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Resumo

Pesquisas em psiquiatria ainda necessitam de estudos néo dirigidos por hip6teses para revelar fundamentos neurobioldgicos e biomarcadores moleculares para
distarbios psiquiatricos. Metodologias protedmicas disponibilizam uma série de ferramentas para esses fins. Apresentamos o principio de rotula¢do metabdlica
utilizando 15N para protedmica quantitativa e suas aplicagdes em modelos animais de fenétipos psiquitricos com um foco particular em esquizofrenia. Explora-
mos o potencial de rotulagido metabdlica por 15N em diferentes tipos de experimentos, bem como suas consideracdes metodoldgicas.
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Abstract

Psychiatric research is in need of non-hypothesis driven approaches to unravel the neurobiological underpinnings and identify molecular biomarkers for psy-
chiatric disorders. Proteomics methodologies constitute a state-of-the-art toolbox for biomarker discovery in psychiatric research. Here we present the principle
of in vivo 15N metabolic labeling for quantitative proteomics experiments and applications of this method in animal models of psychiatric phenotypes, with a
particular focus on schizophrenia. Additionally we explore the potential of N metabolic labeling in different experimental set-ups as well as methodological

considerations of 1sN metabolic labeling-based quantification studies.
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A necessidade de analise protedmica quantitativa na
pesquisa de esquizofrenia

Nos tltimos anos, o desenvolvimento de abordagens holisticas
como gendmica, transcriptomica, protedmica e metabolomica deu
inicio a aplicagdes de pesquisas ndo dirigidas por hipoteses. Nesse
caso, populagdes de genes, proteinas ou metabdlitos em dois estados
(por exemplo, doenga vs. controle) podem ser comparados para a
identificacdo de niveis de expressao diferentes relevantes as alteragoes
fenotipicas observadas. Como o proteoma de um organismo pode
refletir mudangas fenotipicas no nivel molecular, a analise protedmica
se constitui numa valiosa ferramenta para investigar os mecanismos
fundamentais envolvidos nas desordens psiquidtricas.

A pesquisa em esquizofrenia sofre de uma falta de correlagdo
molecular com as alteragdes comportamentais e sintomas da doenga
observados. Biomarcadores moleculares para esquizofrenia podem
auxiliar na avaliagdo de risco de predisposi¢do, na subcategorizagdo
precisa de pacientes, na monitoragdo da progressdo da doenga e
na descoberta de novos alvos terapéuticos. Para esse fim, a analise
protedmica quantitativa tem o potencial de prover informagio
de biomarcadores moleculares sensiveis e, dessa forma, oferecer
valiosas perspectivas no prognostico, diagndstico e tratamento da
esquizofrenia.

Rotulag@o metahélica com 5N

Um grande niimero de abordagens protedmicas quantitativas estd
disponivel e ¢ aplicavel a pesquisa de esquizofrenial. Dentre as
abordagens protedmicas, a rotulagdo metabolica 15N in vivo assegu-
ra grande potencial para estudos em modelos animais, bem como

em grupos de pacientes. O principio da rotulagio metabdlica 15N
¢é baseada na introdugdo do isétopo estavel de nitrogénio N em
um organismo por meio de uma dieta rotulada com 5N ou meio
de crescimento rotulado com 5N. A populagdo proteica rotulada
com 5N (espécie rotulada) é, entdo, comparada & amostra proteica
que contém somente isétopos de abundéncia natural (espécie nao
rotulada). A introdugdo do rétulo de istopo 5N resulta em uma
diferencga de massa previsivel entre o peptideo etiquetado e sua
cbpia ndo rotulada. A quantificagdo proteica relativa é possivel por
meio da comparagao das intensidades de sinal dos pares peptidicos
rotulados/nao rotulados de uma dada proteina. Métodos de rotulagao
metabolica in vivo provém alta precisdo quando comparados a outras
abordagens existentes de andlise protedmica quantitativa, porque as
espécies rotulada e nio rotulada sdo combinadas anteriormente a
prepara¢io da amostra, evitando, entdo, tendéncias a erros devidos
a manipulagdo experimental. Além da quantificagdo proteica, a
rotulagdo metabolica 1SN permite o estudo de renovagdo proteica
(turnover) mediante a avaliagdo dos niveis de incorporagao de 15N
em diferentes pontos no tempoz2.

Aplicacdes da rotulacao metabdélica SN em modelos
animais e pacientes psiquiatricos

A rotulagao metabdlica 15N tem sido aplicada a uma abundéncia de
organismos modelos variando de bactérias a roedores e foi recente-
mente utilizada para rotular modelos de doengas em camundongos?.
No contexto da psiquiatria, um protocolo de rotulagao metabolica
15N via uma dieta baseada em proteinas de bactéria foi estabelecido e
aplicado para estudar o modelo em camundongo de comportamento
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relacionado a alta (HAB), normal (NAB) e baixa (LAB) ansiedade*.
Camundongos NAB rotulados com 5N-labeled foram utilizados
como padrdes internos, e andlises protedmicas quantitativas no
cortex cingular, hipocampo e plasma foram realizadas para comparar
camundongos HAB e LAB. Essas analises protedmicas revelaram
um envolvimento de vias relacionadas & mitocondria e ao sistema
imune na modulagdo do comportamento relacionado a ansiedadess.

