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ABSTRACT

Innate immunity is the first system activated against the invasion of microorganisms
and particles in the body. This system includes the humoral and cellular responses.
Neutrophils, a participant in the cellular immune response, are found in the bloodstream
and move to the tissue when they are stimulated or activated by chemoattractants, known as
effector cells of the inflammatory response. The activation and/or stimulation causes
changes in this cell favouring movement, phagocytosis and destruction of microorganisms.
This activation may be exacerbated by causing tissue injury. The activation process can be
subdivided into three distinct phenotypic states: quiescent, stimulated or activated and these
states can be triggered by substances as PAF and fMLP respectively. In the present study
such conditions were compared. Tests demonstrating stimulation and activation of
neutrophils by these agents were used as respiratory burst, cleavage of L-selectin and
CD11b mobilization. After this evaluation, were compared two-dimensional gels among the
three phenotypes (quiescent, stimulated and activated), which resulted in 166 proteins
presenting differential abundance and among them 87 were identified. Analysis of the gene
ontology terms for such proteins localized most of them in the cytoplasm and nucleus, and
associated them to the biological processes of transcription in stimulated neutrophils and
protein folding in activated neutrophils. Comparing among the three phenotypes, 16
proteins showed differential abundance and 11 were identified, among them 6 were more
abundant in quiescent neutrophils, involved in processes like signal transduction, cell
motility and modulation of the inflammatory response. Six other proteins were more
abundant in neutrophils stimulated by PAF, related to cellular adhesion, signal transduction
and antimicrobial activity. Among the identified proteins, 17 were described for the first
time in neutrophils and 30 were associated for the first time to the stimulation by PAF or
activation by fMLP.



RESUMO

A imunidade inata é o primeiro sistema ativado contra a invasdo de
microorganismos e particula ao organismo. Esse sistema compreende a resposta humoral e
celular. Os neutrofilos, participes da resposta imune celular, sdo encontrados na circulacdo
sanguinea e se movimentam para o tecido quando sdo estimulados ou ativados por
quimioatraentres. A ativacdo e/ou estimulacdo provocam mudangas celulares em prol da
movimentacdo, fagocitose e destruicdo dos microorganismo. Essa ativacdo pode ser
exacerbada provocando até injarias teciduais. O processo de ativacdo pode ser subdividido
em trés estados fenotipicos distintos: quiescentes, estimulados ou ativados e esses estados
podem ser desencadeados por substancias como PAF e fMLP respectivamente. No presente
estudo, tais condigdes foram comparadas. Ensaios que comprovaram a estimulacdo e
ativacdo dos neutrofilos por esses agentes foram utilizados, como: explosao respiratoria,
clivagem da L-selectina e a mobilizacdo da CD11b. Apds essa avaliacdo foram comparados
géis bidimensionais entre os trés fendtipos (quiescentes, estimulados e ativados), o que
resultou em 166 spots apresentando abundancia diferencial e dentre eles 87 identificagdes
proteicas. A andlise dos termos do gene ontology para essas proteinas detectou que a
maioria delas encontra-se no citoplasma e nucleo, e o processo bioldégico com maior
numero de proteinas envolvidas foi a transcricdo em neutrofilos estimulados e dobramento
de proteinas em neutréfilos ativados. Na comparacdo entre os trés fendtipos, 16 spots
apresentaram abundancia diferencial e 11 proteinas foram identificadas, dentre elas 6
proteinas mais abundantes em neutréfilos quiescentes, envolvidas em processos como
transducdo de sinal, motilidade celular e modulacdo da resposta inflamatoria. Seis outras
proteinas eram mais abundantes em neutrofilos estimulados pelo PAF, relacionadas a
adesdo celular, transdugdo de sinal e atividade antimicrobiana. Dentre as proteinas
identificadas neste estudo, 17 foram descritas pela primeira vez em neutrofilos e 30 foram

associadas pela primeira vez ao estimulo por PAF ou a ativacao por fMLP.
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1. INTRODUCAO

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra a invasdo por
microorganismos e ocorre rapidamente em funcao de diversos sinais de invasdo ou leséo. A
imunidade inata subdivide-se em resposta humoral e celular. A resposta humoral consiste
na ativacdo de mediadores pré-inflamatorios, proteicos (por exemplo, citocinas, sistema
complemento, proteinas da fase aguda) e lipidicos (leucotrienos e fator de agregacgdo
plaquetaria, por exemplo). A resposta celular consiste na ativagdo de células, tais como as
células dendriticas e fagocitos (neutréfilos e macréfagos). Apos uma injdria, a resposta
imune inata é mediada principalmente pelos neutrofilos que desempenham um papel
fundamental na vigilancia imunoldgica. Sdo as primeiras células a chegar ao local da
inflamagdo e uma das primeiras linhas de defesa contra a ameaga microbiana. Porém a
ativacdo exarcebada desse fagocito acarreta danos teciduais graves, tornando essa célula
patogénica de muitas doencas inflamatorias agudas e cronicas (Kuijpers, 2001; Pillay,
Hietbrink et al., 2007).

Estudos demonstram uma correlacdo positiva entre severidade da injuria e resposta
inflamatoria, por exemplo, nos quadros de pds-trauma severos nos quais observamos o
desencadeamento da sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS), com a
estimulacdo dos neutréfilos na circulacdo (Botha, Moore, Moore, Sauaia et al., 1995). Essa
estimulacdo dos neutrofilos pos-trauma, devido a isquemia e reperfusdo € tdo intensa que
ocorre a migracdo dos neutrofilos a locais ndo afetados pelo trauma, podendo levar o
paciente a um quadro de (SIRS), que pode evoluir apresentando a sindrome da angustia
respiratoria aguda (ARDS) seguida por faléncia mdultipla dos 6rgdos (MOF) (Pillay,
Hietbrink et al., 2007)

Vérias substancias ativam ou estimulam os neutréfilos, tais como: o fator de
agregacdo plaquetaria (PAF), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-8 (IL-8),
lipopolissacarideo (LPS), n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e 12-miristato, 13-
acetato de forbol (PMA) (Kuijpers, 2001; Aquino, 2008). Dentre eles 0 PAF, 0 TNF-a ¢ a
IL-8 sdo produzidos por varias células do organismo humano como um sinal de perigo, ja o
LPS e fMLP sdo substancias presentes nas paredes celulares bacterianas e finalmente o

PMA, um substancia vegetal, andlogo do diacilglicerol (DAG), que entra nos neutréfilos
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desencadeando a ativacdo. Todos ativadores citados a cima se ligam a um receptor
especifico na membrana dos neutrofilos, com excecdo do PMA, que desencadeia a ativacdo
caracteristica de um processo inflamatorio agindo a partir do compartimento intracelular
(Santos, 2007; Aquino, 2008).

1.1) Estéagios de ativacdo dos neutrofilos

A resposta inflamatoria é um processo complexo que ativa uma série de células,
principalmente células do sistema imune. Os neutrdfilos, células efetoras da resposta
inflamatdria, tém sido bastante estudados. Esses estudos tém demonstrado que 0s
neutrofilos sdo ativados, mas que, na sua grande maioria, essas células passam por uma fase
de estimulacdo, uma fase intermediéria entre repouso e ativacdo, evidenciando que a

transicdo entre esses estados ndo ocorre de forma "tudo ou nada™.

Diversos autores concordam com existéncia de trés fenotipos distintos em relagédo a
ativacdo: repouso ou quiescente, estimulado e ativado (Botha, Moore, Moore, Fontes et al.,
1995; Swain S.D. , 2002; Sheppard, Kelher et al., 2005). Os neutrofilos quiescentes sdo
aqueles que circulam livremente na corrente sanguinea, ndo aderem ao endotélio e possuem
a morfologia arredondada. O fenétipo estimulado é observado na primeira etapa de um
processo inflamatorio, expondo receptores para que ocorra adesdo e, posteriormente, a
diapedese entre as células endoteliais, produzindo pequena quantidade de espécies reativas
de oxigénio e mudanga na sua morfologia permitindo que ocorra a migragdo. Esses mesmos
processos ocorrem nos neutrofilos ativados, porém em maior intensidade, além de ocorrer a

fagocitose (Botha, Moore, Moore, Fontes et al., 1995).

A membrana dos neutrofilos ativados e estimulados passa por varias mudancas
viabilizando a migracgdo, transmigracdo, e fagocitose, processos relacionados com a
liberacdo de grénulos e vesiculas secretorias. No primeiro momento a exposi¢do da L-
selectina, faz com que os neutrofilos adiram fracamente ao endotélio, logo em seguida a
exposicdo de integrinas leva a adeséo firme ao endotélio e posteriormente a migragdo dos

neutrofilos para o tecido. A clivagem dos receptores de adesdo e o surgimento de novos
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receptores responsaveis pela movimentagdo dos neutréfilos no tecido caracterizam a
transmigracdo dos neutréfilos. Além disso, os neutréfilos expfem outros receptores que
estdo relacionados com o reconhecimento do agente invasor e fagocitose e outros com a

sinalizacdo do processo de apoptose (Aquino, 2008).

O surgimento e clivagem de receptores necessarios a migragdo, transmigracéo e
fagocitose estdo relacionados com a liberagdo de granulos e vesiculas. Segundo Faurschou
e Borregaard (2003), a sequéncia de desgranulagdo comega pela liberacdo da vesiculas
secretorias, seguida de granulos de gelatinase, granulos especificos e granulos azurofilicos

(Faurschou e Borregaard, 2003).

Ao chegar ao local da injuria, os neutréfilos reconhecem, por meio de receptores, o
patdgeno e/ou o tecido lesado e emitem prolongamentos de membrana, engolfando o
agente. Durante o processo fagocitico, particulas a serem fagocitadas sdo interiorizadas
formando vesiculas (fagossomas). Junto com esse processo 0os complexos NADPH oxidase
sdo formados na membrana dos fagossomas, produzem espécies reativas de oxigénio, e
ocorre a liberacdo de proteinas granulares dentro das vesiculas levando a destruicdo do
patdégeno (Allen, 2003; Lee, Harrison et al., 2003). Antes mesmo do fagossoma estar
fechado, tem inicio a desgranulacdo, podendo ocorrer o escape de espécies reativas de
oxigénio e proteinas granulares para 0 meio extracelular. A secrecdo de granulos também
pode ser desencadeada por ativadores e estimuladores de neutrofilos antes mesmo que

ocorra a fagocitose (Kuijpers, 2001).

O complexo NADPH oxidase desempenha um papel importante na defesa contra
microorganismos patogénicos pela geracdo de perdxido de hidrogénio que pode dar origem
a outras espécies reativas de oxigénio (El-Benna, Dang et al., 2005). A quantidade de
espécies reativas de oxigénio € indicativa de estimulacdo ou ativacdo celular (Botha,

Moore, Moore, Sauaia et al., 1995).
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1.2) Receptores de adesao

Durante a inflamacdo os neutrofilos circulantes sdo estimulados ou ativados por
algum quimioatraente e comecam a se movimentar na dire¢do indicada pelo gradiente
quimiotatico. O inicio do processo de deslocamento dos neutréfilos ainda circulantes,
movimentacdo conhecida como rolamento, comeca pela adeséo fraca de receptores como:
L-selectina, receptor neutrofilico para P-selectina (PSGL-1) e receptor neutrofilico para E-
selectina (ESL-1) na membrana dos neutrdfilos a seus ligantes na membrana de células
endoteliais (respectivamente CD-34, P-selectina, E-selectina), promovendo a diminuicdo da
velocidade dos neutrofilos em relagdo ao endotélio (Crockett-Torabi, 1998). A L-selectina
envia sinais, mecanismo pouco conhecido, relacionados a mobilizacdo das integrinas,
moléculas de adesdo que intermedeiam ligacdo célula-célula e ligacdo a matriz, evento
conhecido como adesdo firme (Wagner e Roth, 2000). Posterior a adesdo firme ocorre a
transmigracdo, migracdo dos neutrofilos da corrente sanguinea para o tecido através do
endotélio, também intermediada por integrinas. Juntamente com a exposicao das integrinas
na superficie neutrofilica, diversas moléculas do citoesqueleto do neutréfilo sofrem
modificacbes na polimerizagdo levando a movimentagdo e a liberacdo dos granulos
(Wagner e Roth, 2000; Cicchetti, Allen et al., 2002). Trés grandes familias de ades&o
celular (CAMs) desempenham papel de adesdo endotélio-neutréfilos que séo as selectinas,

integrinas e imunoglobulinas (Albelda, Smith et al., 1994).

1.2.1) Selectinas

As L-selectinas (CD62L) sdo constitutivas na superficie dos neutrofilos ainda
quiescentes localizadas nas extremidades das microvilosidades, juntamente com o0s
receptores de P-selectinas (PSGL-1) e de E-selectinas (ESL-1). A E-selectina, presente em
células endoteliais é exposta a superficie apds a ativacdo celular da mesma forma que a P-
selectina, presente tanto no endotélio quanto em plaquetas. A exposicdo das L-selectinas
marca o inicio da adesdo dos neutrofilos ao endotélio, ainda uma adesdo fraca, mas
importante para a diminuicdo da velocidade do fluxo dos neutréfilos na corrente sanguinea

(Wagner e Roth, 2000; Ivetic e Ridley, 2004). A L-selectina € constituida de um dominio
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de lectina, seguido de um fator semelhante ao dominio de crescimento epidermal (EGF-like
domain) e duas sequéncias consenso repetitivas, figura 1(Ivetic e Ridley, 2004). A L-
selectina adere ao receptor sialomucina sulfatada no endotélio (CD34) (Wagner e Roth,
2000).

| —— Dominio lectina

Dominio como EGF

2 sequéncias consensos repetitivas

Local de clevagem préoximo a membrana

Cauda citoplasmatica

Figura 1: Estrutura da L-selectina. Proteina transmembrana. Modificado a partir de Ivetic, A. &
Ridley, A.J., 2004(lvetic e Ridley, 2004).

Ap0s a ativacdo celular, diferente da P-selectina e E-selectina, a L-selectina sofre
protedlise proxima & membrana liberando as regides de dominios e sequéncias consenso.
Estudos com neutréfilos ativados pelo PMA mostraram clivagem da L-selectina realizada
por uma metaloprotease, regulada pela proteina cinase C (PKC). (Alexander, Kishimoto et
al., 2000; Ivetic e Ridley, 2004). Varios autores acreditam que durante o rolamento a L-
selectina ou os produtos de sua protedlise enviam sinais de transdugdo que ativam a
mobilizacdo de integrinas, evento subsequente ao rolamento, que leva a adesdo firme
(Conejeros, Jara et al.; Crockett-Torabi, 1998; Wagner e Roth, 2000).

1.2.2) Integrinas

As integrinas sdo grupos de glicoproteinas transmembréanicas encontradas nos PMN
(dentre outros tipos celulares) que intermedeiam a adeséo célula-célula e transmigragéo
através de células endoteliais. Uma informag&o importante é a presen¢a de uma quantidade
basal de integrinas na superficie dos neutrofilos, porém em conformacdo inativa. No

processo de firme adesdo dos neutrofilos a subunidade B, (CD18) é ativada resultando na
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formacdo de dois complexos diferentes: antigeno de macrofago (MAC-1; CD11b/CD18;
ampP2) e antigeno associado a fungdo dos linfécitos (LFA-1; CD11a/CDI8; a.f32) (Albelda,
Smith et al., 1994; Anderson, Hotchin et al., 2000; Wagner e Roth, 2000). O ligante
endotelial para MAC-1 é o ICAM-1 e para LFA-1 sdo ICAM-1 e ICAM-2. Além disso, 0
CD11b possui uma gama de ligantes que inclui fibronectina, albumina desnaturada,
fragmento do complemento (iC3b), dentre outros ainda desconhecidos (Albelda, Smith et
al., 1994).

A ativacdo dos neutrofilos leva a mobilizacdo e mudanca de conformacdo das
moléculas de adesdo. O CD11b ¢ localizado de forma basal na membrana plasmética, mas
também é encontrado nos granulos especificos, granulos gelatinases e vesiculas secretdrias
(Borregaard e Cowland, 1997; Davey, Zuzel et al., 2000).

1.2.3) Transmigracao

A transmigracdo ou diapedese é o evento onde os neutrdéfilos saem da corrente
sanguinea em direcdo ao tecido passando entre as células endoteliais. Esse evento é
mediado pelas integrinas e imunoglobulinas. Durante a transmigrac&o as células endoteliais
abrem as juncdes intercelulares e com auxilio da ligagdo do MAC-1 e ICAM-1 e a ligacéo
da molécula de adesdo de plaquetas e células endoteliais (PECAM-1; CD31) ocorre a
diapedese (Albelda, Smith et al., 1994; Wagner e Roth, 2000).

1.3) Granulos e vesiculas secretorias

A estimulacdo e/ou ativacdo dos neutréfilos em resposta ao processo inflamatério
leva o recrutamento ao local inflamado por gradiente quimioatraentes. O processo de
locomogéo e de destruicdo de microorganismos desencadeia mudangas na superficie dos
neutrdfilos levando a estados diferentes. Essa alteracdo estd intrinsecamente relacionada
com a movimentacdo ordenada dos granulos e vesiculas secretdrias. Os granulos sao
subdivididos em granulos azurofilicos ou primarios, granulos especificos ou secretorios e
granulos terciarios ou geletinosos. O mecanismo de mobilizagdo é controlado e ordenado

havendo distingdo na quantidade e qualidade dependente do estimulado/ativador
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(Faurschou e Borregaard, 2003). Segundo Faurschou, 2003 as vesiculas secretorias sdo as
primeiras a serem exocitadas, seguidas dos granulos gelatinase, especificos e azurofilicos,

nesta ordem.

1.3.1) Vesicula secretoria

As vesiculas secretdrias sdo produzidas por endocitose na maturacdo tardia dos
neutréfilos na medula 6ssea. Sdo as primeiras a serem mobilizadas e exocitadas. No
conteddo vesicular foram encontradas proteinas plasmaticas, porém faz se necessario
maiores investigacdes. J& a membrana contém diversos receptores, dentre elas marcadores
de adesdo como CD11b/CD18. CD11b frequentemente é investigado como sinal de
ativacdo inicial e é fundamental para o evento de adesdo firme, interacdo neutréfilos ao
endotélio. Outra molécula bastante relacionada a ativacdo é o heterodimero formado pelas
subunidades p22;nox € gP91pnox. A mobilizacdo desse heterodimero aumenta a formagéo do
complexo NADPH oxidase na membrana plasmaética e consequentemente a producao de
anion superdxido para o meio extracelular (Borregaard; Faurschou e Borregaard, 2003;
Soehnlein, Weber et al., 2009).

1.3.2) Granulo gelatinase

Os granulos gelatinase sdo conhecidos como peroxidases negativos e sdo
produzidos por células poOs-mitdticas. Na ordem de desgranulacdo estabelecida, sdo
liberados ap06s as vesiculas secretorias. No seu conteldo ndo sdo encontradas proteinas
antimicrobianas, mas proteinas relacionadas a degradacdo da matriz intercelular, importante
para a transmigracdo e migracdo no tecido. As proteinas principais sdo a gelatinase,
proteina que nomeia o granulo, e lizosima. Na membrana desses granulos encontramos
mais uma vez marcadores de adesdo CD11b/CD18 e o heterodimero de membrana do
complexo NADPH oxidase (Faurschou e Borregaard, 2003; Murav'ev, Fomina et al., 2003;
Soehnlein, Weber et al., 2009).
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1.3.3) Granulos especificos

Os granulos especificos também conhecidos com peroxidases negativos sao
produzidos no estagio de metamieldcitos na maturagdo dos neutrofilos. E o terceiro
compartimento a ter seu contetdo liberado e possui, como proteina principal, a lactoferrina
dentre outras proteinas antimicrobianas, além disso, os granulos especificos contém
ativadores da cascata do complemento que podem amplificar a resposta inflamatoria. Na
membrana granular também apresentam o complexo Mac-1, subunidade da NADPH
oxidase, ja relatados nas vesiculas secretorias e nos granulos de gelatinase, e subunidade da
proteina G dentre outras proteinas e receptores. Esse granulo parece estar relacionado com
a destruicdo de microorganismos invasoras no meio extracelular e com a modulacdo da
resposta inflamatéria (Gallin, 1985; Faurschou e Borregaard, 2003; Soehnlein, Weber et al.,
2009).

1.3.4) Granulos azurofilicos

Os granulos azurofilicos também conhecidos como peroxidase positivos por possuir
mieloperoxidase sdo produzidos no estagio de promioelécito da formacdo dos neutrofilos.
A desgranulacdo dessas estruturas ocorre mais tardiamente do que 0s outros porém
acredita-se que sua principal movimentacdo seja a fusdo com o fagossomo. O seu conteudo
apresenta a proteina lisozima como a mais abundante, mas possuem hidrolases acidas e
proteinases, proteinas antimicrobianas. Por causa do seu conteudo, fusdo com o fagossomo
e apresentacdo de CD63 em sua membrana os granulos azurofilicos eram confundidos com
o lisossomos primarios, mas se diferenciavam por ndo apresentar LAM-1 e LAM-2,
componentes do lisossomo e por apresentar CD68 ausente no lisossomo. A membrana do
granulo azurofilico, além do CD63 e CD68 ja relatados apresenta presenlina-1, somatina e
H* ATPase tipo V (Gallin, 1985; Faurschou e Borregaard, 2003; Fernandes, Passos et al.,
2005).
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1.4)  Complexo NADPH oxidase

O complexo NADPH oxidase é constituido de 6 subunidades sendo 2 associadas a
membrana plasméatica e a membrana de granulos. As demais subunidades séo proteinas
presentes no citosol. As subunidades p22unox € gpP91pnex associadas a membranas séo
conhecidas também como citocromo bsgg e as subunidades citosolicas S840 p47pnox, P67phox,
P40pnox € @ GTPase Rac2(Brown, Stewart et al., 2004). A montagem do complexo é
fundamental para o funcionamento da enzima que converte NADPH em NADP" liberando
dois elétrons e um proéton. O proton é liberado para citoplasma enquanto os elétrons séo
transportados pela membrana plasmatica ou do fagossomo e se ligam a duas moléculas de
oxigénio formando o anion superédxido (Rada e Leto, 2008).

A ativacdo dos neutrofilos é amplamente associada a ativacao do complexo NADPH
oxidase, que resulta na completa montagem e acdo desse complexo. Agentes comumente
considerados como ativadores sdo o PMA e o fMLP. Mas algumas moléculas podem atuar
tanto como estimuladores quanto ativadores, apresentando um efeito dependente de
concentracdo, porém, em alguns casos, esse aumento nado € fisiologico(Sheppard, Kelher et
al., 2005). A ativacdo requer a fosforilagdo dos residuos de tirosina e serina da p47pnox,
P67pnox € P40pnox Via cinases, tais como proteina cinase C (PKC), cinase p21 ativada, p38
MAPK, fosfoinositol 3-cinase (PI3-K) e proteina cinase ativada (PA), seguido por
translocacfes para membrana plasmatica e granular. Os componentes citosolicos possuem
diversos dominios modulares que permitem interacfes proteina-proteina e proteina-lipideo,
possibilitando assim a montagem do complexo (Chen, Lin et al., 2005; Sheppard, Kelher et
al., 2005). A subunidade p22p,0x presente nas membranas citoplasmaticas e granulares
fornece um local para a p47,n0x Se acoplar, quando ativada por meio de fosforilages. Assim
a P4Tpnox Se liga & p22,n0x € consequentemente a gp9lpnex, proteinas formadoras de um
heterodimero, e a p67,nox que esta ligada a gp9lpnox. A P40pnox fosforilada liga-se tanto a
P47pnox QuUaNto a p67pnox Para estabilizar o complexo. A p67pn0x € ativada também por
fosforilagéo e liga-se a GTP-Rac, antes inativa no citosol na forma de GDP-Rac inibida por
RhoGDI. A ligagdo p67pm0x € GTP-Rac promove o fluxo de elétrons pelo flavocitocromo
(NADPH oxidase), como se observa na figura 2 (Rada e Leto, 2008).
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Figura 2: Esquema de ativagdo da NADPH oxidase. Na ativacdo celular com a ilustracdo da
montagem do complexo para a transformacdo de NADPH em NADP" + H" e liberagdo de anion
superoxido (O,”). Modificado a partir de Rada, Balazs & Leto, Thomas L., 2008(Rada e Leto, 2008).

Eventos simultaneos acontecem ap0s ativacdo dos neutréfilos dentre eles estdo a
montagem do complexo NADPH oxidase e a fagocitose. Assim a producdo do anion
superdxido produzido pelo complexo ocorre ao mesmo tempo em que forma o fagossomo
pelo processo de fagocitose. O complexo montado na membrana plasmatica libera o anion
superoxido para meio extracelular e pode ser capturado por ser uma regido de formacéo de
fagossomo, porém ocorre escape de (O;"). Outro evento que também acontece € a fusdo de
granulos ao fagossomo aumentando a concentracdo de anion superéxido. O anion
superoxido (O2") pode ser transformado em perdxido de hidrogénio (H,0O,) de forma
espontanea porém essa reacao é catalisada pela enzima superéxido dismutase. O peréxido
de hidrogénio é mais toxico do que o anion superdxido, pois é mais reativo, permeavel a
membrana e relativamente mais estavel, o que permite a difusdo desse composto. O
peroxido de hidrogénio pode ser quebrado em H,O e O, pela enzima calatase diminuindo a
toxicidade. Outras reagOes quimicas que resultam especies reativas de oxigénio podem

acontecer dentro do fagossomo como: reacdo de Haber-Weiss ou de Fenton tendo como
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substrato o perdxido de hidrogénio e o anion superoxido e na presenca de Fe™ ou Cu™
produzindo radical hidroxila (HO®) ou ainda na presenga da enzima mieloperoxidase e
halogénios produzindo, por exemplo, acido hipocloroso, figura 3 (EI-Benna, Dang et al.,
2005; Rada e Leto, 2008).

2 NADPH 4ONOO™
k Peroxinitrito

2 NADP*+2 H" id
oxidase Oy Anlon superoéxido

Superoxide
dismutase (SOD)

2 '0H 2 H,0, > 2H,0+0,

Z

Radical hidroxila ~ F¢’"/Fe’* Peréxido de Hidrogénio

20,

2 H*

2 Cl'\

.

