Q5RJQ4), que
tem papel chave na regulacdo da via das pentoses fosfato, ativando a
glucose-6-fosfato e desta maneira estimulando a producdo citosélica de
NADPH para conter a injaria oxidativa. Assim, estas alteracdes observadas
parecem estar intimamente relacionadas a homeostasia do Ca que, por sua
vez, pode gerar um impacto importante sobre os hepatdcitos bem como sobre
o figado como um todo, devido a sua atuacdo tdo préxima na producdo
mitocondrial de energia, bem como a sua desregulacdo, causando danos.
Alteracbes em proteinas mitocondriais vém sendo bem documentadas na
literatura mediante tratamento com o F, porém sua relagdo com a
homeostasia do Ca ndo é muito bem documentada (Pereira, Leite Ade et al.,
2013; Lobo, Leite et al., 2015; Miltonprabu e Thangapandiyan, 2015).
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Figura 34. Subnetwork criada pelos JActiveModules para estabelecer a
interacdo entre as proteinas identificadas com a expresséo diferencial entre
0S grupos controle e tratado com 15 mgF/L F por 60 dias. A cor dos nodos
indica a expressao diferencial da respectiva proteina nomeada com seu
cédigo de acesso. Vermelho e verde indicam subrregulacdo e
suprarregulacéo, respectivamente, no grupo tratado com F em relacdo ao
controle. Os nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as proteinas
de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram
identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: P29066-Beta-arrestin-1; P35213-14-3-3 protein beta/alpha;
P35435-ATP synthase subunit gamma, mitochondrial; Q00960-Glutamate
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receptor ionotropic, NMDA 2B; Q6VEU8-DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 24;Q5XIH7-Prohibitin-2. Os nimeros de acesso nos nodos verde
correspondem a: P15999-ATP synthase subunit alpha, mitochondrial. Os
ndameros de acesso nos nodos vermelhos correspondem a: O08769-Cyclin
dependent kinase inhibitor; O35263-Platelet-activating factor acetylhydrolase
IB subunit gamma; PO05712-Ras-related protein Rab-2A; P11275-
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha; P62161-
Calmodulin; Q64119-Myosin light polypeptide 6; Q6NYB7-Ras-related protein
Rab-1A; Q9EREG6-Myosin phosphatase Rho-interacting protein; Q5RJQ4-
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2; Q9ER24-Ataxin-10.

Para a comparacao entre os grupos controle e tratado com 50 mgF/L F
por 60 dias (Figura 35), foi observada reducdo no grupo tratado da Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase B (Ppib; P24368), chaperona responsavel pelo
dobramento de proteinas. Esta reducdo mediante tratamento com F poderia
levar a um desarranjo estrutural tantos das proteinas do citoesqueleto, uma
vez que houve a reducdo da KIF1-binding protein e Actin-related protein,
guanto em outras que necessitassem da agdo da Ppib, jA& que a auséncia
desta enzima poderia deixar mais lento o enovelamento de proteinas que
contém residuos de prolina (Nelson; Cox, 2002). Também podemos observar
alteracbes em proteinas relacionada a sintese e glicosilacdo proteica (40S
ribosomal protein S27-Q71TY3; Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase 48 kDa subunit- Q641Y0;). Como mencionado
anteriormente, na comparacao do grupos controle e tratado com 50 mgF/L F
por 20 dias proteinas com reducao de expressdo no grupo tratado interagiam
com a TNFR1 e com a 40S ribossomal protein S27, indicando que estas
alteragbes ocorrem independentemente do tempo de exposi¢cdo ao F. Outra
proteina com expressdo reduzida no grupo de 50 mgF/L em relacdo ao
controle no periodo de 60 dias foi a Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase 48 kDa subunit, relacionada a glicosilacao de
proteinas. A N-glicosilacdo ocorre em 3 passos, no limen do RE (Helenius,

Aeds 2001). Defeitos neste evento podem causar o acumulo de proteinas
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desdobradas ou deformadas no ER, caracterizando o estresse do RE,
comumento relatado mediante exposicdo a altas doses de F (Chlubek D,
2003; Blaszczyk, Grucka-Mamczar et al., 2008; Barbier, Arreola-Mendoza et
al., 2010; Sun, Gao et al., 2014; Lobo, Leite et al., 2015; Miltonprabu e
Thangapandiyan, 2015; Zhou, Zhao et al., 2015).
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Figura 35. Subnetwork criadas pelos JActiveModules para estabelecer a
interacdo entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial entre
0s grupos controle e tratado com 50 mgF/L F por 60 dias. A cor dos nodos
indica a expressdo diferencial da respectiva proteina nomeada com seu
cédigo de acesso. Vermelho e verde indicam subrregulacdo e
suprarregulacéo, respectivamente, no grupo tratado com F em relacdo ao
controle. Os nodos em branco e seus cAdigos de acesso indicam as proteinas
de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram
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identificadas no presente estudo. Os nimeros de acesso nos nodos brancos
correspondem a: P22934-Tumor necrosis factor receptor superfamily member
1A; Q3KRD8-Eukaryotic translation initiation factor 6;Q3MHS8-Sin3-
associated polypeptide 18;Q6P7R8-Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase;
Q6P9T9-Protein  Tmbim4. Os numeros de acesso nos nodo verdes
correspondem a: PO7756-Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia],
mitochondrial; nimeros de acesso nos nodo vermelho correspondem a:
P24368-Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B; P47727- Carbonyl reductase
[NADPH];P70580-Membrane-associated progesterone receptor component
1;Q4G074-KIF1-binding protein; Q4V7C7-Actin-related protein 3;Q5RJR8-
Leucine-rich repeat-containing protein 59; Q641Y0-Dolichyl-
diphosphooligosaccharide--protein  glycosyltransferase 48 kDa subunit;
Q71TY3-40S ribosomal protein S27.

Na comparacao entre os grupos tratados com 50 e 15 mgF/L F por 20
dias (Figura 36), foram observadas alteracdes de proteinas estruturais ou
envolvidas na organizagao dos filamentos de actina no citoesqueleto, o que
esta intimamente ligado a movimentagdo celular, a qual pode ocorrer pelo
arranjo do citoesqueleto de actina. Estes filamentos sdo componentes
estruturais celulares que tém como papel chave determinar a forma e a
mobilidade celular. A polimerizacdo e despolimerizacdo destas fibras de
actina estad envolvida na regulacdo da migracao celular (Zigmond, 1996).
Neste trabalho foi observado que proteinas que estdo relacionadas a estas
atividades tiveram sua expressdo aumentadas no grupo de 50 mgF/L F
comparado ao de 15 mgF/L F, o que possivelmente provocou alteracbes
nestes mecanismos. Barbier; Arreola-Mendoza e Razo (2010) relataram em
sua revisao que o F pode provocar alteracdes no citoesqueleto, bem como na
mobilidade e proliferacao celular. De acordo com Zigmond (1996), alteracdes
nestes processos sao complexas e necessitam ser mais esclarecidas. Xu et
al. (2005) relatram um aumento na [-tubulina no rim de ratos tratados com
100 mg/L de F, o que foi relacionado a uma proliferacdo secundéaria no rim.

Este dltimo relato vem de encontro com que foi observado no presente
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trabalho, indicando um aumento destas proteinas estruturais no grupo que
recebeu uma concentragcdo maior de F (50 mgF/L). Em contrapartida, foi
observado uma diminuicdo das 60S ribosomal protein L4e (P62907) e 60S
ribosomal protein L10a (P62907) no grupo de 50 mgF/L F em relacdo ao de
15 mgF/L F. Sabe-se que 0 nimero de ribossomos aumenta na medida em
gue a velocidade do crescimento celular aumenta. Assim, um aumento na
expressao destas proteinas nos grupos experimentais poderia ser um indicio
de aumento na sintese protéica (Nelson; Cox, 2002), que ocorreria em casos
de aumento na proliferacdo celular induzida pelo F (XU, HU et al., 2005;
Barbier; Arreola-Mendoza; 2010).
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Figura 36. Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a
interacdo entre as proteinas identificadas com a expresséo diferencial entre
0s grupos tratados com 50 ou 15 mgF/L F por 20 dias. A cor dos nodos indica
a expressao diferencial da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de

acesso. Vermelho e verde indicam subrregulacdo e suprarregulacéo,
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respectivamente, no rupo tratado com 50 mgF/L F em relagdo ao tratado com
15 mgF/L F. Os nodos em branco e seus codigos de acesso indicam as
proteinas de interacdo que séo oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais nao
foram identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos
brancos correspondem a: P29066-Beta-arrestin-1; P29067-Beta-arrestin-2;
P62994-Growth factor receptor-bound protein 2; Q6AYH1-Poly (A)
polymerase beta (Testis specific). Os nimeros de acesso nos nodos verdes
correspondem: P60711-Actin, cytoplasmic 1; P63259-Actin, cytoplasmic 2;
P63269-Actin, gamma-enteric smooth muscle; P68035-Actin, alpha cardiac
muscle 1; P68136-Actin, alpha skeletal muscle; Q6AXW2-Protein Tmods3;
Q6IG12-Keratin, type Il cytoskeletal 7. Os numeros de acesso nos nodos
vermelhos correspondem a P50878-60S ribosomal protein L4; P62907-60S
ribosomal protein L10a; Q4KLK9-RNA polymerase Il subunit A C-terminal
domain phosphatase SSU72.

Na comparacao entre os grupos tratados com 50 e 15 mgF/L F por 60
dias (Figura 37), proteinas com alteracdo de expressao interagiam com a
Polyubiquitin-C (Ubc; Q63429) € um polipeptideo bem conservado, que se
liga covalentemente a outras proteinas celulares, com o intuito de sinalizar
sua degradacdo, bem como interacdo proteina / proteina e tréafico intracelular
de proteina (Crinelli, Bianchi et al., 2015). A Cyclin dependent kinase
inhibitor- (O08769) interagem com ela e esta relacionada ao ciclo celular e
precisam da atuacdo da ubiquitina para a que ocorra o ciclo celular e a
proliferagdo celular (Henchoz, Chi et al., 1997). Logo a reducdo desta
proteina no grupo 50 mgF/L F em contrapartida ao aumento no grupo 15
mgF/L 60 dias indica um aumento na proliferacdo celular induzida pelo F
guando administrado uma concentragcdo menor (XU, HU et al., 2005; Barbier;
Arreola-Mendoza; 2010). Durante o estresse do RE, que pode ocorrer
mediante exposicdo a altas doses de F, € muito importante a inducdo de
transcricdo de proteinas para combate ao estresse oxidativo, 0 que vem de
encontro ao aumento Protein deglycase DJ-1, observado no grupo tratado
com 50 mgF/L F, uma vez que esta proteina tem papel fundamental na

regulacdo no sistema redox (Ma, Zhang et al., 2015). Desta maneira, 0
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tratamento com a dose mais alta de F (50 mgF/L) durante um periodo
prolongado (60 dias) parece induzir uma resposta de protecdo do organismo,
0 que é evidenciado pelo aumento de proteinas envolvidas no controle do
estresse do RE, como a Protein deglycase DJ-1, bem como de proteinas de
protecdo contra o estresse oxidativo, como a GRP78 e da SOD2, verificado

no Western blotting.
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Figura 37. Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a
interacdo entre as proteinas identificadas com a expresséo diferencial entre
0s grupos tratados com 50 e 15 mgF/L F por 60 dias. A cor dos nodos indica a
expressao diferencial da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de
acesso. Vermelho e verde indicam subrregulacdo e suprarregulacéo,
respectivamente, no grupo tratado com 50 mgF/L F em comparacdo ao
tratado com 15 mgF/L F. Os nodos em branco e seus cédigos de acesso
indicam as proteinas de interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as
guais ndo foram identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos
nodos brancos correspondem a. P29066-Beta-arrestin-1; P68255-14-3-3
protein  theta; Q63429-Polyubiquitin-C; Q9Z2P5-Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3; P37377-Alpha-synuclein os numeros de
acesso nos nodos verdes correspondem a: O88767-Protein deglycase DJ-1;
P37285-Metabotropic glutamate receptor 7; P62271-40S ribosomal protein
S18; P62282-40S ribosomal protein S11. Os numeros de acesso nos nodos
vermelhos correspondem a: 008769-Cyclin dependent kinase inhibitor;
P10499-Potassium voltage-gated channel subfamily A member 1; P11275-
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha; P62161-
Calmodulin; P83868-Prostaglandin E synthase 3; Q5RJQ4-NAD-dependent
protein deacetylase sirtuin-2; Q64119-Myosin light polypeptide 6; Q68FQO-T-
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complex protein 1 subunit epsilon; Q6NYB7-Ras-related protein Rab-1A;
Q9ER24-Ataxin-10.

Na comparacao entre os grupos tratados com 50 mgF/L F por 60 e 20
dias (Figura 38), similarmente ao que foi observado quando comparamos 0s
grupos controle nestes 2 periodos, verificou-se uma diminuicdo na expressao
de proteinas relacionadas ao estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico
no grupo tratado por 60 dias em relagcdo ao controle, como Peroxirredoxin-6
(Prx6; 035244-), Catalase (P04762), Heat shock cognate 71 kDa protein,
Heat shock related 70 KdA protein 2 (P14659), Stress-790 protein,
mitochondrial (P48721) e Ubiquitin-40S ribosomal protein S27, indicando que
a dose mais alta de F promove uma rapida resposta de reestruturacdo do
organismo frente ao estresse oxidativo e no RE causado pelo F, de forma a
reduzir os danos causados. Em relagcdo ao metabolismo energético podemos
destacar ainda a reducdo, no grupo tratado por 60 dias, da expressao da
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (B1WBQS8), - Carbamoyl-
phosphate synthase [ammonia], mitochondrial (P07756), 3-ketoacyl-CoA
thiolase, mitochondrial (P13437-3), ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
(P15999), Pyruvate carboxylase, mitochondrial (P52873), relacionadas ao
metabolismo energético. Alteracdes no metabolismo energético vém sendo
relatadas na literatura e estdo ligadas ao estresse oxidativo gerado pelo F
(Chlubek D, 2003; Blaszczyk, Grucka-Mamczar et al., 2008; Barbier, Arreola-
Mendoza et al.,, 2010; Pereira, Leite Ade et al., 2013; lano, Ferreira et al.,
2014; Lima Leite, Gualiume Vaz Madureira Lobo et al., 2014; Lobo, Leite et
al., 2015; Zhou, Zhao et al., 2015)
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Figura 38. Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a

interacdo entre as proteinas identificadas com a expressao diferencial entre
0s grupos tratados com 50 mgF/L F por 60 e 20 dias. A cor dos nodos indica a
expressdo diferencial da respectiva proteina nomeada com seu cédigo de
acesso. Vermelho indica subrregulagcéo no grupo de 60 dias em relacdo ao de
20. Os nodos em branco e seus cdodigos de acesso indicam as proteinas de
interacdo que sao oferecidas pelo CYTOSCAPE®, as quais ndo foram

identificadas no presente estudo. Os numeros de acesso nos nodos brancos
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correspondem a: PO0507-Aspartate aminotransferase, mitochondrial; PO5065-
Fructose-bisphosphate aldolase A; P19357-Solute carrier family 2, facilitated
glucose transporter member 4; P21708-Mitogen-activated protein kinase 3;
P63102-14-3-3 protein zeta/delta; Q80Z30-Protein phosphatase 1E; Q9BQB4-
Sclerostin; Q5S255-Tyrosine-protein kinase. Os numeros de acesso nos
nodos vermelhos correspondem a: B1WBQS8-Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; 035244-Peroxiredoxin-6; P04762-Catalase;P07756-
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial; POC0S7-Histone
H2A.Z; POC169-Histone H2A type 1-C;P10719-ATP synthase subunit beta,
mitochondrial;P10860-Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial;P12346-
Serotransferrin;P13437-3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial;, P14659-Heat
shock-related 70 kDa protein 2;P15999-ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial;P48721-Stress-70  protein,  mitochondrial;P52873-Pyruvate
carboxylase, mitochondrial;P62738-Actin, aortic smooth muscle;P62982-
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a; P63018-Heat shock cognate 71 kDa
protein; P63259-Actin, cytoplasmic 2;P68035-Actin, alpha cardiac muscle 1.

Na comparacao entre os grupos tratados com 15 mgF/L F por 60 e 20
dias (Figura 39), as proteinas com reducao da expressao no grupo de 60 dias
séo ligadas a estrutura e regulacdo estrutural. A Myosin phosphatase Rho-
interacting protein (Q9ERESG6), que se encontra no centro da interacdo, é
requerida para regular o citoesqueleto de actina (UNIPROT). Assim, a
reducao desta proteina no grupo tratado com 60 mgF/L F parece indicar um
distarbio nesta regulacdo, uma vez que alteracéo na regulacdo pode provocar
um aumento ou diminuicdo destas fibras. Como descrito anteriormente,
alteracdes em proteinas estruturais ocorrem mediante a administracdo do
fluoreto. Em contrapartida, houve o aumento de expressao de proteinas
relacionadas a via da glicolitica, como a Fructose-bisphosphate aldolase A
(P05065-), que teve sua expressdo aumentada no grupo de 60 dias, o que
também foi observado no trabalho de Kobayashi et al. (2009), que relatou
uma superexpressao de aldolase nos rins dos ratos que receberam 5 mg/L de

fluoreto em relacé&o ao controle. Esta enzima participa da fase preparatoria da
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via glicolitica, clivando a frutose-1,6-bifosfato em gliceraldeido-3-fosfato e
diidroxiacetona fosfato (Nelson; Cox, 2002). De acordo com Kobayashi et al.
(2009), esse aumento poderia ser um sinal de inicio de alteracdes
metabdlicas das células. O fluoreto é capaz de inibir a enolase, e esse
aumento da expressdo da aldolase (up-stream em relacdo a enolase na via
glicolitica) poderia ser uma tentativa da célula de garantir a eficiéncia dessa
via (Kobayashi, Leite et Al.2009; Warburg; Christian, 1941).
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Figura 39. Subnetworks criadas pelos JActiveModules para estabelecer a
interacdo entre as proteinas identificadas com a expressdo diferencial no
grupo 50 mgF/L 60 dias em relacdo ao grupo 50 mgF/L 20 dias. A cor dos

nodos indica a expressado diferencial da respectiva proteina nomeada com
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seu codigo de acesso. Vermelho e verde indicam subrregulagdo e
suprarregulacao, respectivamente. Os nodos em branco e seus codigos de
acesso indicam as proteinas de interacdo que s&o oferecidas pelo
CYTOSCAPE®, as quais nao foram identificadas no presente estudo. Os
nameros de acesso nos nodos brancos correspondem a: 0O55173-3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1; P63170-Dynein light chain 1,
cytoplasmic; Q5S255-Tyrosine-protein kinase; Q9BQB4-Sclerostin; Q9Z2P5-
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3;. Os numeros de
acesso nos nodos verde: P04636-Malate dehydrogenase, mitochondrial;
P05065-Fructose-bisphosphate aldolase A; POC169-Histone H2A type 1-C;
P10719-ATP synthase subunit beta, mitochondrial; P10860-Glutamate
dehydrogenase 1, mitochondrial; P31977-Ezrin; Q63429-Polyubiquitin-C
correspondem a Os numeros de acesso nos nodos vermelho correspondem
a: P62161-Calmodulin; Q64119-Myosin light polypeptide 6; Q68FQO-T-
complex protein 1 subunit epsilon; Q9ERE6-Myosin phosphatase Rho-

interacting protein.