A rotulagio metabolica 15N também foi aplicada a um modelo
em camundongo de esquizofrenia. O 16cus primata-especifico G72/
G30 é um dos achados mais reproduzidos em estudos genéticos de
esquizofrenia. Entretanto, a fungdo da proteina correspondente
G72 permanece largamente desconhecida. Para investigar a fungdo
da proteina G72 in vivo, camundongos transgénicos que carregam
uma mutagio no locus génico G72/G30 e expressam a proteina G72
foram gerados’. Os camundongos transgénicos G72/G30 exibiram
sintomas tipo esquizofrenia, incluindo comportamento compulsivo
aumentado, coordenagio motora prejudicada, sensibilidade aumen-
tada a fenilciclidina, discriminagéo de odores prejudicada e déficits de
aprendizado”s. Para comparar os proteomas cerebelares de camun-
dongos transgénicos G72/G30 e controles selvagens, camundongos
CD1 rotulados com 5N foram utilizados como padroes internos
e diversas proteinas relacionadas a vias moleculares afetadas em
esquizofrenia foram encontradas como diferencialmente expressas®.

Além de modelos animais, a rotulagdo metabolica 15N pode
ser empregada para examinar amostras humanas por meio da
rotulagdo de linhagens celulares de origem humana e usando-as
para comparagdo com material de pacientes. Linhagens celulares
humanas podem ser crescidas em meio rotulado com 5N e as
populagdes proteicas derivadas podem, entdo, ser utilizadas como
padroes rotulados internos para comparagdes par a par de pacientes
e grupos controle. Dessa forma, a rotulagdo metabolica in vivo no
nivel de todo o organismo ¢ evitada, enquanto a analise protedmica
comparativa ainda se beneficia da alta precisio de quantificagdo
alcangada por esse método.

Consideracdes metodolagicas

Quando aplicando a rotulagdo metabdlica 15N a pesquisa de esqui-
zofrenia, diversas consideracdes precisam ser levadas em conta. O
custo da dieta rotulada com 15N ¢é alto e longos periodos de rotulagéo
sdo requeridos para organismos complexos (por exemplo, roedores)
para que sejam alcangadas altas taxas de incorporagdo de 15N para
comparagdes em protedmica quantitativa. Importantemente, a in-
trodugdo do 1N pode ter um efeito no fenétipo comportamentalt ou
nos niveis de expressdo proteicoslo. Como consequéncia, controles
rotulados (utilizando padrdes internos rotulados ou rotulagio reci-
proca) deveriam ser implementados no desenho experimental para
evitar artefatos causados pelo is6topo 15N afetando os resultados de
quantificagao relativa das proteinas. Embora os custos da rotulagao
metabdlica de organismos inteiros ndo seja um fator a ser negligen-
ciado, o método eventualmente resulta em material 1"N-rotulado (i.e.,
orgdos, sangue, tecido cerebral etc.), os quais podem ser usados por
um grande nimero de experimentos protedmicos quantitativos. Dada
aalta precisao, um menor numero de replicatas bioldgicas comparado
a outros métodos quantitativos menos sensiveis pode ser requerido
para alcancar resultados de quantificagdo precisos. Notavelmente,
empregando linhagens celulares rotuladas com 1N como padrdes
protedmicos internos, reduzem-se drasticamente custos e tempo de
rotulagdo para alcangar alta incorporagio de 5N, permitindo uma
aplicagdo em rotina dessa metodologia. Deve também ser notado que
os desafios computacionais a respeito da avaliacdo de espectros total
ou parcialmente rotulados com 15N tém sido largamente tratados por
meio do desenvolvimento de softwares apropriados e fluxogramas
de processamento de dados otimizados, os quais tornaram a rdpida
aquisi¢do de dados possivelil12, Uma avaliagio metodoldgica de-

talhada da rotulagdo de 13N em compara¢io a outros métodos de
protedmica quantitativa ¢ discutida em outro lugar?s.

Conclusdo

Tomados juntos, a rotulagdo metabdlica 15N in vivo prové uma po-
derosa e versatil ferramenta para a pesquisa de esquizofrenia, que
pode ser usada nos estudos de modelos animais ou naqueles baseados
em pacientes. A alta precisdo de quantificagdo alcangada por esse
método pode langar luz em novas entidades moleculares relevantes a
etiologia da esquizofrenia e contribuir para a descoberta de biomar-
cadores proteicos. Adicionalmente, o estudo de renovagio proteica
por meio da rotulagdo metabdlica 15N pode apontar mecanismos do
metabolismo proteico pertinentes a fisiopatologia da esquizofrenia.
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