[ Mieloperoxidase (MPO) |

2 H,0

2 HOCI Acido hipocloroso

A

«—\ 2H,0

2 H,0,

0 2 R-NHCI 2'0OH
2

Oxigénio singleto Cloraminas Radical hidroxila

Figura 3: Producdo dos metabolitos de oxigénio. Esquema das reagdes quimicas na producdo de
metabdlitos de oxigénio no fagossomo. Modificado a partir de Rada, Baldzs & Leto, Thomas L.,
2008(Rada e Leto, 2008).
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1.5) Ativacao da transcricao

Estudos relatam que neutrdfilos ativados por meio de isquemia e reperfusdo e
endotoxemia e consequentemente atuacdo de estimuladores como PAF e LPS
respectivamente ativam a transcri¢cdo, por mecanismo controlado pelo proteassoma (De
Kleijn, Kox et al.; Ichikawa, Flores et al., 1997). Esse controle estd relacionado com a
ativacdo de fatores de transcri¢do, o mais conhecido o NF-kB, que acredita-se esta inativo
em células quiescentes (Wojcik e Di Napoli, 2004; Yu, Simonson et al., 2009). Apo6s o
estimulo varias sinalizages intracelulares ocorrem, dentre elas a formacéo e ativacdo do
NF-kB. O NF-xB é um dimero (p65/p50) da familia Rel que, ap6s o estimulo, é formado
pela degradacdo parcial do precursor p105 mediado pela unidade 26S do proteassoma.
Além disso, as subunidades p65 e p50 sdo montadas pela proteina IKBo formando um
complexo, o qual ¢ fosforilado e leva a ubiquitinagdo do IKBa, que por sua vez libera o
dimero p65/p50 (NF-xB). A proteina ubiquitinada é degradada e o NF-«xB fica livre no
citoplasma com a sua porcdo sinalizadora de localizagdo nuclear exposta. Esse sinal
permite a sua translocacao para o nucleo, onde liga-se ao promotor de varios genes pro-
inflamatdrios, tais como: TNF-a, IL-1p, IL-8 (Abdel-Mageed, Bajwa et al., 2003) e induz a
expressdo e amplificacdo da resposta inflamatoria (Wojcik e Di Napoli, 2004). A ativacao
que leva a liberacdo do fator de transcricdo e os fatores de transcri¢do que sao ativados pelo

NF-kB ainda sdo desconhecidos.

1.6) Neutrdfilos e ativadores

A estimulacdo ou ativacdo dos neutrofilos podem ser desencadeadas por
inflamacGes provocadas por infeccdo, onde estdo presentes componentes de paredes
bacterianas como LPS e fMLP, produzidos respectivamente por bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, que sdo agentes ativadores dos neutrofilos e atuam como quimioatraentes
até o local da infeccdo. Quando os neutréfilos chegam ao local da infeccdo, as bactérias
geralmente estardo opsonisadas, 0 que orienta 0s neutréfilos a realizar a fagocitose

rapidamente e, em seguida, ocorre a apoptose dos neutrofilos.
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Em uma inflamagéo sem infecgéo, outras quimiocinas, como TNF-a, interleucinas e
PAF sdo liberadas pelos tecidos e leucocitos apds injdrias teciduais, ocorrendo a
quimiotaxia e a liberacdo dos granulos sem a fagocitose. Nos dois tipos de processo
inflamatdrio (infeccioso ou ndo), o equilibrio entre recrutamento, liberacdo de substancias
toxicas e apoptose dos neutrdfilos é de fundamental importancia para que o agente
inflamatorio seja erradicado e a resposta seja gradualmente interrompida.

Algumas doencas sdo agravadas pela perda desse equilibrio, como: bacteremia, que
pode evoluir a choque séptico; a coagulacdo intravascular disseminada, ou a isquemia
seguida de reperfusdo que pode evoluir para a sindrome da resposta inflamatoria sistémica,
que, por sua vez, pode apresentar como complicacdo a sindrome da angustia respiratdria
aguda e como possivel consequéncia a sindrome da disfuncdo de maultiplos
orgaos(Kuijpers, 2001). Tal situacao é frequente apds traumas graves, podendo evoluir para
ARDS, que apresenta elevagdo na concentracdo de PAF sérica e pode culminar na morte
por faléncia mdaltipla de 6rgdos (MOF), cuja taxa de mortalidade passa dos 50%
(Rodriguez, 1993; Botha, Moore, Moore, Fontes et al., 1995).

1.6.1) Fator de agregacédo plaquetéaria (PAF)

A inflamacdo, mecanismo de defesa do organismo, € um processo complexo que
envolve células e mediadores. Assim, a importancia dos estudos celulares e dos
mecanismos de modulacdo sdo importantes para a compreensdo de diversas patologias. O
fator de agregacdo plaquetaria (PAF) é um potente mediador do processo inflamatorio,
sendo cada vez mais estudado ap6s a descoberta do pré-condicionamento do organismo a
uma resposta inflamatdria mais intensa (Penna, Bassino et al.; Mcmanus e Pinckard, 2000).
O nome fator de agregacdo plaquetaria foi originado por causa da ativacdo da agregacao
plaquetéria de coelho, ap6s estimulagdo de basdfilos por IgE. O PAF (1-O-alquil-2-acetil-
sn-glicero-3-fosfocolina) é um glicerofosfolipideo de baixa massa molecular (Penna,
Bassino et al.; Rodriguez, 1993; Mcmanus e Pinckard, 2000).

PAF é um autacdide potente com agdo em muitos sistemas, incluindo sistema
vascular, cerebral e muscular, produzido por uma grande variedade de células, tais como

PMN, mondcitos/macréfagos, linfocitos, células do endotélio vascular, mastocitos,
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basofilos, eosindfilos e plaquetas. O PAF é rapidamente sintetizado apds estimulagdo por
mediadores inflamatorios como trombina, angiotensina 1, vasopressina, leucotrienos C4 e
D4, histamina, bradicinina, elastase, catepsina, peroxido de hidrogénio, plasmina,
interleucina 8 (IL-8), interleucina 1 (IL-1) e TNF (Penna, Bassino et al.; Mcmanus e
Pinckard, 2000; Montrucchio, Alloatti et al., 2000).

A fosfatidilcolina é o substrato para a producdo do PAF que, em neutréfilos, pode
ser estimulada apos ativacdo por LPS ou fMLP. Tanto a producdo como a acdo do PAF
podem ocorrer na mesma célula, o mediador lipidico possui 4 maneiras de atuacao:
intracrina, estimulacdo interna da célula produtora, autdcrina, estimulacdo da célula
produtora apos liberacdo, juxtacrina, estimulacdo da célula produtora e/ou de células
adjacentes e paracrina, estimulacdo de células proximas a produtora(Mcmanus e Pinckard,
2000).

Os neutrdfilos sofrem estimulacdo ap6s a ligacdo do PAF ao seu receptor (PAFR)
(Lee, Hybertson et al., 2002). O PAFR é membro da superfamilia de proteinas que formam
7 hélices em forma de serpentina transmembranica, também encontrada na membrana
endossomal. O quarto loop intracelular contém a extremidade carboxi-terminal, ligada a
proteina G, tipos Gq e Gi. A proteina G, acoplada ao PAFR, é composta de trés
subunidades a, B e v. A ligacdo do PAF ao seu receptor ativa as subunidades Py, induz a
sinalizagdo mediante subunidades insensiveis a toxina pertussis, subunidade Gqa, ativando
PI3K e fosfolipases C (PLC) e A, (PLA;). PLC produz inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG)(Penna, Bassino et al.; Kerkhoff, Nacken et al., 2005). DAG ativa a
proteina cinase C (PKC), que fosforila diversas proteinas. O IP3 atua no reticulo
endoplasmatico liberando célcio, que por sua vez ira favorecer o influxo de célcio do meio
extracelular para o citosol. A ativacdo de PLA, produz &cido araquiddnico, que
metabolizado pela ciclooxigenase ou lipoxigenase produz prostaglandina e eicosanoides,
principalmente leucotrieno B4 (Nick, Avdi et al., 1997; Mcmanus e Pinckard, 2000;
Montrucchio, Alloatti et al., 2000).

Pouco se sabe da via de sinalizagdo intracelular dos neutréfilos estimulados pelo
PAF, porém estudos mostram a ativagdo da via da MAP cinase pelas subunidades p38 e
ERK1/2 (Chen, Lin et al., 2005). Sabe-se que o fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) ativa
ERK dependente de fosforilagdes por tirosinas cinases Ras, Raf-1 e MEK. PKC e PLA;
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também ativam ERK. Além disso, PLA; ativa p38 através de MEK 3/6 (Garcia, Fernandez-
Gallardo et al., 1990; Nick, Avdi et al., 1997; Khreiss, Jozsef et al., 2004; Chen, Lin et al.,
2005), figura 4.

Sabe-se que os neutrofilos estimulados pelo PAF provocam a mobilizacdo do
CD11b para a membrana plasmatica aumentando a adeséo firme. Estudos sugerem que esse
evento é induzido por ERK, IP3 e p38. Estudos com pacientes asmaticos mostram o
aumento de Mac-1 e LFA-1 em neutrofilos apds estimulacdo pelo PAF, bem como o
aumento de LTB, (Kitchen, Rossi et al., 1996; Gabrijelcic, Acuna et al., 2003). Também foi
observado o aumento de P-selectina no endotélio pela estimulacdo do PAF (Vinson,
Rickard et al., 2005). A p38 também seria responsavel pela fosforilagdo da subunidade
P67pnox da NADPH oxidase. O PAF também estimula a fosforilagdo da p40phox e Rac2
ativando o complexo, porém ndo é conhecido o caminho que leva a essa fosforilacdo. Como
podemos observar varios pontos da via de estimulagcdo dos neutrdfilos pelo PAF ainda se
encontram obscuros (Brown, Stewart et al., 2004; Sheppard, Kelher et al., 2005).

1.6.2) formyl — Methionyl — Leucyl - Phenylalanine (fMLP)

Estudos mostram que a resposta inflamatoria ativada devido a infeccdo bacteriana
libera quimioatraentes que ativam neutrofilos e mondcitos/macrofagos. Infecgdes por
bactérias Gram negativas ou positivas liberam quimiotaticos relacionados ao crescimento
bacteriano. Esses quimiotaticos sdo peptideos de baixa massa molecular apresentando N-
formil metionil em sua estrutura. Em meados de 1968 Ward e colaboradores confirmam a
liberacdo de peptideos N-formil metionina por vérias bactérias Gram positivas e por
mitocdndrias em células de mamiferos. Com essa descoberta e com o estudo do receptor de
peptideo formilados (FPR) foi produzido um protétipo formyl — Methionyl — Leucyl —
Phenylalanine (fMLP), um tripeptideo que liga-se ao receptor ativando as células, sendo
considerado um modelo de ativacdo produzido por bactérias Gram-positivas (Prossnitz e
Ye, 1997).

O protétipo quimioatraente que representa os peptideos formilados fMLP foi
encontrado em fluidos de culturas de Staphylococcus aureus com a mesma capacidade
quimiotatica para neutrofilos, estabelecendo-o como modelo de infeccdo (Christophe,
Karlsson et al., 2001).
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Os receptores de peptideos formilados (FPR) sdo encontrados em neutrofilos e
mondcitos/macréfagos e se apresentam em dois tipos: FPR like 1 (FPRL1) e FPR like 2
(FPRL2). O receptor FPRL2 s6 é encontrado em mondcitos/macréfagos. Em neutréfilos, os
receptores FPR estdo localizados nas membranas dos granulos gelatinase e na membrana
plasmaética, especificos e vesiculas secretérias (Le, Murphy et al., 2002; Faurschou e
Borregaard, 2003). A estrutura dos FPRs € constituida de sete segmentos transmembranicos
em o hélice que se ligam a proteina G (Prossnitz e Ye, 1997), familia Gi, que estimulam as
subunidades sensiveis a Toxina Pertussis (PTX). A proteina G é formada por trés
subunidades, sendo elas a, B e Y e em repouso as subunidades estdo ligadas (Gofy). O
complexo Gafy possui afinidade por guanosina difosfato (GDP) e apos a ligacdo do
peptideo ao receptor o complexo é dissociado liberando a subunidade o que interage com
outras proteinas efetoras gerando um segundo mensageiro e transformando GDP em GTP
(Ferretti, Nalli et al., 2001; Zen e Liu, 2008). A ativagdo da via e geragdo de um segundo
mensageiro € crucial para acOes efetoras dos neutrofilos na resposta inflamatdria como
qguimiotaxia, aderéncia, fagocitose, geracdo de ROS e secrecdo de enzimas lisossomais e
granulares (Selvatici, Falzarano et al., 2006).

A interacdo entre fMLP e seu receptor localizado na superficie dos neutrofilos inicia
a modificagdo da proteina G liberando a subunidade a e iniciando o processo de transdugio
de sinal. A subunidade livre ativa a fosfolipase C isoforma § (PLCB) que hidrolisa PIP2 em
DAG e IP3, DAG ativa PKC. A proteina Ga também ativa PI3K. Também ha relato da
ativacdo da PLA e consequente producdo de LTB4 e prostaglandinas. O IP3 ativado causa o
influxo de calcio do meio extracelular para o citosol e a liberagdo de calcio do reticulo
endoplasmatico (Le, Murphy et al., 2002; Zen e Liu, 2008). O calcio livre no citosol é
considerado um segundo mensageiro que provoca a producdo de AMPc ndo envolvendo
Adenilato Ciclase, mas um mecanismo ainda desconhecido. O célcio também atua
formando um complexo com a calmodulina desempenhando um papel no desencadeamento
de pequenas proteinas GTPase como Ras, Rac e p21, assim como efetores PAKs, NADPH
oxidase e ERK (Ferretti, Nalli et al., 2001). A ligacdo da p21 no dominio PAK leva a
interacdo com Rac na forma ativada ligada a GTP, processo ainda obscuro (Lian, Crossley
et al., 2001). Observou-se que apos a ativacao dos neutrofilos por fMLP, as proteinas Ras,
PI3K, MEK-2, como isorfoma predominante, e ERK 1/2 exibiam uma rapida ativacdo. A
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via da MAPK ativada por meio da ativagéo celular por fMLP foi verificado a capacidade de
MKK3, MKK4 e MKKG6 de fosforilar p38MAPK, onde Ric Kump (1997) cogita o
envolvimento de Rac e/ou Cdc42 seguido de PAK, além disso, foram identificados 2 tipos
de PAKSs nesse contexto (Krump, Sanghera et al., 1997; Ferretti, Nalli et al., 2001; Lian,
Crossley et al., 2001), figura 4.

Sabe-se que a ativagdo dos neutrdfilos por fMLP provoca adesdo, migracao,
desgranulacdo, producdo de ROS e fagocitose. O direcionamento e migracdo foram
relacionados com a ativacdo de PI3K (Le, Murphy et al., 2002). Estudos relatam que o
aumento de CD11b e formacdo do complexo Mac-1 na superficie dos neutrofilos e a
diminuigdo de L-selectina estdo relacionados com a ativagdo de PKC, assim com a
producdo de ROS com ativacdo de PKC (Alexander, Kishimoto et al., 2000; Le, Murphy et
al., 2002). Sugere-se a participacdo de ERK 1/2, MEK 1/2 e p38MAPK envolvidas na
producéo de ROS, sendo ERK 1/2 e MEK 1/2 responsaveis pela fosforilagéo de p47pnox € as
trés envolvidas na fosforilagcdo de p67pnox, Subunidades do complexo NADPH oxidase
(Dang, Raad et al.; Dewas, Fay et al., 2000).

1.6.3) Diferencas entre estimulacdo dos neutrofilos pelo PAF e ativacao
pelo fMLP

Os neutrdfilos possuem um variedade de receptores em sua membrana, dentre eles
receptores para substratos lipidicos (PAF) e protéicos (fMLP). Sabe-se que tanto o PAF
guanto o fMLP iniciam suas cascatas de sinalizacdo por meio de receptor acoplados a
proteina G, onde a intensidade da resposta celular se da pela ativacdo parcial ou total da
mesma (Priscila Randazzo De Moura, 2011). Essa diferenca foi caracterizada por Lee-Wei
Chen e colaboradores, ao especificar a inibicdo ou ndo da subunidade G; pela Toxina
Pertussis na cascata de ativacdo do PAF e fMLP. A resposta da ativacédo total do neutréfilo
pelo fMLP ¢é caracterizada pela sensibilidade da subunidade a;; da proteina G a Toxina
Pertussis, que resulta da ativacdo completa da cascata de sinalizacdo ativando os dois
sistemas de transducdo de sinais, via ativagdo da proteina Gs promovendo a ativacdo da
Fosfolipase C (producdo de DAG e IP3) e inibicdo da subunidade Gj,a (Chen, Lin et al.,
2005). Essa ativacdo é caracteristicamente observada na resposta celular onde ha uma

grande mobilizacdo de calcio, despolarizacdo de membrana, montagem de actina, adeséo ao

33



endotélio vascular, quimiotaxia, geracdo de superoxido, liberacdo de enzimas granulares e
sintese de AMP ciclico. J& o PAF estimula os neutrofilos mostrando respostas celulares
moderadas (liberacdo moderada de enzimas granulares e diminuicdo da liberacdo de
AMPc), limitada (baixa intensidade de geracdo de superoxidos e pequena clivagem da L-
selectina) com reversdo espontanea (Kitchen, Rossi et al., 1996) justificada pela
insensibilizacéo das subunidades Gisa, Gsa € Gqo @ Toxina Pertussis, onde somente a via da
Fosfolipase C e A2 sdo ativadas culminando consequentemente da liberacdo parcial de

calcio via IP3.

Outra via que € comum na sinalizacdo de PAF e fMLP é a ativacdo de PI3K através
da subunidade By da proteina G e a fosforilacdo de ERK por duas vias: PLC e PKC, sendo
que no estimulo por PAF, PKC ¢ tipo y (subunidade que provavelmente ¢ dependente de
calcio) e no fMLP tipos a, B, & ¢ € (que pode ser dependente de calcio ou ndo). Uma
proteina cuja ativacao € diferente nessas duas condicdes é a p38 MAPK, pois na ativacdo
pelo fMLP ela ¢ ativada pela PLC enquanto que na estimulacdo pelo PAF ela é ativada pela
PLA; (Chen, Lin et al., 2005), figura 4.

As diferencas encontradas no inicio das vias em estudo podem levar a ativaces
parciais em neutrofilos estimulados pelo PAF e direcionamento diferentes das funcgdes a
serem realizadas, dentre elas ainda pouco conhecida a regulacdo da transcricdo. Em
neutrofilos ativados comumente relata-se a migracéo e a degranulacdo, mas pouco se sabe

do mecanismo interno que leva a essas movimentagoes.
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1.7)  Técnicas adotadas

De forma a abordar questdes que envolvem aspectos funcionais dos neutrofilos,
bem como complexas interacdes entre vias de sinalizacdo, optou-se pelo uso das
abordagens protedmica (Bernas, Gregori et al., 2006). A primeira permite analisar
variagOes intracelulares ou em sua superficie, tanto de forma a quantificar a intensidade de
variacdo numa determinada populacdo de células, quanto verificar a uniformidade de tal
alteracdo na mesma populacdo. A segunda permite quantificar a abundancia de grandes
grupos de proteinas, identificando-se as que apresentam variabilidade significativa entre as
condigdes.

1.7.1) Citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite a contagem de células individuais caracterizando-as
guanto ao tamanho, quantidade de granulos e emissdo de fluorescéncia, quando utilizado
um marcador especifico. O citdmetro de fluxo € um sistema constituido por 5 elementos:
fonte de radiacdo (Iampada de mercurio ou laser), uma cdmara de fluxo, unidades de filtros
oOpticos para selecdo de intervalos de comprimento de ondas especificas, fotodiodos ou
fotomultiplicadores para deteccdo sensivel e uma unidade que processa os dados
recolhidos. A fonte de radiacdo emite um feixe de laser que sera desviado ao encontrar com
a célula. Esse desvio serd detectado pelos fotodiodos. A combinagdo desses desvios
revelara informacdes como a dimensdo celular, a granularidade e a morfologia. Com a
inclusdo de um marcador fluorescente pode-se ter mais um parametro a ser analisado

(Loureiro).

No presente projeto, foram utilizados o 1,2,3 diidrorodamina (DHR) como marcador
para 0 espécies reativas de oxigénio. Com a estimulacdo e ativacdo dos neutrdfilos a
NADPH oxidase produz anion superéxido que é transformada em peroxido de hidrogénio
de forma espontdnea e catalisada pela enzima superoxido dismutase. A 1,2,3
dihidrorodamina (DHR) é permeével a membranas celulares e é oxidada na presenca de
peréxido de hidrogénio, sendo assim um marcador indireto da estimulacdo e/ou ativagédo

celular. Apds a oxidagdo o novo composto formado 1,2,3 rodamina é fluorescente capaz de
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ser excitado pelo laser de 488nm, emitindo fluorescéncia captada pelo canal cujo
comprimento é entre 525-535nm(Bassoe, Li et al., 2003; Wrona, Patel et al., 2005).

Também foram utilizados dois marcadores de superficie que indicam ativa¢do. O
marcador CD62L é positivo para a ativacdo na auséncia de L-selectina na superficie, ja o
marcador CD11b ocorre ao contrario. A ativacdo dos neutrofilos leva a liberagdo de uma
metaloprotease que cliva a L-selectina e consequentemente a desgranulagdo de granulos
especificos, gelatinase e vesicula secretéria que aumenta CD1lb na membrana
plasmatica(Conejeros, Jara et al.). Foram utilizados para avaliacdo citométrica anticorpos
conjugados com fluoréforo FITC (525-535nm) para CD62L e fluordéforo R-PE (555-
600nm) para CD11b (Silva, 2004).

1.7.2) Prote6bmica

Protedbmica consiste no estudo de conjuntos de proteinas expressas, bem como das
variacdes e modificacbes pos-traducionais em condicdes especificas. Varias abordagens sao
atualmente utilizadas em protedmica, sendo uma das frequentemente descritas a
comparativa, onde proteinas sdo separadas, quantificadas e posteriormente identificadas.
Um dos métodos de separacdo protéica é a utilizacdo da eletroforese 2D que separa
misturas complexas de proteinas, em intervalos definidos de pH e massa molecular, a
comparacdo dos estado especificos, pode ser realizada por meio da comparacdo da
intensidade dos spots presentes e pareados nas imagens dos géis de cada condicdo e a
identificacdo das proteinas presentes pode ser realizada com base em dados obtidos pela
espectrometria de massa como MALDI-TOF-TOF e LTQ XL Orbitrap.

H& poucos trabalhos de protebmica celulares totais de neutrofilos, porém nos
ultimos anos foram publicados trabalhos sobre fragBes celulares de neutréfilos, enfocando
citoesqueleto, membrana plasmatica e granulos (Lominadze, Powell et al., 2005; De Souza
Castro, De Sa et al., 2006; Jethwaney, Islam et al., 2007; Uriarte, Powell et al., 2008; Xu,
Crawford et al., 2009). Como o foco desse trabalho é caracterizar os neutrofilos em estados
de ativacdo diferentes em varios aspectos, também foi utilizada a abordagem proteémica

que permite separar, fracionar, identificar e catalogar uma grande quantidade de proteinas
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ao mesmo tempo. O conjunto de proteinas com abundéancia diferente entre as condi¢oes
testadas permitira avaliar vias metabdlicas participantes de tais processos, bem como sua
ocorréncia em organelas especificas. Com isso desenvolvera a abordagem classica em
protedmica, envolvendo eletroforese bidimensional (2DE), espectrometria de massa (MS e
MS/MS) e bioinformética para que proteinas diferencialmente abundantes possam ser
identificadas em bancos de dados internacionais (Palma).

Os neutréfilos sdo células de defesa do organismo de extrema importancia que
atuam principalmente em infeccGes fungicas e bacterianas. Quando o funcionamento
neutrofilico é eficiente e a0 mesmo tempo esta sob controle, o sistema imune e células
endoteliais liberam substancias que ativam, estimulam e inibem vérias ac¢fes dessa célula.
O PAF, IL-8 e TNF-a sdo substincias que causam o efeito estimulador nos neutrdfilos, ja o
fMLP e LPS causam a ativacao dos neutrdfilos, mimetizando uma infeccdo bacteriana e o
PMA mimetiza a ativacdo iniciada internamente. Porém, diversas -caracteristicas
morfoldgicas dentre elas a desgranulacdo dos neutréfilos e pontos das vias que levam a tal
estimulacdo e ativacao ainda ndo foram completamente esclarecidos na literatura. Com isso
a comparacdo do perfil de ativacdo de adesdo entre neutr6filos estimulados por PAF e
ativados por fMLP, além da identificacdo de proteinas diferencialmente abundantes entre
células quiescentes, células estimuladas pelo PAF e ativadas por fMLP fornecera subsidios
para uma elucidacdo mais detalhada dos mecanismos moleculares que levam a estimulacéo

e ativacdo dos neutrofilos.
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2. OBJETIVO

Analisar diferencas por meio de ensaios citometricos e identificar proteinas de
neutrdfilos quiescentes, estimulado pelo fator de agregacdo plaquetéria (PAF) e ativados
pelo n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) que caracterizem diferenca entre as

condicdes.

2.1) Parase atingir tal objetivo, foi adotada a seguinte estratégia:

- Comparacéo entre os neutrofilos quiescentes, estimulados por PAF e ativados pelo
fMLP avaliando a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, presenca de CD11b na
superficie celular e liberacdo do CD62L da superficie.

- Comparacao entre os mapas protedbmicos em pH acido (4-7) em trés situacdes:

neutréfilos quiescentes, neutrofilos estimulados por PAF e neutrofilos ativados por fMLP.

- Identificacdo de proteinas caracteristicas de cada estimulo e ativacdo, bem como

das que sdo comuns aos diversos estimulos em relagéo ao controle quiescente.
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3. METODOLOGIA

Para comparacdo protedmica foram escolhidos apenas 2 ativadores: PAF e fMLP,
por j& existirem géis bidimensionais j& produzidos em trabalhos anteriores e a possibilidade
de se comparar um estimulador PAF a um ativador fMLP cujos receptores estdo acoplados
a proteinas G. Além disso, essas duas situacGes representam dois niveis de ativacéo
distintos, frequentemente referidos na literatura como pequena producdo de espécies
reativas de oxigénio e grande producéo .
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3.2) Obtencéo da amostra
3.2.1) Coleta de sangue

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da UnB e todos os cuidados no
procedimento de coleta de sangue foram tomados. 24 mL de sangue de 3 individuos
masculinos com idade entre 20 e 50 anos, sem historico de doencas cronicas, ndo fumantes,
ndo alcoodlatras, semresposta inflamatdria evidente e doenca infecto-contagiosa e que nédo
faziam uso de medicamentos foi coletado em tubos heparinizados. A coleta foi realizada
com aspiracdo suave e em material pléastico estéril para ndo ativar os neutrofilos

(Biosciences).