Os resultados obtidos a partir da analise protedmica e confirmados pelo
Western Blotting indicam que os efeitos do fluoreto sdo dependentes tanto da
dose quanto do tempo de tratamento. Para a concentracdo de fluoreto mais
alta utilizada o presente estudo (50 mgF/L), observa-se um aumento na
expressdo de proteinas relacionadas a protecdo do organismo contra o
estresse oxidativo e do RE a curto prazo (20 dias), sugerindo uma tentativa do
organismo de combater rapidamente os efeitos toxicos do fluoreto, sendo que
aos 60 dias existe uma adaptacao. Entretanto, para a dose menor de fluoreto
utilizada no presente estudo (15 mgF/L) h& alteracbes na expressao de
proteinas relacionadas a estrutura e proliferacdo celular mais a longo prazo.
Estes achados ajudam a explicar por queem estudosrealizados com ongo
prazo de tratamento dos animais com fluoreto, a administracéo de doses mais
bauixas deste ion (15) parecem levar a um efeito téxico maior que as doses
mais altas (50 mgF/L ) (Dabrowska, Letko, et al.,lano, Ferrreira et al., ).
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6. CONCLUSOES

A andlise de concentragfes de F indicaram um aumento dose-resposta
no plasma independente do periodo administrado ou tipo de dieta. Ja
as concentracbes de F no figado sdo maior nos grupos que
receberam 50 mgF/L F, mas ndo nos grupos que séo tratados com 15
mgF/L F em relag&o ao control.

A administracdo de F altera o perfil lipidico, tendo uma acao mais
acentuada quanto maior for o tempo de exposigéao.

As inclusdes Ipidicas no figado sao reduzidas quando o F ¢é
adminsitrado em conjunto com uma dieta hipercal6rica por um curto
periodo em sua maior concentracao

A expressdo de proteinas referente ao estresse oxidativo e ao
transporte de lipidios sdo alteradas pelo F, e sua acdo ira ser
influénciada pelo tempo de adiministracdo e idade do animal bem
como ao tipo de dieta .

A avaliacdo da expresséo proteica indicou alteragdes principalmente de
proteinas relacionada ao estresse oxidativo e mitocondrial . Para os
grupos que receberam a concentracdo de 50 mgF/L F foi observado o
aumento de concentracdo de proteinas relacionadas a defesa contra o
estresse oxidativo indicando um processo de adaptacdo nos grupos
submetidos ao periodo de 60 dias . Para o grupo que recebeu a
concentracdo de 15 mgF/L F houve um aumento nas alteragdes
relacionada a proliferacéo celular bem como estrutural e mitocondrial,

indicando um efeito depende do tempo.

Logo podemos indicar que o tempo de adminsitracdo influéncia a acao

do F e que o figado possui um mecanismo de adaptacéo a acao do F, sendo

gue o mesmo parece estar relacionado ao acionamento de proteinas

referente a homeostasia e contra o estresse oxidativo induzidas por este ion.
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Podemos ainda inferir que acdo do F esta relacionada a uma possivel
disfuncdo mitocondrial bem como ao estresse no RE. Em adicdo a
administracdo de doses baixas (15mg/L F) gera um efeito dependente do
tempo no qual efeitos colaterais sdo observados depois de periodos longos
de administragdo nao havendo um efeito adptativo como observado para a
maior dose (50 mg/L de F)

Podemos afirmar ainda que o F altera o metabolismo hepéatico e que
estas alteracfes estao ligadas ao metabolismo de lipidios sendo que a acéo
muda de acordo com o tipo de dieta administrada e estd intimamente ligada

ao estresse oxidativo que o F pode provocar.
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Anexo 1 :

Universidade de Sao Paulo
. Faculdade de Odontologia de Bauru

Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

CEEPA-Proc. N2 037/2011

Bauru, 19 de outubro de 2012.

Senhora Professora,

Em atengdo a solicitagdo de Vossa Senhoria para acréscimo de 36 animais, para reposicdo dos
grupos experimentais e controle, para desenvolvimento do projeto de pesquisa Efeito do
tempo de tratamento e da dose de fluoreto administrada cronicamente na expressdo
protéica em figado de ratos, de autoria de Heloisa Aparecida Barbosa da Silva Pereira, sob sua
orientacdo, informamos que referido pedido foi avaliado por um relator e considerado
aprovado “ad referendum” desta Comissdo, por n3o haver impedimentos éticos. :

Lembramos que ao final da pesquisa, os autores deverdo encaminhar um relatério com os

resultados obtidos para novo parecer.

Atenciosamente,

Presidente da Comiss3o de Ftica no Fnsino e Pesquisa em Animais

Prof2 Dr2 Marilia Afonso Rabelo Buzalaf

Docente do Departamento de Ciéncias Biologicas

Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-101 -C.P. 73
e-mail: mferrari@fob.usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8356
http://www.fob.usp.br

1962 - 2012

FA30SP
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Anexo 2

Tabela 1. Proteinas identificadas com alteracao de expresséo significante no figado de ratos do grupo controle 60 dias vs. Controle 20 dias

NUmero de
_ . _ Razéo Valor de P
acesso do Descricéo da proteina Score Exclusivas
_ Control_60:Control_20_ Control_60:Control_

uniprot

2986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 693.38 0.423 0.03
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 683.18 0.383 0.03
Q64550 UDP-glucuronosyltransferase 1-1 199.74 0.395 0.04
P24329 Thiosulfate sulfurtransferase 2687.57 0.554 0.00
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 3638.55 0.554 0.01
P02770 Serum albumin 1952.14 0.372 0.00
Q03336 Regucalcin 3100.35 0.577 0.02
P12928 Pyruvate kinase PKLR 230.15 0.497 0.05
F1LU69 Protein Rps27I3 683.18 0.427 0.04
MOR4D7 Protein LOC100910820 3241.12 0.482 0.01
Q63429 Polyubiquitin-C 683.18 0.415 0.05
F1LML2 Polyubiquitin-B 683.18 0.372 0.02
POCG51 Polyubiquitin-B 683.18 0.395 0.03

Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating],

Q02253 1878.89 0.651 0.00

mitochondrial
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P04636
Q10758
P22791
POCOS7

AOAOAOMXWS3

A9UMVS
Q00728
Q4FZT6
POCCO09
Q64598
POC170
POC169
P02262

MORDM4
MORCL5
D4ACV3

D3ZWEQ
D3ZVK7
Q618Q6
G3V9CO
D3ZXP3

Malate dehydrogenase, mitochondrial
Keratin, type Il cytoskeletal 8
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, mitochondrial
Histone H2A.Z
Histone H2A.Z (Fragment)
Histone H2A.J
Histone H2A type 4
Histone H2A type 3
Histone H2A type 2-A
Histone H2A type 1-F
Histone H2A type 1-E
Histone H2A type 1-C
Histone H2A type 1
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A

3660.95
1694.48
3586.00
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
2865.03
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44

0.492
0.533
0.445
0.427
0.407
0.427
0.427
0.415
0.427
0.419
0.407
0.423
0.415
0.423
0.407
0.411
0.379
0.415
0.411
0.415
0.395

0.01
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
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D4AECO
P63018
035077
E9PTNG
P46418
P14942
P04904
P04903
P00502
D3ZD94
F1LVC6
Q4FZZ3
G3V983
P04905
QBAXYO
F7F2H5
P10860
MORCH?2
FILRT1
088752
P07687

Histone H2A
Heat shock cognate 71 kDa protein
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glutathione S-transferase alpha-5
Glutathione S-transferase alpha-4
Glutathione S-transferase alpha-3
Glutathione S-transferase alpha-2
Glutathione S-transferase alpha-1
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase Mu 1
Glutathione S-transferase Mu 1
Glutathione S-transferase A6
Glutathione S-transferase (Fragment)
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial (Fragment)
Fructose-1,6-bisphosphatase 1
Epsilon 1 globin
Epoxide hydrolase 1

3559.44
2041.86
351.56
493.54
2606.79
2606.79
5083.03
5083.03
5101.24
2606.79
2606.79
5083.03
6431.20
6431.20
2606.79
5083.03
16767.23
12860.62
1432.69
8167.94
497.24

0.407
0.549
0.512
0.571
0.664
0.527
0.684
0.684
0.664
0.543
0.644
0.684
0.600
0.595
0.644
0.677
0.463
0.432
0.472
0.827
0.368

0.00
0.03
0.03
0.05
0.04
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.01
0.04
0.01
0.05
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D3ZXS6
MOR757
P62632
P62630
MORASS
F1M6C2
Q68FU3
P29147
P28037
P14141
P0O7756
009171
F1LN8S8
P11884

G3V7J0

P63269
P63259
VIGZ85
P60711
P62738

Elongation factor 1-alpha
Elongation factor 1-alpha
Elongation factor 1-alpha 2
Elongation factor 1-alpha 1
Elongation factor 1-alpha (Fragment)
Elongation factor 1-alpha (Fragment)

Electron transfer flavoprotein subunit beta
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mitochondrial
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase
Carbonic anhydrase 3
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial
Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily A1, isoform
CRA b
Actin, gamma-enteric smooth muscle
Actin, cytoplasmic 2
Actin, cytoplasmic 2 (Fragment)

Actin, cytoplasmic 1

Actin, aortic smooth muscle

1225.01
1225.01
919.34
1225.01
1285.23
919.34
3698.51
2454 .91
1264.57
859.22
4852.95
7670.86
1500.44
2630.90

1878.89

2705.18
4446.63
4446.63
4446.63
2740.29

0.533
0.522
0.566
0.538
0.533
0.554
0.595
0.415
0.517
1.974
0.819
0.763
0.763
0.771

0.600

0.698
0.748
0.719
0.756
0.684

0.02
0.00
0.03
0.02
0.00
0.04
0.03
0.00
0.01
0.99
0.00
0.01
0.04
0.04

0.02

0.03
0.02
0.01
0.04
0.03
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P68136
P68035
P10719
G3veD3
P15999
F1LPO5
P63039
F1LML3
P31210
G3vouz
P13437

Q68G44

MORST2
P04276
P85972

ROPXU6
P29534
Q5U349
Q68FT1
Q64638

Actin, alpha skeletal muscle
Actin, alpha cardiac muscle 1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATP synthase subunit beta
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha
60 kDa heat shock protein, mitochondrial
3-0x0-5-beta-steroid 4-dehydrogenase
3-ox0-5-beta-steroid 4-dehydrogenase
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2
(Mitochondrial)
10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase
Vitamin D-binding protein
Vinculin
Vinculin
Vascular cell adhesion protein 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2
Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mitochondrial

UDP-glucuronosyltransferase 1-5

2740.29
2740.29
4191.22
4191.22
5931.83
5906.37
1210.29
1231.70
1231.70
4262.02
4495.19

3586.00

1155.12
151.97
99.02
99.02
110.07
102.99
166.39
189.42

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20

0.712
0.719
0.502
0.517
0.527
0.527
0.583
0.487
0.492
0.583
0.571

0.432

0.512

0.02
0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
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P20720
Q4KM51
ROPXS3
Q7TPB1
D3ZVU1
035412
Q63556
Q80WD1
AOA096MJIAO
D4AB73
D4A5D7
BOBNH4
D3ZN52
D3ZHT2
D3ZMO09
F1M513
D4A8D2
Q4QR81
F1IMAAS
D3ZVH2
D3ZFB8

UDP-glucuronosyltransferase 1-2
Transcription elongation factor, mitochondrial
Transcription elongation factor, mitochondrial (Fragment)
T-complex protein 1 subunit delta
SprT-like domain-containing protein Spartan
Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1
Serine protease inhibitor A3SM (Fragment)
Reticulon-4 receptor-like 2
RCG44919, isoform CRA b
Putative uncharacterized protein RGD1559496_predicted
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12
Protein Zfp637
Protein Triobp
Protein Triobp
Protein Sars2
Protein Rufy4
Protein Rdh8
Protein Rbms2
Protein Rangapl
Protein RGD1560831
Protein RGD1308775

96.17
74.21
74.21
137.61
180.37
31.96
74.51
101.57
287.44
168.54
86.84
88.77
42.00
43.54
112.54
84.19
106.60
81.96
87.28
404.28
114.56

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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D4A8S2
D4A830
F1M575
MOR3L1
D3ZMX5
D4ACRS5
D3ZCW3
MORAZ26
D3z2G07
D4AC62
F1LRS2
B2RYJ3
F1LX27
D3ZP14
D3ZE31
F1LWH5
D3ZYM6
F1M5A1
D4A901
D4A5X8
MORG6F2

Protein RGD1307603
Protein Ppa2
Protein Nuggc (Fragment)
Protein Mast4
Protein LOC102549710
Protein LOC100911971
Protein LOC100911971
Protein LOC100362987
Protein LOC100360750
Protein Krt222
Protein Dock7
Protein Culda
Protein Cngb3 (Fragment)
Protein Ces2j
Protein Ces2a
Protein Catspergl
Protein Calr4
Protein Calr4 (Fragment)
Protein Baiap2I2
Protein Ahcyll
Protein Acad10

328.05
99.37
78.20
44,77
82.18
78.19
98.01

482.88

222.22

123.37

140.46
95.54

118.97

182.09

182.09

118.56
86.17
86.17
77.82

125.24
71.76

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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F1M8L5
D4A882
P62963
F1LM18
Q00438
D3ZB30
Q5U2V4
P07379

Q561S0

E9PTU4
Q5U2R4
Q5PPI6
F1LQZ9
Q63560
Q6QI15
Q6QI82
QBTXE9
FILLWA4
Q5R212
Q56R16

Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Profilin-1
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Polypyrimidine tract binding protein 1, isoform CRA_c
Phospholipase B-like 1
Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP]
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex
subunit 10, mitochondrial
Myosin-11
Mitochondrial ribonuclease P protein 1
Mitochondrial genome maintenance exonuclease 1
Microtubule-associated protein 6
Microtubule-associated protein 6
LRRGTO00193
LRRGT00126
LRRGT00050
Inactive serine protease 35
Inactive serine protease 35

Importin subunit alpha-6

115.27
115.27
146.36
70.36
70.36
70.36
84.24
140.18

257.21

52.80
174.47
69.96
207.05
224.84
109.30
84.77
92.40
120.36
120.36
109.03

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20

Control 20

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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F1LZJ4
Q00729
P06866
Q68FY4
E9PTVO
Q07071
D3ZA46
D3ZBM3
FILMQ2
F1LND7
P05369
B2RZA1
Q6IMK5
Q6P725
P48675
P06214
P54275
B1WBQ7
P11240
Q5M9I5
P20816

Hydroxypyruvate isomerase
Histone H2B type 1-A
Haptoglobin
Group specific component
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glucokinase regulatory protein
Geme-interacting protein (Predicted)
Ferrochelatase
Farnesyl pyrophosphate synthase
Farnesyl pyrophosphate synthase
Farnesyl pyrophosphate synthase
Dock?7 protein
Diamine oxidase-like protein 2
Desmin
Desmin
Delta-aminolevulinic acid dehydratase
DNA mismatch repair protein Msh2
DNA mismatch repair protein Msh2
Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial
Cytochrome P450 4A2

90.78
275.94
99.46
151.97
117.44
165.90
105.03
93.32
114.63
162.74
163.42
133.45
98.20
72.51
72.51
153.83
71.97
73.16
305.26
2111.09
149.65

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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H7C5X2
P20817
FIM7X1
Q66HE7
D4A4Z0
G3V836
P05371
FIM779
P11442
Q8VHF5
G3V936
F1LPU4
P32738
Q66H89
Q63108
P10959
Q8K3P6
Q3B8N9
Q64057

Q3MHS3

Cytochrome P450 4A14
Cytochrome P450 4A14
Cytochrome P450 4A14 (Fragment)
Cyclin-dependent kinase-like 1

Coiled-coil domain containing 12 (Predicted), isoform CRA_a

Clusterin
Clusterin
Clathrin heavy chain
Clathrin heavy chain 1
Citrate synthase, mitochondrial
Citrate synthase
Choline O-acetyltransferase
Choline O-acetyltransferase
Centrosomal protein of 83 kDa
Carboxylesterase 1E
Carboxylesterase 1C
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2
Biphenyl hydrolase-like (Serine hydrolase)
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
Aldo-keto reductase family 1, member C1 (Dihydrodiol
dehydrogenase 1 20-alpha (3-alpha)-hydroxysteroid

149.65
149.65
94.22
117.82
107.49
125.09
143.57
83.68
86.58
144.59
144.59
134.18
149.86
117.89
162.20
132.83
104.53
179.35
94.61

1000.27

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20

Control_20
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Q6AYQ2
P37136
Q7TP62
035817
P21531
P62909
Q498T4

