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1. INTRODUCAO

A 2,3-butanodiona é um composto organico (1) que além da nomenclatura oficial (IUPAC), também
apresenta outros nomes como diacetil, biacetilo, dimetildicetona, 2,3-dicetobutano e dimetilglioxal. —Esta
substancia é amplamente utilizada na industria de alimentos por conferir aroma e sabor amanteigado aos
alimentos como, por exemplo, pipoca de micro-ondas, manteiga, bolos, biscoitos, vinhos, café whisky entre
outros. (2-4) Também é adicionada em cigarros convencionais (5), e em cigarros eletrénicos. (6)

No decorrer da Gltima década surgiram algumas evidéncias de que a exposicdo a este aromatizante
possa ser prejudicial & sadde levando ao desenvolvimento de doencgas pulmonares. (7) Os primeiros casos
foram observados em trabalhadores de uma fabrica de pipoca de micro-ondas nos EUA, estes trabalhadores
desenvolveram uma doenga pulmonar rara, a bronquiolite obliterante. (8) No Brasil trabalhadores de uma
fabrica de biscoitos amanteigados também desenvolveram a mesma doenga. (5) A bronquiolite obliterante
obstrui parcialmente ou totalmente dos bronquios e bronquiolos devido a fibrose; os sintomas sdo tosse
persistente, dispnéia sibilos, cianose e insuficiéncia respiratoria. (8-9) Estes casos supracitados foram
relacionado com a inalacdo dos vapores amanteigados ricos em 2,3-butanodiona, pois 0s aromatizantes
guimicos sdo produtos que possuem alta volatilidade, desta forma sdo facilmente inalados quando ocorre a
evaporacdo dos mesmos.(5) Também existem registros de trabalhadores que morreram devido & exposi¢éo
de 2,3-butanodiona, sendo que o primeiro dbito ocorreu no final da década de 80. (10).

O objetivo deste trabalho foi analisar a diferenca na expressdo hepéatica de proteinas em animais
expostos a 2,3-butanediona, a fim de compreendermos se esta substancia também é capaz de causar alteracoes
neste orgdo. A analise do tecido hepéatico é grande valia, pois o figado € reponsavel por reacbes de
biotransformacao e metabolismo de xenobi6ticos incluindo o diacetil.

2. MATERIAIS E METODOS

Os animais foram divididos em 2 grupos com seis animais cada: A) controles e B) tratados com
diacetil. O mesmo foi administrado por gavagem oral, diariamente, por trinta dias, na concentracdo de 540
mg/kg/dia. O figado foi coletado e congelando imediatamente em nitrogénio liquido. Todo o material foi
estocado a—80 oC. Os tecidos (do figado), congelados foram macerados em nitrogénio liquido até a obtencéo
de um material fino e fragmentado. Esse material foi liofilizado e utilizado para as anélises. Foi realizada a
extragdo de proteinas que foram quantificadas pelo método de Bradford. Uma aliquota de 250 pg de proteinas
foram digeridas com tripsina e endoproteinase LysC. Apos a digestdo as amostras foram submetidas & remocéo
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de detergentes utilizando colunas para remogéo de detergentes (Pierce, # 87776).

Foram aliquotados 5ul da amostra digerida que foi analisada em um Nano HPLC acoplado ao
espectrémetro de massas do tipo Q-TOF (quadrupolo-time of flight). No NanoHPLC foi utilizada uma coluna
de fase reversa (C18) de 0,1 mm, foram utilizadas as seguintes fases moveis: (A) Acido Férmico/ H20
(1:1000), (B) Acido FArmico/ACN/H20 (1:950:50) e (C) Férmico/ACN/H20 (1:20:980) em um gradiente de
eluicdo de 2 a 50% em 150 minutos de processamento, taxa de fluxo foi ajustada para 0,500 pL/min.