3.2.2) Isolamento dos neutrofilos, estimulacéo e ativacéo

Os neutréfilos foram separados por meio de centrifugacdo em gradiente de percoll.
O percoll é composto de particulas de silica inertes, ndo toxicas, que nao aderem a
membranas, sendo adequado para purificacdo de células e organelas (Amershan; Haslett,
Guthrie et al., 1985). O volume coletado foi dividido em 2 tubos de 50 mL, contendo
gradientes de 60% (12 mL) e 70% de percoll (12 mL), ficando o de 70% no fundo do tubo;
0 sangue (12 mL) foi colocado sobre os gradientes de percoll. O material foi centrifugado
por 15 minutos, 200g, a 22°C, aceleracdo e desaceleracdo lenta. Apos a centrifugacdo os
neutréfilos ficaram entre o gradiente de 60% e 70%, com eritrocitos no fundo e células
mononucleadas e plasma sobre o gradiente de 60%. Os neutrofilos foram colhidos e
lavados duas vezes em 7 mL de HBSS 1X para retirar o excesso de percoll. Os neutréfilos
foram centrifugados por 5 minutos, 300g, aceleracdo e desaceleracdo de 5 a temperatura
ambiente. Em caso de contaminacdo residual com eritrécitos realizava-se hemolise com

agua e retorno da osmolaridade com HBSS 2X (Santos, 2007).

Ap6s a contagem dos neutréfilos, amostras contendo pelo menos 7x10° neutréfilos,
apresentando pureza acima de 97% e viabilidade acima de 98% foram selecionadas para a
continuidade do estudo, uma vez que sio necessérias 1x10° células para cada gel, e foram
realizadas triplicatas técnicas e biologicas (3 géis de cada individuo em cada situacdo e

anélise de neutréfilos de 3 individuos diferentes). Além disso, foram necessarios 3x10°
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neutrdfilos para cada ensaio por citometria de fluxo. Apds o isolamento os neutréfilos
foram divididos em aliquotas e incubados por 30 minutos em temperatura ambiente com 0s
ativadores  nas  seguintes  concentracdes: 1-O-Palmityl-2-acetyl-racglycero-3-
phosphocholine (Sigma P1402) PAF 20 nmol/L, fMLP 100nmol/L (Sigma F3506), para
andlise protedbmica e para andlise citométrica: PAF 20 nmol/L + fMLP 100 nmol/L e PMA
100 nmol/L (controle positivo) para analise citométrica. A concentracdo do PAF e fMLP
foi definida com base na literatura revisada, tendo sido escolhido o valor de 20 nmol/L para
PAF em funcéo das caracteristicas de estimulo celular (Botha, Moore, Moore, Fontes et al.,
1995) e 100 nmol/L para fMLP por ser a concentragdo mais utilizada em ensaios com essa
ativador (Krump, Sanghera et al., 1997; Dewas, Fay et al., 2000; Le, Murphy et al., 2002;
Wittmann, Frohlich et al., 2002; Zen e Liu, 2008). Outros requisitos adotados para a
utilizacdo dessas concentragdes foram a ativacdo na montagem da NADPH oxidase
verificada pela producdo de espécies reativas de oxigénio, ser eficiente como um primeiro
hit para posterior ativacdo pelo fMLP, caracteristica como estimulante pelo PAF e
possibilidade de reversdo (Botha, Moore, Moore, Fontes et al., 1995; Kitchen, Rossi et al.,
1996; Steel e Anderson, 2002; Mathison, Befus et al., 2003).

3.3) Analise celular

3.3.1) Citometria de fluxo e Microscopia confocal

Para a analise citométrica da estimulacdo de neutréfilos, apds a adi¢do do estimulador
e do ativador, foi adicionado aos ensaios 0 marcador 1,2,3-dihidrorhodamina (DHR) (15
pumol/L) em cada condigdo. Esse marcador entra na célula e na presenca de peroxido de
hidrogénio, o DHR é oxidado em rodamina, substancia fluorescente, que sera detectada
pelo citbmetro de fluxo, apds a incidéncia do laser no comprimento de onda de 488nm e a
emissdo captado no canal FL1 (verde, 525-535nm) leitura em unidades arbitrarias (Wrona,
Patel et al., 2005). Foram avaliados 10000 eventos no citdmetro de fluxo FACS Calibur
BD.

Para avaliar a ativacdo dos neutrofilos foram utilizados dois anticorpos: O anticorpo
anti-CD62L conjugado ao fluoréforo FITC (verde, 525nm), para verificar se os neutrofilos

estariam preparados para o inicio do rolamento e o anticorpo anti-CD11b conjugado ao
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fluoréforo R-PE (amarelo, 575nm) para a avaliar a influéncia do estimulador e do ativador
na liberacdo de granulos especificos, de gelatinase e vesiculas secretoria (Borregaard e
Cowland, 1997; Van Eeden, Klut et al., 1999). Dois metodos de incubacdo foram
utilizados: o primeiro a incubacao dos neutrofilos com 1 pL de cada anticorpo conjugado
para cada 10° células foi iniciado junto com a estimulagdo e com leituras sequenciais nos
tempos de 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. Em cada tempo de exposi¢do ao ativador foi
realizada a leitura de 10000 eventos. O segundo método foi utilizado o seguinte protocolo:
a incubacdo dos neutréfilos com 1 pL de cada anticorpo conjugado para cada 10° foi
realizada ap6s estimulagdo e ativacdo por 30 minutos e lavagem com tampdo PBS. As
células foram incubadas com os anticorpos por 1 hora a 4°C, em seguida foram lavadas 3
vezes com PBS e finalmente fixadas com formaldeido 0,01% deixando no minimo 15
minutos e no maximo 24 horas, antes da leitura no citdmetro de fluxo. Na otimizacdo do
segundo protocolo algumas aliquotas foram separadas para analise no microscépio confocal
para a validacdo da presenca desses marcadores somente na superficie. Os neutréfilos
separados foram incubados com DAPI na concentracdo de 3 pM por 15 minutos e em
seguida lavados 2 vezes por 5 minutos cada e leitura no microscopio confocal Leica TCS

SP5 Microsystems.

3.3.2) Adaptacdo do protocolo para andlise de citometria de fluxo e

microscopia confocal

Foi testada a ativacdo dos neutrofilos pela presenca de CD62L e CD11b na
superficie celular ao longo de 120 minutos, em intervalos definidos aos 5, 15, 30, 60 e 120

minutos.

A andlise celular proposta, por citometria de fluxo e por microscopia confocal,
demandou a otimizacdo do protocolo, que inicialmente era voltado a células aderidas a

lamina, para procedimento em microtubos com células em suspenséo.

1?2 Etapa — Adaptacéo células aderidas em laminas para células em suspenséo.
Protocolo inicial:
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Apos o isolamento dos neutréfilos as células eram aderidas a Iamina, lavadas com
PBS pH 7,4, fixadas em solugdo de formaldeido 3,7% (sem metanol) em PBS por 10
minutos, temperatura ambiente, lavadas 2 vezes em tampéao PBS, bloquear com BSA 1%
em tampdo PBS por 20 minutos, lavados com PBS por 5 minutos, em seguida incubadas
com 1 pL de cada anticorpo conjugado para cada 10° células, overnight, a 4°C. No dia
seguinte, lavadas 3 vezes com tampdo PBS com 10 minutos de incubagdo, em seguida
adicdo de DAPI 4,6 Diamidino-2-phenylindole D 9542 (sigma-Aldrich) e lavadas 3 vezes
com PBS.

Esse protocolo é adequado para microscopia confocal, mas para a citometria de
fluxo é invidvel, pois a citometria demanda células em suspensdo. Outro problema
encontrado € a ativacdo dos neutrdfilos que estdo em contato com o vidro, isso traria
resultados falsos positivos de ativacdo. Entdo o protocolo foi modificado da seguinte
maneira: Apos o isolamento dos neutrofilos, as células foram lavadas com PBS pH 7,4,
fixadas em solugdo de formaldeido 3,7% (sem metanol) em PBS por 10 minutos,
temperatura ambiente, lavadas 2 vezes em tampdo PBS, tiveram os sitios inespecificos
bloqueados com BSA 1% em tampdo PBS por 20 minutos, lavados com PBS por 5
minutos, em seguida incubadas com anticorpo conjugado overnight, a 4°C. No dia seguinte
lavadas 3 vezes com incubagdo por 10 minutos em tampdo PBS. Uma aliquota foi retirada
para leitura em citometria de fluxo e outra seguiu com a adi¢do de DAPI 4,6 Diamidino-2-
phenylindole D 9542 (sigma-Aldrich) e lavado 3 vezes com PBS, foi retirado o
sobrenadante ressuspendido em um volume de 10 pL e adicionando esse volume com
celulas em uma lamina que foi centrifugada a 400g por 5minutos.

Resultados: Foi constatado que as células estavam abrindo poros, com isso 0
anticorpo que deveria ligar somente a superficie estava penetrando nas células é aderindo a

membrana nuclear, figura 5.
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Figura 5: Neutrdfilos quiescentes, A) neutrdfilos marcados com CD62L conjugado com fluoroforo

FITC (verde), na escala de 25 um mostrando o nicleo (verde) B) nicleo do neutr6filo corado com

DAPI, escala 5 um, (roxo) C) nlcleo de neutréfilos marcados com anticorpo-CD62L (verde), escala
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5um D) sobreposicdo de imagens campo claro, nicleo com DAPI (roxo) e com anticorpo-CD62L

(verde), escala 5 um E) neutrofilos sem fluorescéncia, campo claro, escala 5 um.

2% Etapa — Mudanca do tampéo PBS para HBSS.

Nesse teste foi trocado o tampdo PBS por HBSS. O tampao HBSS tem acréscimo de
glicose o0 que poderia manter as células vidveis por mais tempo, mas nao houve

modificacdo no resultado. As células continuaram abrindo poros.

3% Etapa — Mudanca da ordem de fixagéo e tempo de incubagéo do anticorpo

Com base na hipotese que a fixacdo com formaldeido 3,7% estaria abrindo poros,
foi realizado outro teste. Apds o isolamento dos neutréfilos, as células foram lavadas e
incubadas com anticorpo conjugado por 1 hora a 4°C, lavadas 1 vez com tampdo PBS
gelado e duas aliquotas foram separadas, uma sem fixar e outra fixada com formaldeido
3,7%, porém essa comparacdo SO pode ser feita na citometria, pois para visualizar a amostra
na lamina com o mesmo grau da ativacdo das aliquotas levadas para a citometria é
indispensavel a fixacdo. Na citometria a amostra ndo fixada ficou muito parecida com a

amostra fixada, afastando a hipotese inicial.

42 Etapa — Monitoramento da viabilidade celular

Com o objetivo de se definir em que etapa estavam se abrindo os poros celulares,
foi feito o monitoramento com azul de tripan em todas as etapas de separacdo celular,
ativacdo e incubacdo com anticorpo e fixacdo e com esse monitoramento foi descoberto que

as células abriam poros durante a incubagdo com o anticorpo.

52 Etapa — Modificacdo do protocolo de isolamento celular

Apos a confirmagdo do inicio de necrose celular coincidente com o momento da
incubacdo com anticorpos foram testadas mudancas no protocolo do isolamento celular

tornando-o mais rapido, além de manter as células com atividade metabdlica basal, para
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isso foi adotado a manutencdo das células a temperatura de 4°C, ativacdo celular a 37°C e
incubagdo com anticorpo por 1 hora com fixacdo com formaldeido 3,7%. Com essa
modificacdo as células se mantinham viaveis até a incubacdo com o anticorpo, abrindo

poros no momento da fixacao.
62 Etapa — Aumento do nimero de lavagens apos a incubagdo com anticorpo

A partir dessa etapa todas as separacdes de neutrofilos foram realizadas com o novo
protocolo e apos o isolamento dos neutrofilos, as células foram lavadas e incubadas com
anticorpo conjugado por 1 hora a 4°C. Foi proposta a hip6tese que apenas uma lavagem
permitiria a permanéncia de moléculas residuais de anticorpo no sistema de incubacéo.
Nesse teste foi aumentado o nimero de lavagens ap6s a incubagcdo com o anticorpo de 1
lavagem para 3 vezes com tampao PBS gelado e fixada com formaldeido 3,7%. Porém

ainda foram observados anticorpos perinucleares.
7% Etapa — Diminuicdo da quantidade de anticorpo

A diminuicdo da quantidade de anticorpo foi realizada para diminuir a sobra de
anticorpos apos incubacdo de 1 h consequentemente diminuicdo de artefatos. O protocolo
inicial seguiu as recomendagdes do fabricante, 5 L de anticorpo para 10° células. Ent&o
foram testados 5 pL , 2,5 pL e 1 pL de anticorpo para 10° células e foi demonstrado que 1
L de anticorpo para 10° células é suficiente para marcacio de forma reprodutivel, porém
ainda ndo foi obtido resultado satisfatdrio, pois uma quantidade pequena de anticorpo ainda

entrava na célula.
82 Etapa — Modificacdo da concentracdo de fixador (formaldeido)

Apds isolamento dos neutrofilos, as células foram lavadas, incubadas com 1 L de
anticorpo para 10° células por 1 hora a 4°C e foram testadas concentracdes de 3,7%, 3,0% e
2,5% de formaldeido. Porém ainda houve a entrada do anticorpo em todas as concentragdes

testadas.
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92 Etapa — Mudanca de fixador

Nessa etapa foi testado outro fixador contendo: 1% de paraformaldeido, 1% de
cacodilato de sodio e 0,665% de cloreto de sodio, incubados por 15 minutos a 4°C, mas nao

obtivemos resultados satisfatérios com nenhum deles.

102 Etapa — Mudanca de concentracéo e de fixador

Nessa etapa insistimos mais uma pouco no teste de diferentes fixadores e
concentragOes diferentes, baseados na literatura. Entdo foram testadas trés outras solugdes:
formaldeido 0,01%, paraformaldeido 0,01% e paraformaldeido 0,2%. Nesse teste foi
observada a integridade da membrana sem entrada do anticorpo na solugdo com
formaldeido 0,01%, membrana um pouco permeavel na solu¢do com para paraformaldeido
0,01% e bastante permeéavel com paraformaldeido 0,2%. Nessa etapa foi resolvido o
problema da permeabilidade celular com adi¢cdo do fixador, porém foi observada a
dificuldade de entrada do DAPI (marcador nuclear). Com a definicdo do fixador seguimos a
recomendacdo do protocolo base de incubacdo com formaldeido por pelo menos 15
minutos e leitura até 24 horas de incubacao.

112 Etapa — Mudanca na concentracdo de DAPI e tempo de incubacgéo

Apos a fixacdo dos neutrdfilos com formaldeido 0,01% overnight, no dia seguinte
retira-se uma aliquota para leitura na citometria de fluxo e uma aliquota para a microscopia
confocal. Foram realizados testes de concentracdo de 1,5 UM de DAPI (metade da
concentracdo original), e de incubacdo em tempos diferentes 5 minutos do protocolo base,
10 minutos e 15 minutos. Com 15 minutos e 1,5 uM foi observada uma grande quantidade
de células com membrana integra e nucleos bem corados, mas com excesso de DAPI na

lamina.
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122 Etapa — Aumento do nimero e tempo de lavagens

Considerando as adaptacbes realizadas até o momento, ap6s o isolamento dos
neutréfilos e ativacdo, as células foram lavadas, incubadas com 1 pL de anticorpo para 10°
células, seguem-se 3 lavagens com PBS gelado, incubado com formaldeido 0,01%
overnight, em temperatura ambiente, no dia seguinte retira-se uma aliquota para leitura na
citometria de fluxo e uma aliquota para a microscopia confocal. Foram realizados testes
com 1 e 2 lavagens com tampéo PBS ap0s fixacdo e concentracdes de 1,5 uM e 3 uM de
DAPI, incubados por 15 minutos e lavagem por 5 minutos. A combinacgdo de 2 lavagens
com tampdo PBS apds fixacdo, concentracdo de 3 uM de DAPI por 15 minutos e lavagem
de 5 minutos para retirar o excesso de DAPI foi o melhor protocolo alcancado, para manter
a célula integra com nucleo bem corado e diminuicéo do excesso DAPI sobre a ldmina sem

enfraquecer a coloragdo nuclear, como mostra a figura6 e 7.
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Figura 6: Neutrdfilos quiescentes, A) superficie dos neutréfilos marcados com CD62L conjugado
com fluoroforo FITC (verde) na escala de 25 um, B) nlcleo dos neutréfilos corados com DAPI
(roxo), escala 5 um, C) superficie dos neutréfilos marcados com CD62L (verde), escala de 5 um, D)
sobreposicdo de imagens com a marcacdo de superficie dos neutrdfilos por anti-CD62L (verde) e
nacleo dos neutrdfilos coarados por DAPI (roxo), escala 5 um E) neutrofilos sem fluorescéncia,
campo claro, escala 5 um.
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Figura 7: Neutrdfilos quiescentes, A) superficie dos neutréfilos marcados com CD62L conjugado
com fluoroforo FITC (verde) na escala de 25 um, B) nicleo dos neutréfilos corados com DAPI
(roxo), escala 5 um, C) superficie dos neutréfilos marcados com CD62L (verde), escala de 5 um, D)
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sobreposicdo de imagens com a marcagdo de superficie dos neutréfilos por anti-CD62L (verde) e
ndcleo dos neutrofilos coarados por DAPI (roxo), escala 5 pum E) neutréfilos sem fluorescéncia,
campo claro, escala 5 pm.

3.4) Protedmica

3.4.1) Lise celular e dosagem de proteinas

Apos a estimulacdo e ativacdo foi realizada a lise dos neutréfilos por acdo de
agentes caotropicos e detergente (Uréia 7 mol/L, Tiouréia 2 mol/L, Triton-X100 1% v/v,
Pharmalite 4-7 0,005% v/v), na presenca de nucleases e inibidores de proteases (Protease
inhibitor mix, GE Healthcere 1% v/v, 5 uL, nuclease mix, GE Healthcare 1% v/v, 5 uL) por
1 hora a 25°C e, a seguir adicionados DTT 1% v/v e EDTA 0,16 mol/L e incubado por mais
uma hora. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a temperatura ambiente a
14000 rpm, e uma aliquota do sobrenadante foi usada para dosagem de proteinas com base
no método descrito por Bradford e adaptado por Ramagli (1985) para compatibilidade com
o tampé&o de lise (Ramagli, 1985).

3.4.2) Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)(Dunn e Corbett, 1996)

a) Isoeletrofocalizacéo

Foram aplicados 50 ug de proteina a géis de IPG, de 18 centimetros de comprimento,
com faixas de pH de 4-7 (acida), para reidratacdo e incorporacdo da amostra. Os géis (em
triplicata) foram submetidos a diferenca de potencial elétrico, em sistema IPG-Phor, para
focalizacdo isoelétrica das proteinas, por 44000 volts/hora (Santos, 2007).

b) Etapa de Equilibrio

Apos o término da isoeletrofocalizacdo, os géis de IPG foram incubados com DTT
1%, por 15 minutos, para reducdo das pontes dissulfeto e, em seguida, com iodoacetamida
135 mM também por 15 minutos, no escuro, a 25°C para alquilacdo das cisteinas (Gorg,
Obermaier et al., 2000).
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c) SDS-PAGE

Os géis contendo as proteinas reduzidas e alquiladas foram aplicados sobre géis, de
poliacrilamida a 12%, contendo SDS e submetidos a uma corrente elétrica de 20 mA
constante e tensdo maxima limitada em 500V, temperatura de 19°C no tempo de 6 horas.
para uma segunda separacdo com base na massa molecular (Dunn e Corbett, 1996; Santos,
2007).

d) Coloracgao

Os géis obtidos ap0ds essa segunda corrida eletroforética foram corados pelo método
prata de alta sensibilidade. Neste método a sensibilidade torna-se aumentada pela mistura
de nitrato de prata com amonia e pela presencga de &cido tricloroacético durante a fixacao
(De Souza Castro, De Sa et al., 2006). Esse método de coloracdo permite a visualizacdo dos
spots com até 0,005 ng de proteina (De Souza Castro, De Sa et al., 2006) e preserva a

compatibilidade com a identificagdo por espectrometria de massa.
e) Digitalizacéo e Secagem dos Géis

Ao final da etapa de coloracdo, a imagem de cada gel foi digitalizada e armazenada
em arquivos. Apos ser digitalizacdo, cada gel foi seco entre folhas de celofane hidrofilico e

armazenado.

3.4.3) Analise Computacional das Imagens dos Géis

Por meio do software Image Master foram detectados e pareados os spots realizando
a comparacdo entre neutrofilos quiescentes, estimulados pelo PAF e ativados por fMLP. As
imagens dos géis em tons de cinza no formato TIF foram utilizadas para serem analisadas
com auxilio do software Image Master 2D Platinum versdes 5.0 e 6.0. Para a utilizacao das
imagens dos géis pelo Image Master foi realizada a conversdao do formato TIF para o
formato MEL.

No Image Master 2D Platinum versdo 5 foram detectados os spots levando em
consideracdo a sua area e intensidade a detecgdo foi realizada de forma automética e
manual com auxilio de vérias ferramentas disponiveis no programa. Apds a deteccdo e

revisao os géis foram transferidos para o programa Image Master Platinum versdo 6.0 onde
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foram realizado o pareamento dos spots entre os géis. Os géis foram pareados da seguinte

forma:
&% Classe dos Controles (quiescentes): onde foi selecionado um gel normal

(quiescente) como referéncia, por ser o gel com maior nimero de spots e mais bem

focalizado, pareado com triplicata dos individuos A, B e C.

&% Classe dos Estimulados com PAF (PAF): onde foi selecionado um gel PAF
referéncia pareado com as triplicatas dos individuos A, B e C.

&% Classe dos Ativados com fMLP (fMLP): onde foi selecionado um gel fMLP

referéncia pareado com as triplicatas dos individuos A, B e C.

A seguir foi feito o pareamento entre os géis referéncias: quiescente e PAF,
quiescente e fMLP, PAF e fMLP. Foram obtidas tabelas com as porcentagens de volume de
cada spot pareado, tanto intraclasse quanto interclasses e esses dados foram exportados para

analise estatistica.

3.4.4) Definicdo do numero de replicatas bioldgicas e experimentais

A definicdo da quantidade de replicatas experimentais e bioldgicas € fundamental
para a validacdo estatistica da comparacdo amostral. Triplicas experimentais e bioldgicas de
uma condicdo foram utilizadas como estudo piloto e foi utilizado o valor da porcentagem
de volume de cada spot fornecidos pelo programa Image Master para calcular quantas
replicatas experimentais e bioldgicas seriam necessarias, segundo o0 modelo de anélise de
poténcia descrito por Cairns, D. (2011). Os calculos foram realizados utilizando o programa
estatistico R e foi observada a média da variacdo experimental de 0,08 e a média da
variacdo biologica de 0,9, o que demonstra uma variacdo nas replicatas bioldgicas maior
que nas técnicas, confirmando a reprodutibilidade técnica dos ensaios. Assim, para se obter
um 0=0,05 e p=0,8, e considerando-se a diferenca de volumes entre 0s spots de no minimo
4 vezes, as triplicatas bioldgicas e experimentais mostraram-se adequadas. Além disso, o
spot sO foi considerado com expressdo diferencial quando estavam presentes em pelo

menos 8 dos 9 géis e apresentavam p<0,05 (Cairns).
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3.4.5) Analise Estatistica

Os dados de volume normalizado dos spots das 3 condi¢cdes foram submetidos a
analise de distribuicdo normal utilizando o teste de Shapiro Wilk, aqueles que néo
apresentaram essa distribuicdo sofreram transformacdo logaritmica e novamente
submetidos ao teste Shapiro Wilk. Os dados com distribuicdo normal foram submetidos
dois a dois a andlise pelo teste T de Student pareado e na comparagédo entre as condigdes
PAF e fMLP foi utilizado teste T independente e 0os que ndo apresentaram distribuicéo
normal foram submetidos ao teste de Wilcoxon e na comparacao entre as condi¢cdes PAF e
fMLP foi utilizado teste Mann-Whitney. Foram considerados diferencialmente abundantes
0s spots que apresentaram p<0.05 (Spss, 2004; Biron, Brun et al., 2006). O teste utilizado
para definir as replicatas experimentais e bioldgicas também contribuiu na definicdo dos
parametros de exclusdo dos falsos positivos que sdo: exclusédo dos grupos de spots cuja
diferenca de abundancia era menor que 4 vezes e também spots que estavam presentes em
menos que 8 géis, de acordo com o proposto por Biron (2006) (Cairns; Biron, Brun et al.,

2006). Para comparagéo das trés condicdes foi utilizado o teste Kruskal Wallis.

3.4.6) Adaptacao do protocolo de digestdo triptica

A proposta desse estudo é a comparacdo de mapas protedmicos de 3 condi¢es:
neutrofilos quiescentes, estimulados pelo PAF e ativados pelo fMLP. Os mapas
protedmicos dos neutrofilos quiescentes, estimulados por PAF e ativados pelo fMLP que
configuram o efeito pro-inflamatorio, ja foram obtidos.

Nesse primeiro momento fez-se necessaria a adaptacdo da digestdo protéica no
laboratério de bioquimica e quimica de proteinas para géis produzidos com 50ug de
proteinas. Os mapas protedmicos de neutréfilos revelam em torno de 1500 spots corados
com prata de alta sensibilidade que nos permite visualizar até 0,005 ng de proteina, sendo
consideravelmente mais sensivel que métodos de coloracdo frequentemente utilizados em
protedmica. O gel corado com prata de alta sensibilidade, protocolo obtido por
comunicacéo pessoal do Dr. Peter Mose Larsen e aperfeicoado no LBQP (De Souza Castro,
De Sa et al., 2006). Tal protocolo de coloracdo, além da alta sensibilidade apresenta melhor

compatibilidade com a espectrometria de massa (Chevallet, Diemer et al., 2006)
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Protocolo base

A primeira tentativa de identificacdo foi realizada utilizando spots mais intensos, ,
com base no descrito por Jin, 1999 (Jin, Chen et al., 1999). Nesse protocolo foram
realizadas lavagens com &gua para retirada do excesso da ultima solugdo de coloragéo,
realizou-se reducdo com DTT 10 mM, alquilacdo com iodoacetamida 55 mM e lavagens
com bicarbonato de aménio (NH4CO3) na concentracdo de 100 mM. Em seguida procedeu-
se a digestdo com a incubacgéo das proteinas a 37°C por 12 horas em tampé&o contendo: 0,2
Hg/uL de tripsina, NH4,CO3 50 mM e CaCl 5 mM. Os peptideos foram aderidos em uma
coluna C18 (Zip Tip) e em seguida lavados com TFA 0,1% para a retirada do sal. Os
peptideos foram extraidos da coluna pela passagem de 2 pL da matriz HCCA 10 pg/pL
diluida em solucdo (ACN e TFA 0,1%, 50:50, vol/vol) e aplicados na placa de aco polido.
Como o resultado ndo permitiu a identificacdo de proteinas, optou-se por adaptar as etapas
de lavagem do gel e de descoloracdo antes da digestdo, com a intencdo de se reduzir a

interferéncia no processo de digestdo. A tabela 1 mostra as condicGes testadas.

Tabela 1: Modifica¢fes no protocolo base.