Q5PQS3

P19488
D3ZLR6
Q6DG50
P17988
Q66H48
B2RYG3
AOA096MJIB5
BOBMT9
F1LP26
D4A2W9
D3Z2898

Aldo-keto reductase family 1 member C21
Acetylcholinesterase
Ab2-073
A-kinase anchor protein 14
60S ribosomal protein L3
40S ribosomal protein S3
39S ribosomal protein L2, mitochondrial
Ventricular zone-expressed PH domain-containing protein
homolog 1
UDP-glucuronosyltransferase 2B37
UDP-glucuronosyltransferase 2B17
TANK-binding kinase 1-binding protein 1
Sulfotransferase 1A1
Protein Zfp219
Protein Vps9dl1
Protein Unc45b
Protein Sqrdl
Protein Shroom3
Protein Samhd1
Protein Samhd1

1040.58
93.13
126.87
98.79
88.40
422.08
91.97

66.30

167.00
292.04
75.78
255.73
69.29
71.61
52.37
532.65
64.44
71.99
74.10

Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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D3ZSX9
D4A306
D4AOE2
D3ZB33
G3V614
AOAQ96MKF2
MORC68
D3ZET2
F1LMES
D4A2Y3
F1M5Q2
D3ZWF2
D3ZXM4
D3ZN21
E9PT29
MORB90
D4A9A3
D3ZG65
BIWCAO
P25113
P24368

Protein S100pbp
Protein Rnf207
Protein Napg
Protein Mex3a
Protein LOC606294
Protein LOC100911797
Protein LOC100911797
Protein LOC100910851
Protein LOC100364352
Protein Immp2|
Protein Gprl61 (Fragment)
Protein Fbrs
Protein Evi5I
Protein Ddx3y
Protein Ddx17
Protein Cyp2c6vl
Protein Cenpv
Protein 4930562C15Rik
MgF/L1d protein
Phosphoglycerate mutase 1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

110.98
74.86
84.22
97.72
73.84
63.60
63.60
64.03

142.64

943.86
74.34
62.32
87.46

158.57

151.59

143.54
99.48
60.73

100.24
98.68

157.10

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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P25977
C9DQJI9
D4ACUS

Q5XIF3

Q5M876

D3ZCQ9
Q00566
F1LWH6
P70580
F1LPD4
MORBQ9
Q69CM7

B1H257

Q5RJRS
Q6QI43
Q4G074
P97697
Q63772

Nucleolar transcription factor 1
Neuralized 2
NADPH oxidase organizer 1 (Predicted)

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4,
mitochondrial
N-acyl-aromatic-L-amino acid amidohydrolase (carboxylate-
forming)

Myeloid leukemia factor 1 (Predicted), isoform CRA_a
Methyl-CpG-binding protein 2
Methyl-CpG-binding protein 2 (Fragment)
Membrane-associated progesterone receptor component 1
MYCBP-associated protein
MYCBP-associated protein
MYCBP-associated protein
Loss of heterozygosity, 12, chromosomal region 1 homolog
(Human)

Leucine-rich repeat-containing protein 59
LRRGTO00165
KIF1-binding protein
Inositol monophosphatase 1

Growth arrest-specific protein 6

113.10
70.27
70.82

173.04

116.36

84.97
114.33
86.57
803.10
78.22
78.22
78.22

152.01

80.19
114.74
73.84
135.46
81.33

Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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P47819
MORAK4
AOAOAOMXX7
D3ZYW7
Q9JMAS
D3ZYUO
Q68FR6
D3ZMM4
Q8K3M6

F1LM69

Q641Y0

Q8K4CO
Q6P6R2
FIM5T2
Q6AYI1

AOA096MIX2
Q4KLZ3
P05178
D4A519

Glial fibrillary acidic protein
Frataxin, mitochondrial
Frataxin, mitochondrial
Frataxin, mitochondrial
Exostoses (Multiple)-like 3, isoform CRA_a
Enolase
Elongation factor 1-gamma
ERC protein 2
ERC protein 2
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase
48 kDa subunit
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase
48 kDa subunit
Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 5
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
Diacylglycerol kinase (Fragment)
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform CRA _a
DAZ associated protein 1
Cytochrome P450 2C6
Cytochrome P450 2A3

87.71
174.92
174.92
174.92

66.12
209.26

75.22

70.73

89.53

83.81

83.81

82.13
69.59
142.97
158.64
178.80
106.97
154.23
83.18

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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P20812
F7FF20

AOA096MK76
G3V7M5
Q9QZC4
F1M835
P47727
BOBNN3

Q3KR97

D3ZCC5
B1WC89
035460
F1LSB2
Q4V7C7
D3ZNZ8
Q71TY3
P26772

Cytochrome P450 2A3

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 5

(Predicted), isoform CRA_a
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Choline-phosphate cytidylyltransferase B

Carbonyl reductase family member 4
Carbonyl reductase [NADPH] 1

Carbonic anhydrase 1

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like

protein 1

Ankyrin repeat domain 24 (Predicted), isoform CRA _d

Ankrd58 protein
Angiopoietin-1
Angiopoietin 1, isoform CRA_a
Actin-related protein 3
40S ribosomal protein S27
40S ribosomal protein S27

10 kDa heat shock protein, mitochondrial

83.18

73.50

60.93
60.93
60.93
138.39
67.75
80.11

83.34

111.40
73.60
92.76
92.76
66.37
90.36
90.36

367.06

Control_60
Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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Tabela 2 . Proteinas identificadas com alteracéo de expresséao significante no figado de ratos do grupo controle 20 dias vs. 15mgF/L 20 dias

Razéo
NUmero de acesso Control_20:15mgF/L

do uniprot Descricédo da proteina Score  exclusivas 20

P62804 Histone H4 1554.15 1.6323

P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 1287.31 0.835
P04276 Vitamin D-binding protein 151.97 Control_20
P85972 Vinculin 99.02 Control_20
R9PXU6 Vinculin 99.02 Control_20
P29534 Vascular cell adhesion protein 1 110.07 Control_20
Q5U349 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2 102.99 Control_20
Q68FT1 Ubiguinone biosynthesis protein COQ9, mitochondrial 166.39 Control 20
Q64638 UDP-glucuronosyltransferase 1-5 189.42 Control_20
P20720 UDP-glucuronosyltransferase 1-2 96.17 Control_20
Q4KM51 Transcription elongation factor, mitochondrial 74.21 Control_20
ROPXS3 Transcription elongation factor, mitochondrial (Fragment) 74.21 Control_20
Q7TPB1 T-complex protein 1 subunit delta 137.61 Control_20
D3zVvUl1l SprT-like domain-containing protein Spartan 180.37 Control_20
035412 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1 31.96 Control_20

Q63556 Serine protease inhibitor A3M (Fragment) 7451 Control_20
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Q80WD1
AOA096MJIAD
D4AB73
D4A5D7
BOBNH4
D3ZN52
D3ZHT2
D3ZMO09
F1M513
D4A8D2
Q4QRS81
F1IMAAS
D3ZVH2
D3ZFB8
D4A8S2
D4A830
FIM575
MOR3L1
D3ZMX5
D4ACR5
D3ZCW3

Reticulon-4 receptor-like 2
RCG44919, isoform CRA_b

Putative uncharacterized protein RGD1559496 predicted

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12

Protein Zfp637
Protein Triobp
Protein Triobp
Protein Sars2
Protein Rufy4
Protein Rdh8
Protein Rbms2
Protein Rangapl
Protein RGD1560831
Protein RGD1308775
Protein RGD1307603
Protein Ppa2
Protein Nuggc (Fragment)
Protein Mast4
Protein LOC102549710
Protein LOC100911971
Protein LOC100911971

101.57
287.44
168.54
86.84
88.77
42
43.54
112.54
84.19
106.6
81.96
87.28
404.28
114.56
328.05
99.37
78.2
44,77
82.18
78.19
98.01

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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MORA26
D3ZG07
D4AC62
FILRS2
B2RYJ3
F1LX27
D3ZP14
D3ZE31
F1LWH5
D3ZYM6
F1M5A1
D4A901
D4A5X8
MORG6F2
F1M8L5
D4A882
P62963
F1LM18
Q00438
D3ZB30
Q5U2v4

Protein LOC100362987
Protein LOC100360750
Protein Krt222
Protein Dock7
Protein Culda
Protein Chgb3 (Fragment)
Protein Ces2j
Protein Ces2a
Protein Catspergl
Protein Calr4
Protein Calr4 (Fragment)
Protein Baiap2I2
Protein Ahcyll
Protein Acad10
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Profilin-1
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Polypyrimidine tract binding protein 1, isoform CRA_c
Phospholipase B-like 1

482.88
222.22
123.37
140.46
95.54
118.97
182.09
182.09
118.56
86.17
86.17
77.82
125.24
71.76
115.27
115.27
146.36
70.36
70.36
70.36
84.24

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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P07379
Q561S0
E9PTU4
Q5U2R4
Q5PPI6
F1LQZ9
Q63560
Q6QI15
Q6QI82
QB6TXE9
F1LLWA4
Q5R212
Q56R16
F1LZJ4
Q00729
P06866
Q68FY4
E9PTVO
Q07071
D3ZA46
D3ZBM3

Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP]
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial
Myosin-11
Mitochondrial ribonuclease P protein 1
Mitochondrial genome maintenance exonuclease 1
Microtubule-associated protein 6
Microtubule-associated protein 6
LRRGT00193
LRRGT00126
LRRGTO00050
Inactive serine protease 35
Inactive serine protease 35
Importin subunit alpha-6
Hydroxypyruvate isomerase
Histone H2B type 1-A
Haptoglobin
Group specific component
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glucokinase regulatory protein
Geme-interacting protein (Predicted)

Ferrochelatase

140.18
257.21
52.8
174.47
69.96
207.05
224.84
109.3
84.77
92.4
120.36
120.36
109.03
90.78
275.94
99.46
151.97
117.44
165.9
105.03
93.32

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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FILMQ2
FILND7
P05369
B2RZA1
Q6IMK5
Q6P725
P48675
P06214
P54275

B1WBQ7
P11240
Q5M9I5
P20816
H7C5%2
P20817
FIM7X1
Q66HE7
D4A4Z0
G3V836
P05371
FIM779

Farnesyl pyrophosphate synthase
Farnesyl pyrophosphate synthase
Farnesyl pyrophosphate synthase
Dock?7 protein
Diamine oxidase-like protein 2
Desmin
Desmin
Delta-aminolevulinic acid dehydratase
DNA mismatch repair protein Msh2
DNA mismatch repair protein Msh2
Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial
Cytochrome P450 4A2
Cytochrome P450 4A14
Cytochrome P450 4A14
Cytochrome P450 4A14 (Fragment)
Cyclin-dependent kinase-like 1
Coiled-coil domain containing 12 (Predicted), isoform CRA_a
Clusterin
Clusterin

Clathrin heavy chain

114.63
162.74
163.42
133.45
98.2
72.51
72.51
153.83
71.97
73.16
305.26
2111.09
149.65
149.65
149.65
94.22
117.82
107.49
125.09
143.57
83.68

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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P11442
Q8VHF5
G3V936
F1LPU4
P32738
Q66H89
Q63108
P10959
Q8K3P6
Q3B8N9
Q64057

Q3MHS3
QB6AYQ?2
P37136
Q7TP62
035817
P21531
P62909
Q498T4
Q91ZT1

Clathrin heavy chain 1
Citrate synthase, mitochondrial
Citrate synthase
Choline O-acetyltransferase
Choline O-acetyltransferase
Centrosomal protein of 83 kDa
Carboxylesterase 1E
Carboxylesterase 1C
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2
Biphenyl hydrolase-like (Serine hydrolase)
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
Aldo-keto reductase family 1, member C1 (Dihydrodiol dehydrogenase 1 20-alpha (3-
alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase)
Aldo-keto reductase family 1 member C21
Acetylcholinesterase
Ab2-073
A-kinase anchor protein 14
60S ribosomal protein L3
40S ribosomal protein S3
39S ribosomal protein L2, mitochondrial

Vascular endothelial growth factor receptor 3

86.58
144.59
144.59
134.18
149.86
117.89

162.2
132.83
104.53
179.35

94.61

1000.27
1040.58
93.13
126.87
98.79
88.4
422.08
91.97
154.16

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control 20
Control 20
Control_20
Control_20

Control 20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
15mgF/L_20
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Q3T1I3
D3ZVQO
Q64637
A2RRU3
P52847
Q66X93
Q8K3K4
Q6TXG7
G3V6B2
FILYQ7
D4A7Y6
Q4KLK9
D3ZUF8
BOBMY7
D3ZW62
Q5XIEL
QB6AYN5
D4ABKO
D3ZKB6
D3ZAU6
D3ZLT7

Usher syndrome type-1C protein-binding protein 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
UDP-glucuronosyltransferase 1-3
U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 homolog
Sulfotransferase family cytosolic 1B member 1
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1
Serpin B10
Serine hydroxymethyltransferase
Serine (Or cysteine) peptidase inhibitor, clade B (Ovalbumin), member 10
Ribosomal protein
Ribosomal protein (Fragment)

RNA polymerase Il subunit A C-terminal domain phosphatase SSU72
Protein Vrk2
Protein Twf2
Protein Thsdl
Protein THEM6
Protein Stard6
Protein Sgcz (Fragment)

Protein RGD1562948
Protein RGD1561919
Protein RGD1305350

113.86
121.89
91.14
130.34
737.42
83.45
107.33
79.97
107.33
250.55
250.55
100.25
87.72
184.03
94.03
109.8
120.05
85.89
117.14
237.15
137.33

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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MORDKA4
MOROF7
D3ZIV3
FIM7B7
D3ZN87
FILML7
MORDIO
D3ZNU3
D3ZX71
F1IMAHS
D4A9J6
D3ZTC4
MOR521
F1M943
D3ZHR4
F1LM42
D4A4Q9
F1M5N3
F1LZM2
F1MON9
MOR511

Protein Pitpnm3 (Fragment)
Protein Marco
Protein Mad1l1

Protein LOC100911725 (Fragment)
Protein LOC100361637
Protein Hiplr
Protein Cyp3a73 (Fragment)
Protein Crampll
Protein Col9a3
Protein Clipl
Protein Ccdc88b
Protein Ccdc88b
Protein Arrdc5
Protein Armc8
Protein Ankrd35
Protein Ank2
Protein Ank2
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)

81.39
78.87
79.49
185.27
139.82
90.6
94.26
87.36
96.82
82.1
82.71
82.35
107.23
92.71
80.79
91.31
76.69
91.31
76.69
91.31
76.69

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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D3ZN23
Q5I0K1
Q2THW?7
Q4VIH5
Q05982
G3V7F5
P55094
P69060
G3V9B3
P07722
Q498R1
E9PTQO
Q3SWU2
F1LSL3
Q63269
P27605
035952
D4A500
Q6Q7Y5
FILNG7
P14480

Protein Adamts20
Pipecolic acid oxidase
Palmitoyltransferase ZDHHC5
PHD finger protein 20-like protein 1
Nucleoside diphosphate kinase A
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
N-acylneuraminate cytidylyltransferase
Myelin-associated glycoprotein
Myelin-associated glycoprotein
Methionine synthase reductase
LIM domain binding 2 (Predicted)
Interferon regulatory factor 7
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial

HD domain containing 3 (Predicted), isoform CRA b
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 (Fragment)

Fibrinogen beta chain

36.01
101.68
85.89
86.45
396.26
86.5
87.79
132.73
101.16
103.62
164.67
93.33
261.91
233.32
233.69
113.89
97.53
106.39
85.14
85.14
190.78

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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FILR10
POCOK?
P52555
Q68FR9
P56571
G3V6U4
Q8CH84
Q64346

P08461
Q7MOE3
054747
F1LSD8
P97679
P05183
P04800
Q06884
P01026
B5DEY9
G3V7N5
P18886

Epithelial protein lost in neoplasm
Ephrin type-B receptor 6
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Elongation factor 1-delta
ES1 protein homolog, mitochondrial
ELAV-like protein 2
ELAV-like protein 2

Dual specificity protein phosphatase 6

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase

complex, mitochondrial
Destrin
DNA polymerase delta catalytic subunit
DNA mismatch repair protein Mihl
DNA mismatch repair protein Mih1
Cytochrome P450 3A2
Cytochrome P450 3A1
Cytochrome P-450
Complement C3
Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 1
Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

105.43
81.87
123.11
95.68
120.59
115.05
115.05
175.39

139.7
88.64
75.31
104.19
107.16
153.26
185.05
169.71
104.31
89.36
165.38
177.31

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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Q5X137
Q810D1
Q9ES38
Q9JM53
D3ZC34
D4A3E2
MOROI6
QOD2L3
Q08163
P85970
MORAP9
F1LS48
Q6QI09
F7FFJ9
Q6P3V9
P50878
P62907
P25114
Q9JJH5
D4AAJ3

Calcium binding protein 39-like
Calcineurin B homologous protein 2
Bile acyl-CoA synthetase
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
Ankyrin repeat and MYND domain containing 2 (Predicted)
Aminopeptidase-like 1 (Predicted)
Aminomethyltransferase
Agmatinase, mitochondrial
Adenylyl cyclase-associated protein 1
Actin-related protein 2/3 complex subunit 2
Acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex
Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial
ATP synthase subunit gamma
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L10a
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 4
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 2

40S ribosomal protein S12

92.41
154.17
85.49
127.99
127.73
120.1
88.88
94.17
128.18
156.25
139.7
117.14
113.49
89.38
78.55
78.55
250.55
205.05
139.16
146.41