Os dados de espectrometria de massas foram processados usando o software Compass 1.7 para OTOF
(Bruker Daltonics, EUA) e deconvoluidos para gerar um arquivo compativel com o banco de dados Mascot.
Este arquivo foi analisado utilizando o programa Protein Scape (Bruker Daltonics, EUA), A taxonomia
empregada foi Rattus novergicus e as enzimas utilizadas foram tripsina e endoproteinase LysC, permitindo a
busca com até uma clivagem perdida. A modificacdo fixa aplicadas foi carbamidometilacdo de cisteina, e as
modificacdes varidveis foram oxidacdo de metionina e acetilacdo de lisina, histidina e arginina. Para as analises
de identificacdo das proteinas, foi utilizado o score minimo de 35 (p <0,05).

As proteinas acetiladas foram submetidas a analise de ontologia dos genes (GO), utilizando a base
de dados Panther db (http://pantherdb.org/). Essa analise foi realizada para determinar as fun¢@es bioguimicas
das proteinas-alvo, identificadas nos figados dos animais do grupo tratado, utilizando as identificacdes de
acesso do UniProt (http://www.uniprot.org) e para Rattus norvegicus. Essa base de dados foi escolhida como
0 banco de dados de referéncia para as analises de processo bioldgico, classe das proteinas e funcdo molecular.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir das analises foram encontradas proteinas diferencialmente expressas entre 0s grupos
controle e tratados com 540 mg/Kg/dia de diacetil, sendo que 34 das proteinas encontradas foram exclusivas
dos animais tratados com diacetil. Foram pesquisadas as caracteristicas destas 34 proteinas a fim de
compreender as implicagdes da exposi¢do ao diacetil. Foram analisadas suas fungdes e associacdes a possiveis
doencas, devido o surgimento de algumas e o aumento das atividades das mesmas. Algumas proteinas
catalizadoras foram encontradas suas fungdes sdo facilitar as reagGes e diminuir a energia que estimula os
reagentes, algumas de suas classificagdes aparecem como, As Hidrolases; Isomerases; Ligases e Oxiredutases,
0 aumento das atividades das mesmas estdo associados a doencas do sistema linfatico, estomatite, anemia
hemolitica, anemia macrocitica, doenga pulmonar obstrutiva cronica e diabetes mellitus. (11,12)

Outras proteinas encontradas foram as Histonas H2AY'; H33 e H4, estas proteinas desempenham um
papel central na regulacdo da reproducgdo, no reparo do DNA, na replicacdo do DNA e na estabilidade
cromossdmica. As demais proteinas tem funcgdes na regulagdo celular, controle da proliferacdo celular e do
envelhecimento, tem vinculo ATP, trabalham no citoesqueleto da célula, reguladoras hormonais, ligagdes
covalentes a outras proteinas, regulam a expressdo dos genes alvo, foram RDH2; PUB1; K1C18; SPA3K;
DLHD; VINC; AK1ALl; NUP85; PROFILIN-1; HS90B; RL40; PON3; CYB5B; GRP75; PEBP1; NADC.
Estas proteinas estdo relacionadas & doengas como, epilepsia, doenga de Alzheimer; bronquite, cancer de
laringe.(11,12) As principais funcGes destas proteinas estdo representadas no grafico 1.
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Gréfico 1: Funcdes das proteinas expressas exclusivamente no tecido hepético dos animais tratados com diacetil em
comparagdo ao grupo controle. A) Funcdo Molecular. B) Localizacdo subcelular. C) Funcéo Bioldgica



4. CONSIDERACOES FINAIS

O Diacetil esta presente em varios alimentos sem contar que trabalhadores que trabalham nas
industrias alimenticias que utilizam este flavorizante, estdo mais expostos. Tanto a sua ingestdo como o
contato/exposi¢do com 0 mesmo leva a alteracdes nas células e principalmente nas proteinas que as regulam,
levando assim o surgimento de umas e o aumento da atividade de outras. Levando assim, a irregularidades nas
codificacBes e manutencdo, o que pode estar associado a uma maior disposi¢do para o desenvolvimento de
canceres, insuficiéncias hepaticas, doencgas pulmonares e diabetes.
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