Etapas de digestao Protocolo Base Protocolo 1 Protocolo 2

12 Lavagem agua agua + 50% ACN agua + 50% ACN
ferrocianeto de

x e . potassio 15mM e

Descoloracéo nao foi feita tiosulfato de sodio

50mM

Reducéo e DTT 10mM e iodoacetamida . .

alquilacéo 55mM

23 Lavagem NH,CO; 100mM * *

Composicéo do
tampéo de tripsina

0,2ug/uL de tripsina,
NH4CO3; 50mM e CaCl 5mM

Temperatura e tempo
de incubacdo com
tripsina

37°C por 12 horas

Dessalinizacéo

coluna C18 (Zip Tip)
peptideos lavados com TFA
0,1%

2uL da matriz HCCA
10ug/pL diluida em solucéo

. * *
Matrizes (ACN e TFA 0,1%, 50:50

vol/vol)
Placa STEEL - ’
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(*) Etapas sem modificagoes

Na primeira modificacdo foi acrescentada a primeira lavagem acetronitrila 50% para
retirar 0 excesso de glicerol, interferente da digestdo, deixada pela Gltima solucdo de
coloracdo. J& no protocolo 2 foi acrescentada a descoloracdo para retirar a prata e haletos de
prata. Realizaram-se o protocolo base, 1 e 2 para spots intensos dos géis de neutréfilos e

ndo obtivemos sucesso (ndo foi identificada nenhuma proteina) em nenhum desses.

Protocolo AnchorChip

Optou-se por testar uma placa conhecida como AnchorChip que possui um halo
hidrofébico na periferia, contornando um ponto hidrofilico no centro do po¢o, o que
aumenta a sensibilidade, pois concentra a amostra em um espago menor. Foram testadas
novamente as condi¢des dos protocolos 1 e 2. A aplicagdo da amostra foi realizada
diretamente na placa com a 1 pL matriz HCCA 0,5 pg/pL em 70% ACN e 30%TFA 0,1%,
realizando a dessalinizacdo na propria placa com aplicacdo de 2 pL de TFA 0,1% por 10
segundos e em seguida a sua retirada, conforme detalhado na tabela 2 (Mineki, Taka et al.,
2002; Zhang, Shi et al., 2007).

Tabela 2: Modificacdes adotadas no protocolo para a placa anchorchip 1 e 2, em relacdo ao

protocolo base.

lfjt_apasNde Protocolo Base |Protocolo AnchorChipl |Protocolo AnchorChip2

igestao

12 Lavagem agua agua + 50% ACN agua + 50% ACN
ferrocianeto de potassio ferrocianeto de potassio

Descoloracéo nao foi feita 15mM e tiosulfato de 15mM e tiosulfato de

sédio 50mM sédio 50mM
. DTT 10mM e
:TIZ?J?I%E%Oe iodoacetamida * Né&o foi feita
55mM

28 Lavagem NH,CO5; 100mM * *

Composicéo do | 0,2ug/uL de tripsina,

tampéo de NH,CO; 50mM e * *

tripsina CaCl 5mM

Temperatura e

tempo d~e 37°C por 12 horas * *

incubacdo com

tripsina
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dessalinizacdo apos a dessalinizacéo apos a
coluna C18 (Zip Tip) | matriz na propria placa matriz na prépria placa
Dessalinizacéo peptideos lavados | com aplicacdo de 2uL de | com aplicacao de 2uL de
com TFA 0,1% TFA 0,1% por 10 TFA 0,1% por 10
segundos segundos
2uL da matriz HCCA 1pL matriz HCCA 1uL matriz HCCA
Matrizes 10pg/pL diluida em 0,5pg/pL em solugéo 0,5ug/pL em solucéo
solucdo (ACN e TFA| (ACN e TFA 0,1%, 70:30, | (ACN e TFA 0,1%, 70:30,
0,1%, 50:50, vol/vol) vol/vol) vol/vol)
Placa STEEL AnchorChip AnchorChip

(*) Etapas sem modificacdes

Os protocolos anchorchip 1 e 2, foram testados com a finalidade de aumentar a
sensibilidade do método. Inicialmente foram testados com spots de neutréfilos intensos,
porém sem sucesso.

Em funcdo desse resultado, repetiu-se o teste utilizando o protocolo anchorchip 1,
com uma proteina padrdo (lisozima) nas concentracdes 100 ng e 50 ng, oriundas de géis
unidimensionais, e manteve-se a reducdo e alquilagdo do spots, pois essa etapa ndo fora
feita entre a primeira e a segunda dimensdes.

Na figura 8, observa-se menor intensidade do espectro e dos picos 1045, 1428 e
1753 (peptideos da proteina lisozima) na concentracdo de 50 ng (figura 8A) em relacdo ao
de 100 ng (figura 8B - note-se que as escalas de intensidade s&o diferentes entre as figuras),
com menor resolucdo, o que dificultou a calibragdo interna, conseqiientemente houve a

identificacdo da proteina somente com a utilizacdo das massas do espectro 8B (100 ng).
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Figura 8: Espectros de massa obtidos pela utilizagdo do protocolo anchorchip 1 de peptideos de
lisozima. A lisozima com 50ng e B lisozima com 100ng.

Se todos os spots dos géis de neutrofilos tivessem a mesma concentracdo de
proteinas teriamos 1500 spots com aproximadamente 30 ng, o que inviabilizaria a
identificacdo por esse método, pois como foi demonstrado ndo obtivemos sucesso com a
identificacdo da proteina na concentracdo de 50 ng.

Os géis de neutrofilos possuem uma distribuicdo desigual na concentracdo de
proteinas e a maioria dos spots com expressdo diferencial se apresenta em baixas

concentracfes, o que fez necessaria uma adaptacdo do protocolo na busca de maior
sensibilidade.

Modificacdo do protocolo AnchorChip

Foram realizados 4 novos testes utilizando como base o protocolo anchochip 2. As
proteinas testadas foram oriundas de géis bidimensionais de neutrofilos. Mantiveram-se as
lavagens com agua e ACN 50%, descoloracdo dos spots, ndo se realizou reducgdo e
alquilacdo imediatamente antes da digestdo, pois ja fora feito entre a primeira e segunda
dimensao eletroforética, lavagens NH,CO3 100 mM e incubacdo a 37°C por 12 horas em

tampao tripsina contendo: 0,2 pg/uL de tripsina, NH4,CO3; 50 mM e CaCl 5 mM. As
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diferengas estdo nas matrizes utilizadas e a forma de dessalinizagéo: foi repetido o
protocolo anchorchip 2, a amostra foi aplicada diretamente na placa com 1 puL de matriz
HCCA 0,5 pg/uL em solucdo (ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol) e realizou-se a
dessalinizacao na prépria placa com aplicacdo de 2 uL de TFA 0,1% por 10 segundo. O
segundo teste (protocolo anchorchip 3) aplicou a amostra direto na placa com a utilizacéo
1 puL da mistura de matrizes [(HCCA 20 pg/uL em solucdo (ACN e acido férmico 5%
(AF), 70:30, vol/vol) mais DHB 20 pg/pL em solucdo (ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol)],
sem dessalinizacdo, pois a matriz DHB € hidrofilica e poderia ser retirada nessa lavagem.
No terceiro teste (protocolo anchorchip 4) foi realizado a dessalinizacdo da amostra
utilizando uma coluna com poros R2 (gel loader) e 20 uL TFA 0,1%. Realizou-se a
extracdo dos peptideos com 2 pL de matriz HCCA 0,5 pg/uL. No quarto (anchorchip 5)
teste realizou-se a dessalinizacdo da amostra utilizando uma coluna com poros R2 (gel
loader) e extracdo dos peptideos com 2 pL da mistura de matrizes [(HCCA 20 pg/pL em
solucdo (ACN e &cido formico 5% (AF), 70:30, vol/vol) mais DHB 20 pg/uL em solucéo
(ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol)] (Laugesen e Roepstorff, 2003; Thingholm, Jorgensen
et al., 2006; Zhang, Shi et al., 2007). Todas as amostras foram aplicadas a placa
AnchorChip (tabela 3 e figura 9).

Tabela 3: Modificagdes no protocolo anchorchip 3, 4 e 5 a partir do protocolo AnchorChip
2.

Etapas de Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo

digestao AnchorChip 2 AnchorChip3 AnchorChip 4 | AnchorChip 5
12 Lavagem agua + 50% ACN * * *

ferrocianeto de
x potassio 15mM e . . .
Descoloragao tiosulfato de sodio
50mM

Reducéo e USRI N * "
alquilaco Nao foi feita
23 Lavagem NH,CO5; 100mM * * *
Composicéo do 0,2ug/ulL de
tampéo de tripsina, NH,CO3 * * *
tripsina 50mM e CaCl 5mM
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Temperatura e
tempo de
incubacdo com
tripsina

37°C por 12 horas

Dessalinizacéo

dessalinizacao
apos a matriz na
propria placa com
aplicacdo de 2uL
de TFA 0,1% por 10
segundos

sem
dessalinizacao

coluna com
poros R2 (gel
loader) e 20uL
de TFA 0,1%

coluna com
poros R2 (gel
loader) e 20uL
de TFA 0,1%

2uL da mistura

1uL da mistura de de matrizes
matrizes (HCCA (HCCA 20ug/uL
20pg/ul em . em solucéo
1uL matriz HCCA | solucio (ACN e HCZC“'A' g‘g”'zl L | acN e acido
0,5ug/pL em acido formico 5% em soiuugou férmico 5%
Matrizes solugdo (ACN e (AF), 70:30, (ACN & TeA (AF), 70:30,
TFA 0,1%, 70:30, | vol/vol) mais DHB o . vol/vol) mais
0,1%, 70:30,
vol/vol) 20pg/pL em DHB 20pg/pL
solucdo (ACN e vol/vol) em solucéo
TFA 0,1%, 70:30, (ACN e TFA
vol/vol) 0,1%, 70:30,
vol/vol)
Placa AnchorChip * * *

(*) Etapas sem modificacdes

Utilizamos 3 spots intensos oriundos de géis de neutrofilos. A figura 9 mostra os
espectros do spot 1507.
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Figura 9: Espectros de massa do spot 1507. A Dessalinizagdo com a utilizacdo de microcoluna em
ponteira gel loader e extracdo com mistura de matrizes HCCA e DHB (protocolo anchorchip 5), B
Dessalinizacdo na placa AnchorChip com a aplicagdo da matriz HCCA (protocolo anchorchip 2) e C
Proteina aplicada na placa AnchorChip com a utilizagdo da mistura de matrizes HCCA e DHB sem
dessalinizacdo (protocolo anchorchip 3). D Espectro somente com picos da mistura de matrizes. Ndo

foram obtidos sinais de petptideos, somente ruidos de matriz com o protocolo anchorchip 4.

N&o foram obtidos sinais de peptideos na amostra dessalinizada com gel loader e
utilizacdo da matriz HCCA 0,5 pg/uL (protocolo anchorchip 4) . Observamos que a
amostra dessalinizada com utilizacdo da gel loader e mistura de matrizes (figura 9A)
apresentava muitos picos proximos na regido de baixa massa que foram caracterizados
como picos da mistura de matrizes (figura 9D), que se evidencia a0 compararmos 0S
espectros das figuras 9A e 9D. A mesma situacdo ocorreu na figura 9C. Ja na figura 9B,
observamos um espectro que, apesar de apresentar uma distribuicdo melhor dos picos, néo

resultou na identificacdo da proteina. Esse espectro estava com pouca intensidade e com
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muito ruido. Também foi observado que a amostra tratada com a mistura de matrizes nao
ancora, isto €, ndo fica restrita ao halo hidrofilico da placa AnchorChip o que diminui a

sensibilidade. N&o obtivemos sucesso nesses protocolos.

Modificagdo na concentragdo das matrizes

Foram realizados 5 novos testes utilizando como base o protocolo anchochip 2 . As
proteinas testadas foram oriundas de géis bidimensionais de neutréfilos. As modificacGes
tiveram por finalidade a mudanca na concentracdo da mistura de matrizes e a
dessalinizacdo, para diminuir picos de matrizes e aumentar a razdo sinal/ruido. Foi testada a
matriz HCCA na concentracdo 0,5 pg/puL em solucdo (ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol)
dessalinizacao na placa ou ndo dessalinizada, a mistura de matrizes (HCCA 20 pg/pL em
solucdo (ACN e &cido formico 5% (AF), 70:30, vol/vol) mais DHB 20 pg/uL em solucédo
(ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol) dessalinizacdo na placa ou ndo dessalinizada e a mistura
de matrizes diluida (HCCA 0,5 pg/uL em solucdo (ACN e acido férmico 5% (AF), 70:30,
vol/vol) mais DHB 0,5 pg/pL em solucdo (ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol)

dessalinizacdo na placa ou ndo dessalinizada (tabela 4 e figura 10).
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Tabela 4: Modifica¢Oes nos protocolos anchorchip 6, 7, 8, 9 e 10 do protocolo anchorchip 2.

Etapas de digestéo

Protocolo
AnchorChip 2

Protocolo
AnchorChip 6

Protocolo
AnchorChip 7

Protocolo
AnchorChip 8

Protocolo
AnchorChip 9

Protocolo
AnchorChip 10

12 Lavagem

agua + 50% ACN

*

*

*

*

*

Descoloracéo

ferrocianeto de
potassio 15mM e
tiosulfato de sédio

50mM
Redugao ; a i fei * * * * *
alquilacao Né&o foi feita
2% Lavagem NH,CO3; 100mM * * * * *

Composicéo do
tampéo de tripsina

0,2ug/uL de
tripsina, NH,CO;
50mM e CacCl
5mM

Temperatura e tempo
de incubagcéo com
tripsina

37°C por 12 horas

Dessalinizacéo

dessalinizacao
apos a matriz na
prépria placa com
aplicacdo de 2pL
de TFA 0,1% por
10 segundos

sem
dessalinizacéo

dessalinizacao
apos a matriz na
prépria placa com
aplicacdo de 2pL
de TFA 0,1% por
10 segundos

sem
dessalinizacéo

dessalinizacao
apés a matriz na
prépria placa
com aplicacdo
de 2uL de TFA
0,1% por 10
segundos

sem
dessalinizacéo

Matrizes

1pL matriz HCCA
0,5ug/uL em
solucao (ACN e
TFA 0,1%, 70:30,
vol/vol)

1pL matriz HCCA
0,5ug/pL em
solucao (ACN e
TFA 0,1%, 70:30,
vol/vol)

1uL da mistura
de matrizes
(HCCA 20ug/pL
em solucéo (ACN
e 4cido férmico
5% (AF), 70:30,
vol/vol) mais DHB
20pg/pL em
solucdo (ACN e
TFA 0,1%, 70:30,
volivol)

1uL da mistura
de matrizes
(HCCA 20ug/pL
em solucéo (ACN
e &cido férmico
5% (AF), 70:30,
vol/vol) mais DHB
20pg/pL em
solucdo (ACN e
TFA 0,1%, 70:30,
vol/vol)

1uL da mistura
de matrizes
(HCCA 0,5ug/pL
em solugéo
(ACN e 4cido
férmico 5%
(AF), 70:30,
vol/vol) mais
DHB 0,5pg/uL
em solugéo
(ACN e TFA
0,1%, 70:30,

1uL da mistura
de matrizes
(HCCA 0,5ug/uL
em solucdo (ACN
e &cido férmico
5% (AF), 70:30,
vol/vol) mais DHB
0,5pg/puL em
solucdo (ACN e
TFA 0,1%, 70:30,
vol/vol)
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vol/vol)

Placa

AnchorChip

(*) Etapas sem modificacoes
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Figura 10: Espectros de massa do spot 18. A. Proteina aplicada em AchorChip com matriz
HCCA e dessalinizacdo na placa (protocolo anchorchip 2). B. Proteina aplicada em AnchorChip
com matriz HCCA sem dessalinizagdo (protocolo anchorchip 6), C. Proteina aplicada em
AchorChip com mistura de matrizes HCCA 20 pg/pL e DHB 20 pg/pL e dessalinizagdo na placa
(protocolo anchorchip 7) D. Proteina aplicada na placa AnchorChip com a utilizagdo da mistura
de matrizes HCCA 20 pg/pL e DHB 20 pg/uL sem dessalinizacdo (protocolo anchorchip 8).. E.
Proteina aplicada em AchorChip com mistura de matrizes HCCA 0,5 pg/pL e DHB 0,5 pug/uL e
dessalinizacdo na placa (protocolo anchorchip 9). F. Proteina aplicada na placa AnchorChip com
a utilizacdo da mistura de matrizes HCCA 0,5 pg/uL e DHB 0,5 pg/puL sem dessalinizagdo
(protocolo anchorchip 10).

Foi observada diferenca significativa entre os trés tipos de matrizes utilizadas. A

matriz HCCA se mostrou melhor com picos mais intensos, porém ndo apresentou

distribuicdo uniforme de picos ao longo do espectro. Com a mistura de matrizes na
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concentracdo de 20 pg/pL, como ja havia sido observado anteriormente, apresentaram-
se muitos picos contaminantes, da prépria mistura de matrizes. Ja a mistura na
concentracéo de 0,5 pg/pL apresentou uma distribuigéo de picos ao longo do espectro,
porém com baixa intensidade. Também foi observado que a mistura de matrizes na
concentracdo 0,5 pg/pL dessalinizada apresentou um espectro com maior intensidade e
a visualizacdo de picos ndo perceptiveis no espectro ndo dessalinizado. A dessalinizacéo
da amostra contendo HCCA néo apresentou diferencas perceptiveis e a dessalinizacdo
da amostra com a mistura de matrizes na concentracdo de 20 pg/uL apresentou perda de

picos. Também ndo obtivemos sucesso na identificacéo.

Testes com proteinas padréo

Nesse protocolo foram retomados os testes com proteinas padrdo com 2 ug de
cada proteina, oriundas de gel bidimensional com a reducdo e alquilagdo entre a
primeira e a segunda dimenséo da eletroforese, corando com prata de alta sensibilidade,
simulando o mais préximo possivel dos géis de proteinas dos neutréfilos. Foram
digeridas trés proteinas: lisozima, ovoalbumina e tripsinogénio.

Com a observagdo dos protocolos anteriores, decidiu-se modificar esse novo
utilizando os melhores resultados de cada um. Reduziu-se a concentracdo de NH;CO;
tanto nas lavagens (de 100 mM para 50 mM) como no tampao tripsina (de 50 mM para
25 mM), para diminuir o sal na amostra, essa reducdo ja havia sido testada por outro
grupo do nosso laboratério. Nesse protocolo foi testada a dessalinizacdo ou ndo
utilizando a coluna poros R2 (em ponteira gel loader) e a extracdo dos peptideos
utilizando a mistura de matrizes, porém foi utilizada uma concentracao intermediaria as
ja testadas (HCCA 5 pg/pL em solucao (ACN e acido formico 5% (AF), 70:30, vol/vol)
mais DHB 5 pg/pL em solugdo (ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol) (tabela 5 e figura
11).

Tabela 5: ModificagOes nos protocolos anchorchip 11 e 12 do protocolo anchorchip 2.

Etapas de Protocolo AnchorChip | Protocolo AnchorChip | Protocolo AnchorChip
digestéo 2 11 12
12 Lavagem agua + 50% ACN * *

Descoloracéo

ferrocianeto de potassio
15mM e tiosulfato de
s6dio 50mM

Reducéo e

Nao foi feita
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alquilacéo

22 Lavagem NH;CO3; 100mM NH,CO3; 50mM NH4CO3; 50mM
Composicéo do 0,2ug/uL de tripsina, 0,2ug/ulL de tripsina, 0,2pg/pL de tripsina,
tampéo de NH,CO; 50mM e CaCl | NH,CO; 25mM e CaCl NH4CO; 25mM e CacCl
tripsina 5mM 5mM 5mM
Temperatura e

Fempo d~e 37°C por 12 horas * *
incubacdo com

tripsina

Dessalinizacéo

dessalinizacao apoés a
matriz na propria placa
com aplicacdo de 2uL
de TFA 0,1% por 10
segundos

sem dessalinizacdo

coluna com poros R2
(em ponteira gel loader)
e 20uL de TFA 0,1%

1pL matriz HCCA

1pL da mistura de
matrizes HCCA 5ug/pL

em solucéo (ACN e
acido férmico 5% (AF),

1pL da mistura de
matrizes HCCA 5ug/pL

em solucéo (ACN e
acido férmico 5% (AF),

Matrizes 0.5ug/ul em ACN e | 2050 olvol) mais | 70:30, volivol) mais DHB
TFA 0,1%, 70:30, vol/vol . .
DHB 5pg/pL em solugéo 5pg/pL em solugéo
(ACN e TFA 0,1%, (ACN e TFA 0,1%,
70:30, vol/vol) 70:30, vol/vol)
Placa AnchorChip * *

(*) Etapas sem modificacdes
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Figura 11: Espectros de massa dos digestos de proteinas padrdo. A Lisozima aplicada na placa
AnchorChip sem dessalinizagdo (protocolo anchorchip 11). B Lisozima aplicada na placa
AnchorChip com dessalinizacdo em ponteira gel loader (protocolo anchorchip 12). C
Ovalbumina aplicada na placa AnchorChip sem dessalinizacdo (protocolo anchorchip 11). D
Ovalbumina aplicada na placa AnchorChip com dessalinizacdo em ponteira gel loader
(protocolo anchorchip 12). E Tripsinogénio aplicado na placa AnchorChip sem dessalinizacéo
(protocolo anchorchip 11). F Tripsinogénio aplicado na placa AnchorChip com dessalinizacdo
utilizando a gel loader (protocolo anchorchip 12).

Nesses protocolos obtivemos éxito na identificacdo das trés proteinas, porém
somente a Lisozima fora identificada nos dois protocolos (com e sem dessalinizacdo), ja
as outras proteinas s6 foram identificadas com a utilizacdo da dessalinizacdo em gel
loader. Foram detectados picos de baixa intensidade somente apos a dessalinizacéo, que
foram fundamentais na identificacdo da proteina. Também foi observado o aumento da
intensidade nos trés espectros dessalinizados e a diminuicdo de picos de matrizes no

inicio dos seis espectros, mostrando uma adequacgao na concentracdo das matrizes.
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Adequacao do protocolo anchorchip 12

Apos o éxito das identificagdes com a utilizacdo da gel loader, optou-se pela

utilizacdo da coluna nas identificacdes de proteinas de neutrdfilos provenientes de géis

com 50 pg. Como ainda tivemos dificuldades na identificacdo de algumas proteinas,

resolvemos testar mais uma pequena modificacdo, no tampé&o de extracdo dos peptideos,

aumentando a concentragdo de ACN de 70% para 90%, com o objetivo de eluir mais

peptideos da coluna. Entdo as matrizes foram diluidas da seguinte maneira: HCCA 5
pg/uL em solucédo (ACN e acido formico 5% (AF), 70:30, vol/vol) mais DHB 5 pg/uL
em solugéo (ACN e TFA 0,1%, 70:30, vol/vol) (tabela 6).

Tabela 6: Modifica¢bes no protocolo anchorchip 13 do protocolo anchorchip 12.

Etapas de digestdo

Protocolo AnchoChip 12

Protocolo AnchoChip 13

12 Lavagem

agua + 50% ACN

*

Descoloracéo

ferrocianeto de potassio 15mM e
tiosulfato de sédio 50mM

Reducéo e alquilagéo

Nao foi feita

22 Lavagem

NH,CO3; 50mM

Composicéo do tampéo de
tripsina

0,2ug/uL de tripsina, NH4CO3
25mM e CaCl 5mM

Temperatura e tempo de
incubagdo com tripsina

37°C por 12 horas

Desalinizacéo

coluna com poros R2 (gel
loader) e 20uL de TFA 0,1%

coluna com poros R2 (gel
loader) e 20uL de TFA 0,1%

1uL da mistura de matrizes
HCCA 5ug/pL em solucéo (ACN
e acido férmico 5% (AF), 70:30,

1uL da mistura de matrizes
HCCA 5pg/pL em solucdo
(ACN e acido férmico 5%

Matrizes vol/vol) mais DHB 5ug/uL em | (AF), 90:10, vol/vol) mais DHB
solucdo (ACN e TFA 0,1%, 5pug/uL em solucéo (ACN e
70:30, vol/vol) TFA 0,1%, 90:10, vol/vol)
Placa AnchorChip *

(*) Etapas sem modificacdes

Com esse protocolo conseguimos identificar proteinas oriundas de géis de 50 pg

de neutrofilos. Trés proteinas que ja haviam sido identificada no laboratério na

Universidade do sul da Dinamarca (Colaboracdo com a Universidade do Sul da

Dinamarca) em géis de neutrofilos com 300 pg, foram confirmadas com esse novo
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protocolo. As figuras em anexos 38, 39, 40 e 41 mostram os resultados da identificacdo

de uma dessas proteinas oriundas da Universidade na Dinamarca e no Laboratorio de

Bioguimica e Quimica de Proteinas, tabela 7.

Tabela 7: Comparacéo entre o protocolo otimizado e o protocolo da Dinamarca

Etapas de digestédo

Protocolo AnchoChip 13

Protocolo realizado na
Dinamarca

12 Lavagem

agua + 50% ACN

*

Descoloracéo

ferrocianeto de potassio 15mM e
tiosulfato de s6édio 50mM

Reducéo e alquilagéo

Nao foi feita

DTT 10mM e iodoacetamida
55mM

28 Lavagem

NH,CO3; 50mM

*

Composicéo do tampéo de
tripsina

0,2ug/uL de tripsina, NH4CO3
25mM e CaCl 5mM

Temperatura e tempo de
incubagdo com tripsina

37°C por 12 horas

Desalinizagéo

coluna com poros R2 (gel
loader) e 20uL de TFA 0,1%

coluna com poros R2 ou poros
R3(gel loader) e 30uL de TFA
0,1%

1pL da mistura de matrizes
HCCA 5ug/uL em solucao (ACN
e acido férmico 5% (AF), 90:10,

1pL da matrizes (HCCA
5ug/pl em ACN e TFA 0,1%,

Matrizes vol/vol) mais DHB 5ug/uL em 70:30, vol/vol
solucdo (ACN e TFA 0,1%,
90:10, volivol)
Placa AnchorChip STEEL

Com a exemplificacdo desse resultado, demonstramos que o0 protocolo

"anchorchip 13" é adequado para géis de neutrdfilos corados com prata de alta
sensibilidade de 50 pg. Apesar da diferenca na porcentagem de cobertura encontrada na
identificacdo de proteinas com o protocolo realizado na Dinamarca (84%) e de score
429 em comparagdo com 0s nossos resultados (49%) e score 200, optou-se pelos geis
com 50 ug de proteinas devido as dificuldades principalmente na focalizacdo das
proteinas para a producao dos géis acidos de 300 g de neutréfilos corados com prata de
alta sensibilidade, além da sobreposicdo de spots o que dificulta o pareamento e a
retirada isolada desses spots. Tal situacdo apresenta muitos spots com misturas de

proteinas (figura 12).
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Figura 12: Géis bidimensionais de neutrofilos quiescentes em pH acido. A Gel bidimensional

com 300 pg. B Gel bidimensional com 50 pg.