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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Tabela 3. Proteinas identificadas com alteragéo de expresséo significante no figado de ratos do grupo controle 20 dias vs.50 mgF/L 20 dias

numero de Valor de P

acesso do Razdo Controle_20:50
uniprot Descri¢cdao da proteina Score exclusivas Controle_20:50mgF/L_20 mgF/L_20
035244 Peroxiredoxin-6 1510.58 0.4630 0.00
D4ABO1 Histidine triad nucleotide binding protein 2 (Predicted), isoform CRA_a 544,58 0.3198 0.04
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 17634.75 1.2092 1.00
P01946 Hemoglobin subunit alpha-1/2 1287.31 0.8106 0.01
088752 Epsilon 1 globin 8167.94 1.2969 1.00
P63269 Actin, gamma-enteric smooth muscle 2705.18 0.6505 0.00
P63259 Actin, cytoplasmic 2 4446.63 0.7118 0.00
V9GZ85 Actin, cytoplasmic 2 (Fragment) 4446.63 0.7261 0.00
P60711 Actin, cytoplasmic 1 4446.63 0.7047 0.00
P62738 Actin, aortic smooth muscle 2740.29 0.6907 0.01
P68136 Actin, alpha skeletal muscle 2740.29 0.6839 0.00
P68035 Actin, alpha cardiac muscle 1 2740.29 0.6907 0.00
P04276 Vitamin D-binding protein 151.97 Control_20
P85972 Vinculin 99.02 Control_20
RIPXU6 Vinculin 99.02 Control_20
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P29534
Q5U349
Q68FT1
Q64638
P20720
Q4KM51
ROPXS3
Q7TPB1
D3zvUl
035412
Q63556
Q80WD1
AOAO096MIAOD
D4AB73
D4A5D7
BOBNH4
D3ZN52
D3ZHT2
D3ZM09
F1M513

Vascular cell adhesion protein 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2
Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mitochondrial
UDP-glucuronosyltransferase 1-5
UDP-glucuronosyltransferase 1-2
Transcription elongation factor, mitochondrial
Transcription elongation factor, mitochondrial (Fragment)
T-complex protein 1 subunit delta
SprT-like domain-containing protein Spartan
Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1
Serine protease inhibitor A3M (Fragment)
Reticulon-4 receptor-like 2
RCG44919, isoform CRA b
Putative uncharacterized protein RGD1559496 predicted
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12
Protein Zfp637
Protein Triobp
Protein Triobp
Protein Sars2

Protein Rufy4

110.07
102.99
166.39
189.42
96.17
74.21
74.21
137.61
180.37
31.96
74.51
101.57
287.44
168.54
86.84
88.77
42
43.54
112.54
84.19

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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D4A8D2
Q4QR81
F1IMAAS
D3ZVH2
D3ZFB8
D4A8S2
D4A830
F1IM575
MOR3L1
D3ZMX5
D4ACRS5
D3ZCWs3
MORA26
D37G07
D4AC62
F1LRS2
B2RYJ3
F1LX27
D3ZP14
D3ZE31

Protein Rdh8
Protein Rbms2
Protein Rangapl
Protein RGD1560831
Protein RGD1308775
Protein RGD1307603

Protein Ppa2

Protein Nuggc (Fragment)

Protein Mast4
Protein LOC102549710
Protein LOC100911971
Protein LOC100911971
Protein LOC100362987
Protein LOC100360750

Protein Krt222

Protein Dock7

Protein Cul4a

Protein Cngb3 (Fragment)

Protein Ces2j

Protein Ces2a

106.6
81.96
87.28
404.28
114.56
328.05
99.37
78.2
44.77
82.18
78.19
98.01
482.88
222.22
123.37
140.46
95.54
118.97
182.09
182.09

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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F1LWH5
D3ZYM6
F1IM5A1
D4A901
D4A5X8
MOR6F2
F1IM8L5
D4A882
P62963

F1LM18
Q00438
D3ZB30
Q5uU2v4
P07379

Q561S0
E9PTU4
Q5U2R4
Q5PPI6
F1LQZ9

Protein Catspergl
Protein Calrd
Protein Calr4 (Fragment)
Protein Baiap2l2
Protein Ahcyll
Protein Acad10
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Profilin-1
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Polypyrimidine tract binding protein 1, isoform CRA ¢
Phospholipase B-like 1

Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP]

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10,

mitochondrial
Myosin-11
Mitochondrial ribonuclease P protein 1
Mitochondrial genome maintenance exonuclease 1

Microtubule-associated protein 6

118.56
86.17
86.17
77.82
125.24
71.76
115.27
115.27
146.36
70.36
70.36
70.36
84.24
140.18

257.21
52.8
174.47
69.96
207.05

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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Q63560
QeQl15
Q6Ql82
Q6TXE9
F1LLW4
Q5R212
Q56R16
F1LZ)4
Q00729
P06866
Q68FY4
EOPTV9
Q07071
D3ZA46
D3ZBM3
F1LMQ2
FILND7
P05369
B2RZA1
Q6IMK5

Microtubule-associated protein 6
LRRGT00193
LRRGT00126
LRRGT00050

Inactive serine protease 35
Inactive serine protease 35
Importin subunit alpha-6
Hydroxypyruvate isomerase
Histone H2B type 1-A
Haptoglobin
Group specific component
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glucokinase regulatory protein
Geme-interacting protein (Predicted)
Ferrochelatase

Farnesyl pyrophosphate synthase

Farnesyl pyrophosphate synthase

Farnesyl pyrophosphate synthase
Dock7 protein

Diamine oxidase-like protein 2

224.84
109.3
84.77

92.4

120.36

120.36

109.03
90.78

275.94
99.46

151.97

117.44
165.9

105.03
93.32

114.63

162.74

163.42

133.45

98.2

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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Q6P725
P48675
P06214
P54275
B1WBQ7
P11240
Q5MQaI5
P20816
H7C5X2
P20817
F1IM7X1
Q66HE7
D4A4Z0
G3V836
P05371
F1M779
P11442
Q8VHF5
G3Va36
F1LPU4

Desmin
Desmin
Delta-aminolevulinic acid dehydratase
DNA mismatch repair protein Msh2
DNA mismatch repair protein Msh2
Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial
Cytochrome P450 4A2
Cytochrome P450 4A14
Cytochrome P450 4A14
Cytochrome P450 4A14 (Fragment)

Cyclin-dependent kinase-like 1

Coiled-coil domain containing 12 (Predicted), isoform CRA_a

Clusterin
Clusterin
Clathrin heavy chain
Clathrin heavy chain 1
Citrate synthase, mitochondrial
Citrate synthase

Choline O-acetyltransferase

72.51
72.51
153.83
71.97
73.16
305.26
2111.09
149.65
149.65
149.65
94.22
117.82
107.49
125.09
143.57
83.68
86.58
144.59
144.59
134.18

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
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P32738
Q66H89
Q63108
P10959
Q8K3P6
Q3B8N9
Q64057

Q3MHS3
Q6AYQ2
P37136

Q7TP62

035817
P21531
P62909

Q49814
Q63610
F7FK40

Q6AZ25
P70541

Choline O-acetyltransferase
Centrosomal protein of 83 kDa
Carboxylesterase 1E
Carboxylesterase 1C
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2
Biphenyl hydrolase-like (Serine hydrolase)
Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
Aldo-keto reductase family 1, member C1 (Dihydrodiol dehydrogenase 1 20-alpha
(3-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase)
Aldo-keto reductase family 1 member C21
Acetylcholinesterase
Ab2-073
A-kinase anchor protein 14
60S ribosomal protein L3
40S ribosomal protein S3
39S ribosomal protein L2, mitochondrial
Tropomyosin alpha-3 chain
Tropomyosin 1, alpha, isoform CRA ¢
Tropomyosin 1, alpha

Translation initiation factor elF-2B subunit gamma

149.86
117.89
162.2
132.83
104.53
179.35
94.61

1000.27
1040.58
93.13
126.87
98.79
88.4
422.08
91.97
158.39
167.39
167.39
77.31

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20

Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
Control_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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QAFZTO0
Q920G0
Q499U1
P22006
Q5U2T3
Q6SA80
P04785
Q99PJ6
F1MOHO
MORD44
D37725
Q5X144
F1LZ35
D377Y2
D4A7S9
Q6AXW2
G3VIT2
D3ZYF8
F1LUQ3
F6PUS4

Stomatin-like protein 2, mitochondrial
Src kinase-associated phosphoprotein 2
Solute carrier family 25 member 38
Seminal vesicle secretory protein 2
SPATS2-like protein
Rho-related GTP-binding protein RhoE
Protein disulfide-isomerase
Protein Zfp709
Protein Zfp318 (Fragment)
Protein Zfp318 (Fragment)
Protein Zfp280c
Protein Xrcc4
Protein Wdr88 (Fragment)
Protein Utpl4a
Protein Trim45
Protein Tmod3
Protein Tmfl
Protein Tm2d1
Protein Tetl
Protein Sh3d21

84.3
84.33
122.06
67.83
158.27
123.8
75.64
120.62
83.15
66.03
82.01
81.56
80.8
83.37
87.05
76.01
86.82
79.95
73.15
92.79

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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Q6P6X2
D4AAUS
F1LYB7
D3ZD48
Q6AYHS8
MORSLO
G3V810
D3ZAA6
MOR6S6
F1IM0Q4
D3ZND8
Q6IFU9
MORSK1
AOAO096MIY6
D4ABF1
AOA096MIJS9
F7F3M3
MORC14
D4A317
D3ZKA3

Protein Semg1l
Protein Rassf8
Protein Rad54b
Protein Rab11fip2
Protein RGD1359634
Protein Naca
Protein Mtmr10
Protein Lcor
Protein LOC689679 (Fragment)
Protein LOC679594 (Fragment)
Protein LOC100911271
Protein Krt16
Protein Gm7964
Protein Gbel
Protein Esco2
Protein Esco2
Protein Ces2a
Protein Cchcrl (Fragment)
Protein Ccdc18
Protein Ccdc18

65.86
92.07
95.03
79.04
97.81
66.17
80.83
72.18
113.95
229.05
135.25
136.61
78.1
83.6
89.38
93.38
92.02
65.84
157.88
140.28

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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D3zU26
Q6AYDS
D3ZK29
P15387
P29524
P52944
D3ZDB9
P86172
WA4VSR4
BSDFC9
Q80229
P13697
FIM754
F1LNKO
Q78DZ1
P15146
F1LQQ1
Q3KR86
Q8K1Q4
F1LMK6

Protein Bhlhe23
Protein Arhgap8
Protein Alkbh8
Potassium voltage-gated channel subfamily B member 1
Plasminogen activator inhibitor 2 type A
PDZ and LIM domain protein 1
NmrA-like family domain-containing protein 1
NmrA-like family domain-containing protein 1 (Fragments)
Nidogen-2
Nidogen-2
Nicotinamide phosphoribosyltransferase
NADP-dependent malic enzyme
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4 (Predicted)
Microtubule-associated protein
Microtubule-associated protein
Microtubule-associated protein 2
Malic enzyme (Fragment)
MICOS complex subunit Mic60 (Fragment)
Leucine zipper putative tumor suppressor 3

L-serine dehydratase/L-threonine deaminase

117.59
113.48
74.76
89.38
151.58
129.72
120.2
122.57
69.33
69.33
77.52
73.87
83.49
124.87
115.84
129.39
69.2
76.6
82.54
188.55

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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P09367
P10867
D4A4V3
Q61G12
G3V712
D3zvVv1
Q5D059
P61980
P48317
P14408
Q5M964
P05065
P31977
Q6AYG2
FIM7X5
P14740
P11348
D3ZH41
P11950
P20788

L-serine dehydratase/L-threonine deaminase
L-gulonolactone oxidase
Kruppel-like factor 3 (Basic) (Mapped), isoform CRA b
Keratin, type Il cytoskeletal 7
Keratin complex 2, basic, gene 7, isoform CRA_a
KH domain-containing protein 3
Hnrpk protein
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD45 alpha
Fumarate hydratase, mitochondrial
Fumarate hydratase 1
Fructose-bisphosphate aldolase A
Ezrin
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 28
Dipeptidyl peptidase 4
Dipeptidyl peptidase 4
Dihydropteridine reductase
Cytoskeleton-associated protein 4 (Predicted)
Cytochrome c oxidase subunit 6C-1

Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial

188.55
80.09
87.45

102.85
77.46

73.5

106.71

106.71
93.04
87.46
86.44

213.27
97.78
79.49

100.36

100.61
90.27

117.08
211.6
196.2

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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G3V802
F1LS40
P02466
Q66HAS
B4F7A7
Q8R2H3
D4A4U2
D3ZR43
Q6EV76
D4IGX4
G3V7I5
Q66HF8
P70470
F1IMSA7
Q9ER34
P24008
G8JLS2
P97532
Q62904
G3V9P0

Cyclin A2, isoform CRA_b
Collagen alpha-2(l) chain
Collagen alpha-2(l) chain
Coiled-coil and C2 domain-containing protein 1A
Centrosomal protein of 57 kDa
Barttin
Bardet-Biedl syndrome 1 homolog (Human) (Predicted), isoform CRA_a
Angiopoietin 4 (Predicted)
Alpha-(1,6)-fucosyltransferase
Alpha-(1,6)-fucosyltransferase (Fragment)
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Acyl-protein thioesterase 1
Acyl-coenzyme A oxidase
Aconitate hydratase, mitochondrial
3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1
3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1 (Fragment)
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
3-keto-steroid reductase

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9

104.32
70.37
70.37
78.81
83.72
92.26
98.14
82.39
80.89

79.2
84.84
84.84
83.26
74.49
84.28

500.62

500.62

106.16
93.81
81.22

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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Q9WTV5 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9 81.22 50mgF/L_20
Q5X178 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial 67.14 50mgF/L_20
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Tabela 4. Proteinas identificadas com alteracdo de expressao significante no figado de ratos do grupo controle 60 dias vs.15 mgF/L 60 dias

numero de Valor de P

acesso do Razao Control_60:15
uniprot Descri¢cdo da proteina Score exclusivas Control_60:15mgF/L_60_ mgF/L_60
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 3638.55 0.6313 0.04
F1LMG2 S-methylmethionine--homocysteine S-methyltransferase BHMT2 3598.83 0.7711 0.05
Q68FT5 S-methylmethionine--homocysteine S-methyltransferase BHMT2 3598.83 0.7866 0.04
Q03336 Regucalcin 3100.35 0.6505 0.04
P12928 Pyruvate kinase PKLR 230.15 0.4584 0.04
Q62669 Protein Hbb-b1 2945.66 4.0552 0.99
D3ZRN3 Protein Actbl2 1203.07 0.5220 0.02
P22791 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, mitochondrial 3586 0.7189 0.02
P14942 Glutathione S-transferase alpha-4 2606.79 0.5655 0.01
P04904 Glutathione S-transferase alpha-3 5083.03 0.7634 0.05
P04903 Glutathione S-transferase alpha-2 5083.03 0.7334 0.03
P00502 Glutathione S-transferase alpha-1 5101.24 0.7483 0.05
D3zZD9%4 Glutathione S-transferase 2606.79 0.6250 0.04
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F1LVC6
Q4Fzz3
F7F2H5
P10860
088752
P28037
P07756
009171
P63269
P63259
V9GZ85
P60711
P62738
P68136
P68035
P10719
G3veD3
P15999
F1LPO5
G3V9ou2

Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase (Fragment)
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial

Epsilon 1 globin

Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial

Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1

Actin, gamma-enteric smooth muscle
Actin, cytoplasmic 2
Actin, cytoplasmic 2 (Fragment)
Actin, cytoplasmic 1
Actin, aortic smooth muscle
Actin, alpha skeletal muscle
Actin, alpha cardiac muscle 1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATP synthase subunit beta
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha

3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial

2606.79
5083.03
5083.03
16767.23
8167.94
1264.57
4852.95
7670.86
2705.18
4446.63
4446.63
4446.63
2740.29
2740.29
2740.29
4191.22
4191.22
5931.83
5906.37
4262.02

0.6771
0.7334
0.7788
0.7047
0.8694
0.6250
0.8353
0.7118
0.3906
0.5945
0.5886
0.5945
0.3985
0.3946
0.3867
0.7261
0.7118
0.6703
0.6637
0.7047

0.04
0.03
0.05
0.04
0.05
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.03
0.03
0.00
0.03
0.03
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P13437

Q5PQS3
P19488
D3ZLR6

Q6DG50
P17988
Q66H48
B2RYG3

AOA096MIB5

BOBMT9
F1LP26

D4A2W9
D37898
D3ZSX9
D4A306
D4AOE2
D3ZB33
G3Vve14

AOAQ96MKF2

3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
Ventricular zone-expressed PH domain-containing protein homolog
1
UDP-glucuronosyltransferase 2B37
UDP-glucuronosyltransferase 2B17
TANK-binding kinase 1-binding protein 1
Sulfotransferase 1A1

Protein Zfp219

Protein Vps9d1

Protein Unc45b

Protein Sqrdl
Protein Shroom3

Protein Samhd1

Protein Samhd1
Protein S100pbp

Protein Rnf207

Protein Napg

Protein Mex3a

Protein LOC606294
Protein LOC100911797

4495.19

66.3
167
292.04
75.78
255.73
69.29
71.61
52.37
532.65
64.44
71.99
74.1
110.98
74.86
84.22
97.72
73.84
63.6

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

0.7118

0.03
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MORC68
D3ZET2
F1ILMES8
D4A2Y3
F1IM5Q2
D3ZWF2
D3ZXM4
D3ZN21
E9PT29
MORB90
D4ASA3
D37G65
B1WCAO
P25113
P24368
P25977
cabaQJ9
D4ACUS

Q5XIF3

Protein LOC100911797
Protein LOC100910851
Protein LOC100364352
Protein Immp?2|
Protein Gprl61 (Fragment)
Protein Fbrs
Protein Evi5I
Protein Ddx3y
Protein Ddx17
Protein Cyp2c6vl
Protein Cenpv
Protein 4930562C15Rik
MgF/L1d protein

Phosphoglycerate mutase 1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

Nucleolar transcription factor 1

Neuralized 2

NADPH oxidase organizer 1 (Predicted)

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4,

mitochondrial

63.6
64.03
142.64
943.86
74.34
62.32
87.46
158.57
151.59
143.54
99.48
60.73
100.24
98.68
157.1
113.1
70.27
70.82