Apbs a definicdo do protocolo de identificacdo proteica, foi iniciada a digestdo
de proteinas que apresentaram expressdo diferencial entre neutréfilos quiescentes versus
neutrofilos estimulados por PAF e neutrdfilos quiescentes versus neutrofilos ativados
por fMLP, retomando a proposta do trabalho, identificar primeiro proteinas

consequentes a estimulacdo pro-inflamatdria dos neutrofilos.

3.4.7) Digestao de spots proteicos

Os spots que apresentaram abundéancia diferencial entre neutr6filos estimulados
por PAF e neutréfilos quiescentes e spots que apresentaram abundancia diferencial nas
diversas comparacgdes cabiveis, como, por exemplo, neutrofilos quiescentes versus
neutrofilos ativados por fMLP, neutrofilos estimulados por PAF versus neutrdfilos
ativados por fMLP foram excisados do gel e lavados com agua e acetonitrila (ACN)

50% para retirar principalmente glicerol vindo da colora¢do com prata.

Logo em seguida, foram removidos a prata e haletos de prata, com a utilizacdo da
solucéo de descoloracdo (ferrocianeto de potassio 15mM e tiosulfato de sodio 50 mM).
Entdo a malha de bisacrilamida e acrilamida foi limpa e se tornou maleéavel, o SDS foi
retirado e os spots mantidos em pH 8 com a adi¢do de NH4,CO3 50 mM. Em seguida foi
realizada a digestdo com a incubacdo das proteinas a 37°C por 15 horas em tampéao
contendo: 0,2 pg/pL de tripsina, NH4CO3 25 mM e CaCl 5 mM. Os peptideos oriundos
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da digestdo triptica foram dessalinizados em uma micro coluna com matriz poros R2
(gel loader) e em seguida lavados com TFA 0,1%. Os peptideos foram extraidos da
coluna pela passagem de 2 pL mistura de matrizes contendo: 5 pg/uL HCCA em
solucdo (ACN e acido formico 5% (AF), 90:10, vol/vol) mais 5 pg/pL DHB em solugédo
(ACN e TFA 0,1%, 90:10, vol/vol) e aplicados na placa AnchorChip (Laugesen e
Roepstorff, 2003; Thingholm, Jorgensen et al., 2006; Zhang, Shi et al., 2007). Os
peptideos que foram levados para andlise por LC-MS/MS em equipamento com
analisador obitrap, tiveram sua extracdo da coluna realizada pela passagem de 4 uL de
90% ACN e 10% TFA 0,1% e em seguidas foram secos (Teles, Aquino et al.).

3.4.8) Espectometria de massa

Os espectros peptidicos foram obtidos em espectrometro de massa tipo MALDI-
TOF-TOF, modelo Autoflex2 (BrukerDaltonics, Bremen, Germany), em modo positivo
e refletor (fonte de ions 1 = 20kV) com faixa de massa de 800 a 3500 (m/z), intensidade
de laser entre 20 a 40, com calibracdo externa utilizando uma mistura padrédo de
peptideos fornecida pelo fabricante do equipamento. Os espectros obtidos foram
calibrados internamente com picos originarios de digestdo de queratina e tripsina,
selecionados automaticamente e revisados manualmente com selecdo de picos
monocarregados apresentando distribuicdo isotdpica caracteristica. A selecdo de picos

foi realizada usando os programas Flexanalysis e Biotools (Teles, Aquino et al.).

As buscas em bancos de dados foram realizadas com auxilio do programa
MASCOT (www.matrixsciense.com), usando os bancos de dados ndo redundantes do

NCBI, National Center for Biotechnology. Os parametros de busca para os dados de
PMF foram: tolerancia de desvio de massa molecular entre 50 e 200 ppm, taxonomia
Homo sapiens, maximo de uma clivagem perdida, carbamidometilacdo como
modificacdo constante de cisteina, oxida¢do da metionina e acetilacdo no N terminal da
proteina como modificacdes variaveis. Para reducdo de redundancia e validacdo foi
utilizado o software GPMAW na versdo 8.0, para obtencdo da clivagem teorica das

proteinas e comparacdo com os dados experimentais (Teles, Aquino et al.).

Para os espectros de MS/MS obtidos no MALDI-TOF-TOF foram escolhidos pelo
menos 3 peptideos que compdem a proteina identificada por PMF e/ou com intensidade
acima de 2000. Os peptideos foram fragmentados pelo método lift com intensidade de
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laser na faixa de 30 a 40. Os espectros foram somados até atingir a intensidade de
1x10%a.u. e uma distribuicdo homogénea ao longo da faixa de massa até atingir a massa

do peptideo original.

Os peptideos provenientes de spots considerados exclusivos de cada condigdo
foram retirados do gel, digeridos e em seguida analisados utilizando equipamentos
conjugados tipo LC-MS/MS, realizando cromatografia acoplado a espectrometro de
massa com analisadores de ions LTQ e orbitrap, produzindo picos duplamente

carregados em abundancia.

Os peptideos tripticos obtidos a partir de pontos considerados Unicos para cada
condicdo foram submetidos a cromatografia em fase reversa, acoplada ao espectrometro
de massa por fonte de ionizacdo nanoelectrospray, para identificacdo. Para cada spot, 4
uL de digesto de peptideos tripticos foram inicialmente aplicados em uma coluna de
captura (trap column) de 2 cm de comprimento e 150 um de didmetro interno contendo
matriz com particulas de 5 um, Reprosil C18 (Dr. Maish), seguido por separacdo em
uma coluna analitica de 15 cm de comprimento e 75 um de didmetro interno contendo
matriz com particulas de 3 um, Reprosil C18 (Dr. Maish). A cromatografia foi realizada
em um Ultra-nano LC sistema (Ekseigent) acoplado a um espectrometro de massa
Orbitrap LTQ XL (Thermo). As amostras foram carregadas primeiro para a coluna de
captura em 5 ul/min e desalinizadas em acido formico 0.1% durante 5 minutos. Depois
do carregamento e da dessalinizacdo foi iniciado o gradiente de separacdo
cromatografica, realizada a uma taxa de fluxo de 200 nL / min. A fase movel A
consistiu de 0,1% (v / v) de &cido férmico em &gua, e a fase mdvel B consistiu de 80%
de acetonitrila em 0,1% (v / v) de &cido férmico. O gradiente utilizado foi: 2 a 60% de
solvente B em 50 min; rampa até 100% B em 5 minutos e manutencdo desta
concentracdo durante 5 min antes de iniciar o equilibrio da coluna para a analise da
amostra subsequente. Peptideos eluidos foram introduzidos diretamente no
espectrdmetro de massa através da fonte de ions Nanospray Il (Thermo). A tensdo da
fonte foi ajustada para 1,8 kV, temperatura do capilar a 200 °C e tensdo da lente para
150 V. O valor-alvo AGC foi de 10.000 para ion trap MSn, e de 1.000.000 para FTMS.
Os dados de fragmentacdo foram obtidos em uma aquisicdo dependente dos dados em
um modo de alta-baixa (DDA high-low) em que a os espectros de peptidios intactos
(MS1), foram obtidos no analisador Orbitrap (300 a 1800 m/z) a uma resolugdo de

60.000 (FWHM a 400m/z) e, para cada MS1 espectros dos 10 ions mais intensos foram
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submetidos a fragmentacdo por CID (collision induced dissociation) no analisador por
armadilha ionica linear (linear ion trap) com uma janela de isolamento de 2,5 Da, a
energia de colisdo normalizada de 35%; ativagdo Q de 0,25 e tempo de ativacdo de 30 s.
Exclusdo dindmica foi habilitada e configurada com os seguintes valores: contagem de
repeticdo = 1; tamanho exclusdo da lista = 500; duracdo da exclusdo = 90 s e largura de

exclusdo em massa de 10 ppm (Da Silva, Gomez-Mendoza et al.).

Listas de peptideos de experimentos Peptide Mass Fingerprints (PMF) e Peptide
Fragmentation Fingerprint (PFF) foram submetidos a pesquisas de banco de dados
usando o software Mascot (www.matrixscience.com). Os parametros da pesquisa
foram: banco de dados = NCBInr, taxonomia = Homo sapiens, carbamidometilacdo de
cisteinas como modificacdo fixa e oxidacdo de metionina como modificacdo variavel:
maximo de uma clivagem perdida; tolerancia de massa para a massa precursor de 100
ppm de espectros originado de MALDI e 10 ppm para os espectros de origem no
Orbitrap, tolerdncia de massa para ions de fragmentacdo (no Orbitrap) = 0,6 Da (Paba,
Ricart et al., 2004).

3.4.9) Validacéo dos resultados de PMF e PFF

Com a finalidade de se reduzir a possibilidade de falso-positivos, além do score
estatistico gerado pelo programa Mascot foram introduzidos critérios de filtragem

adicional.

Para as identificacOes realizadas pelo método PMF avaliamos a correspondéncia
entre a massa e o pl tedricos e experimentais, nesse caso aceitamos resultados de massa
com a variacdo de até 10% em relacdo a massa tedrica e uma variacdo de apenas 0.5
qguanto ao pl. Nas situacfes em que esses valores apresentaram divergéncias além dos
limites indicados, investigou-se a cobertura C ou N terminal e possiveis modificacfes
pos-traducionais utilizando o programa GPMAW; foi avaliada a porcentagem de
cobertura da proteina, quanto maior for esse valor, melhor serd confianca dessa
identificacdo, a partir de um minimo de 15%; outro critério foi a confirmagdo e a
coeréncia de clivagens perdidas, a confirmagdo se da quando encontramos a sequéncia
desse peptideo sem a perda dessa clivagem, ja a coeréncia esta relacionada com a
justificativa pelo qual houve essa perda, por exemplo, a proximidade de certos

aminoacidos ao sitio de clivagem como: residuos &cidos (&cido glutdmico e acido
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aspartico), residuo de prolina e sitios de clivagens proximos como a proximidade de
argininas e lisinas (Rodriguez, Gupta et al., 2008); outro critério foi a confirmagdo das
modificacbes variaveis como a presenca e auséncia das modificacGes, oxidacdo da

metionina e acetilacdo do N-terminal da proteina, na mesma sequéncia.

Nas identificacGes obtidas pelo método de fragmentacdo também foi analisada a
correspondéncia da massa e pl tedrico com 0s experimentais, a sequéncia do peptideo
encontrado no PMF, a abundancia de fragmentos das séries y e b, além da confirmagéo

de alguns amino&cidos pela presenca do seus iménios no espectro.

Os resultados de anélises por LC-MS/MS foram validados baseados na pontuagao
estatistica atribuida aos peptideos. Os limiares de pontuacdo foram utilizados 60 para as
identificacbes com base em um Unico peptideo, e de 30 para até 2 peptideos Unicos e 20

para até 3 peptideos Unicos.

Os espectros oriundos do Orbitrap que ndo foram identificados e que
apresentaram resultados duvidosos, foram reprocessados primeiro por um filtro, que
retira sequéncias de queratina e tripsina, esse filtro encontra-se em um software
chamado EagleEye ap06s esse filtro foi realizado o sequenciamento de novo utilizando
outro software chamado PepNovo que utiliza as massas dos picos oriundos do Orbitrap
para fazer o sequenciamento dos peptideos. Apds o sequenciamento foi feito a busca
utilizando MS BLAST que compara sequéncia inseridas no programa com sequéncia

em banco de dados (Junqueira, Spirin et al., 2008).

3.5) Automacéo na predicao das fungdes proteicas

As proteinas identificadas foram classificadas de acordo com o banco de dados
de anotagdes proteicas gene ontology (GO). Nesse estudo foi aplicado o programa
extended similarity group (ESG) (Chitale, Hawkins et al.,, 2009)
(http://kiharalab.org/web/index.php) que, com base na sequéncia da proteina, GO term,
dominio da proteina e sua vizinhanca avalia quao confiavel € a previsdo. Os parametros
de busca usados na predicdo foram valor de corte de 0,35 que indica o numero de hits
do PSI-BLAST considera a cada nivel de ESG e dois niveis de vizinhanca ao redor da
proteina (Ashburner, 2000; Chitale, 2009). O compartimento celular, a funcéo
molecular e o processo biologico foram selecionados somente quando eles

apresentavam confiabilidade a cima de 20%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1) Ativacdo do complexo NADPH oxidase

A avaliacdo da ativacdo dos neutrofilos nessas concentracfes foi testada
utilizando dados citométricos apos a incubacdo com DHR. Foi observado o aumento de
peroxido de hidrogénio entre as condicbes, da seguinte forma: 1,6 em neutrofilos
quiescente para 38,2 em neutrofilos estimulados pelo PAF para 400,4 em neutrofilos
ativados por fMLP para 498,9 em neutrdfilos estimulados pelo PAF e ativados por
fMLP e de 580,7 para neutréfilos ativados por PMA (figura 13).

Ativacao de neutréfilos
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Figura 13: Ativacdo dos neutréfilos. Grafico que mostra a ativacdo dos neutrofilos pela
avaliacdo citométrica demostrando a intensidade de fluorescéncia do DHR na presenca de
peroxido de hidrogénio (H,0,). A ativacéo foi realizada por PAF, fMLP, PAF+fMLP e PMA.

A deteccdo da ativacdo dos neutréfilos € comumente associada com a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). A pequena quantidade da producdo de ROS
com a possibilidade de aumento dessa producdo quando incubado com outro ativador
define um estimulador. Assim observamos com esse resultado que o PAF pela pequena
producdo de ROS e aumento apos a incubagdo com o ativador fMLP é considerado um
estimulador (Dewald e Baggiolini, 1985).

Tanto o PAF quanto o fMLP sdo agentes que provocam producdo de ROS em

neutrofilos e ambos receptores sdo acoplados a proteinas G, porém  provocam
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diferencas na quantidade de producdo de ROS. Essa diferenca pode estar associada a
ativagdo das subunidades da proteina G. O PAF ativa parcialmente a proteina G, na
subunidade insensivel a toxina pertussis e o fMLP ativa a proteina G na subunidade
sensivel a pertussis. A ativacdo parcial desencadeia também parcialmente a via da
p38MAPK. Outro fator também ja observado € a montagem parcial da NADPH oxidase
na estimulagdo pelo PAF somente é fosforilado e translocado para a membrana a
P67phox, @ P40pnox € Rac2, mas ndo p47pnox, diferente no que ocorre com fMLP que todas
as subunidades sdo fosforiladas e monta o complexo por completo (Nick, Avdi et al.,
1997; Brown, Stewart et al., 2004; Chen, Lin et al., 2005; Sheppard, Kelher et al., 2005;
Sheppard, Moore et al., 2005).

4.2) Avaliacdo da L-selectina

Com o primeiro protocolo (antes da otimizagdo, portanto com a entrada de
anticorpos na célula) foram avaliados, por citometria de fluxo, a porcentagem de células
que apresentavam CD62L e CD11b na superficie e no citossol e a intensidade de
fluorescéncia, isto € a quantidade desse marcador em 5 tempos diferentes ao longo de
120 minutos, tempos: 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. O ensaio para avaliar CD62L
demonstrou que aproximadamente 80% das células apresentam CD62L nas condi¢des
controle, PAF e fMLP ao longo do tempo e um pequeno decréscimo para
aproximadamente 70% no tempo de 120 minutos. Na condicdo PMA, em 5 minutos,
40% das células apresentam CD62L. O marcador diminui para aproximadamente zero
aos 15 minutos e, nos demais tempos, observou-se uma pequena elevacdo que chegou a
aproximadamente 20% no tempo 120 minutos (figura 14). A quantidade de CD62L nos
neutréfilos foi muito semelhante entre controle e PAF ndo apresentando diferenca
significativa entre as condi¢cGes nem ao longo do tempo. Ja a condi¢cdes fTMLP e PMA
apresentaram diferenca significativas em relagéo ao controle e PAF (figura 15).
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Porcentagem de células com CD62L
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Figura 14: Porcentagem de células apresentando CD62L. Comparacdo entre neutrofilos

quiescentes (controle), estimulado pelo PAF, ativado pelo fMLP e PMA. - Diferenga

significativa da porcentagem de células que apresentam CD62L entre neutréfilos ativados por
PMA e as demais condigdes com p<0,05. Teste ANOVA.

Intensidade de Fluorescéncia de CD62L

35
30 1

25  ——

20
T, 1™ 5 f 7\'} =
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0 . - . . .
5min 15 min 30 min 60 min 120 min
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—&— Controle —=— pAF fMLP PMA |

Figura 15: Intensidade Média de Fluorescéncia de CD62L. Comparagdo entre neutréfilos
quiescentes (controle), estimulado pelo PAF, ativado pelo fMLP e PMA. - Diferenga
significativa da intensidade de fluorescéncia entre neutrofilos ativados por PMA e as demais
condi¢des com p<0,05. Diferenca significativa da intensidade de fluorescéncia entre

neutrofilos ativados por fMLP e neutrofilos estimulados pelo PAF e controlep<0,05 Teste
ANOVA.
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Com o segundo protocolo (apés a otimizacdo, portanto com anticorpos
interagindo apenas com antigenos de superficie) a superficie dos neutrofilos foi
novamente avaliada na intensidade de fluorescéncia para CD62L e CD11b somente para
PAF e fMLP, além do controle no tempo de 30 minutos. A intensidade de fluorescéncia
para CD62L na superficie dos neutrofilos foi maior no controle (5,37) do que o PAF
(4,48) e fMLP (3,81) ndo demonstrando diferenca significativa (figura 16). O ativador
PMA néo foi avaliado por esse protocolo, por ndo ter sido possivel obter o nimero
necessario de células integras. A andlise foi realizada apenas no tempo de 30 minutos
devido a auséncia de variagdes significativas nos demais tempos estudados e a ser este 0
tempo utilizado na analise protebmica. O nimero de trés individuos para o estudo da I-
selectina pode ter sido insuficiente, pois apresentou uma variagcdo alta entre um dos

individuos em estudo, sendo necessario aumentar o n.

Intensidade de Fluorescéncia de
CD62L
8 5,37
6 T 4,48
- 3,81
S 4
2 -
0 -
Controle PAF FMLP
Ativadores

Figura 16: Intensidade de fluorescéncia de CD62L. O grafico mostra diferengas entre a presenca
de CD62L na superficie dos neutrdfilos ap6s estimulagdo com PAF e ativagdo com fMLP por 30

min, porém diferengas néo significativas.

Neste trabalho foram avaliados CD62L ao longo do tempo (5-60 min.) para
neutrdfilos estimulados por PAF e ativados pelo fMLP e PMA (graficos 2 e 3) e em
outro ensaio com o tempo somente de 30 minutos avaliados neutréfilos estimulados por
PAF e ativados por fMLP (figura 16). Esses ensaios resultaram na perda bem intensa de
L-selectina em neutrofilos ativados pelo PMA ao logo do tempo com inicio antes
mesmo de 5 minutos e aumento discreto da molécula de CD62L apds 15 minutos.

Apesar de ndo apresentar diferenca de células que apresentam CD62L de neutrofilos
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ativados pelo fMLP foi demonstrado que ocorre a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia. Para o PAF nédo foi observado diferenca significativa na reducéo da L-
selectina.

Na literatura ja é relatado que neutrofilos ativados pelo PMA clivam a L-
selectina da superficie (Alexander, Kishimoto et al., 2000; Ivetic e Ridley, 2004).
Segundo Alexander (2000), a clivagem da L-selectina pode estar associada a ativacdo
da PKC, pois 0 PMA, anélogo do diacilglicerol (DAG) inicia a ativacdo dos neutrofilos
ativando PKC. Porém no ensaio com fMLP, cujo o receptor esta acoplado a proteina G
e ativa PKC ndo se verificou clivagem da L-selectina tdo intensa quanto no caso do
PMA. Nesse mesmo artigo os autores sugerem mais ensaios para avaliar quais
isoformas de PKC sdo fosforiladas em fMLP e consequentemente ativadas, o que leva a
clivagem do CD62L (Alexander, Kishimoto et al.,, 2000). Ja para neutréfilos
estimulados pelo PAF a perda de L-selectina € discreta e ndo demonstrou diferenca
significativa em relagdo ao controle, na concentragdo de 20 nM, em concordéancia com
os resultados de Condliffe (1996), que sO6 observou clivagem da L-selectina com
concentracdo de PAF superior a 100 nM (Conejeros, Jara et al.; Condliffe, Chilvers et
al., 1996). A L-selectina é importante para a interacdo leucocito-leucdécito e leucdcito-
endotélio e marca a etapa inicial do processo inflamatério (Alexander, Kishimoto et al.,
2000).

4.3) Avaliacdo da subunidade CD11b
Com o primeiro protocolo a porcentagem de células que apresentaram CD11b
foi de aproximadamente 100% em todas as condic¢des (figura 17). Porém a intensidade

de fluorescéncia demonstrou diferenca, mas com significancia somente entre PMA e as

demais condiges (figura 18).
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Porcentagem de celulas com CD11b
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Figura 17: Porcentagem de células com CD11b. Comparagdo entre neutrdfilos quiescentes
(controle), estimulado pelo PAF, ativado pelo fMLP e PMA. N&o foi observada diferenca

significativa, demonstrando que em todas as condic@es as células apresentavam CD11b.

Intensidade de Fluorescéncia de CD11b
600
500 I _
T i
400 T Ii
i 300 T
s L ~
200 -4%\?
100 L . ; q_;l
0 T T T T
5 min 15 min 30 min 60 min 120 min
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| —— Control —B—pAF —A— M P PMA |

Figura 18: Intensidade de Fluorescéncia de CD11b. Comparacdo entre neutréfilos quiescentes

(controle), estimulado pelo PAF, ativado pelo fMLP e PMA. “ Diferenca significativa da

intensidade de fluorescéncia de CD11b na superficie entre neutréfilos ativados por PMA e as
demais condi¢gdes com p<0,05. Teste ANOVA.

Com o segundo protocolo a intensidade de fluorescéncia para CD11b na
superficie das células apresentou diferenca significativa entre controle e PAF e controle
e fMLP com intensidade de 66,97 para o controle, 96 estimulados por PAF e 97,10
ativados por fMLP (figura 19).
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Neutrofilos expondo CD11b
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Ativadores

Figura 19: Neutrofilos expondo CD11b. Gréfico que mostra intensidade média de fluorescéncia

para a exposi¢cdo do CD11b na superficie dos neutréfilos ap6s ativacdo com PAF e fMLP, por

30min. *A comparacdo entre controle e PAF e controle e fMLP apresentou diferenca

significativa no teste ANOVA com p=<0,05.

Na avaliacdo de CD11b ndo houve diferenca na porcentagem de células que
apresentavam CD11b em sua membrana em conformidade com autor Albelda, 1994 que
relata a presenca basal de integrina na superficie dos neutréfilos independente de
ativacdo (Albelda, Smith et al., 1994). Porém a quantidade de CD11b foi diferente entre
os ativadores. Quando foi avaliado ao longo do tempo somente para o ativador PMA,
observou-se diferenca significativa em relacdo ao controle apresentando oscilacdo da
quantidade de CD11b. Para os outros ativadores ndo se mostrou diferenga significativa,
porém houve um pequeno aumento para fMLP até 120 minutos e um aumento discreto
para PAF com uma queda da quantidade. J& na avaliacdo de 30 minutos foi observado
diferenca significativa tanto para PAF quanto para fMLP em concordancia a varios
autores (Zhu, Tan et al.; Condliffe, Chilvers et al., 1996; Kitchen, Rossi et al., 1996;
Von Den Driesch, Weller et al., 1997). Estudos relatam que o PAF € um estimulador
rdpido com aumento do CD11b em menos de 1 minuto e a concentragdo com maxima
ativacdo tanto para aumento para CD11b quanto para perda de CD62L foi acima de
100nM, além disso também foi relatado que a perda de CD62L ndo esta relacionada
com o aumento de CD11b e pode haver reversibilidade da expressdo do CD11b ao
longo do tempo em conformidade que foi observado nesse estudo (Condliffe, Chilvers

et al., 1996). O aumento do CD11b na membrana plasmatica esta relacionado com a
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desgranulacdo e segundo Faurschou, 2003 a ativacdo dos neutréfilos pelo PMA libera
vesicula secretoria, grande quantidades de granulos gelatinase , moderados granulos
especificos e poucos granulos azurofilicos, ja a ativacdo por fMLP e PAF libera muitas

vesiculas secretorias sem a liberacao de granulos (Faurschou e Borregaard, 2003).

4.4) Protedmica

Todas as etapas do protocolo de protebmica estdo otimizadas. Os géis dos 3
grupos foram resultados de projetos anteriores desenvolvidos no LBQP. A figura 20

abaixo mostra os géis considerados referéncias de cada categoria.

Figura 20: Géis bidimensionais contendo 50 pug de proteinas. A gel de neutrdfilos quiescentes, B

gel de neutréfilos estimulados por PAF e C gel de neutrofilos ativados por fMLP.

4.4.1) Comparagdo entre neutréfilos quiescente e neutrofilos

estimulados por PAF
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Nessa comparagao foram observados 51 spots com abundancia diferencial, tendo
sido 36 deles identificados. Dentre os 51 spots foram encontrados 10 spots
quantitativamente aumentados para a condicdo estimulada por PAF, 2 spots com
abundancia diminuida para PAF, 16 spots considerados exclusivos da condigédo
quiescente e 23 exclusivos da condicdo estimulada por PAF. Das 36 proteinas
identificadas 6 apresentaram abundancia aumentada na condicéo estimulada por PAF, 1

diminuida, 13 exclusivos de quiescente e 16 exclusivos de PAF, figura 21 e tabela 8.
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Figura 21: Géis bidimensionais na faixa de acida (4-7) de neutréfilos totais. A — Gel de neutrofilos quiescente: em rosa, spots exclusivos de neutrofilos quiescentes e
em laranja, spot aumentado para neutrofilos quiescentes. B — Gel de neutrdfilos estimulados pelo PAF: em rosa, spots exclusivos de neutrofilos estimulados pelo PAF

e em laranja, spots aumentados para neutrofilos estimulados.
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Tabela 8: Identificagdo proteica de neutrofilos por MALDI-TOF-TOF peptide mass fingerprinting and MS/MS fragmentagao por orbitrap.

Mr
Parametro de g \ NUmero de Nome e Simbolo - pl . C(%) MS/MS . Peptideos
Spot Expressio® p-value acesso (UniPROT) Atividades (teor/exp) (teor/exp) Score d Score® MS/MS peptideos evalue'
(kDa)
KIAA0564
71 TPAF (4.82) 0.021 9i[3043652 Reparo do DNA 6.37/6.56 163 /176 316 34
(K0564_HUMAN)
polypeptide of 976 aa De%osfor;lagéq de
72 TPAF(4.00) 0.013 0i[1212983 resi ggsmﬁ Ase””a 5.85/6.30 114/151 80 15
(SYCP1_HUMAN)* polimerase I1
polypeptide of 976 aa Deggosforciilagéq de
73 TPAF(4.55) 0.008 0i[1212983 resi EZSRIS Ze””a 5.85/6.38 114/151 75 21
(SYCP1_HUMAN) polimerase |1
NCK-associated |
. protein 1 — like _Regg a d~a
102 Q 0i|34485727 polimerizacéo da 6.39/5.53 129/ 120 97 19
tina.
(NCKPL_HUMAN) actina
147 TPAF(8.00) 0.005 0il86143432 RACK? isoform i At"’é:ag:’ée'”a 5.93/5.45 122/112 126 24
(Q2HXV4_HUMAN)
915'?%;’;95;\/ catabolismo d R.QSTLVLFPGDLR.T 0.0097
181 PAF qil177205 ai‘o&;ﬂg ° 103/
(MMP9_HUMAN) 4.98/5.69 139 K.SLGPALLLLQK.Q 0.00039
- 79
K.LGLGADVAQVTGALR.S 4.9e-06



http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100326/FtmeSGYES.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110915/FtocmaHeS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110915/FtocmaHeS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100216/FtmuifTwE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110315/FttmIrYtL.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110517/FttToeTeL.dat&hit=gi%7c177205&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0

K.LGLGADVAQVTGALR.S

1.5e-05

general transcription

Componete do

192 ~LPAF(O.25) 0.022 0i|156119605 factor 3C polypeptide 4 promotor de 6.21/5.93 93/94 123 30
iniciacdo da RNA
(TF3C4_HUMAN)* polimerase 1.
59 71 VRALEEANAELERK
d protei Organizagao do 59 66 NANVILQIDNAR
0i[34526448 &TEZ"QGHWJE) citoesqueletoe | 5.30/6.53
- biogéneses. 100/53 58 72 288 LAEQNRKDAEA
56 100 MQNLNDR
56 64 EGQKLEYEHLLDVK
214 Q
90 100 KAITGFDDPFSGK
; ; Filamento
. DSP variant protein . P
0i|68533039 (Q4LE79_HUMAN) |nterm_ed|a~r|o da 5.30/6.45 100/ 265 64 72 277 AEKAITGFDDP
organizagao do
citoesqueleto e 63 90 KLASLEELKR
biogéneses.
60 70 KFGDSNTVMR
. PML protein, splice Controle da
216 Q 0i|631331 form 1 apoptose 5.88/5.34 96 /96 69 17
221 PAF qi[118722349 RNA-binding protein Processando o 6.34/5.44 118 /100 116 22

12B
(RB12B_HUMAN)*

mMRNA
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100317/FtmTOiTSR.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100117/FtmpfacST.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110117/Fttcmrsnm.dat&hit=1

parathyroid hormone-
responsive B1

Aumento de célcio

479 PAF 0i]119614422 no meio 5.81/6.05 71/71 100 24
(PTHB1_HUMAN)* extracelular
LONP2 protein
518 PAF i[114205472 Protease 6.03/5.75 66 /68 119 31
(LONP2_HUMAN)*
. SPS1/STE20-related Ativagdo da
566 Q 0i[63998898 protein kinase YSK4 MAPK 6.25/5.27 58 /59 134 29
(YSK4_HUMAN) *
Desmin Fil "
603 Q gil1408188 intelr?anZ?é(r)io 5.21/5.70 53/60 238 60
(DESM_HUMAN)
cold shock domain Aumento da
704 PAF Qi|119577021 containing E1, RNA- M 6.22/5.75 62 /57 143 39
binding traducéo
(CSDE1_HUMAN)*
0i[311203834 Proteina
772 TPAF(10.00) septin-4 isoform 4 filamentosa 5.69/5.19 54/ 47 78 26
relacionada a
(SEPT4_HUMAN)* preservacéo da
mitocondria
R.VPFDAATLHTSTAMAAQ
f HGMDDDGTGQK.Q 2
803 PAF gi[4504165 gelsolin isoform a 5.90/5.27 86 /52 233 Oxidation (M) 0.011
precursor 2

K.EPAHLMSLFGGKPMIIYK.
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101125/FtttmnHat.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101125/FtttmnSSm.dat&hit=2
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110215/FttoSfseS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101130/FtttirYTO.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110928/FtocCnYaL.dat&hit=2
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110517/FttToeTaR.dat&hit=gi%7c4504165&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0

(GELS_HUMAN)

G 2 Oxidation (M)

R.EGGQTAPASTR.L 0.033
R.AVEVLPK.A 0.0083
K.AGALNSNDAFVLK.T 8.3e-06
Filamento K.TGAQELLR.V 6.9e-06
intermedidrio que
direciona o K.MDAHPPR.L Oxidation 0.08
filamento da (M)
actina 46
R.LFACSNK.I
7
K.DSQEEEKTEALTSAK.R
0.63
K.TEALTSAK.R
0.44
R.YIETDPANR.D
25
R.YIETDPANRDR.R
0.027
R.RTPITVVK.Q
0.00021
R.TPITVVK.Q
818 PAF 0i|148728589 mutant desmin Filamento 5.21/5.17 53/52 101 26
intermediario
(A5Z217_HUMAN)*
Proteasome (prosome, Ativacio do
827 PAF 0i|16741033 macropain) 26S roteagssoma 5.92/5.23 49/51 106 36
subunit, ATPase, 1 p
(PRS4_HUMAN)
Aumento de célcio
893 PAF 0i|194386994 unnamed protein na meio 5.18/5.17 46/ 47 77 21

(B4DMF1_HUMAN)*

extracelular
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101229/FttAIeaOm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101229/FttAIeatS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110102/FttACicmR.dat&hit=1

CACNB2 Canal d It
904 Q gil150039531 ana o i ;‘C’ioagem 6.41/6.16 46143 84 31
(A6PVM6_HUMAN)*
unnamed protein Filamento
970 PAF Qil193787214 intermedidrio que 4.94/4.88 47/ 44 106 34
(B3KRK8_HUMAN) segura os granulos
STE20-related kinase Ativacio da
1006 PAF Qi[51242955 adapter protein alpha MAQPK 6.02/5.01 48 /42 101 29
isoform 1
(STRAA_HUMAN)
Filamento
. TRIO and F-actin intermediario
1242 1169145172 R A 5.67/6.21 28/30 116 51
Q 4il169145172 binding protein relacionado a
ativagdo da
(B1IAHEL_HUMAN)* migraco e
difuséo
. . R.DALNIETAIK.T 0.013
annexin A2 Liga a vesicular
gi4757756 sricerr‘;tg’r’;";‘]: 5.41/7.57 28/38 74 K.SLYYYIQQDTK.G 0.11
(ANXA2_HUMAN)* plasmatica
R.TNQELQEINR.V 0.021
1319 Q
gi|179950 Catalase Enzi R.LSQEDPDYGIR.D 0.042
qu’;ft')':;al_?‘g 5.41/7.83 28/51 66 150
(CATA_HUMAN) 72 R.FNTANDDNVTQVR.A 0.0024

RLSQEDPDYGIR
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101203/FtttIrTeE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101209/FtttOecnS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110202/FttcOieae.dat&hit=1

Como filamento
intermediario

1345 PAF 0i|119627796 tektin 2 (testicular) associado a0 5.53/6.72 38/32 93 26
Ccentrossomos
(TEKT2_HUMAN)*
K.LITSVADVVNNDPMVGS
.0084
K.L Oxidation (M) 0008
ADVVNNDPMVGSK 0.0038
0.0005
glycogen Enzima que K.VIFLENYR.V
. phosphorylase type IV catalisa a
1373 PAF i|183351 ~ 8.20/5.07 41/31 90 119 0.0024
gil183351 degradagéo de K.VFADYEAYVK.C
(PYGL_HUMAN) glicogénio o1s
K.VSQLYMNPK.A Oxidation '
™ 0.19
K. AWNTMVLK.N Oxidation
M)
K.ISLSNESNK.V
N(G)N(G)- Enzima que
. dimethylarginine A
1413 PAF Qi|6912328 dimethylaminohydrolas h|d,ro||sa 5.53/6.72 31/29 86 29
el proteinas, que
possui arginina
metilada
(DDAH1_HUMAN)*
. interleukin 18 Citocina
1470 Q Qi]14210477 precursor proinflamatoria 4.58/4.43 22122 75 26
(Q96KJI8_HUMAN)
1471 Q Ubiquitinagdo 6.03/5.95 22125 84 22
0i|5410334 WSB-1
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101213/FttArxunT.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110518/FttTSGSEO.dat&hit=gi%7c183351&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101213/FttArxsaT.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101024/FteeCasSe.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101024/FteeCaunR.dat&hit=1

(Q9Y656_HUMAN)*

K.FMQASEDLLK.E

0.025
R.GDFCIQVGR.N 6.16-05
Nm23 protein K EHYVDLK.D
Modulacdo da 20/21 102 ’ ’ 59
i|35068 NDKA_HUMAN resposta 7.07/5.97
il ( - ) nflam o toria R.VMLGETNPADSKPGTIR. 13
G Oxidation (M) .
1.1
R.NIIHGSDSVESAEK.E
1489 Q
R.DALNIETAIK.T
) ) 0.1
annexin A2 Liga Vf,s"?“'ar 7.57/5.97 38/21 68 R.QDIAFAYQR.R
qil4757756 secretoria a 0.082
membrana
(ANXA2_HUMAN) plasmética R.TNQELQEINR.V
0.016
. R.TEGDGVYTLNDK.K 8.6e-07
1490 Q 0i[223976 haptoglobin Hp2 Rem"‘t’_e eSPdec'eS 6.23/6.07 42/20 419
reativas ce R.TEGDGVYTLNNEK.Q 0.00027
oxigenio e ions
(HP2_HUMAN) ferros
80 100 KLPECEAVCGK
77
: LDIEIATYR
NCK-associated
protein 1 Regulaa 8
1527 PAF 0il119631362 polimerizagdo da | 5.06/7.18 43/25 241 NMQGLVEDFK
i
(NCKAPL_HUMAN) actina 80
DTSVVLPMDN
53

KRTEMENEFVLIK
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=retrieve&db=protein&tool=msblast&dopt=DocSum&list_uids=119631362

1501 Q 1223668 interferon C term Citocinas

modified proinflamatdrias 6.30/4.27 19718 %0 30
HLE2 Aividade K.DSAIGFSR.V 0.0037
1547 PAF 0i|184226 o - 8.51/6.00 79/24 120
(TRFL_HUMAN) antimicrobiana K.GEADAMSLDGGYVYTA 0.00023
- GK.C Oxidation (M) '
R.YYGYTGAFR.C 0.085

Produgdo da
. . pequena

1652 Q 0i[55661618 RIO kinase 1 (yeast) subunidade do 5.77/5.83 64 /59
ribossomo 18S

92 25
(Q5WOK5_HUMAN)*

?Parametro de Expressao: analise comparativa entre células quiescentes e estimulada por PAF:

Q: Exclusivo para neutréfilos quiescentes
PAF: Exclusivo para neutréfilos estimulados pelo PAF
JPAF: Expressio diminuida na condigio PAF

TPAF: Expressdo aumentada na condicdo PAF

®p-value: valor da significancia na comparagdo entre os spots dos grupos, utilizando o programa SPSS. Campos sem valores representam
auséncia de uma das condi¢des demostrando spots exclusivos.
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110215/FttoSfeEh.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110518/FttTSGStE.dat&hit=gi%7c184226&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=20&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1033&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101102/FteroreTR.dat&hit=1

°Score: Search score : a partir da analise peptide mass fingerprint utilizando programa Mascot contra 0 NCBI banco de dados ndo redundante
; a partir de MS-BLAST que representa a soma de segmentos de pares de alto score de cada peptideo.

%C (%): porcentagem da cobertura da sequéncia da proteina pelos peptideos correspondentes.

*MS/MS score: Busca do score a partir da analise do espectro de fragmentacdo dos peptideos utilizando o programa Mascot contra 0 NCBI

banco de dados ndo redundantes.

"Peptideos e-value: Valores de expectativa para buscas por MS/MS. Representa o nlimero de acertos obtidos ao acaso com score melhor ou
igual ao obtido na identificacdo. Para um score exatamente no limite de significancia (p<0,05) o e-value também sera 0,05. Se o score for

aumentado em 10 unidades, o e-value diminuira para 0,005, portanto quanto menor o e-value, mais significativo sera o score.

* Proteinas descritas pela primeira vez em neutro6filos e associadas ao estimulo por PAF.
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4.4.2) Predicdo da funcdo proteica entre neutrofilos quiescentes e
PAF

As identificacGes proteicas apds a comparacdao entre neutrofilos quiescentes e
estimulados pelo PAF demonstraram enriquecimento proteico com localizacdo no
citoplasma, membrana e nlcleo, bem como um pequeno aumento para proteinas

citoplasmaticas e nucleares quando estimuladas, figura 22.
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Na avaliagdo da fungdo molecular observou-se que vérias proteinas que ligam-se
a nucleotideos e a ATP, ou apresentam atividades de hidrolase e transferase quando os
neutréfilos foram estimulados pelo PAF. Os neutréfilos quiescentes apresentam
proteinas que ligam-se a outras proteinas e a metais, e atividades de transferase, figura

23.
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Figura 23: Predicdo funcdo molecular na comparacdo entre neutréfilos quiescentes e estimulados pelo
PAF. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutrofilos quiescentes e (B) termos GO de

proteinas mais abundantes nos neutréfilos estimulados por PAF. O mapa colorido ilustra a percentagem

de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 288 70 50 S0[50)

Os processos bioldgicos com maior nimero de proteinas participantes foram a
transcricdo e ciclo celular quando os neutrdfilos estavam estimulados pelo PAF. Os
neutréfilos quiescentes apresentaram maior nimero de proteinas com participagdo em
fosforilacdo de aminoacidos, figura 24. Sabe-se que a transcricdo em neutrdfilos é
ativada quando ocorre isquemia e reperfusdo e um dos fatores liberados pelo endotélio é
o PAF (Ichikawa, Flores et al., 1997). Também ha relatos que os mondcitos estimulados
pelo PAF ativam a expressdo da IL-18 (Denault, April et al., 1997). E em nossos
estudos foi encontrada a IL-18 22kDa somente em neutrofilos quiescentes e a forma
inativa possui 23 kDa, identificada como precursora. Estudos mostram que a forma
ativa possui 18 kDa e é secretada. A liberacdo dessa proteina e a diferenca de massa
molecular séo possiveis explica¢fes para ndo se encontrar a proteina na sua forma ativa
em neutréfilos estimulados e ativados (Volin e Koch). Além disso ha relatos que a
sinalizacdo para a ativacdo de NF-kB pode ser enviada por PKC (Liu e Malik, 2006) e
héa relatos da ativacdo do NF-kB ap0s estimulacdo celular pelo PAF (Baker, Schopfer et
al., 2009).Neste estudo foi identificada uma subunidade responsavel pela ativacdo do
proteassoma como proteina exclusiva do PAF e ha evidéncias que a ubiquitinizacdo e a
degradacdo de proteinas mediadas pelo proteassoma 26S controla mecanismos da
transcricdo (Wojcik e Di Napoli, 2004; Yu, Simonson et al., 2009).
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Figura 24: Predicdo processo bioldgico na comparacdo entre neutréfilos quiescentes e estimulados pelo
PAF. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutrofilos quiescentes e (B) termos GO de
proteinas mais abundantes nos neutréfilos estimulados por PAF. O mapa colorido ilustra a percentagem

de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG B 70 S0 30pey

4.43) Comparacdo entre neutrofilos quiescentes e neutrdfilos
ativados por fMLP

Nessa comparacdo foram observados 44 spots com abundancia diferencial,
sendo 41 identificacBes proteicas. Dentre o0s 44 spots foram considerados 2 spots com
abundancia aumentada para a condicdo ativada por fMLP, 5 spots com abundancia
diminuida para fMLP, 31 spots considerados exclusivos da condigdo quiescente e 6
exclusivos da condicdo ativada por fMLP. Das 41 proteinas identificadas 1 apresentou
abundancia aumentada na condicdo ativada por fMLP, 4 diminuida, 30 exclusivas de

quiescente e 6 exclusivas de fMLP, como detalhado na figura 25 e tabela 9.
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Figura 25: Géis bidimensionais na faixa de acida (4-7) de neutrdfilos totais. A — Gel de neutrdfilos quiescente: em rosa, spots exclusivos de neutrofilos quiescentes e

em laranja, spots aumentados para neutr6filos quiescentes. B — Gel de neutrdfilos ativados pelo fMLP: em rosa, spots exclusivos de neutrdfilos ativados pelo fMLP e

em laranja, spot aumentado para neutrdfilos ativado.
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Tabela 9 — Identificagdo proteica de neutrofilos por MALDI-TOF-TOF peptide mass fingerprinting and MS/MS fragmentag&o por orbitrap.

Mr
N b NUmero de Nome e Simbolo . pl C(%) MS/MS . Peptideos
Spot Parametro de p-value . Atividades (teor/exp) Score® 4 MS/MS peptideos .
acesso (UniPROT) (teor/exp) Score® e-value
Expresséo® (kDa)
LiMLP Regulacéo
125 0.017 gif23573413 CADPS2 positiva da 5800619 | 14417 | 124 | 24
(5.78) (CAPS2_HUMAN) ) G0
exocitose
e Componete do
LiMLP general transcription or d
. ; promotor de
192 0.038 i1156119605 factor 3C polypeptide 4
(5.79) iniciagio da RNA | 82577 | 98/98 123 1 %0
(TF3C4_HUMAN) polimerase I11.
Biosintese do
Molybdenum cofactor
223 Q 0i|15082342 sulfurase cofactor 6.27/5.78 99/97 68 18
(MOCOS_HUMAN) molibdénio
Envolvida no
443 fMLP i PIG48 dobramento de 43
gil46411195 (Q2TUB4_HUMAN) i 5.98/5.67 61/63 154
proteinas
. . Constitue
. Tubulin alpha-1B chain 58
gilS5977474 | (TRAIB HUMAN) microtdbulos 4.94/6.52 50 190
. . Constitue
gi|55977476 Tubulin alpha-4A chain ) 177 56
(TBA4A_HUMAN) microttbulos 4.95/6.52 50
MLP
582 0.008
(7.22) R.AVFVDLEPTVIDEVR.T 9.3e-08
Tubulin alnha-LA chai c . R.IHFPLATYAPVISAEK.A 3.7e-10
ubulin alpha-1A chain onstitue
gi[55977864 P i . 4.94/6.52 50 164 54 325 K.VGINYQPPTVVPGGDLA 0.0013
(TBA1A_HUMAN) microttbulos KV
R.QLFHPEQLITGKEDAANN 3.9e-08
YAR.G
Rap guanine nucleotide Regulagéo da
669 fMLP 0i[51095026 exchange f;CtOI' (GEF) pequena GTPase 6.48/6.55 52/53 108 34
(RPGF5_HUMAN) mediada pela

105


http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110218/FttoizSOT.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100317/FtmTOiTSR.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110130/FttcCxTOR.dat&hit=2
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100109/FtmmlrSaT.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101125/FtttmGctO.dat&hit=1

transducéo de

sinal
K.VELQELNDR.F 0.7
340219 vimentin Filamento 5.03/5.95 53/42 RFLEQONK 0.9
685 fMLP Y (VIME_HUMAN) ) o 121 K.ILLAELEQLK.G 9
intermediario
R.QDVDNASLAR.L 0.0028
K.MALDIEIATYR.K 0.013
Oxidation (M)
247 JFMLP 0,036 mutant desmin Filamento 2
(1157) ' 9i[19908424 (DESM_HUMAN) intermediario | >21/580 | 53/49 n
JFMLP - Regulagéo da
752 0.023 . RCORS protein 21
(4.09) 9i[21595082 (RCOR3_HUMAN) transcrigio 6.25/5.70 |  48/48 103
CDCA42 effector protein M .
R Tradugdo de sinal
968 . (Rho GTPase binding) 90 30
Q 0i|14424674 1 da proteina Rho 5.38/6.64 39/40
(BORG5_HUMAN)
991 Q . MHC class | antigen Imunidade
0i[302144416 (DIUB11 HUMAN) 5.93/5.33 42/38 92 43
major .
994 Q gi[119623792 histocompatibility Imunidade 5.36/5.20 36/36 68 45
complex, class I, B
alkaline phosphatase,
1012 Q 4i|294660772 tissue-nonspecific biomineralizagdo | ¢ 12/6.01 49/38 91 18
isozyme
(PPBT_HUMAN)
1067 Q unnamed protein Filamento
gi|193787214 (BgKRFp)(rng%MAN) intermediério 4.94/5.38 47/36 131 42
Chain A, Crystal Catalizaa
Structure Of Human desfosforilacéo de
1118 Q 0i|118138239 Protein Tyrosine entideos 5.55/5.97 37/33 72 20
Phosphatase N4 pep
(Ptpn4) fosfotirosina
glucose-6-phosphate Metabolismo de
1183 Q 0i|111052659 dehydrogenase carboidrato 5.62/5.18 34/32 91 51
(QOPHS1 HUMAN)
adenosine deaminase Catabolismo de
1231 Q 0i[29029552 CECR1 adenosina 6.05/6.33 30/31 87 39
(CECR1_HUMAN)
TRIO and F-actin
1242 Q 0i|169145172 binding protein ) 5.67/6.21 28/30 116 51
(BLAHEL_HUMAN) Filamento
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110517/FttToeTaO.dat&hit=gi%7c340219&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110916/FtocmzESm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110927/FtocIfsSL.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110201/FttcOneeE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100311/FtmTlfawE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101102/FteroGStm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101211/FttAfzsne.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100826/FteufeYmS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110204/FttoffTmR.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110202/FttcOiemT.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110202/FttcOieae.dat&hit=1

intermediario
relacionado a
ativagdo da
migracéo e
difuséo

1254

0i[193787567

unnamed protein
product
(B3KSL1_HUMAN)

Liga-se a ions de

zinco

6.38/5.95

36/30

67

37

1255

gi[20809940

SYT9 protein
(Q8NCP8_HUMAN)

Transportador

6.51/5.66

36/30

115

42

1256

4i|206557837

RecName:
Full=Putative basic
leucine zipper and W2
domain-containing
protein 1-like 1
(BZW1L_HUMAN)

5.64/6.14

31/30

112

36

1260

4i90108664

Chain A, Crystal
Structure Of Lipid-Free
Human Apolipoprotein

A-l

5.27/5.30

28/30

73

37

1310

gil119587063

growth arrest-specific 8
(G3V1L5_HUMAN)

Controle de

movimento celular

6.56/5.86

53/29

72

21

1330

0i[119578110

N-ethylmaleimide-
sensitive fator
(D3DXJ4_HUMAN)

Regulagéo da
exocitose

5.65/5.26

31/28

77

37

1344

0i[119624521

trinucleotide repeat
containing 5

5.16/5.18

34/28

71

16

1358

gil6912540

cytosolic Fe-S cluster
assembly factor
NUBP2
(NUBP2_HUMAN)

Organiza
microtdbulos

5.55/5.36

29/27

98

39

1372

fMLP

0il6650622

Dimethylglycine
dehydrogenase,
mitochondrial;
AltName:
Full=ME2GLYDH;
Flags: Precursor
(M2GD_HUMAN)

Catobolismo de

glicina

7.31/5.35

97/91

73

18

1405

gi|15290517

truncated cardiac
troponin T
(TNNT2_HUMAN)

Catabolismo de
ATP

4.93/4.98

32/25

77

30

1430

gi[551547

prosome beta-subunit
(PSB4_HUMAN)

Resposta a danos
do DNA

5.70/5.10

25/24

71

19

1436

0i[123279700

dimethylarginine
dimethylaminohydrolas
e2
(Q5SSV3_HUMAN)

Metabolismo da

arginina

5.46/5.54

23/23

94

41
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110207/FttorfceR.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101124/FtttoxaeE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101124/FtttoGEwm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110203/FttofaTTE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101123/FtttoGESm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110203/Fttoffcmm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101123/FtttoGEOR.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110203/Fttoffcnm.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110329/FttpmfamS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101119/FtttfrTSS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110119/FttcSraem.dat&hit=2

PREDICTED: similar

Complexo

1438 Q to tropomyosin 3 associado a
9i[73961087 isoform 2 isoform 13 citoesqueleto e 4.81/5.55 26/24 85 43
(Q5VU61_HUMAN) )
actina
Q gi[14210477 interleukin 18 Citocina 458443 | 22722 75 2%
1470 precursor
(Q96KJI8_HUMAN) proinflamatéria
K.FMQASEDLLK.E 0.025
R.GDFCIQVGR.N 6.1e-05
Nm23 protein Modulagéo da 20/ 21 102 K.EHYVDLK.D 5
gil35068 (NDKA_HUMAN) resposta 7.07/5.97 RVMLGETNPADSKPGTIR. 13
inflamatéria G Oxidation (M)
1489 0 R.NIIHGSDSVESAEK.E 11
. Liga vesicular R.DALNIETAIK.T 0.1
annexin A2 .
i secretoria a 7.57/5.97 38/21 68 R.QDIAFAYQR.R 0.082
gil4757756 (ANXA2_HUMAN)
membrana R.TNQELQEINR.V 0.016
plasmatica
haptoglobin Hp2 Remove espécies R.TEGDGVYTLNDK.K 8.6e-07
1490 Q 0i|223976 reativas de 6.23/6.07 42120 80 100 419 R.TEGDGVYTLNNEK.Q 0.00027
(HP2_HUMAN) oxigénio e fons KLPECEAVCGK
ferros
neuropilin and tolloid-
1512 Q gij20452470 | 'ike protein 1 isoform 1 Memoria 5.46/5.95 20/17 93 57
precursor
(NETO1_HUMAN)
. Transporte de
1520 Q . RABG6B protein
gi[50927456 (Q6AZ91_HUMAN) proteinas 5.41/5.15 23/19 72 37
. Metabolismo de
unnamed protein
1537 Q 0i[194382120 product N- 5.63/5.05 23/18 78 35
(BADJF3_HUMAN) acetilglucosamina
activator of 90 kDa Resposta a
1587 fmMLP 0i[6912280 heat shock protein estresse 5.41/4.93 38/39 80 31

ATPase homolog 1
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101119/Ftttfrsmt.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101024/FteeCasSe.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101014/Fteembewe.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101119/FtttfGHwO.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110203/FttoffaaL.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101229/FttAIbSnE.dat&hit=1

(AHSAL_HUMAN)

. Regulacgéo da
tropomyosin 2 (beta)

1595 fmLP 0i[62898077 isoform 2 variant atividade de 4.63/5.06 33/36 127 49
(TPM2_HUMAN) ATPase
1707 TMLP 0.000 gil51105863 indolethylamine N- 5.15/478 |  20/36 81 2

(7.01) methyltransferase

*Parametro de Expressao: analise comparativa entre células quiescentes e ativada por fMLP:

Q: Exclusivo para neutréfilos quiescentes

fMLP: Exclusivo para neutrofilos estimulados pelo fMLP
JEMLP: Expressio diminuida na condigéo fMLP
TFMLP: Expressdo aumentada na condigdo fMLP

®p-value: valor da significancia na comparago entre os spots dos grupos, utilizando o programa SPSS. Campos sem valores representam

auséncia de uma das condi¢des demostrando spots exclusivos.