173.04

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60




205

Q5M876
D3zCQ9
Q00566
F1LWH6
P70580
F1LPD4
MORBQS
Q69CM7

B1H257
Q5RJR8
Q6QlI43
Q4G074
P97697
Q63772
P47819
MORAK4
AOAOAOMXX7
D3ZYW7

N-acyl-aromatic-L-amino acid amidohydrolase (carboxylate-
forming)

Myeloid leukemia factor 1 (Predicted), isoform CRA _a
Methyl-CpG-binding protein 2
Methyl-CpG-binding protein 2 (Fragment)
Membrane-associated progesterone receptor component 1
MYCBP-associated protein
MYCBP-associated protein
MYCBP-associated protein
Loss of heterozygosity, 12, chromosomal region 1 homolog
(Human)

Leucine-rich repeat-containing protein 59
LRRGT00165
KIF1-binding protein
Inositol monophosphatase 1
Growth arrest-specific protein 6
Glial fibrillary acidic protein
Frataxin, mitochondrial
Frataxin, mitochondrial

Frataxin, mitochondrial

116.36
84.97
114.33
86.57
803.1
78.22
78.22
78.22

152.01
80.19
114.74
73.84
135.46
81.33
87.71
174.92
174.92
174.92

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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Q9JMAS
D3ZYUO0

Q68FR6

D3ZMM4
Q8K3M6

F1LM69

Q641Y0
Q8K4C0o
Q6P6R2
F1IM5T2
Q6AYI1
AOA096MIX2
Q4KLZ3
P05178
D4A519
P20812

F7FF20

Exostoses (Multiple)-like 3, isoform CRA _a
Enolase
Elongation factor 1-gamma
ERC protein 2
ERC protein 2
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48
kDa subunit
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48
kDa subunit
Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 5
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
Diacylglycerol kinase (Fragment)
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform CRA_a
DAZ associated protein 1
Cytochrome P450 2C6
Cytochrome P450 2A3
Cytochrome P450 2A3
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 5 (Predicted),

isoform CRA _a

66.12
209.26
75.22
70.73
89.53

83.81

83.81
82.13
69.59
142.97
158.64
178.8
106.97
154.23
83.18
83.18

73.5

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60
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AOAO096MK76
G3V7M5
Q9QzC4
F1M835

P47727
BOBNN3

Q3KR97
D3ZCC5
B1WC89
035460
F1LSB2
Q4v7C7
D3ZNZ8
Q71TY3
P26772
Q4avsl7
D4A4AD7
Q68FQO
035913

Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Carbonyl reductase family member 4
Carbonyl reductase [NADPH] 1

Carbonic anhydrase 1

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like

protein 1
Ankyrin repeat domain 24 (Predicted), isoform CRA d
Ankrd58 protein
Angiopoietin-1
Angiopoietin 1, isoform CRA_a
Actin-related protein 3
40S ribosomal protein S27
40S ribosomal protein S27
10 kDa heat shock protein, mitochondrial
Volume-regulated anion channel subunit LRRC8A
Transcription factor E2F7

T-complex protein 1 subunit epsilon

Solute carrier organic anion transporter family member 1A4

60.93
60.93
60.93
138.39
67.75
80.11

83.34
111.4
73.6
92.76
92.76
66.37
90.36
90.36
367.06
75.04
88.95
69.77
89.92

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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Q68FT9
P10362
G3V7X2
MORCD2
Q64578
Q68H95
D4ADS8
P05714
Q53B90
P0O5712
F1LP82
Q6NYB7
E9PU16
Q641Y6
Q3KR94
MORCU5
AOA096MK54
G3V9G5
MOR8U7
Q5BK40

Selenocysteine lyase
Secretogranin-2
Secretogranin 2, isoform CRA _a
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Replication initiator 1
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-2A
Ras-related protein Rab-2A (Fragment)
Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-1A
Protein phosphatase 1)
Protein Vtn
Protein Urad
Protein Synm
Protein Synm
Protein Spatal7 (Fragment)
Protein RGD1304978

89.33
118.67
118.67

82.43
140.49

73.14
136.64
136.64
201.29
135.16

126.1
200.84

195.3

84.46

71.8
144.28

83.47

76.36

67.19

89.91

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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MOR9S1
AOAO096MK18
D4A498
D4AADO
FIM111
D3ZFU9
G3Ve6l4
F1MO031
F1LYK3
F1IM6YO
MORAK?2
F1IM3E2
MORCEQ
MORCG4
D377)5
D4A9D9
MORCS85
D3ZES3
D4A3J9
F1IM8E1

Protein Ppip5k2
Protein Ppip5k2 (Fragment)
Protein Pcdhgal2
Protein Nxpe5
Protein Myo5c
Protein Mylk
Protein Marcl
Protein LOC685707
Protein LOC685707
Protein LOC685590
Protein LOC684270

Protein LOC681341 (Fragment)
Protein LOC681341 (Fragment)

Protein LOC100910474
Protein LOC100910070
Protein LOC100361746
Protein Cntrob
Protein Ceacam19
Protein Ccp110 (Fragment)
Protein Ccdc74a

87.43
91.99
102.22
60.89
69.17
62.44
111.94
50.48
52.78
81.19
87.84
138.21
138.21
321.7
134.66
108.96
73.54
97.99
101.91
252.06

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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D3ZHH5
D4A095

FIM7M4
D3ZCV0
P83868
ROPXR7
P10499
035263
D3ZA44

D3ZVP6

D4AAK2
Q99P77
Q63083
Q5RIQ4
G3V9F3
QO9ERE6
Q64119
MOR4E1

Protein Ccdc158
Protein Ccdc112
Protein Bmp2k (Fragment)
Protein Actn2
Prostaglandin E synthase 3
Prostaglandin E synthase 3 (Fragment)

Potassium voltage-gated channel subfamily A member 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma
Phospholipase A2, group IIE (Predicted), isoform CRA_a
Peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat containing 1
(Predicted)

Nucleolar and spindle associated protein 1 (Predicted), isoform
CRA_a
Nucleolar GTP-binding protein 1
Nucleobindin-1
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
Myosin phosphatase Rho-interacting protein
Myosin phosphatase Rho-interacting protein
Myosin light polypeptide 6
Myosin light chain 4

73.46
87.46
63.54
211.98
137.48
137.48
136.9
81.91
97.94

77.72

83.42
64.57
185.66
80.7
77.86
86.66
321.7
71.79

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60

15mgF/L_60

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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P17209
F6QS5K7
Q5XIT9
Q5X130
D37ZLJ9
Q63679
Q6MG45
F1LRAS
B2BKY8
B5DF44
P12007
D3zsvi1
G3V653
P97830
D4A6K4
P09812
P00489
Q6RI88
AOAOAOMYO02
008769

Myosin light chain 4
Mitochondrial ribosomal protein S18B, isoform CRA_a
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial
McKusick-Kaufman syndrome
Lysine-specific demethylase 3A
Lysine-specific demethylase 3A
Lymphotoxin B
Lipid phosphate phosphatase-related protein type 2
LYST-interacting protein 8
Kctd15 protein
Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Hypothetical LOC287541 (Predicted), isoform CRA_c
Homeobox protein unc-4 homolog
Homeobox protein unc-4 homolog
Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 1 (Predicted)
Glycogen phosphorylase, muscle form
Glycogen phosphorylase, muscle form
Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 4
E2F transcription factor 7 (Predicted), isoform CRA_a

Cyclin dependent kinase inhibitor

71.79
119.05
73.28
98.26
64.46
64.46
73.27
88.43
75.16
95.54
598.02
90.11
97.4
97.4
89.48
145.82
128.21
74.73
83.25
93.19

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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Q8CG08
Q4v8G7
P62161
P11275
088480
G3V650
Q6AYBS8
Q9ER24
A5GZY2
B5DF97
G3V8V3
Q8R416

Collagen triple helix repeat-containing protein 1
Centromere protein U
Calmodulin
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha
Calcineurin-binding protein cabin-1
Calcineurin binding protein 1, isoform CRA_a
Basic leucine zipper nuclear factor 1
Ataxin-10
Arg3.1/Arc mRNA-binding zinc finger protein
Ankyrin repeat and SOCS box-containing 1
Alpha-1,4 glucan phosphorylase

Actinin alpha 3, isoform CRA _a

109.93
70.07
256.79
62.47
98.44
91.11
138.96
92.15
100.52
75.8
159.26
162.67

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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Tabela 5. Proteinas identificadas com alteracdo de expresséo significante no figado de ratos do grupo controle 60 dias vs.50 mgF/L 60 dias

numero de Valor de P
acesso do Razéo Control_60:50
uniprot Descri¢cdo da proteina Score exclusivas Control_60:50mgF/L_60_ mgF/L_60
P07632 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 3638.55 0.6250 0.02
M3ZCQ3 Protein LOC100910765 O 2945.66 3.0957 0.99
Q62669 Protein Hbb-b1 2945.66 3.1268 0.99
P04636 Malate dehydrogenase, mitochondrial 3660.95 0.5945 0.04
088752 Epsilon 1 globin O 8167.94 0.7945 0.02
P14141 Carbonic anhydrase 3 859.22 0.5655 0.00
P0O7756 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial 4852.95 0.8781 0.00
Ventricular zone-expressed PH domain-containing protein
Q5PQS3 homolog 1 66.3 Control_60
P19488 UDP-glucuronosyltransferase 2B37 167  Control_60
D3ZLR6 UDP-glucuronosyltransferase 2B17 292.04 Control_60
Q6DG50 TANK-binding kinase 1-binding protein 1 75.78 Control_60
P17988 Sulfotransferase 1A1 255.73 Control_60
Q66H48 Protein Zfp219 69.29 Control_60
B2RYG3 Protein Vps9dl 71.61 Control_60
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AOA096MJIB5
BOBMT9
F1LP26
D4A2W9
D3Z898
D3ZSX9
D4A306
D4AOE2
D3ZB33
G3V614
AOA096MKF2
MORC68
D3ZET2
F1LMES
D4A2Y3
F1M5Q2
D3ZWF2
D3ZXM4
D3ZN21
E9PT29
MORB90

Protein Unc45b
Protein Sqrdl
Protein Shroom3
Protein Samhd1
Protein Samhd1
Protein S100pbp
Protein Rnf207
Protein Napg
Protein Mex3a
Protein LOC606294
Protein LOC100911797
Protein LOC100911797
Protein LOC100910851
Protein LOC100364352
Protein Immp2|
Protein Gprl61 (Fragment)
Protein Fbrs
Protein Evi5I
Protein Ddx3y
Protein Ddx17
Protein Cyp2c6vl

52.37
532.65
64.44
71.99
74.1
110.98
74.86
84.22
97.72
73.84
63.6
63.6
64.03
142.64
943.86
74.34
62.32
87.46
158.57
151.59
143.54

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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D4AOA3
D3ZG65
B1WCAO
P25113
P24368
P25977
C9DQJ9
D4ACUS5

Q5XIF3

Q5M876
D3ZCQ9
Q00566
FILWH6
P70580
F1LPD4
MORBQ9
Q69CM7

B1H257

Protein Cenpv
Protein 4930562C15Rik
MgF/L1d protein
Phosphoglycerate mutase 1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Nucleolar transcription factor 1
Neuralized 2
NADPH oxidase organizer 1 (Predicted)

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4,
mitochondrial
N-acyl-aromatic-L-amino acid amidohydrolase (carboxylate-
forming)

Myeloid leukemia factor 1 (Predicted), isoform CRA_a
Methyl-CpG-binding protein 2
Methyl-CpG-binding protein 2 (Fragment)
Membrane-associated progesterone receptor component 1
MYCBP-associated protein
MYCBP-associated protein
MYCBP-associated protein
Loss of heterozygosity, 12, chromosomal region 1 homolog

(Human)

99.48
60.73
100.24
98.68
157.1
1131
70.27
70.82

173.04

116.36
84.97
114.33
86.57
803.1
78.22
78.22
78.22

152.01

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60
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Q5RJRS
Q6QI43
Q4G074
P97697
Q63772
P47819
MORAKA4
AOAOAOMXX7
D3ZYW?7
Q9JMAS
D3ZYUO
Q68FR6
D3ZMM4
Q8K3M6

F1LM69

Q641Y0
Q8K4CO
Q6P6R2
FIM5T2

Leucine-rich repeat-containing protein 59
LRRGT00165
KIF1-binding protein
Inositol monophosphatase 1
Growth arrest-specific protein 6
Glial fibrillary acidic protein
Frataxin, mitochondrial
Frataxin, mitochondrial
Frataxin, mitochondrial
Exostoses (Multiple)-like 3, isoform CRA_a
Enolase
Elongation factor 1-gamma
ERC protein 2
ERC protein 2
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase
48 kDa subunit
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase
48 kDa subunit
Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 5
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial

Diacylglycerol kinase (Fragment)

80.19
114.74
73.84
135.46
81.33
87.71
174.92
174.92
174.92
66.12
209.26
75.22
70.73
89.53

83.81

83.81

82.13

69.59
142.97

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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QBAYIL
AOA096MIX2
Q4KLZ3
P0O5178
D4A519
P20812

F7FF20
AOAO96MK76
G3V7M5
Q9QZC4
F1M835
P47727
BOBNN3

Q3KR97
D3ZCC5
B1WCS89
035460
F1LSB2
Q4V7C7

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform CRA_a
DAZ associated protein 1
Cytochrome P450 2C6
Cytochrome P450 2A3
Cytochrome P450 2A3
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 5 (Predicted),
isoform CRA _a
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Carbonyl reductase family member 4
Carbonyl reductase [NADPH] 1
Carbonic anhydrase 1
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like
protein 1
Ankyrin repeat domain 24 (Predicted), isoform CRA _d
Ankrd58 protein
Angiopoietin-1
Angiopoietin 1, isoform CRA_a

Actin-related protein 3

158.64
178.8
106.97
154.23
83.18
83.18

73.5
60.93
60.93
60.93

138.39
67.75
80.11

83.34
1114
73.6
92.76
92.76
66.37

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60

Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
Control_60
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D3ZNZ8
Q71TY3
P26772
Q5U2Y0
D3ZAHS
Q63358
Q5PQJ7
Q5XIE2
D3ZGJ6
B2RYN7
Q499P8
Q5RKJ9
G3V9HS
D3ZLD2
D3ZQ09
D3z844
D3ZGZ9
D3ZZEO
F1LU14
FILYA?7
G3V8P5

40S ribosomal protein S27
40S ribosomal protein S27

10 kDa heat shock protein, mitochondrial

WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 4

Unconventional myosin-IXb
Unconventional myosin-IXb
Tubulin-specific chaperone cofactor E-like protein
Transcription termination factor 2, mitochondrial
Sulfotransferase
Spastin
RUS1 family protein C160rf58 homolog
RAB10, member RAS oncogene family
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret
Protein Zmatb
Protein Zcchc24
Protein Wdr59
Protein Wdr59
Protein Topors
Protein Snx32
Protein Skint8
Protein RGD1310127

90.36
90.36
367.06
95.92
59.24
60.38
142.61
146.18
102.23
76.48
107.42
93.62
97.84
108.83
79.97
66.17
70.08
85.5
108.68
70.65
107.42

Control_60

Control_60

Control_60

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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AOAO096MJIT6
D4A1I0
F1LXJ9

AOA096MKF4

G3V7S9
D3ZC87
MORB42
D3Z8A7
D3ZM54
MOR3K9
D3ZQX9
F1LVBO
MOR5K9
MORCJ9
D3ZM33
D4AAWO
F1LXF5
MOR3K5
MORAY4
F1LYNO
D4ACA6

Protein RGD1307100
Protein RGD1307100
Protein Ptprt
Protein Psme3
Protein Odf2I
Protein Maff
Protein LOC687532 (Fragment)
Protein LOC685081
Protein LOC679087
Protein LOC365828 (Fragment)
Protein LOC102552796
Protein LOC100912642 (Fragment)
Protein LOC100912024 (Fragment)
Protein LOC100911027
Protein LOC100362298 (Fragment)
Protein Kansl1
Protein Get4
Protein Gdf5
Protein Gdf5
Protein Fam47e (Fragment)

Protein EImsanl

88.91
78.57
60.46
174.95
59.74
120.78
82.6
87.04
66.59
310.56
72.55
91.33
162.85
96.12
162.85
37.01
86.29
135.76
137.71
88.84
55.59

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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F7F7H4
088767
MOR3U4
MOR4S7
F1LQO8
F1LMHS
F1LPB4
Q64240
F7ESM5

F1M7K3

E9PTS4
Q6IMY1
P35400
F1LZS5
D4AOL1
Q7TPB7
Q64602
D3ZHG2
P37285

Protein Dock2
Protein DJ-1
Protein Crtap
Protein Ccdc13
Protein Car6
Protein Btrc (Fragment)
Protein Akap9
Protein AMBP
Nitrilase 1, isoform CRA_a
Myaosin, light polypeptide 7, regulatory (Predicted), isoform
CRA _a
Minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46
(S. cerevisiae) (Predicted)
Microtubule-associated tumor suppressor 1 homolog
Metabotropic glutamate receptor 7
Metabotropic glutamate receptor 7 (Fragment)

MON1 homolog b (Yeast) (Predicted), isoform CRA_b
MAL2A
Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotransferase, mitochondrial
Kinesin light chain 1

Kinesin light chain 1

38.54
293.33
71.44
84.24
57.14
78.83
57.83
78.63
11541

128.95

166.34
75.94
76.94
63.93
80.16
96.12
130.31
108.75
114.83

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60

50mgF/L_60

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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D4ABKO
Q80W66
Q62867
Q6XDA0
Q4V8C2
Q8VIP2

DAAEH9
Q499S2
P62271
P62250
P62282

Kinase D-interacting substrate of 220 kDa
Heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 2
Gamma-glutamyl hydrolase
Erythroid spectrin beta
Centromere/kinetochore protein zw10 homolog
Carbohydrate-responsive element-binding protein
Amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase (Glycogen
debranching enzyme, glycogen storage disease type llI)
(Predicted), isoform CRA_a
ATP synthase F(0) complex subunit C3, mitochondrial
40S ribosomal protein S18
40S ribosomal protein S16
40S ribosomal protein S11