°Score: Search score : a partir da analise peptide mass fingerprint utilizando programa Mascot contra o NCBI banco de dados ndo redundante

; a partir de MS-BLAST que representa a soma de segmentos de pares de alto score de cada peptideo.

%C (%): porcentagem da cobertura da sequéncia da proteina pelos peptideos correspondentes.

*MS/MS score: Busca do score a partir da analise do espectro de fragmentacdo dos peptideos utilizando o programa Mascot contra o NCBI

banco de dados ndo redundantes.
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101229/FttAIecmS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101026/FteeCzYth.dat&hit=1

"Peptideos e-value: Valores de expectativa para buscas por MS/MS. Representa o nlimero de acertos obtidos ao acaso com score melhor ou
igual ao obtido na identificacdo. Para um score exatamente no limite de significancia (p<0,05) o e-value também sera 0,05. Se o score for

aumentado em 10 unidades, o e-value diminuiré para 0,005, portanto quanto menor o e-value, mais significativo seré o score.
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4.4.4) Predicdo da funcdo proteica entre neutrofilos quiescentes e

fMLP
Na comparacdo entre neutrofilos quiescentes e ativados pelo fMLP, as proteinas
identificadas em sua maioria com abundancia aumentada ou exclusivas para neutrofilos
quiescentes se mostrou em abundancia no citoplasma, membrana e nucleo e para

neutrofilos ativados localizada no citoplasma, figura 26.
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55 endosomo
_- ’ ‘___ 68 ;45 regido extracelular
28 projegdo celular
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25 complexo proteico

complexo troponina
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26 cilios
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i P
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Figura 26: Predicdo componente celular na comparagdo entre neutréfilos quiescentes e ativado pelo fMLP. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutrofilos

quiescentes e (B) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos ativados por fMLP. O mapa colorido ilustra a percentagem de confiabilidade atribuido pelo

programa de ESG 1100 70 50 30/ 0
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A fungdo molecular mais abundante tanto em neutrofilos quiescentes como em
neutréfilos ativados foi a de proteinas que se ligam a outras proteinas e em segundo
lugar em neutréfilos quiescentes apresentaram-se proteinas que se ligam a metais, figura

217.
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Figura 27: Predicdo funcdo molecular na comparacéo entre neutr6filos quiescentes e ativado pelo fMLP.
(A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutrofilos quiescentes e (B) termos GO de proteinas
mais abundantes nos neutréfilos ativado pelo fMLP. O mapa colorido ilustra a percentagem de

confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 288 70 50 3050

Os processos bioldgicos mais representados em neutrofilos quiescentes foram
transporte, protedlise e resposta imune, em neutrdfilos ativados pelo fMLP foi o
dobramento de proteinas, figura 28. Os intermediarios que atuam no dobramento de
proteinas sdo fundamentais para realizacdo de enovelamento correto das proteinas e
assim formam dominios, facilitando as modificagdes pds-traducionais (Tsytlonok e
Itzhaki). Uma das proteinas importantes que sofrem alteracbes no dobramento é a
tubulina (Szymanski, 2002), constituintes dos microtubulos. Os microtdbulos, ap6s o
estimulo celular se movimentam conduzindo os granulos para a membrana, em favor da

degranulacdo (Verhey e Gaertig, 2007).
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Figura 28: Predicdo processo bioldgico na comparacdo entre neutréfilos quiescentes e ativados pelo
fMLP. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutrofilos quiescentes e (B) termos GO de

proteinas mais abundantes nos neutréfilos ativados pelo fMLP. O mapa colorido ilustra a percentagem de

confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 1100 70 50 300

4.4.5) Comparacdo entre neutroéfilos estimulados pelo PAF e neutrofilos
ativados por fMLP

Nessa comparacdo foram observados 71 spots com abundancia diferencial,
sendo 10 identifica¢Oes proteicas. Dentre os 71 spots foram considerados 17 spots com
abundéncia aumentada para a condicdo ativada por fMLP, 34 spots com abundancia
diminuida para fMLP, 15 spots considerados exclusivos da condicdo estimulada por
PAF e 5 exclusivos da condicdo ativada por fMLP. Das 10 proteinas identificadas 6
apresentaram abundéncia diminuida na condi¢do ativada por fMLP, 3 exclusivas da

condicdo estimulada por PAF e 1 exclusiva de fMLP, figura 29 e tabela 10.
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Figura 29: Géis bidimensionais na faixa de &cida (4-7) de neutrdfilos totais. A — Gel de neutréfilos estimulados pelo PAF: em rosa, spots exclusivos de neutréfilos

estimulados pelo PAF e em laranja, spots aumentados para neutréfilos estimulados pelo PAF. B — Gel de neutrdfilos ativados pelo fMLP: em rosa, spots exclusivos

de neutrdéfilos ativados pelo fMLP e em laranja, spot aumentado para neutréfilos ativado.
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Tabela 10 — Identificagdo proteica de neutréfilos por MALDI-TOF-TOF peptide mass fingerprinting and MS/MS fragmentacao por orbitrap.

Mr
Parametro de NUmero de Nome e Simbolo - pl . C(%) MS/MS . .
Spot Expressio® p-value® aCesso (UniPROT) Atividades (teor/exp) (teor/exp) Score d Score® MS/MS peptideos p:?};(ljj:fs
(kDa)
KIAA1632 protein
70 TPAF(4.38) 0.024 i[10047341 Adeséo celular 6.10/6.30 166/152 82 16
(EPG5_HUMAN)
polypeptide of 976 aa Des,Losfor(;Iagéq de
73 TPAF(4.76) 0.008 0i[1212983 resi g(a)smﬁ Ase””a 5.85/6.38 114/151 75 21
(SYCP1_HUMAN) polimerase I1
RACKT? isoform i At tei
147 TPAF(4.10) 0.001 0il86143432 "’Cair‘?ars’gog'”a 5.93/5.45 122/112 126 24
(Q2HXV4_HUMAN)
ring finger protein 17
. long isoform
434 TPAF(7.29) 0.001 i113603887 9 Diferenciagéo 5.83/5.52 75/67 77 24
(RNF17_HUMAN)
LONP2 protein
518 PAF i[114205472 Protease 6.03/5.75 66 /68 119 31
(LONP2_HUMAN)
interferon-induced
protein with
. tetratricopeptide Resposta celular
595 TPAF(4.32) 0.040 i|153082755 repeats 2 a0 interferon alfa 6.32/6.59 55/58 82 23

(IFIT2_HUMAN)
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110913/Ftocofsmh.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110915/FtocmaHeS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110315/FttmIrYtL.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100118/FtmpfbcwE.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101125/FtttmnSSm.dat&hit=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CDD_SEARCH=on&CLIENT=web&COMPOSITION_BASED_STATISTICS=on&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=11+1&I_THRESH=0.001&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=BLOSUM62&NCBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=MSENNKNSLESSLRQLKCHFTWNLMEGENSLDDFEDKVFYRTEFQNREFKATMCNLLAYLKHLKGQNEAALECLRKAEELIQQEHADQAEIRSLVTWGNYAWVYYHMGRLSDVQIYVDKVKHVCEKFSSPYRIESPELDCEEGWTRLKCGGNQNERAKVCFEKALEKKPKNPEFTSGLAIASYRLDNWPPSQNAIDPLRQAIRLNPDNQYLKVLLALKLHKMREEGEEEGEGEKLVEEALEKAPGVTDVLRSAAKFYRRKDEPDKAIELLKKALEYIPNNAYLHCQIGCCYRAKVFQVMNLRENGMYGKRKLLELIGHAVAHLKKADEANDNLFRVCSILASLHALADQYEDAEYYFQKEFSKELTPVAKQLLHLRYGNFQLYQMKCEDKAIHHFIEGVKINQKSREKEKMKDKLQKIAKMRLSKNGADSEALHVLAFLQELNEKMQQADEDSERGLESGSLIPSASSWNGE&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=9&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=3&END_OF_HTTPGET=Yes

CDC42 effector protein
(Rho GTPase binding)

Traducéo de sinal

i 1
968 PAF i|14424674 da proteina Rho 5.38/6.00 39/40 90 30
(BORG5_HUMAN)
Annexin A5 P i R.GTVTDFPGFDER.A 0.12
1035 fMLP gi[113960 “’a;fsg):: - 4.94/4.71 36/29 219 54 120
(ANXA5_HUMAN) K.GLGTDEESILTLLTSR.S 1.9e-07
modulator of retrovirus
. infection
1501 TPAF(8.81) 0.000 0i]208022703 5,16/6.50 17/20 90 49
(MRI_HUMAN)
HLE2 Atvidads K.DSAIGFSR.V 0.0037
1547 PAF 11184226 i . 8.51/6.00 79124 120
9il184226 antimicrobiana K.GEADAMSLDGGYVYTA
(TRFL_HUMAN) GK.C Oxidation (M) 0.00023
0.085

R.YYGYTGAFR.C

?Parametro de Expressao: analise comparativa entre células estimulada por PAF e ativada por fMLP:

PAF: Exclusivo para neutrdfilos estimulada por PAF

fMLP: Exclusivo para neutrofilos estimulados pelo fMLP

4 PAF: Expresséo diminuida na condi¢io PAF

T PAF: Expressio aumentada na condigio PAF
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100113/FtmmCncmR.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110518/FttTSGStE.dat&hit=gi%7c184226&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=20&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1033&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0

®p-value: valor da significancia na comparago entre os spots dos grupos, utilizando o programa SPSS. Campos sem valores representam
auséncia de uma das condigdes demostrando spots exclusivos.

°Score: Search score : a partir da analise peptide mass fingerprint utilizando programa Mascot contra 0 NCBI banco de dados ndo redundante

; a partir de MS-BLAST que representa a soma de segmentos de pares de alto score de cada peptideo.

9C (%): porcentagem da cobertura da sequéncia da proteina pelos peptideos correspondentes.

*MS/MS score: Busca do score a partir da analise do espectro de fragmentacéo dos peptideos utilizando o programa Mascot contra 0 NCBI

banco de dados ndo redundantes.

"Peptideos e-value: Valores de expectativa para buscas por MS/MS. Representa o nlimero de acertos obtidos ao acaso com score melhor ou
igual ao obtido na identificacdo. Para um score exatamente no limite de significancia (p<0,05) o e-value também sera 0,05. Se o score for

aumentado em 10 unidades, o e-value diminuira para 0,005, portanto quanto menor o e-value, mais significativo sera o score.
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4.4.6) Predicdo da funcdo proteica entre neutrofilos quiescentes e
fMLP

As proteinas que foram identificadas resultado da comparagdo entre neutréfilos
estimulados pelo PAF e ativados pelo fMLP também foram avaliadas utilizando o programa

ESG. O componente celular mais predito foi o citoplasma e nucleo, figura 30.
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Figura 30: Predicdo componente celular na comparacao entre neutrofilos estimulados pelo PAF e ativado
pelo fMLP. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutrofilos estimulados pelo PAF e (B)

termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos ativados por fMLP. O mapa colorido ilustra a

percentagem de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 1100 70 50 3010

As proteinas que apresentaram maior abundancia em neutréfilos estimulados
pelo PAF quando comparados com neutrofilos ativados pelo fMLP tiveram em sua

maioria preditas a funcdo molecular de ligacdo a outras proteinas e nucleotideos, figura
31.
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Figura 31: Predicdo funcdo molecular na comparacéo entre neutrofilos estimulado pelo PAF e ativado
pelo fMLP. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos estimulados pelo PAF e (B)

termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos ativado pelo fMLP. O mapa colorido ilustra a

percentagem de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 1100 70 50 3010

Na comparacdo entre neutrofilos estimulados pelo PAF e ativados pelo fMLP o
processo biolégico com maior quantidade de proteinas predominantes na resposta ao

PAF foi a transcricdo (figura 32), repetindo o que ja foi encontrado na comparacéo entre
neutrofilos quiescentes e estimulados pelo PAF.
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Figura 32: Predicdo processo biolégico na comparacao entre neutréfilos estimulado pelo PAF e ativados
pelo fMLP. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos estimulados pelo PAF e (B)

termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos ativados pelo fMLP. O mapa colorido ilustra a

percentagem de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 1100 70 50 30 0

4.4.7) Comparagéo entre as trés condicoes

Na comparacdo entre as trés condigdes foram observados 16 spots com
abundancia diferencial, sendo 11 identificacBes proteicas, dentre elas 4 proteinas
exclusivas de quiescentes quando comparadas com PAF e fMLP, 2 proteinas exclusivas
de PAF quando comparadas a quiescente e fMLP, 1 proteina exclusiva de quiescente
qguando comparada a fMLP e a mesma exclusiva de PAF quando comparada a fMLP, 3
proteinas aumentadas em PAF e diminuidas em quiescente e fMLP e 1 proteina

aumentada para quiescente e diminuida para PAF e fMLP (figura 33, tabela 11 e 12).
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Tabela 11: Spots com expressdo diferencial entre trés condicBes: quiescente, PAF e

fMLP
Spot Quiescente PAF fMLP
X PAF X fMLP X Quiescente X fMLP X Quiescente X PAF

70 s = 0 1 = 1

73 J = T ) = {
147 J = T T = {
192 ) ) \ J

273 Ausente Ausente Exclusivo T Exclusivo J
518 Ausente Ausente Exclusivo Exclusivo Ausente Ausente
588 J J T = ) =
884 J J T = ) =
968 = Exclusivo = Exclusivo Ausente Ausente
975 Ausente Ausente Exclusivo ) Exclusivo J
1242 Exclusivo Exclusivo Ausente Ausente Ausente Ausente
1470 Exclusivo Exclusivo Ausente Ausente Ausente Ausente
1489 Exclusivo Exclusivo Ausente Ausente Ausente Ausente
1490 Exclusivo Exclusivo Ausente Ausente Ausente Ausente
1547 Ausente Ausente Exclusivo Exclusivo Ausente Ausente
1626 J J T = )
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—94.000

—67.000

—43.000

—30.000

—20.100

PAF

Figura 33: Géis bidimensionais na faixa de acida (4-7) de neutrdfilos totais. A — Gel de neutréfilos quiescente: em rosa, spots exclusivos de neutréfilos quiescentes e

quiescente

em laranja, spot aumentado para neutrdfilos quiescentes. B — Gel de neutréfilos estimulados pelo PAF: em rosa, spots exclusivos de neutréfilos estimulados pelo PAF

e em laranja, spots aumentados para neutréfilos estimulados.
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Tabela 12 — Identificagdo proteica de neutréfilos por MALDI-TOF-TOF peptide mass fingerprinting and MS/MS fragmentacao por orbitrap.

Mr
Parametro de g \ NUmero de Nome e Simbolo - pl . C(%) MS/MS . Peptideos
Spot Expressio® p-value aCesso (UniPROT) Atividades (teor/exp) (teor/exp) Score d Score® MS/MS peptideos evalue'
(kDa)
TPAF
PAFXQ
KIAA1632 protein 0 céluL
70 (5.16) 0.002 0i[10047341 Adescaé?uclg ula- 6.10/6.30 166/152 82 16
(EPG5_HUMAN)
PAFXfMLP
(4.38)
TPAF
PAFXQ L
polypeptide of 976 aa Des,Losfor(;Iagaq de
73 (5.32) 0.002 0i[1212983 resi ggsmj ;e””a 5.85/6.38 114/151 75 21
BAFKIMLP (SYCP1_HUMAN) polimerase I1
X
(4.76)
TPAF
PAFXQ
147 (4.67) 0.001 qi86143432 RACK? isoform i At"’c""ir?azg’(tf'”a 5.93/5.45 122112 126 24
PAFXfMLP (Q2HXV4_HUMAN)
(4.17)
TQ
. general transcription Componete do
192 QxPAF 0.007 0i|156119605 factor 3C polypeptide 4 Oromotor de 6.21/5.93 93/94 123 30
458 iniciacdo da RNA
(4.58) (TF3C4_HUMAN) polimerase I11.
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110913/Ftocofsmh.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110915/FtocmaHeS.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110315/FttmIrYtL.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20100317/FtmTOiTSR.dat&hit=1

QxfMLP

(6.56)
LONP2 protein
518 PAF 0i|114205472 Protease 6.03/5.75 66 /68 119 31
(LONP2_HUMAN)
CDC42 effector protein
(Rho GTPase binding) . inal
968 PAFeQ 0il14424674 1 TJ:‘:)Lr'gfglg: ;‘;‘g 5.38/6.00 39/40 90 30
(BORG5_HUMAN)
Filamento
. TRIO and F-actin intermediario
1242 Q 0i|169145172 binding protein relacionado a 5.67/6.21 28/30 116 51
ativagdo da
(BIAHE1_HUMAN)* migragao e
difuséo
. interleukin 18 Citocina
1470 Q Qi|14210477 precursor proinflamatéria 4.58/4.43 22122 75 26
(Q96KI8_HUMAN)
K.FMQASEDLLK.E 0.025
R.GDFCIQVGR.N 6.16-05
Nm23 protein Modulagéo da
gi|35068 resposta 7.07 /5.97 20/21 102 KEHYVDLK.D 59
(NDKA_HUMAN) inflamatéria
- R.VMLGETNPADSKPGTIR. 13
1489 Q G Oxidation (M) ’
R.NIIHGSDSVESAEK.E 11
gi|4757756 annexin A2 Liga vesicular 7.5715.97 38/21 68 R.DALNIETAIK.T 0.1

secretoria a
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101125/FtttmnSSm.dat&hit=2
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110202/FttcOieae.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20101024/FteeCasSe.dat&hit=1

(ANXA2_HUMAN)

membrana
plasmatica

R.QDIAFAYQRR

R.TNQELQEINR.V

0.082

0.016

(TRFL_HUMAN)

GK.C Oxidation (M)

R.YYGYTGAFR.C

» R.TEGDGVYTLNDK.K 8.6e-07

1490 Q 0i[223976 haptoglobin Hp2 Remo‘t’_e es"dec'es 6.23/6.07 42120 419
reativas de R.TEGDGVYTLNNEK.Q 0.00027

oxigenio e ions
(HP2_HUMAN) ferros
80 100 KLPECEAVCGK

HLF2 Nvidade K.DSAIGFSR.V 0.0037

1547 PAF 184226 vidad 8.51/6.00 79124 120

9il184226 antimicrobiana K.GEADAMSLDGGYVYTA

0.00023

0.085

?Parametro de Expressao: analise comparativa entre células quiescentes, estimulada por PAF e ativada por fMLP:

Q: Exclusivo para neutréfilos quiescentes

PAF: Exclusivo para neutréfilos estimulados pelo PAF

TPAF: Expressdo aumentada na condico PAF

TQ: Expresséo aumentada na condicéo quiescente

PAF e Q: Exclusivo para neutréfilos quiescentes e PAF na comparagdo com fMLP

®p-value: valor da significancia na comparagdo entre os spots dos grupos, utilizando o programa SPSS. Campos sem valores representam

auséncia de uma das condi¢des demostrando spots exclusivos.
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20110518/FttTSGStE.dat&hit=gi%7c184226&db_idx=1&px=1&ave_thresh=29&_ignoreionsscorebelow=20&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1033&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0

°Score: Search score : a partir da analise peptide mass fingerprint utilizando programa Mascot contra o NCBI banco de dados ndo redundante
; a partir de MS-BLAST que representa a soma de segmentos de pares de alto score de cada peptideo.

%C (%): porcentagem da cobertura da sequéncia da proteina pelos peptideos correspondentes.

*MS/MS score: Busca do score a partir da analise do espectro de fragmentacdo dos peptideos utilizando o programa Mascot contra 0 NCBI

banco de dados ndo redundantes.

"Peptideos e-value: Valores de expectativa para buscas por MS/MS. Representa o nlimero de acertos obtidos ao acaso com score melhor ou
igual ao obtido na identificacdo. Para um score exatamente no limite de significancia (p<0,05) o e-value também sera 0,05. Se o score for

aumentado em 10 unidades, o e-value diminuira para 0,005, portanto quanto menor o e-value, mais significativo sera o score.
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4.4.8) Predicdo da funcdo proteica entre neutréfilos quiescentes
estimulados por PAF e ativados por fMLP

A comparacdo entre as trés condi¢Bes neutrofilos quiescentes, estimulados pelo
PAF e ativados pelo fMLP apresentou 6 proteinas com abundancia maior ou exclusivas
para neutréfilos estimulados pelo PAF e 7 proteinas mais abundantes ou exclusivas para
neutréfilos quiescentes. Com esse perfil foi demonstrado proteinas para neutrdfilos
estimulados em sua maioria localizados no citoplasma e nucleo e nos neutréfilos

quiescentes localizado em membranas, citoplasma e nucleo, figura 34.
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Sz S 12 |9 | Proteinas de neutrbfilos quiescentes aixig:0 EO i = :estimulada por PAF
EinigidizizTio With!diSim
B0: 41 921 57icitoplasma 461 38 4 e|§ 571 Icitoplasma
28! 30 44 | inicieo 4 soi 70 088 inucleo
48] 28 26 i 86imembrana 24 intracelular
_# 97 ga! regido extracelular 25 55, membrana
" complexo de canal de voltagem de potassio 85i regido extracelular
49| citoesqueleto 30 motocdndria
26! projecao celular 49 cytoesqueleto
3isistema de endomembrana 5 complexo miosina
35, isistema de endomembrana

Figura 34: Predicdo componente celular na comparacao entre neutrofilos quiescentes e estimulados pelo
PAF. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos quiescentes e (B) termos GO de

proteinas mais abundantes nos neutrofilos estimulados pelo PAF. O mapa colorido ilustra a percentagem

de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG i 70 50 Sﬂ-.

A funcdo molecular em neutrofilos estimulados por PAF que se apresentou
enriquecida denota ligacdo a outras proteinas e a nucleotideos. Em neutrofilos
quiescentes, funcdes relacionadas com a ligacdo a outras proteinas e a metais e

atividades de transferase, figura 35.
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Figura 35: Predigdo da funcdo molecular na comparacao entre neutréfilos quiescentes e estimulados pelo

PAF. (A) termos GO de proteinas mais abundantes nos neutréfilos quiescentes e (B) termos GO de

proteinas mais abundantes nos neutrofilos estimulados pelo PAF. O mapa colorido ilustra a percentagem

de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG 1100 70 50 300

O processo biolégico mais relatado em neutréfilos estimulados por PAF foi a

transcricdo e em neutréfilos quiescentes a resposta imune, figura 36.
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Figura 36: Predicdo processo biol6gico na comparagdo entre neutréfilos quiescentes e estimulados pelo

PAF. (A) GO termos de proteinas mais abundantes nos neutréfilos quiescentes e (B) GO termos de
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proteinas mais abundantes nos neutrofilos estimulados pelo PAF. O mapa colorido ilustra a percentagem

de confiabilidade atribuido pelo programa de ESG B 70 S0 30pey

Todas as identificacdes foram avaliadas utilizando critérios de validagdo, ja
descritos na metodologia. Essas validacGes também foram otimizadas pelo grupo de
pesquisas do Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas.

Proteinas KIAA 1632 (EPG5_HUMAN)

A familia KIAA é formada por proteinas grandes, bastante hidrofébicas e com a
funcdo ainda desconhecida. Algumas foram encontradas associadas a regido cerebral
(Nakayama, Kikuno et al., 2002). A proteina KIAA 1632 teve sua expressao génica
relacionada ao cancer de mama. Os genes alterados em cancer estdo relacionados a uma
gama de modificagfes celulares como aumento de transcrigdo, adesdo e invasdo. A
funcéo dessa proteina é desconhecida, porém acredita-se no envolvimento na interagdo
célula-célula (adesdo) (Halama, Grauling-Halama et al., 2007). Essa proteina foi
identificada aumentada na estimulacdo dos neutrofilos pelo PAF. Estudos relatam que a
estimulagdo pelo PAF provoca aumento de adesdo ao endotélio (Condliffe, Chilvers et
al., 1996), figura 37.

Polipeptideos de 976 aa (SYCP1_HUMAN)

O complexo Synaptonemal influencia no numero de recombinacfes de
cromossomos homologos com auxilio de quiasmas estaveis (Zhang, Liu et al.), mas
também esta relacionado com a regulacdo do processo de transcricdo do RNA
mensageiro atuando como uma fosfatase, desfosforilando residuos de serina da RNA
polimerase Il. A fosforilacdo e desfosforilacdo sdo mecanismos importantes para a
movimentacdo da RNA polimerase Il e consequentemente formagcdo do mRNA, além
disso a desfosforilacdo € um mecanismo de reciclagem dessa enzima (Zhang, Cho et al.;
Heyting, 1996; Zhang, Kim et al., 2006). Esta proteina foi encontrada com maior
abundancia tanto na condicdo estimulada pelo PAF quanto na condicdo ativada pelo

fMLP, comparadas com os neutréfilos quiescentes Como o neutrofilo ja é uma célula
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madura e ndo sofre divisdo, & pertinente propor a hipotese que SYCPL esteja

relacionado ao controle da transcricéo, figura 37.

RACK 7 (Q2HXV4_HUMAN)

Estudos demonstram que proteinas da familia RACK ancoram e ativam a
proteina cinase C e aumentam a fosforilagdo durante a ativagdo celular. A proteina
cinase C estd envolvida na ativacdo de varias funcGes dos neutrofilos, dentre elas:
explosdo respiratdria, adesdo, mudanca do pH, apoptose (Bertram e Ley; Fossey,
Kuroda et al., 2000). Porém ainda ndo se tem relato de estudos especificos para
elucidar a funcédo da proteina RACK isoforma 7. O presente trabalho mostra a expressdo
aumenta dessa proteina apés estimulacdo dos neutrdfilos com PAF, o que reforca a

importancia da RACK na estimulacéo, figura 37.

Fator de transcricéo geral 3C polipeptideo 4 (TF3C4_HUMAN)

A familia da proteina TF3C4, familia TFC4, possui em sua cadeia repeticdes de
11 tetratricopeptideos. Os componentes dessa familia ligam-se a RNA polimerase |11 e
seus aparatos. A proteina TF3C4 (TFIIIC) é um componente de promotor encontrado
em metazoa e eucariotos e faz parte da montagem do complexo para inicio da
transcricdo da RNA polimerase I1l, porém TFIIIB é a proteina responsavel pelo inicio
da transcricdo. A RNA polimerase Il é responsavel pela transcricdio dos RNAs
essenciais a sintese de proteinas, processamento do RNA mensageiro e transporte de
proteinas como: 5S RNA, tRNA, U6 snRNA, RNase, pRNA e 7SL RNA. A predicdo
baseada na sequéncia da proteina, além de participe do complexo do promotor, sugere
atividade relacionada a transporte de potassio e atividade de acetiltransferase (Moir e
Willis, 2004). O mecanismo TF3C4 relacionado a estimulacdo dos neutrofilos nédo é
conhecido, por isso 0 que podemos afirmar é a diminui¢do da abundancia da proteina
TF3C4 apds estimulacdo dos neutrofilos pelo PAF e pela ativagdo com fMLP. Estudos
relatam que a subunidade TF3C4 provavelmente estd localizada a montante da
subunidade responsavel por iniciar a transcricdo. Esse mesmo estudo relata que o
aumento da transcricdo € relacionado com a mudanca de conformacdo apds

modificagOes pos-tranducionais, provavelmente fosforilagbes dessa subunidade em dois
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dominios PCF-1 e PCF-2 (Schramm e Hernandez, 2002). Com esses relatos podendo
sugerir que a modificacdo pds-traducional dessa proteina pode ter modificado a massa
e/ou o ponto isoelétrico, mudando o posicionamento dela no gel, nesse caso nao
podemos afirmar que a diminuicdo dessa proteina cause a diminuicdo da transcrigcdo de
componentes de RNA responsavel pelo aparato de sintese de proteina, mas temos um

indicio de aumento de transcricao, figura 37.

Protease Lon homéloga 2, peroxisomal (LONP2_HUMAN)

A lon protease e suas isoformas podem ser encontradas em trés organelas
diferentes mitocondria, cloroplasto e peroxisomo. A lon protease homolog 2 ¢é
localizada no peroxisomo. Essa protease dependente de ATP ainda ndo teve sua funcao
elucidada, mas acredita-se que seja responsdvel pela degradacdo de proteinas
deformadas. O peroxisomo é uma organela presente em células eucariéticas contendo
varias enzimas responsaveis pela oxidacdo de acidos graxos (Kikuchi, Hatano et al.,
2004). A sua funcdo esta relacionada a vérias enzimas presentes nessa organela que
utiliza o oxigénio para as reacOes oxidativas. Algumas das reagdes encontradas no
peroxisomo sdo a degradacdo do perdxido de hidrogénio (H,O;), do oOxido nitrico,
metabolitos toxicos para células.. A proteina LONP2 foi encontrada somente em
neutrdfilos estimulados o que nos sugere uma proteina envolvida na modulacdo da
resposta inflamatoria, outro evento também observado pelo presente trabalho foi a baixa
deteccdo de perdxido de hidrogénio que pode ter sido consumido pela acdo da calase,
proteina encontrada nos peroxisomos. A catalase também foi identificada na
comparacao entre neutrofilos quiescentes e estimulados pelo PAF, porém apresentou
auséncia em neutrofilos estimulados, mas a atuacdo dessa proteina é dependente de
fosforilacdo, sendo necessario mais estudos para comprovar se a sua auséncia realmente

demonstra a modificacdo pds-traducional(Putnam, Arvai et al., 2000), figura 37.

Proteina efetora de CDC42 (ligacdo Rho GTPase) 1 (BORG5 HUMAN)

A proteina BORG5 (binder of Rho guanosine 5-triphosphatase 5) faz parte de
uma nova familia que se liga a proteina Cdc42 dependente de GTP (Joberty, Perlungher
et al., 1999). A proteina BORGS5 é idéntica a proteina previamente descrita MSES5. A
Cdc42 é membro de familia Rho GTPase e regula maltiplas agbes celulares que inclui
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polimerizacdo de actina, ativacdo da sinalizacdo pela via das cinases e polarizacdo
celular. A BORGS5 faz interacdo com a proteina cinase C isoforma a (aPKC) e Cdc42
(Vong, Liu et al.). A PKC é ativada pela a¢do da estimulacdo dos neutrofilos pelo PAF
e pela ativacdo pelo fMLP e pode ser sugerido que a aPKC ativa BORG5 e em seguida
Cdc42 (Penna, Bassino et al.; Vong, Liu et al.). Uma funcdo bastante relatada na
ativacdo de Cdc42 é a mudanca de forma celular pela polarizagdo da actina levando até
a formacdo de filopddios. Filopddios sdo filamentos bem finos, prolongamento de
lamelipodios, formados por actinas e levam a migracdo celular pela atracdo de
quimiocinas (Burbelo, Snow et al., 1999). Essa proteina foi identificada de forma
exclusiva em neutréfilos quiescentes e estimulados pelo PAF em relacéo a ativagdo por
fMLP, supde-se que essa proteina seja a forma inativa e, ap6s a ativacdo, mudancas pos-
traducionais podem leva-la a mudanca de pl e massa, ndo sendo detectada no gel de
fMLP. Corroborando tal possibilidade, ha anotacdes no banco de dados indicando que

essa proteina pode ser fosforilada, figura 37.

Proteina de ligacdo TRIO e F-actina (BIAHE1 _HUMAN)

TRIO € uma proteina que liga-se a F-actina e contém o dominio GEF. Outra
proteina chamada TARA liga-se a F-actina e a TRIO e assim formam um complexo.
Esse complexo é responsavel pela organizacdo do citoesqueleto, espalhamento e
migracdo. Estudo relata que esse complexo se formou ap6s o estimulo celular para
modificar a forma. A porcdo GEF também é muito importante, pois pode ativar Racl e
Rho G que auxilia o relaxamento e a contragdo celular relata em células Hela (Seipel,
O'brien et al., 2001).

A proteina TRIO foi encontrada somente em neutrofilos quiescentes quando
comparados a PAF e fMLP, porém a movimentacdo celular, evento importante na
estimulacdo e ativacdo dos neutrofilos, pode ter o promovido a modificages na proteina
TRIO que mudou a massa e/ou pl, impossibilitando a sua identificagdo nos neutrofilos

estimulados/ativados, figura 37.

Precursor da interleucina 18 (Q96KJ8_HUMAN)

A interleucina 18 (IL-18), membro da superfamilia das interleucinas, produzida

na forma inativa com 23 kDa, correspondendo o que foi encontrada somente em
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neutrofilos quiescentes com 22 kDa sendo identificada como precursora da IL-18.
Estudos mostram que a forma ativa possui 18 kDa e € secretada. A liberacdo dessa
proteina e a diferenca de massa molecular sdo possiveis explicacdes para ndo se
encontrar a proteina na sua forma ativa em neutrofilos estimulados e ativados. A 1L-18
ativa em resposta ao processo inflamatdrio participa da resposta imune inata e
adaptativa, ativando células da resposta inata como: o proprio neutréfilo que o libera,
mondcitos, células NK e na resposta adaptativa, sendo quimioatraente para linfécitos T
e estimulando a diferenciacdo em linfécitos T helper 1 ou 2 (Volin e Koch; Fortin, Ear
et al., 2009).

No meio intracelular essa proteina foi encontrada em grénulos, organelas
intracelulares, associada a F-actinas e colocalizada a Cdc42. A clivagem da IL-18 é
realizada pela caspase-1 ou pela proteinase 3. Estudos relatam aumento de IL-18 no
soro humano associado a doencas como: disfuncdo de 6rgaos apos trauma, faléncia de
6rgdos associado com pancreatite severa, disfuncdo pulmonar pos-injuria doenca de
Crohn, processo inflamatorio cronico e ativagdes de neutrofilos in vitro com TNF
(Silliman, Kelher et al.; Stassen, Breit et al., 2003), figura 37.

Proteina NM23 (NDKA_HUMAN)

A proteina NM23, nucleoside diphosphate kinase A (NDKA), gene chamado de
NME1 é uma proteina heterodimérica com acdo calalitica que transfere fosforil do
nucleosideo difosfato ao nucleosideo trifosfato (Ni, Gu et al., 2003). Essa proteina é
encontrada em leucocitos em geral e em mondcitos normais (quiescentes), no citosol.
Estudos também relatam que o aumento na expressdao do gene da NM23 e a alta
concentracdo no plasma contribuem para o pior prognostico de leucemia mieloide aguda
(LMA).

Muitas funcdes estdo relacionadas com essa proteina como: mudanca na forma
celular, proliferacdo, diferenciacdo, adesdo, reparo do DNA, migragdo, endocitose,
transcricdo e apoptose. Interage com Rac 1, Rad e Cdc42, 3 ¢ y-tubulinas e vimentina
(Okabe-Kado, Kasukabe et al., 2002; Valentijn, Koster et al., 2006). Uma fun¢do muito
interessante ¢ a agdo antioxidativa descrita em casos de aumento da expressdo de
NM23-H1. Tal expressdo foi associada a baixos niveis de ROS, pelo aumento da
enzima antioxidante glutationa peroxidase 1 (GPX1) e a forte resisténcia ao estresse
oxidativo relacionado com o aumento de expressdo de p53. A molécula p53 aumentada
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forma um complexo com NM23. A relagéo entre p53 e GPX1 ainda é desconhecida,
mas sabe-se que a inibicdo da expressédo da p53 inibe a GPX1 (An, Chu et al., 2008).
No meio extracelular essa proteina induz mondcitos ativados a entrar em apoptose,
regula a homeostase epidermal e a proliferacdo de queratindcito provocando o reparo
tecidual (Braun, Mauch et al., 2007; Okabe-Kado, Kasukabe et al., 2009).

No presente estudo foi encontrada NM23 somente em neutrofilos quiescentes,
em concordancia com outros estudos. Em neutroéfilos estimulados por PAF e ativados
pelo fTMLP nédo foi detectada, sugerindo que essa proteina tenha sido liberada para o
meio extracelular para realizar a modulacdo da resposta inflamatoria pela indugédo da

apoptose de macrofagos ativados e do reparo tecidual, figura 37.

Annexina A2 (ANXA2_HUMAN)

A Annexina A2 é uma proteina dependente de célcio que se liga a fosfolipideos
de membrana e é substrato de algumas cinases. Essa proteina também possui varios
sitios para modificacfes pds-traducionais, tanto em variedade de modificagdes como em
numero da mesma modificacdo, como fosforilagdes (Emans, Gorvel et al., 1993). Cabe
ressaltar a variedade de interacdes e funcdes que essa proteina pode fazer como ligacao
de membranas, como por exemplo, membrana da vesicula secretéria e membrana
plasmaética; interage com proteinas fosfolipidicas; com actina; apoia a montagem de
lipideos e o recrutamento de fatores que deflagram a remodelagem da actina como a
familia Rho GTPase. Cabe ressaltar que todos esses eventos estdo relacionados com o
processo de endocitose (Rescher, Ludwig et al., 2008; Morel, Parton et al., 2009).
Outros estudos relatam também que a anexina A2 recruta para membrana o Cdc42,
molécula envolvida no processo de fagocitose e ligacdo dessa proteina ao Mrna
(Filipenko, Macleod et al., 2004; Rescher, Ludwig et al., 2008). Todas essas ligacoes e
funcdes devem ser sinalizadas por modificacdes que essa molécula permite em sua
estrutura, além das clivagens realizadas por cinases. Por causa desse quadro podemos
sugerir que a proteina encontrada de forma exclusiva em neutréfilos quiescentes deve
ser a molécula inativa que foi modificada apos a estimulagdo e ativacdo mudando a

massa e/ou pl e ndo sendo mais detectada na condicdes de ativagdes, figura 37.
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Haptoglobina (HP2_HUMAN)

A haptoglobina mostrou-se apenas presente em neutrofilos quiescentes, o que
sugere que essa proteina é liberada quando o neutréfilo é estimulado ou ativado. Tal
proposta esta de acordo com estudos que mostram que essa proteina é indicativa de
inflamacdo aguda, quando encontrada no plasma. Além disso, esse mesmo estudo
mostra que a concentracao da haptoglobina livre € bem maior do que em complexo com
metaproteinase da matriz (Hp-MMP9) (Bannikov, Hinds et al.). A Hp possui fung¢oes
como: a retirada de espécies reativas de oxigénio e ions ferro do meio extracelular pela
ligacdo da Hp com a hemoglobina proveniente de lise de eritrécitos (Cox, Doherty et
al., 2007). O complexo Hp-hemoglobina liga-se ao CD163 dos mondcitos/macrofagos
sendo endocitados, onde o ferro seré reciclado, protegendo os tecidos (Polticelli, Bocedi
et al., 2008; Nielsen e Moestrup, 2009). Pode atuar como um fator de angiogénese que
age na proliferecdo e diferenciacdo do endotélio. E pode agir de forma autocrina nos
neutrofilos ligando-se ao CD11b, porém o seu efeito ainda ndo esta esclarecido, s
sugerem que essa ligacdo esteja relacionada a fagocitose (Berkova, Gilbert et al., 1999).
Em vérios estudos a proteina Hp se mostra como uma molécula importante na

modulacéo da resposta imune, figura 37.

Lactoferrina HLF2 (TRFL_HUMAN)

Estudos relatam que a lactoferrina € encontrada em granulos especificos de
neutréfilos maduros, porém nesse estudo foi encontrada a lactoferrina somente em
neutréfilos estimulados. Também foi observado que a lactoferrina identificada
apresentava massa experimental de 24 kDa, bem diferente da massa tedrica de 80 kDa.
Segundo Li, 2006 foram identificados em neutrofilos 3 lactoferrinas com massas
moleculares diferentes 75-80 kDa, 65-70 kDa e 20-25 kDa, em nosso estudo foi
identificada lactoferrina 24 kDa exclusiva de PAF em relacdo a neutréfilos quiescentes
e a neutrdfilos ativados por fMLP, sugerindo que seja a forma ativa em relagdo ao
quiescente. Em neutrdéfilos ativados a auséncia poderia ser explicada, pois essa proteina
é encontrada em granulos especificos que sdo degranuladas com a ativagdo. Estudos
também relatam que apos liberacdo dos granulos pelos neutréfilos ativados ha um
aumento de lactoferrina no meio extracelular. Essa proteina tem agdo antimicrobiana
contra bactérias, fungos, virus e parasitas, devido ao sequestro de ferro, composto

necessario ao crescimento bacteriano, por exemplo, sendo considerada altamente

139



pleiotropica pelo grande espectro de acdo (De La Rosa, Yang et al., 2008; Bournazou,
Pound et al., 2009). A lactoferrina em altas concentragdes no soro além de agdo
antimicrobiana, também atua como antiinflamatério ligando a receptores especificos dos
neutrofilos evitando a migracdo e a producdo de citocinas pro-inflamatérias e
estimulando producdo de citocinas anti-inflamatdrias, atuando também como uma
proteina moduladora da resposta inflamatoria (Li, Lu et al., 2006; Bournazou, Pound et
al., 2009), figura 37.
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5. CONCLUSOES

Ha alguns anos estudos vém relatando a diferenca de ativacdo dos neutrofilos em
resposta a diversos agentes. Algumas diferengcas mais citadas na literatura séo entre
aspectos funcionais da estimulacdo dos neutréfilos pelo PAF e da ativacdo pelo fMLP,
apesar da particularidade de ambas apresentarem receptores em neutrdfilos acoplados a
proteina G. Apesar dessa ampla descricdo de aspectos funcionais, muitos pontos ainda
séo desconhecidos nos mecanismos vias de estimulacéo e ativagdo. Este estudo propds o
conhecimento das diferencas proteicas entre trés fendtipos: neutrofilos quiescentes,
estimulados pelo PAF e ativados pelo fMLP. Para a realizacdao dos experimentos, alguns
protocolos precisaram ser adaptados, resultando em inovagdes em relagdo aos
procedimentos ja publicados. Foram realizados ensaios que comprovaram algumas
diferencas funcionais como: a clivagem da I-selectina, a mobilizacdo do CD11b e a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Apds essa comprovacdo funcional, a
comparagdo proteica revelou proteinas com abundancia diferencial entres as condicdes
comparadas (quiescentes versus estimulados pelo PAF), (quiescentes versus ativados
pelo fMLP), (estimulados pelo PAF versus ativados pelo fMLP) e a comparagdo entre
as trés condicdes. O resultado mostrou neutréfilos estimulados por PAF com propenséo
a aumento da transcricdo e ativados por fMLP com propensdo a dobramentos de
proteinas fundamentais em processos como migracdo e degranulacdo. Além disso a
comparacdo entre as trés condigdes apresentou proteinas mais abundantes em
neutréfilos quiescentes como envolvidas em processos como transducdo de sinal,
motilidade celular e modulacdo da resposta inflamatoria. Seis outras proteinas eram
mais abundantes em neutrofilos estimulados pelo PAF, relacionadas a adesdo celular,
transducdo de sinal e atividade antimicrobiana. Dentre as proteinas identificadas neste
estudo, 17 foram descritas pela primeira vez em neutréfilos e 30 foram associadas pela

primeira vez ao estimulo por PAF ou a ativacao por fMLP.

Esse estudo possibilitou sugerir diferencas em processos bioldgicos em que o0s
neutrdfilos participam direcionadas a cada condicdo, importantes para a elucidacdo do

processo inflamatorio.
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6. PERSPECTIVAS

Além das metodologias adaptadas, caracteristicas funcionais estudadas e grupos
de proteinas identificadas, o presente trabalho nos permitiu levantar diversas hipoteses,
aqui caracterizadas como perspectivas para estudos futuros.

Dentre as perspectivas deste trabalho, estdo a verificacdo da presenca de
modificagdes pos-traducionais das proteinas identificadas nos mapas protebmicos de
neutrdfilos quiescentes e estimulados por PAF e ativados por fMLP.

A realizagdo do transcriptoma diferencial entre as condiges.

Realizar comparacfes entre mapas protedmicos acidos de neutrofilos ativados
com PAF+fMLP, LPS, TNF e IL-8 e comparacbes de neutréfilos humanos de
individuos que sofreram politraumatismo, trabalhos em andamento no Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Proteinas da UnB.

Identificar proteinas exocitadas ap6s estimulacéo e ativacdo dos neutrofilos.

Analisar as diferencas quantitativas e qualitativas da composicdo de ions nos
neutréfilos apos estimulacéo e ativacdo (metaldmica) e identificar as proteinas que se
ligam a metais (metaloprotedmica).

Avaliar as proteinas com expressdes diferenciais, sob o aspecto da variabilidade
populacional, indicando provaveis candidatas a marcadores moleculares para
diagnostico e terapias, associados ao trauma, estudo também em andamento.

Realizar estudos de fungdes das proteinas mais promissoras identificadas,
utilizando diferentes técnicas como: citometria de fluxo; microscopia: eletrbnica e
confocal; imunofluoréscia; western blot, dentre outras possibilidades.

Complementar as adaptacGes de protocolos realizadas neste estudo, de forma a se
concluir o estudo sisteméatico da metodologia, por exemplo, em relacdo ao método para
identificacdo de proteinas testando-se 2 elui¢des consecutivas, uma com 50%, outra
com 90% de acetonitrila. Eluir somente com 90% poderia reter peptidios hidrofilicos
por efeito HILIC. Também seria necessario complementar os testes utilizando-se os

mesmos grupos de proteinas em todas as condi¢des testadas.

A longo prazo, realizar estudo com antinflamatorios apds a estimulagdo dos
neutrofilos com PAF, visando o possivel retorno do estado estimulado ao estado

quiescente.
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8. ANEXOS

vers Mlascot Search Results

User : Carlos Garcia

Email : scarlogarciaGgmail.com

Search title 1 38A

Database : SwissProt 54.4 (287050 sequences; 105598259 residunes)
Taxonomy : Homo sapiens (homan) (17565 segunences)

Timestamp : 11 Howv 2007 at 17:34:16 GMT

Top Scors t 429 for VIME HUMAN, Vimentin - Homo sapiens (Human)

Probability Based Mowse Score

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 35 are significant (p<0.03).
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Probability Based Mowse Score
1. VIME HUMA&N Mass: 53676 Score: 429 Bxpect: 2.2e-3% Queries matched: 45
Vimentin - Homo sapiens (Human)
DESM HUMAN Mas=s: 53560 Sgcore: 23 Expect: 90 (meries matched: 2
Desmin — Homo sapiens (Human)
HIG2L HUMAN Mas=s: 11578 Score: 18 Expect: 3.le+02 Queries matched: 2
HIG1 domain family member 24 - Homo sapiens (Human)
CODHNz2D HUMZN Mass: 17629 Scores: 17 Expect: 3.2e+02 (Queries matched: 3
Cyclin-dependent kinase 4 inhikitor D - Homo =sapiens (Human)
CR4KF HUMAN Mass: 36916 Score: 17 Expect: 3.6e+02 (Quneries matched: 4
Olfactory receptor 4K15 - Homo sapiens (Human)

Figura 38: Resultado da busca do spot 521 proveniente de um gel de 300ug de proteinas. Essa
identificacdo foi realizada na Dinamarca.
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MATRIX
et Mascot Search Results

User

Email

Search title
Database
Taxonomy
Timestamp
Top Score

Elaine
elaineagninofunb.br
Neut_198C
NCBInr 20100108
Homo sapiens (human)
14 Jan 2010 at 19:18:55 GMT

201 for gi|62414289, wvimentin [Homo

(10291680 seguences:

Probability Based Mowse Score

3511877860 residues)

(229196 seqmences)

sapiens])

Protein score is -10¥*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 66 are significant (p<0.03).

104 Y*

Number of Hits

a0

T T
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Probability Based Mowse Score

Concise Protein Summary Report

1. gi|62414289 Mass: 53676 Score: 201 Expect:

vimentin [Homo sapiens]
gi|62896523 Mass: 53708 Score: 139 Expect:
vimentin variant [Homo =sapiensz]
gill167887751 Mass: 49620 Score: 152 Expect:
vimentin variant 3 [Homo =sapiens]

i]l183787214 Mass: 47082 Score: 188 Expect:
unnamed protein product [Homo sapiensz]
gil340219 Mass: 53738 Score: 187 Expect: 4.
vimentin [Homo sapiens]
gi]47115317 Mas=s: 53604 Score: 186 Expect:
VIM [Homo sapiens])
gil|21757045 Mass: 52463 Score: 175 Expect:
unnamed protein product [Homo sapiensz]
gill6552261 Mas=s: 47516 Score: 168 Expect:
unnamed protein product [Homo sapiensz]
gil3402354 Mass: 35089 Score: 127 Expect: 4.
vimentin [Homo sapiens]

i]|l67887748 Mass: 26956 Score: 81 Expect:
vimentin variant 4 [Homo =sapiens]
gi]57471647 Mas=s: 20138 Score: 46 Expect:

vimentin

2. gi|5030431

vimentin

[Homo =apiensz]

Mas=: 41651 Score: 117

[Homo sapiens]

Expect: 4.6e2-07

.8e-15 Qmeries matched: 25

2.9e-15 (meries matched: 25

1.42-14 (Qmeries matched: 24

3.6e-14 (Qmeries matched: 23

6e-14 (meries matched: 24

5.8e-14 (meries matched: 24
T.2e-13 (meries matched: 23
3.6e-12 (meries matched: 22
62-08 Quoneries matched: 16

0.001% (meries matched: 11

5.5 (Qmueries matched: &

fmeries matched: 17

Figura 39: Resultado da busca do spot 521 proveniente de um gel de 50ug de proteinas. Essa

identificacdo foi realizada no Laboratdrio de Bioquimica e Quimica de Proteinas.
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MATRIX
{sciners WMlascot Search Results

Protein View

Match to: WIME HUMAW Score: 429 Expect: 2.2e-39
Wimentin - Homo sapiens (Homan)

Hominal mass (M ): 53676; Calculated pl valus: 5.06
HNCBI BLAST search of VIME HUMAN against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Homo sapiens

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modification=: Oxidation (M)

Cleawvage by Trypsin: cuts C-term side of ER unless next residue
Humber of mass walues searched: &8

Humber of mass walues matched: 45

Seqguence Coverage: §4%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MSTRSVS555 YRRMFGGPGT ASRPSSSRSY VTTSTRTYSL GSALRPSTSR

51 SLYASSPGCV YATRSSAVRL RSSVEGVRLL ODSVDFSLAD ATNTEFRNTR
101 THERVELQEL NDRFANYIDK VRFLEQQNKI LLAELEQLEG QGESRLGDLY
151 EEEMRELRRQ VDQLTNDEKAR VEVERDNLAE DIMRLREKLQ) EEMLOREEAE
201 NTLOSFRODV DNASLARLDL ERKVESLQEE IAFLRFKLHEE EIQELQAQIQ
251 EQHVQIDVDV SEPDLTAALR DVRQQYESVA AKNLQEAEEW YRSKFADLSE
301 AANRNNDALR QAKQESTEYR RQVQSLTCEV DALRGTNESL ERQMEEMEEN
351 FAVEAANYQD TIGRLODEIQ NMREEMARHL REYQDLLNVE MALDIEIATY
401 RELLEGEESR ISLPLPNFSS LNLRETNLDS LPLVDTHSER TLLIETVETR
451 DEQVINETS(Q HHDDLE

Figura 40: Cobertura da proteina identificada na Dinamarca

titiivert Mascot Search Results

Protein View

Match to: gi| 62414289 Score: 201 Expect: 1.8e-15
vimentin [Homo sapiens]

Nominal mass (M ): 53676; Calculated pI walue: 5.06

HCBI BLAST search of gi|6241428% against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variakble modifications: Acetyl (Protein N-term) ,Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term =side of ER unless next residue is P

Humber of mass walues searched: 68
Humber of mass walues matched: 25
Sequence Coverage: 49%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MSTRSVSS35 YREMFGGEGT ASRPS5SRSY VTTSTRTYSL GSALRPSTSR

51 SLYASSPGGV YATRSSAVRL RSSVEGVRLL (DSVDFSLAD AINTEFENTR
101 TNEKVELQEL NDRFANYIDE VRFLEQQNKI LLAELEQLKG QGKSRLGDLY
151 EEEMRELRRQ VDQLTNDEZR VEVERDNLAE DIMRLREFL(Q EEMLOREEAF
201 NTLOSFRODV DNASLARLDL EREVESLQEE IAFLKKLHEE EIQELQRQIQ
251 EQHVQIDVDV SKEDLTAALR DVRQQYESVA ARNLQEAEEW YESRFADLSE
301 AANRNNDALR QARQESTEYR ROVQSLTCEV DALEGTNESL ERQMREMEEN
351 FAVEAARNYQD TIGRLQDEIQ NMEEEMARHL REYQDLLNVE MALDIEIATY
401 REKLLEGEESR ISLPLPNFSS LNLRETNLDS LPLVDTHSKR TLLIKIVETR
451 DGQVINETS( HHDDLE

Figura 41: Cobertura da proteina identificada no Laborat6rio de Bioquimica e Quimica de Proteinas
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