88.91
157.37
93.77
58.41
69.51
83.79

73.24
78.27
162.85
498.1
100.13

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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Tabela 6. Proteinas identificadas com alteracédo de expresséo significante no figado de ratos do grupo 50mgF/L 20 dias vs.15 mgF/L 20 dias

numero de Valor de P
acesso do Razao 50mgF/L_20:15
uniprot Descricéo da proteina Score  exclusivas 50mgF/L_20:15mgF/L_20 mgF/L_20
P11517 Hemoglobin subunit beta-2 17634.75 0.8694 0.03
P09811 Glycogen phosphorylase, liver form 86.83 0.1999 0.02
088752 Epsilon 1 globin 8167.94 0.8437 0.03
P63269 Actin, gamma-enteric smooth muscle 2705.18 1.3499 0.99
P63259 Actin, cytoplasmic 2 4446.63 1.2712 1.00
V9GZ85 Actin, cytoplasmic 2 (Fragment) 4446.63 1.2969 0.98
P60711 Actin, cytoplasmic 1 4446.63 1.2712 1.00
P62738 Actin, aortic smooth muscle 2740.29 1.3364 0.98
P68136 Actin, alpha skeletal muscle 2740.29 1.3499 0.99
P68035 Actin, alpha cardiac muscle 1 2740.29 1.3499 0.98
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 158.39 50mgF/L_20
F7FK40 Tropomyosin 1, alpha, isoform CRA_c 167.39 50mgF/L_20
Q6AZ25 Tropomyosin 1, alpha 167.39 50mgF/L_20
P70541 Translation initiation factor elF-2B subunit gamma 77.31 50mgF/L_20
Q4FZTO0 Stomatin-like protein 2, mitochondrial 84.3 50mgF/L_20

Q920G0 Src kinase-associated phosphoprotein 2 84.33 50mgF/L_20
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Q499U1
P22006
Q5U2T3
Q6SA80
P04785
Q99PJ6
F1MOHO
MORD44
D32Z25
Q5X144
F1LZ35
D3ZZY2
D4A7S9
QBAXW2
G3VIT2
D3ZYF8
F1LUQ3
F6PUS4
QB6P6X2
D4AAU5
FILYB7

Solute carrier family 25 member 38

Seminal vesicle secretory protein 2

SPATS2-like protein

Rho-related GTP-binding protein RhoE

Protein disulfide-isomerase

Protein Zfp709
Protein Zfp318 (Fragment)
Protein Zfp318 (Fragment)

Protein Zfp280c

Protein Xrcc4
Protein Wdr88 (Fragment)

Protein Utpl4a

Protein Trim45

Protein Tmod3

Protein Tmfl

Protein Tm2d1

Protein Tetl

Protein Sh3d21

Protein Semgl

Protein Rassf8

Protein Rad54b

122.06
67.83
158.27
123.8
75.64
120.62
83.15
66.03
82.01
81.56
80.8
83.37
87.05
76.01
86.82
79.95
73.15
92.79
65.86
92.07
95.03

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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D3ZD48
QBAYHS
MOR9LO
G3V810
D3ZAA6
MOR6S6
F1MOQ4
D3ZND8
Q6IFU9
MOROK1

AOA096MJY6
D4ABF1

AOA096MJIS9
F7F3M3
MORC14
D4A317
D3ZKA3
D3ZU26
QB6AYDS
D3ZK29
P15387

Protein Rab11fip2
Protein RGD1359634
Protein Naca
Protein Mtmr10
Protein Lcor
Protein LOC689679 (Fragment)
Protein LOC679594 (Fragment)
Protein LOC100911271
Protein Krt16
Protein Gm7964
Protein Gbel
Protein Esco2
Protein Esco2
Protein Ces2a
Protein Cchcrl (Fragment)
Protein Ccdc18
Protein Ccdc18
Protein Bhlhe23
Protein Arhgap8
Protein Alkbh8

Potassium voltage-gated channel subfamily B member 1

79.04
97.81
66.17
80.83
72.18
113.95
229.05
135.25
136.61
78.1
83.6
89.38
93.38
92.02
65.84
157.88
140.28
117.59
113.48
74.76
89.38

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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P29524
P52944
D3ZDB9
P86172
W4VSR4
B5DFC9
Q80229
P13697

F1M754
F1LNKO
Q78DZ1
P15146
F1LQQ1
Q3KRS6
Q8K1Q4
F1LMK6
P09367
P10867
D4A4V3
Q61G12

Plasminogen activator inhibitor 2 type A
PDZ and LIM domain protein 1

NmrA-like family domain-containing protein 1

NmrA-like family domain-containing protein 1 (Fragments)

Nidogen-2
Nidogen-2
Nicotinamide phosphoribosyltransferase
NADP-dependent malic enzyme
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
(Predicted)
Microtubule-associated protein
Microtubule-associated protein
Microtubule-associated protein 2
Malic enzyme (Fragment)

MICOS complex subunit Mic60 (Fragment)
Leucine zipper putative tumor suppressor 3
L-serine dehydratase/L-threonine deaminase
L-serine dehydratase/L-threonine deaminase
L-gulonolactone oxidase
Kruppel-like factor 3 (Basic) (Mapped), isoform CRA b
Keratin, type Il cytoskeletal 7

151.58
129.72
120.2
122.57
69.33
69.33
77.52
73.87

83.49
124.87
115.84
129.39

69.2
76.6

82.54
188.55
188.55

80.09

87.45
102.85

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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G3V712
D3ZVV1
Q5D059
P61980
P48317
P14408
Q5M964
P05065
P31977
QBAYG2
FIM7X5
P14740
P11348
D3ZH41
P11950
P20788
G3V802
F1LS40
P02466
Q66HA5
B4F7A7

Keratin complex 2, basic, gene 7, isoform CRA_a
KH domain-containing protein 3
Hnrpk protein
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADDA45 alpha
Fumarate hydratase, mitochondrial
Fumarate hydratase 1
Fructose-bisphosphate aldolase A
Ezrin
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 28
Dipeptidyl peptidase 4
Dipeptidyl peptidase 4
Dihydropteridine reductase
Cytoskeleton-associated protein 4 (Predicted)
Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C-1
Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial
Cyclin A2, isoform CRA_b
Collagen alpha-2(l) chain
Collagen alpha-2(l) chain
Coiled-coil and C2 domain-containing protein 1A

Centrosomal protein of 57 kDa

77.46
73.5
106.71
106.71
93.04
87.46
86.44
213.27
97.78
79.49
100.36
100.61
90.27
117.08
211.6
196.2
104.32
70.37
70.37
78.81
83.72

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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Q8R2H3

D4A4U2
D3ZR43
Q6EV76
D4IGX4
G3V7I5
Q66HF8
P70470
F1MOA7
Q9ER34
P24008
G8JLS2
P97532
Q62904
G3V9PO
QOWTV5
Q5XI78
Q91ZT1
Q3T1I3
D3ZVQO

Barttin

Bardet-Biedl syndrome 1 homolog (Human) (Predicted), isoform

CRA_a
Angiopoietin 4 (Predicted)
Alpha-(1,6)-fucosyltransferase
Alpha-(1,6)-fucosyltransferase (Fragment)
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Acyl-protein thioesterase 1
Acyl-coenzyme A oxidase
Aconitate hydratase, mitochondrial
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1
3-0xo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1 (Fragment)
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
3-keto-steroid reductase
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9
2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial
Vascular endothelial growth factor receptor 3
Usher syndrome type-1C protein-binding protein 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

92.26

98.14
82.39
80.89
79.2
84.84
84.84
83.26
74.49
84.28
500.62
500.62
106.16
93.81
81.22
81.22
67.14
154.16
113.86
121.89

50mgF/L_20

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




230

Q64637
A2RRU3
P52847
Q66X93
Q8K3K4
Q6TXG7

G3V6B2
FILYQ7
D4A7Y6

Q4KLK9
D3ZUF8
BOBMY7
D3ZW62
Q5XIEL
QB6AYNS5
D4ABKO
D3ZKB6
D3ZAU6
D3ZLT7

UDP-glucuronosyltransferase 1-3
U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 homolog
Sulfotransferase family cytosolic 1B member 1
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1
Serpin B10
Serine hydroxymethyltransferase
Serine (Or cysteine) peptidase inhibitor, clade B (Ovalbumin),
member 10
Ribosomal protein
Ribosomal protein (Fragment)
RNA polymerase Il subunit A C-terminal domain phosphatase
SSuU72
Protein Vrk2
Protein Twf2
Protein Thsdl
Protein THEM6
Protein Stard6
Protein Sgcz (Fragment)
Protein RGD1562948
Protein RGD1561919
Protein RGD1305350

91.14
130.34
737.42

83.45
107.33

79.97

107.33
250.55
250.55

100.25
87.72
184.03
94.03
109.8
120.05
85.89
117.14
237.15
137.33

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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MORDK4
MOROF7
D3ZIV3
FIM7B7
D3ZN87
FILML7
MORDIO
D3ZNU3
D3ZX71
F1IMAHS
D4A9J6
D3ZTC4
MOR521
F1M943
D3ZHR4
F1LM42
D4A4Q9
F1M5N3
F1LZM2
F1MONO
MOR511

Protein Pitpnm3 (Fragment)
Protein Marco
Protein Mad1l1

Protein LOC100911725 (Fragment)
Protein LOC100361637
Protein Hiplr
Protein Cyp3a73 (Fragment)
Protein Crampll
Protein Col9a3
Protein Clipl
Protein Ccdc88b
Protein Ccdc88b
Protein Arrdc5
Protein Armc8
Protein Ankrd35
Protein Ank2
Protein Ank2
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)

81.39
78.87
79.49
185.27
139.82
90.6
94.26
87.36
96.82
82.1
82.71
82.35
107.23
92.71
80.79
91.31
76.69
91.31
76.69
91.31
76.69

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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D3ZN23
Q5I0K1
Q2THW?
Q4V9H5
Q05982
G3V7F5
P55094
P69060
G3V9B3
P07722
Q498R1
E9PTQO
Q3SWU2
F1LSL3
Q63269
P27605
035952
D4A500
Q6Q7Y5
FILNG7
P14480

Protein Adamts20
Pipecolic acid oxidase
Palmitoyltransferase ZDHHC5
PHD finger protein 20-like protein 1
Nucleoside diphosphate kinase A
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
N-acylneuraminate cytidylyltransferase
Myelin-associated glycoprotein
Myelin-associated glycoprotein
Methionine synthase reductase
LIM domain binding 2 (Predicted)
Interferon regulatory factor 7
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial

HD domain containing 3 (Predicted), isoform CRA b
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 (Fragment)

Fibrinogen beta chain

36.01
101.68
85.89
86.45
396.26
86.5
87.79
132.73
101.16
103.62
164.67
93.33
261.91
233.32
233.69
113.89
97.53
106.39
85.14
85.14
190.78

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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FILR10
POCOK?
P52555
Q68FR9
P56571
G3V6U4
Q8CH84
Q64346

P08461
Q7MOE3
054747
F1LSDS8
P97679
P05183
P04800
Q06884
P01026
B5DEY9
G3V7N5
P18886

Epithelial protein lost in neoplasm
Ephrin type-B receptor 6
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Elongation factor 1-delta
ES1 protein homolog, mitochondrial
ELAV-like protein 2
ELAV-like protein 2
Dual specificity protein phosphatase 6
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of
pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial
Destrin
DNA polymerase delta catalytic subunit
DNA mismatch repair protein MIhl
DNA mismatch repair protein Mihl
Cytochrome P450 3A2
Cytochrome P450 3A1
Cytochrome P-450
Complement C3
Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 1
Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

105.43

81.87
123.11

95.68
120.59
115.05
115.05
175.39

139.7
88.64
75.31
104.19
107.16
153.26
185.05
169.71
104.31
89.36
165.38
177.31

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
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Q5X137
Q810D1
QOES38
Q9JM53
D3ZC34
D4A3E2
MOR9I6
QOD2L3
Q08163
P85970

MORAP9
F1LS48
Q6QI109
F7FFJ9
Q6P3V9
P50878
P62907
P25114
Q9JJH5
D4AAJ3

Calcium binding protein 39-like
Calcineurin B homologous protein 2
Bile acyl-CoA synthetase
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
Ankyrin repeat and MYND domain containing 2 (Predicted)
Aminopeptidase-like 1 (Predicted)
Aminomethyltransferase
Agmatinase, mitochondrial
Adenylyl cyclase-associated protein 1
Actin-related protein 2/3 complex subunit 2
Acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase
complex
Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial
ATP synthase subunit gamma
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L10a
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 4
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 2

40S ribosomal protein S12

92.41
154.17
85.49
127.99
127.73
120.1
88.88
94.17
128.18
156.25

139.7
117.14
113.49

89.38

78.55

78.55
250.55
205.05
139.16
146.41

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




235



236



237

Tabela 7. Proteinas identificadas com alteracdo de expresséo significante no figado de ratos do grupo 50 mgF/L 60 dias vs.15 mgF/L 60 dias

numero de Razéo Valor de P

acesso do 50 mgF/L- 50mgF/L_60:15
uniprot Descricéo da proteina Score exclusivas 60:15mgF/L_60_ mgF/L_60
D3ZRN3 Protein Actbl2 1203.07 0.5066 0.04
P14942 Glutathione S-transferase alpha-4 2606.79 0.7261 0.03
P04904 Glutathione S-transferase alpha-3 5083.03 0.7483 0.03
P04903 Glutathione S-transferase alpha-2 5083.03 0.7408 0.03
F1LVC6 Glutathione S-transferase 2606.79 0.7189 0.04
P14141 Carbonic anhydrase 3 859.22 1.3771 0.95
009171 Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 7670.86 0.8353 0.03
P63269 Actin, gamma-enteric smooth muscle 2705.18 0.4449 0.00
P63259 Actin, cytoplasmic 2 4446.63 0.6771 0.00
V9GZ85 Actin, cytoplasmic 2 (Fragment) 4446.63 0.6703 0.00
P60711 Actin, cytoplasmic 1 4446.63 0.6637 0.00
P62738 Actin, aortic smooth muscle 2740.29 0.4404 0.00
P68136 Actin, alpha skeletal muscle 2740.29 0.4966 0.00
P68035 Actin, alpha cardiac muscle 1 2740.29 0.4916 0.00
Q5U2Y0 WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 4 95.92 50mgF/L_60
D3ZAH8 Unconventional myosin-IXb 59.24 50mgF/L_60
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Q63358
Q5PQJ7
Q5XIE2
D3ZGJ6
B2RYN7
Q499P8
Q5RKJ9
G3VIH8
D3ZLD2
D3ZQ09
D37844
D3ZGZ9
D3ZZEO
F1LU14
FILYA7
G3V8P5
AOA096MJIT6

D4ALI0
F1LXJ9

AOAO096MKF4

G3V7S9

Unconventional myosin-IXb
Tubulin-specific chaperone cofactor E-like protein
Transcription termination factor 2, mitochondrial
Sulfotransferase
Spastin
RUS1 family protein C160rf58 homolog
RAB10, member RAS oncogene family
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret
Protein Zmat5
Protein Zcchc24
Protein Wdr59
Protein Wdr59
Protein Topors
Protein Snx32
Protein Skint8
Protein RGD1310127
Protein RGD1307100
Protein RGD1307100
Protein Ptprt
Protein Psme3
Protein Odf2I

60.38
142.61
146.18
102.23
76.48
107.42
93.62
97.84
108.83
79.97
66.17
70.08
85.5
108.68
70.65
107.42
88.91
78.57
60.46
174.95
59.74

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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D3ZC87
MORB42
D3Z8A7
D3ZM54
MOR3K9
D3ZQX9
F1LVBO
MOR5K9
MORCJ9
D3ZM33
D4AAWO
F1LXF5
MOR3K5
MORAY4
FILYNO
D4ACA6
F7F7H4
088767
MOR3U4
MOR4S7
F1LQO8

Protein Maff
Protein LOC687532 (Fragment)
Protein LOC685081
Protein LOC679087
Protein LOC365828 (Fragment)
Protein LOC102552796
Protein LOC100912642 (Fragment)
Protein LOC100912024 (Fragment)
Protein LOC100911027
Protein LOC100362298 (Fragment)
Protein Kansl|1
Protein Get4
Protein Gdf5
Protein Gdf5
Protein Fam47e (Fragment)
Protein EImsanl
Protein Dock2
Protein DJ-1
Protein Crtap
Protein Ccdc13

Protein Car6

120.78
82.6
87.04
66.59
310.56
72.55
91.33
162.85
96.12
162.85
37.01
86.29
135.76
137.71
88.84
55.59
38.54
293.33
71.44
84.24
57.14

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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FILMHS
F1LPB4
Q64240
F7ESM5
FIM7K3

E9PTS4
Q6IMY1
P35400
F1LZS5
D4AOL1
Q7TPB7
Q64602
D3ZHG2
P37285
D4ABK9
Q80W66
Q62867
Q6XDA0
Q4V8C2
Q8VIP2

Protein Btrc (Fragment)
Protein Akap9
Protein AMBP
Nitrilase 1, isoform CRA a
Myasin, light polypeptide 7, regulatory (Predicted), isoform CRA_a
Minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S.
cerevisiae) (Predicted)
Microtubule-associated tumor suppressor 1 homolog
Metabotropic glutamate receptor 7
Metabotropic glutamate receptor 7 (Fragment)

MON1 homolog b (Yeast) (Predicted), isoform CRA_b
MAL2A
Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotransferase, mitochondrial
Kinesin light chain 1
Kinesin light chain 1
Kinase D-interacting substrate of 220 kDa
Heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 2
Gamma-glutamyl hydrolase
Erythroid spectrin beta
Centromere/kinetochore protein zw10 homolog

Carbohydrate-responsive element-binding protein

78.83
57.83
78.63
11541
128.95

166.34
75.94
76.94
63.93
80.16
96.12
130.31
108.75
114.83
88.91
157.37
93.77
58.41
69.51
83.79

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60




241

D4AEH9
Q499S2
P62271
P62250
P62282
Q4V8I7
D4A4D7
Q68FQO
035913
Q68FT9
P10362
G3V7X2
MORCD?2
Q64578
Q68H95
D4ADSS8
P05714
Q53B90
P05712

Amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase (Glycogen
debranching enzyme, glycogen storage disease type lll)
(Predicted), isoform CRA_a
ATP synthase F(0) complex subunit C3, mitochondrial
40S ribosomal protein S18
40S ribosomal protein S16
40S ribosomal protein S11
Volume-regulated anion channel subunit LRRC8A
Transcription factor E2F7
T-complex protein 1 subunit epsilon
Solute carrier organic anion transporter family member 1A4
Selenocysteine lyase
Secretogranin-2
Secretogranin 2, isoform CRA_a
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Replication initiator 1
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-2A

73.24
78.27
162.85
498.1
100.13
75.04
88.95
69.77
89.92
89.33
118.67
118.67
82.43
140.49
73.14
136.64
136.64
201.29
135.16

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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F1LP82
Q6NYB7
E9PU16
Q641Y6
Q3KR94
MORCUS5
AOA096MK54
G3V9G5
MORSU7
Q5BK40
MOR9S1
AOA096MK 18
D4A498
D4AADO
F1M111
D3ZFU9
G3V6l4
F1M031
F1LYK3
F1M6YO
MORAK?2

Ras-related protein Rab-2A (Fragment)

Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-1A
Protein phosphatase 1J
Protein Vtn
Protein Urad
Protein Synm
Protein Synm
Protein Spatal7 (Fragment)
Protein RGD1304978
Protein Ppip5k2
Protein Ppip5k2 (Fragment)
Protein Pcdhgal2
Protein Nxpe5
Protein Myo5c
Protein Mylk
Protein Marc1
Protein LOC685707
Protein LOC685707
Protein LOC685590
Protein LOC684270

126.1
200.84
195.3
84.46
71.8
144.28
83.47
76.36
67.19
89.91
87.43
91.99
102.22
60.89
69.17
62.44
111.94
50.48
52.78
81.19
87.84

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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F1M3E2
MORCEO
MORCG4
D327235
D4A9D9
MORCS85
D3ZE93
D4A3J9
F1M8E1
D3ZHH5
D4A095
F1M7M4
D3ZCVO0
P83868
ROPXR7
P10499
035263
D3ZA44

D3ZVP6
D4AAK2

Protein LOC681341 (Fragment)
Protein LOC681341 (Fragment)
Protein LOC100910474
Protein LOC100910070
Protein LOC100361746
Protein Cntrob
Protein Ceacam19
Protein Ccp110 (Fragment)
Protein Ccdc74a
Protein Ccdc158
Protein Ccdc112
Protein Bmp2k (Fragment)
Protein Actn2
Prostaglandin E synthase 3
Prostaglandin E synthase 3 (Fragment)
Potassium voltage-gated channel subfamily A member 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma
Phospholipase A2, group IIE (Predicted), isoform CRA _a
Peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat containing 1
(Predicted)

Nucleolar and spindle associated protein 1 (Predicted), isoform

138.21
138.21
321.7
134.66
108.96
73.54
97.99
101.91
252.06
73.46
87.46
63.54
211.98
137.48
137.48
136.9
81.91
97.94

77.72
83.42

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60

15mgF/L_60
15mgF/L_60
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Q99P77
Q63083
Q5RJIQ4
G3VOF3
Q9ERES6
Q64119
MOR4E1
P17209
F6Q5K7
Q5XIT9
Q5XI30
D3ZLJ9
Q63679
Q6MG45
F1LRAS
B2BKYS
B5DF44
P12007
D3ZSV1
G3V653

CRA _a
Nucleolar GTP-binding protein 1
Nucleobindin-1
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
Myosin phosphatase Rho-interacting protein
Myosin phosphatase Rho-interacting protein
Myosin light polypeptide 6
Myosin light chain 4
Myosin light chain 4
Mitochondrial ribosomal protein S18B, isoform CRA_a
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial
McKusick-Kaufman syndrome
Lysine-specific demethylase 3A
Lysine-specific demethylase 3A
Lymphotoxin B
Lipid phosphate phosphatase-related protein type 2
LYST-interacting protein 8
Kctd15 protein
Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Hypothetical LOC287541 (Predicted), isoform CRA ¢

Homeobox protein unc-4 homolog

64.57
185.66
80.7
77.86
86.66
321.7
71.79
71.79
119.05
73.28
98.26
64.46
64.46
73.27
88.43
75.16
95.54
598.02
90.11
97.4

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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P97830
D4AGK4
P09812
P00489
Q6RI88

AOAOAOMY02
008769
Q8CGO08
Q4V8G7
P62161
P11275
088480
G3V650
Q6AYBS
Q9ER24
A5GZY2
B5DF97
G3V8V3
Q8R4I6

Homeobox protein unc-4 homolog
Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 1 (Predicted)
Glycogen phosphorylase, muscle form
Glycogen phosphorylase, muscle form
Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 4
E2F transcription factor 7 (Predicted), isoform CRA_a
Cyclin dependent kinase inhibitor
Collagen triple helix repeat-containing protein 1

Centromere protein U

Calmodulin

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha
Calcineurin-binding protein cabin-1
Calcineurin binding protein 1, isoform CRA_a

Basic leucine zipper nuclear factor 1

Ataxin-10

Arg3.1/Arc mRNA-binding zinc finger protein
Ankyrin repeat and SOCS box-containing 1
Alpha-1,4 glucan phosphorylase
Actinin alpha 3, isoform CRA_a

97.4
89.48
145.82
128.21
74.73
83.25
93.19
109.93
70.07
256.79
62.47
98.44
91.11
138.96
92.15
100.52
75.8
159.26
162.67

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
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Tabela 8. Proteinas identificadas com alteracéao de expresséao significante no figado de ratos do grupo 50mgF/L 60 dias vs.50 mgF/L 20 dias

numero de Valor de P
acesso do Razao 50mgF/L_60:50
uniprot Descricao da proteina Score  exclusivas 50mgF/L_60:50mgF/L_20 mgF/L_20
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 683.18 0.5488 0.05
P24329 Thiosulfate sulfurtransferase 2687.57 0.6505 0.01
P48721 Stress-70 protein, mitochondrial 480.17 0.3642 0.05
P02770 Serum albumin 1952.14 0.5543 0.00
P12346 Serotransferrin 1540.25 0.6313 0.05
F1LMG2 S-methylmethionine--homocysteine S-methyltransferase BHMT2 ~ 3598.83 0.8025 0.03
P52873 Pyruvate carboxylase, mitochondrial 986.28 0.7189 0.05
F1LU12 Protein RGD1564865 (Fragment) 1035.33 0.3906 0.05
MORCB1 Protein LOC102549957 2041.86 0.5543 0.05
M3ZCQ3 Protein LOC100910765 2945.66 0.4107 0.01
Q62669 Protein Hbb-b1 2945.66 0.4107 0.00
D3ZRN3 Protein Actbl2 1203.07 0.4724 0.01
Q63429 Polyubiquitin-C 683.18 0.5434 0.05
035244 Peroxiredoxin-6 1510.58 0.4449 0.04
Q10758 Keratin, type Il cytoskeletal 8 1694.48 0.5488 0.02

P22791 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, mitochondrial 3586 0.5655 0.00
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D32J08
POCOS7
AOAOAOMXW3
A9UMVS
Q00728
Q4FZT6
POCCO09
Q64598
POC169
P02262
MORDMA4
MORCL5
D4ACV3
Q6I8Q6
G3V9CO
D3ZXP3
D4AECO
P11517
P14659
P63018
Q9ESV6

Histone H3
Histone H2A.Z
Histone H2A.Z (Fragment)
Histone H2A.J
Histone H2A type 4
Histone H2A type 3
Histone H2A type 2-A
Histone H2A type 1-F
Histone H2A type 1-C
Histone H2A type 1
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Hemoglobin subunit beta-2
Heat shock-related 70 kDa protein 2
Heat shock cognate 71 kDa protein

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, testis-specific

743.36
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44

17634.75

577.27
2041.86

415.42

0.5379
0.6250
0.6376
0.6440
0.6126
0.6126
0.6188
0.6065
0.6250
0.5769
0.6250
0.6065
0.6250
0.6250
0.6188
0.5886
0.6250
1.1972
0.4916
0.5827
0.4916

0.04
0.03
0.05
0.04
0.03
0.02
0.03
0.05
0.04
0.02
0.03
0.03
0.04
0.05
0.04
0.03
0.02
0.97
0.02
0.04
0.02




249

MOR590
B1WBQ8
D3ZGY4
P46418
P14942
P04904
P04903
P00502
D3ZD94
MORDI1
F1LVC6
Q4FZZ3
G3Vv983
P04905
QBAXYO
F7F2H5
P10860
MORCH?2
088752
P28037
P04762

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glutathione S-transferase alpha-5
Glutathione S-transferase alpha-4
Glutathione S-transferase alpha-3
Glutathione S-transferase alpha-2
Glutathione S-transferase alpha-1
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase
Glutathione S-transferase Mu 1
Glutathione S-transferase Mu 1
Glutathione S-transferase A6
Glutathione S-transferase (Fragment)
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial (Fragment)
Epsilon 1 globin
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase

Catalase

493.54
415.42
493.54
2606.79
2606.79
5083.03
5083.03
5101.24
2606.79
2476.24
2606.79
5083.03
6431.2
6431.2
2606.79
5083.03
16767.23
12860.62
8167.94
1264.57
4739.2

0.4819
0.4630
0.4724
0.6250
0.6250
0.6065
0.6065
0.6065
0.6188
0.6250
0.6376
0.6126
0.5886
0.6065
0.6126
0.6126
0.5945
0.6188
1.3364
0.5379
0.7711

0.01
0.02
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.05
0.01
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.04
1.00
0.00
0.01
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P14141
PO7756
009171
P63269
P63259
V9GZ85
P60711
P62738
P68136
P68035
P10719
G3Vv6D3
P15999
F1LPO5
F1LML3
P31210
P13437

Q68G44
MORST2
Q5U1Y4

Carbonic anhydrase 3
Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial
Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1
Actin, gamma-enteric smooth muscle
Actin, cytoplasmic 2
Actin, cytoplasmic 2 (Fragment)

Actin, cytoplasmic 1
Actin, aortic smooth muscle
Actin, alpha skeletal muscle
Actin, alpha cardiac muscle 1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATP synthase subunit beta
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha
3-ox0-5-beta-steroid 4-dehydrogenase
3-ox0-5-beta-steroid 4-dehydrogenase
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2
(Mitochondrial)
10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase

1,5-anhydro-D-fructose reductase

859.22
4852.95
7670.86
2705.18
4446.63
4446.63
4446.63
2740.29
2740.29
2740.29
4191.22
4191.22
5931.83
5906.37

1231.7

1231.7
4495.19

3586
1155.12
97.4

2.8577
0.8781
0.8437
0.5117
0.6065
0.5945
0.6005
0.5220
0.6126
0.6313
0.6703
0.6839
0.7261
0.7261
0.4190
0.4449
0.7261

0.5712
0.6126
0.5066

1.00
0.00
0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.02
0.01
0.02
0.05
0.00
0.00
0.01

0.00
0.04
0.04
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Q5U2Y0
D3ZAHS
Q63358
Q5PQJ7
QS5XIE2
D3ZGJ6
B2RYN7
Q499P8
Q5RKJ9
G3V9H8
D3ZLD2
D3ZQ09
D3z844
D3ZGZ9
D3ZZEO
F1LU14
FILYA7
G3V8P5
AOA096MJIT6
D4A1I0
F1LXJ9

WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 4
Unconventional myosin-IXb
Unconventional myosin-1Xb

Tubulin-specific chaperone cofactor E-like protein
Transcription termination factor 2, mitochondrial
Sulfotransferase
Spastin
RUS1 family protein C160rf58 homolog
RAB10, member RAS oncogene family
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret
Protein Zmat5
Protein Zcchc24
Protein Wdr59
Protein Wdr59
Protein Topors
Protein Snx32
Protein Skint8
Protein RGD1310127
Protein RGD1307100
Protein RGD1307100
Protein Ptprt

95.92
59.24
60.38
142.61
146.18
102.23
76.48
107.42
93.62
97.84
108.83
79.97
66.17
70.08
85.5
108.68
70.65
107.42
88.91
78.57
60.46

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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AOA096MKF4
G3V7S9
D3zC87
MORB42
D3Z8A7
D3ZM54
MOR3K9
D3ZQX9
F1LVBO
MOR5K9
MORCJ9
D3ZM33
D4AAWO
F1LXF5
MOR3K5
MORAY4
FILYNO
D4ACA6
F7F7H4
088767
MOR3U4

Protein Psme3
Protein Odf2I
Protein Maff
Protein LOC687532 (Fragment)
Protein LOC685081
Protein LOC679087
Protein LOC365828 (Fragment)
Protein LOC102552796
Protein LOC100912642 (Fragment)
Protein LOC100912024 (Fragment)
Protein LOC100911027
Protein LOC100362298 (Fragment)
Protein Kansl|1
Protein Get4
Protein Gdf5
Protein Gdf5
Protein Fam47e (Fragment)
Protein EImsanl
Protein Dock2
Protein DJ-1
Protein Crtap

174.95
59.74
120.78
82.6
87.04
66.59
310.56
72.55
91.33
162.85
96.12
162.85
37.01
86.29
135.76
137.71
88.84
55.59
38.54
293.33
71.44

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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MOR4S7
F1LQO8
F1LMHS8
F1LPB4
Q64240
F7ESM5
FIM7K3

E9PTS4
Q6IMY1
P35400
F1LZS5
D4AOL1
Q7TPB7
Q64602
D3ZHG2
P37285
D4ABKO
Q80W66
Q62867
Q6XDA0

Protein Ccdc13
Protein Car6
Protein Btrc (Fragment)
Protein Akap9
Protein AMBP
Nitrilase 1, isoform CRA _a

Myaosin, light polypeptide 7, regulatory (Predicted), isoform CRA_a

Minichromosome maintenance deficient 5, cell division cycle 46 (S.

cerevisiae) (Predicted)
Microtubule-associated tumor suppressor 1 homolog
Metabotropic glutamate receptor 7
Metabotropic glutamate receptor 7 (Fragment)
MON1 homolog b (Yeast) (Predicted), isoform CRA_b
MAL2A
Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotransferase, mitochondrial
Kinesin light chain 1
Kinesin light chain 1
Kinase D-interacting substrate of 220 kDa
Heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 2
Gamma-glutamyl hydrolase

Erythroid spectrin beta

84.24
57.14
78.83
57.83
78.63
11541
128.95

166.34
75.94
76.94
63.93
80.16
96.12

130.31

108.75

114.83
88.91

157.37
93.77
58.41

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60

50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
50mgF/L_60
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Q4Vv8C2 Centromere/kinetochore protein zw10 homolog 69.51 50mgF/L_60
Q8VIP2 Carbohydrate-responsive element-binding protein 83.79 50mgF/L_60
Amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase (Glycogen

debranching enzyme, glycogen storage disease type Ill)

D4AEH9 (Predicted), isoform CRA_a 73.24 50mgF/L_60
Q499S2 ATP synthase F(0) complex subunit C3, mitochondrial 78.27 50mgF/L_60
P62271 40S ribosomal protein S18 162.85 50mgF/L_60
P62250 40S ribosomal protein S16 498.1 50mgF/L_60
P62282 40S ribosomal protein S11 100.13 50mgF/L_60
Q63610 Tropomyosin alpha-3 chain 158.39 50mgF/L_20
F7FK40 Tropomyosin 1, alpha, isoform CRA_c 167.39 50mgF/L_20
Q6AZ25 Tropomyosin 1, alpha 167.39 50mgF/L_20
P70541 Translation initiation factor elF-2B subunit gamma 77.31 50mgF/L_20
Q4FZTO Stomatin-like protein 2, mitochondrial 84.3 50mgF/L_20
Q920G0 Src kinase-associated phosphoprotein 2 84.33 50mgF/L_20
Q499U1 Solute carrier family 25 member 38 122.06 50mgF/L_20
P22006 Seminal vesicle secretory protein 2 67.83 50mgF/L_20
Q5U2T3 SPATS2-like protein 158.27 50mgF/L_20
Q6SA80 Rho-related GTP-binding protein RhoE 123.8 50mgF/L_20
P04785 Protein disulfide-isomerase 75.64 50mgF/L_20

Q99PJ6 Protein Zfp709 120.62 50mgF/L_20
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F1MOHO
MORD44
D32Z25
Q5X144
F1LZ35
D3ZZY2
D4A7S9
QBAXW?2
G3V9IT2
D3ZYF8
F1LUQ3
F6PUS4
Q6P6X2
D4AAUS
FILYB7
D3zD48
QB6AYHS
MOR9LO
G3V810
D3ZAA6
MOR6S6

Protein Zfp318 (Fragment)
Protein Zfp318 (Fragment)
Protein Zfp280c
Protein Xrcc4
Protein Wdr88 (Fragment)
Protein Utpl4a
Protein Trim45
Protein Tmod3
Protein Tmf1
Protein Tm2d1
Protein Tetl
Protein Sh3d21
Protein Semgl
Protein Rassf8
Protein Rad54b
Protein Rabl11fip2
Protein RGD1359634
Protein Naca
Protein Mtmr10

Protein Lcor

Protein LOC689679 (Fragment)

83.15
66.03
82.01
81.56

80.8
83.37
87.05
76.01
86.82
79.95
73.15
92.79
65.86
92.07
95.03
79.04
97.81
66.17
80.83
72.18

113.95

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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FIM0Q4
D3ZND8
Q6IFU9
MOR9K1
AOA096MJIY6
D4ABF1
AOA096MJIS9
F7F3M3
MORC14
D4A317
D3ZKA3
D3ZU26
QB6AYDS
D3ZK29
P15387
P29524
P52944
D3ZDB9
P86172
WA4VSR4
B5DFC9

Protein LOC679594 (Fragment)
Protein LOC100911271
Protein Krt16
Protein Gm7964
Protein Gbel
Protein Esco2
Protein Esco2
Protein Ces2a
Protein Cchcrl (Fragment)
Protein Ccdc18
Protein Ccdc18
Protein Bhlhe23
Protein Arhgap8
Protein Alkbh8
Potassium voltage-gated channel subfamily B member 1
Plasminogen activator inhibitor 2 type A
PDZ and LIM domain protein 1
NmrA-like family domain-containing protein 1
NmrA-like family domain-containing protein 1 (Fragments)
Nidogen-2
Nidogen-2

229.05
135.25
136.61
78.1
83.6
89.38
03.38
92.02
65.84
157.88
140.28
117.59
113.48
74.76
89.38
151.58
129.72
120.2
122.57
69.33
69.33

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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Q80229
P13697

FIM754
F1LNKO
Q78DZ1
P15146
F1LQQ1
Q3KRS86
Q8K1Q4
F1LMK6
P09367
P10867
D4A4V3
Q6IG12
G3V712
D3ZVV1
Q5D059
P61980
P48317
P14408

Nicotinamide phosphoribosyltransferase
NADP-dependent malic enzyme
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
(Predicted)
Microtubule-associated protein
Microtubule-associated protein
Microtubule-associated protein 2
Malic enzyme (Fragment)

MICOS complex subunit Mic60 (Fragment)
Leucine zipper putative tumor suppressor 3
L-serine dehydratase/L-threonine deaminase
L-serine dehydratase/L-threonine deaminase
L-gulonolactone oxidase
Kruppel-like factor 3 (Basic) (Mapped), isoform CRA_b
Keratin, type Il cytoskeletal 7
Keratin complex 2, basic, gene 7, isoform CRA_a
KH domain-containing protein 3
Hnrpk protein
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD45 alpha

Fumarate hydratase, mitochondrial

77.52
73.87

83.49
124.87
115.84
129.39

69.2
76.6

82.54
188.55
188.55

80.09

87.45
102.85

77.46

73.5
106.71
106.71

93.04

87.46

50mgF/L_20
50mgF/L_20

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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Q5M964
P05065
P31977
QB6AYG2
FIM7X5
P14740
P11348
D3ZH41
P11950
P20788
G3V802
F1LS40
P02466
Q66HA5
B4F7A7
Q8R2H3

D4AAU2
D3ZR43
Q6EV76
DAIGX4

Fumarate hydratase 1
Fructose-bisphosphate aldolase A
Ezrin
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 28
Dipeptidyl peptidase 4
Dipeptidyl peptidase 4
Dihydropteridine reductase
Cytoskeleton-associated protein 4 (Predicted)
Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C-1
Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial
Cyclin A2, isoform CRA_b
Collagen alpha-2(l) chain
Collagen alpha-2(l) chain
Coiled-coil and C2 domain-containing protein 1A
Centrosomal protein of 57 kDa
Barttin

Bardet-Biedl syndrome 1 homolog (Human) (Predicted), isoform

CRA _a
Angiopoietin 4 (Predicted)
Alpha-(1,6)-fucosyltransferase

Alpha-(1,6)-fucosyltransferase (Fragment)

86.44
213.27
97.78
79.49
100.36
100.61
90.27
117.08
211.6
196.2
104.32
70.37
70.37
78.81
83.72
92.26

98.14
82.39
80.89

79.2

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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G3V7I5
Q66HF8
P70470
F1M9A7
Q9ER34
P24008
G8JLS2
P97532
Q62904
G3V9PO
QOWTV5
Q5XI78

Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Acyl-protein thioesterase 1
Acyl-coenzyme A oxidase
Aconitate hydratase, mitochondrial
3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1
3-o0x0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1 (Fragment)
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
3-keto-steroid reductase
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9

2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial

84.84
84.84
83.26
74.49
84.28
500.62
500.62
106.16
93.81
81.22
81.22
67.14

50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
50mgF/L_20
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Tabela 9. Proteinas identificadas com alteragdo de expresséao significante no figado de ratos do grupo 15mgF/L 60 dias vs.15 mgF/L 20 dias

numero de Valor de P

acesso do Razdo C 15mgF/L_60:15
uniprot Descri¢do da proteina Score exclusivas 15mgF/L_60:15mgF/L_20_ mgF/L_20
P62986 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 693.38 0.432 0.04
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a 683.18 0.395 0.03
P02770 Serum albumin 1952.14 0.549 0.00
P52873 Pyruvate carboxylase, mitochondrial 986.28 0.670 0.05
D3ZIN5 Protein Vwa8 (Fragment) 90.82 0.477 0.04
F1LU69 Protein Rps2713 683.18 0.454 0.05
M3zCQ3 Protein LOC100910765 2945.66 0.298 0.00
G3V9z2 Protein LOC100360645 (Fragment) 683.18 0.458 0.03
Q62669 Protein Hbb-b1 2945.66 0.330 0.00
Q63429 Polyubiquitin-C 683.18 0.458 0.03
P04636 Malate dehydrogenase, mitochondrial 3660.95 0.657 0.01
P22791 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, mitochondrial 3586.00 0.560 0.00
Q6LEDO Histone H3.1 743.36 0.415 0.04
MORBX6 Histone H3 743.36 0.399 0.04
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D3ZQN4
D37J08
POCOS7

A9UMVS8
Q00728
QAFZT6
POCCO09
Q64598
POC169
P02262

MORDM4

MORCL5
DAACV3

D3ZWEO
D3ZVK7
Q61806
G3V9Co
DAAECO
P09811
G3Vv983

Histone H3
Histone H3
Histone H2A.Z
Histone H2A.J
Histone H2A type 4
Histone H2A type 3
Histone H2A type 2-A
Histone H2A type 1-F
Histone H2A type 1-C
Histone H2A type 1
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Histone H2A
Glycogen phosphorylase, liver form

Glutathione S-transferase Mu 1

743.36
743.36
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
2865.03
3559.44
3559.44
3559.44
3559.44
86.83
6431.20

0.407
0.391
0.577
0.595
0.600
0.625
0.607
0.613
0.589
0.595
0.619
0.583
0.589
0.589
0.619
0.613
0.625
0.600
0.141
0.691

0.04
0.05
0.01
0.03
0.04
0.04
0.02
0.03
0.04
0.02
0.05
0.02
0.02
0.03
0.03
0.03
0.05
0.03
0.00
0.01
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P04905
P10860
MORCH2
P14141
Q63276
P09034
P63269
P62738
P68136
P68035
P10719
G3veD3
FILML3
P13437
Q68G44
Q91771
Q3T1I3
D3ZvQ0
Q64637
A2RRU3

Glutathione S-transferase Mu 1
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial (Fragment)
Carbonic anhydrase 3
Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase
Argininosuccinate synthase
Actin, gamma-enteric smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, alpha skeletal muscle
Actin, alpha cardiac muscle 1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATP synthase subunit beta
3-o0x0-5-beta-steroid 4-dehydrogenase
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 (Mitochondrial)
Vascular endothelial growth factor receptor 3
Usher syndrome type-1C protein-binding protein 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
UDP-glucuronosyltransferase 1-3

U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 homolog

6431.20
16767.23
12860.62

859.22

2276.22

1491.29

2705.18

2740.29

2740.29

2740.29
4191.22
4191.22

1231.70
4495.19

3586.00

154.16
113.86
121.89
91.14

130.34

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

0.712
0.625
0.613
2.203
1.600
1.363
1.553
1.600
1.665
1.733
0.664
0.719
0.664
0.771
0.554

0.01
0.00
0.04
1.00
0.95
0.95
0.97
0.99
1.00
1.00
0.01
0.01
0.04
0.02
0.00




264

P52847

Q66X93

Q8K3K4
Q6TXG7
G3VeB2
F1LYQ7

D4A7Y6

Q4KLK9

D3ZUF8
BOBMY7
D37ZW62
Q5XIE1
Q6AYNS
D4ABKO
D3ZKB6

D3ZAU6
D3ZLT7
MORDK4
MORSF7
D3ZIV3

Sulfotransferase family cytosolic 1B member 1

Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1

Serpin B10

Serine hydroxymethyltransferase

Serine (Or cysteine) peptidase inhibitor, clade B (Ovalbumin), member 10

Ribosomal protein

Ribosomal protein (Fragment)

RNA polymerase Il subunit A C-terminal domain phosphatase SSU72

Protein Vrk2
Protein Twf2
Protein Thsd1
Protein THEM6
Protein Stard6
Protein Sgcz (Fragment)
Protein RGD1562948
Protein RGD1561919
Protein RGD1305350
Protein Pitpnm3 (Fragment)
Protein Marco

Protein Mad1l1

737.42
83.45
107.33
79.97
107.33
250.55
250.55
100.25
87.72
184.03
94.03
109.80
120.05
85.89
117.14
237.15
137.33
81.39
78.87
79.49

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




265

F1IM7B7
D3ZN87
F1LML7
MORDIO
D3ZNU3
D37X71
FIMAH8
D4A9J6
D3ZTC4
MOR521
F1M943
D3ZHR4
F1LM42
D4A4Q9
F1IM5N3
F1LZM2
F1IM9N9
MOR511
D3ZN23
Q510K1

Protein LOC100911725 (Fragment)

Protein LOC100361637

Protein Hiplr

Protein Cyp3a73 (Fragment)

Protein Cramp1l
Protein Col9a3
Protein Clip1l
Protein Ccdc88b
Protein Ccdc88b
Protein Arrdc5
Protein Armc8
Protein Ankrd35
Protein Ank2
Protein Ank2
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Ank2 (Fragment)
Protein Adamts20

Pipecolic acid oxidase

185.27
139.82
90.60
94.26
87.36
96.82
82.10
82.71
82.35
107.23
92.71
80.79
91.31
76.69
91.31
76.69
91.31
76.69
36.01
101.68

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




266

Q2THW7
Q4V9H5
Q05982
G3V7F5
P55094
P69060
G3V9B3
P07722
Q498R1
E9PTQO

Q3swu2

F1LSL3
Q63269
P27605
035952
D4A500

Q6Q7Y5
FILNG7
P14480
F1LR10

Palmitoyltransferase ZDHHC5
PHD finger protein 20-like protein 1
Nucleoside diphosphate kinase A
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
N-acylneuraminate cytidylyltransferase
Myelin-associated glycoprotein
Myelin-associated glycoprotein
Methionine synthase reductase
LIM domain binding 2 (Predicted)
Interferon regulatory factor 7
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial
HD domain containing 3 (Predicted), isoform CRA_b
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 (Fragment)
Fibrinogen beta chain

Epithelial protein lost in neoplasm

85.89
86.45
396.26
86.50
87.79
132.73
101.16
103.62
164.67
93.33
261.91
233.32
233.69
113.89
97.53
106.39
85.14
85.14
190.78
105.43

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




267

POCOK?
P52555
Q68FR9
P56571
G3Veu4
Q8CH84
Q64346

P0O8461
Q7MOE3
054747
F1LSD8
P97679
P05183
P04800
Q06884
P01026
B5DEY9
G3V7N5
P18886

Ephrin type-B receptor 6
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Elongation factor 1-delta
ES1 protein homolog, mitochondrial
ELAV-like protein 2
ELAV-like protein 2

Dual specificity protein phosphatase 6

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate

dehydrogenase complex, mitochondrial
Destrin
DNA polymerase delta catalytic subunit
DNA mismatch repair protein Mlh1
DNA mismatch repair protein Mlh1
Cytochrome P450 3A2
Cytochrome P450 3A1
Cytochrome P-450
Complement C3
Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 1
Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

81.87

123.11
95.68

120.59
115.05
115.05
175.39

139.70
88.64
75.31

104.19

107.16

153.26

185.05

169.71

104.31
89.36

165.38

177.31

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




268

Q5X17
Q810D1
QO9ES38
Q9JM53
D3zC34
DA4A3E2
MORSI6
QoD2L3
Q08163
P85970
MORAP9S

F1LS48
Q6Ql109

F7FFJ9
Q6P3V9
P50878
P62907
P25114
Q9JIH5
D4AAI3

Calcium binding protein 39-like

Calcineurin B homologous protein 2

Bile acyl-CoA synthetase
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
Ankyrin repeat and MYND domain containing 2 (Predicted)
Aminopeptidase-like 1 (Predicted)
Aminomethyltransferase
Agmatinase, mitochondrial
Adenylyl cyclase-associated protein 1

Actin-related protein 2/3 complex subunit 2

Acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex

Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial
ATP synthase subunit gamma
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L10a
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 4
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 2
40S ribosomal protein S12

92.41
154.17
85.49
127.99
127.73
120.10
88.88
94.17
128.18
156.25
139.70
117.14
113.49
89.38
78.55
78.55
250.55
205.05
139.16
146.41

15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20
15mgF/L_20




269

Q4avsl7
D4A4D7
Q68FQ0
035913
Q68FT9
P10362
G3V7X2
MORCD2
Q64578
Q68H95
D4ADS8
P05714
Q53B90
P05712
F1LP82
Q6NYB7
E9PU16
Q641Y6
Q3KR94
MORCU5

Volume-regulated anion channel subunit LRRC8A
Transcription factor E2F7
T-complex protein 1 subunit epsilon
Solute carrier organic anion transporter family member 1A4
Selenocysteine lyase
Secretogranin-2
Secretogranin 2, isoform CRA _a
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Replication initiator 1
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-43
Ras-related protein Rab-2A
Ras-related protein Rab-2A (Fragment)
Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-1A
Protein phosphatase 1)
Protein Vtn

Protein Urad

75.04
88.95
69.77
89.92
89.33
118.67
118.67
82.43
140.49
73.14
136.64
136.64
201.29
135.16
126.10
200.84
195.30
84.46
71.80
144.28

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60




270

AOA096MK54
G3V9G5
MOR8U7
Q5BK40
MORSS1

AOAO096MK18
D4A498
D4AADO
F1M111
D3ZFU9

G3vel4
F1MO031

F1LYK3
F1IM6YO
MORAK?2
F1IM3E2
MORCEO
MORCG4

D37Z)5
D4A9D9

Protein Synm
Protein Synm
Protein Spatal7 (Fragment)
Protein RGD1304978
Protein Ppip5k2
Protein Ppip5k2 (Fragment)
Protein Pcdhgal2
Protein Nxpe5
Protein Myo5c
Protein Mylk
Protein Marcl
Protein LOC685707
Protein LOC685707
Protein LOC685590
Protein LOC684270
Protein LOC681341 (Fragment)
Protein LOC681341 (Fragment)
Protein LOC100910474
Protein LOC100910070
Protein LOC100361746

83.47
76.36
67.19
89.91
87.43
91.99
102.22
60.89
69.17
62.44
111.94
50.48
52.78
81.19
87.84
138.21
138.21
321.70
134.66
108.96

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60




271

MORC85
D3ZES3
D4A3J9
F1IM8E1
D3ZHH5
D4A095
FIM7M4
D3ZCV0
P83868
ROPXR7
P10499
035263
D3ZA44
D3ZVP6
D4AAK2
Q99pP77
Q63083
Q5RJQ4
G3VOF3
Q9ERE6

Protein Cntrob
Protein Ceacam19

Protein Ccp110 (Fragment)

Protein Ccdc74a

Protein Ccdc158

Protein Ccdc112
Protein Bmp2k (Fragment)

Protein Actn2
Prostaglandin E synthase 3
Prostaglandin E synthase 3 (Fragment)

Potassium voltage-gated channel subfamily A member 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma
Phospholipase A2, group IIE (Predicted), isoform CRA _a
Peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat containing 1 (Predicted)
Nucleolar and spindle associated protein 1 (Predicted), isoform CRA_a
Nucleolar GTP-binding protein 1
Nucleobindin-1
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
Myosin phosphatase Rho-interacting protein

Myosin phosphatase Rho-interacting protein

73.54
97.99
101.91
252.06
73.46
87.46
63.54
211.98
137.48
137.48
136.90
81.91
97.94
77.72
83.42
64.57
185.66
80.70
77.86
86.66

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60




272

Q64119
MORA4E1
P17209
F6Q5K7
Q5XIT9
Q5XI130
D3zL9
Q63679
Q6MG45
F1LRAS
B2BKY8
B5DF44
P12007
D3z5V1
G3V653
P97830
D4A6K4
P09812
P00489
Q6RI88

Myosin light polypeptide 6
Myosin light chain 4
Myosin light chain 4
Mitochondrial ribosomal protein S18B, isoform CRA_a
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial
McKusick-Kaufman syndrome
Lysine-specific demethylase 3A
Lysine-specific demethylase 3A
Lymphotoxin B
Lipid phosphate phosphatase-related protein type 2
LYST-interacting protein 8
Kctd15 protein
Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Hypothetical LOC287541 (Predicted), isoform CRA_c
Homeobox protein unc-4 homolog
Homeobox protein unc-4 homolog
Golgi autoantigen, golgin subfamily a, 1 (Predicted)
Glycogen phosphorylase, muscle form
Glycogen phosphorylase, muscle form

Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 4

321.70
71.79
71.79

119.05
73.28
98.26
64.46
64.46
73.27
88.43
75.16
95.54

598.02
90.11
97.40
97.40
89.48

145.82

128.21
74.73

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60




273

AOAOAOMYO02
008769
Q8CGO8
Q4v8G7
P62161
P11275
088480
G3V650
Q6AYBS8
Q9ER24
A5GZY2
B5DF97
G3V8V3

Q8R416

E2F transcription factor 7 (Predicted), isoform CRA _a
Cyclin dependent kinase inhibitor
Collagen triple helix repeat-containing protein 1
Centromere protein U
Calmodulin
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha
Calcineurin-binding protein cabin-1
Calcineurin binding protein 1, isoform CRA_a
Basic leucine zipper nuclear factor 1
Ataxin-10
Arg3.1/Arc mRNA-binding zinc finger protein
Ankyrin repeat and SOCS box-containing 1
Alpha-1,4 glucan phosphorylase
Actinin alpha 3, isoform CRA _a

83.25
93.19
109.93
70.07
256.79
62.47
98.44
91.11
138.96
92.15
100.52
75.80
159.26
162.67

15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60
15mgF/L_60






