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Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por fungos do
género Paracoccidioides; suas principais formas clinicas sdo aguda/subaguda,
cronica (FC) e residual. A maioria dos pacientes com a FC da doen¢a, mesmo apds
tratamento eficaz, apresenta sequelas, principalmente fibrose pulmonar (FP) e
enfisema. Os problemas sociais, econdmicos e psicologicos desencadeados pela
FP sdo subestimados. Apesar da fibrogénese na PCM ser reconhecida como um
processo precoce, seus mecanismos ndo sao totalmente conhecidos. No presente
estudo, determinamos o perfil protedmico sérico de pacientes com PCM-FC com
diferentes desfechos de FP. Vinte e nove pacientes com PCM pulmonar foram
acompanhados periodicamente e as amostras de soro sanguineo foram coletadas
em quatro momentos: antes do tratamento (MO), cura clinica (M1), cura sorolégica
(M2) e cura aparente (M3). O grupo controle foi constituido por amostras de quinze
individuos fumantes, pareados com idade e sexo dos pacientes avaliados. Ao final
do tratamento (M3), os pacientes foram submetidos a avaliacdo de tomografia
computadorizada e dois grupos de pacientes foram formados com base nos
resultados de PF: PF menor (n = 17) e PF maior (n = 12). As proteinas de elevada
abundancia no soro foram removidas e, em seguida, submetidas a analise
protedmica shotgun através do sistema nanoACQUITY UPLC-Xevo QTof MS. A
identificacdo e quantificacdo das proteinas foram realizadas usando o software
PLGS Expression E. Anélise de enriquecimento e analise de rede de interacdo
proteina-proteina (PPI) foram realizadas usando o software String. Antes do
tratamento, os pacientes com PF menor, em comparacdo aos controles,
apresentavam 91 proteinas diferencialmente expressas (60 sub-reguladas 31
superreguladas). Soro de pacientes com maior PF apresentaram 70 proteinas
diferencialmente expressas (66 sub-reguladas 4 reguladas). A maioria dessas
proteinas estavam envolvidas na regulacdo do processo celular e resposta
inflamatoria. Nas condicGes ensaiadas, o estudo permitiu identificar as proteinas
APOH, A2M, GC e SERPINA1l como alvos envolvidos nos mecanismos
moleculares da fibrogénse pulmonar na paracoccidioidomicose. Foi observado,
ainda, que o momento de cura clinica apresentou maior atividade prd-fibrotica
durante o seguimento dos pacientes. Além disso, foram identificadas 20 proteinas
candidatas a biomarcadores no progndstico da fibrose pulmonar, conforme segue:
familia das hemoglobulinas (HBB, HBD, HBG2, HBE1, HBG1, HBA1), ENO3,
A2M, APOH, GC, IGHG-1,-2¢e 3, IGLCL1, -2 e -3, HP, SERPINAL, LRG1 e PZP.
Nossos achados fornecem novos alvos para estudos futuros envolvendo a FP na
PCM, assim como biomarcadores séricos em potencial.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides; its main clinical forms are acute / subacute, chronic (CF) and
residual. Most FC-PCM patients, even after effective treatment, present sequelae,
mainly pulmonary fibrosis (PF) and emphysema. The social, economic and psy-
chological problems triggered by PF are underestimated. Although fibrogenesis in
PCM is recognized as an early process, its mechanisms are not fully known. In the
present study, we aimed to determine the serum proteomic profile of patients with
FC-PCM with different (PF) outcomes. Twenty-nine patients with pulmonary
PCM patients were followed up periodically, and blood serum samples were col-
lected in four moments: before treatment (MO), clinical cure (M1), serological cure
(M2), and apparent cure (M3). For control group (n=15), serum samples of sex and
age-matched smokers were also collected. At the end of treatment (M3), the pa-
tients were submitted to CT Scan evaluation and two groups of patients were
formed based on PF outcomes: minor PF (n=17) and major PF (n=12). High-abun-
dance proteins were removed from serum and submitted to shotgun proteomic as-
say using a nanoACQUITY UPLC-Xevo QTof MS system. The identification and
quantification of proteins were performed using PLGS Expression E software. En-
richment analysis and protein-protein interaction (PPI) network analysis were per-
formed using String software. Before treatment, patients with minor PF, in com-
parison to controls, showed 91 differentially expressed proteins (60 down-regu-
lated and 31 up-regulated). Serum of patients with major PF exhibited 70 differen-
tially expressed proteins (66 down-regulated and 4 up-regulated). Most of these
proteins are involved in the regulation of cellular process and inflammatory re-
sponse. The results allowed the identification of APOH, A2M, GC and SERPINAL
as targets involved in the molecular mechanisms of pulmonary fibrogenesis in pa-
racoccidioidomycosis. It was also observed that the clinical cure presented greater
pro-fibrotic activity during the follow-up of the patients. In addition, 20 candidate
biomarkers were identified in the prognosis of pulmonary fibrosis, as follows: he-
moglobin family (HBB, HBD, HBG2, HBE1, HBG1, HBA1), ENO3, A2M,
APOH, GC, IGHG-1, -2 and 3, IGLC1, -2 and -3, HP, SERPINA1, LRG1 and PZP.
Our findings provide new targets for further studies involving mechanisms of PF
in PCM, as well as for promising potential biomarkers.
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1.REVISAO DE LITERATURA

1.1. Paracoccidioidomicose: aspectos epidemiologicos, clinicos e dos seus

agentes etiologicos

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica granulomatosa
causada por fungos termo-dimorficos do género Paracoccidioides. O nimero de
espécies desse género ainda ndo é consenso entre 0s pesquisadores. P. brasiliensis
e P. lutzii sdo as espécies melhores definidas do ponto de vista molecular,
morfoldgico e clinico - com implicacdes no diagnostico laboratorial (1,2). Até
recentemente, a espécie P. brasiliensis era composta por um complexo de cinco
agrupamentos filogenéticos classificados como espécies cripticas S1a, S1b, PS2,
PS3, E PS4 (2-4).

As espécies filogenéticas Sla e S1b sdo encontradas predominantemente
na Ameérica do Sul, especialmente no sudeste e sul do Brasil, Argentina e Paraguai.
A espécie PS2 é menos frequente e tem uma distribuicdo esporadica. A espécie
PS3 é exclusivamente endémica na Colémbia e a PS4 na Venezuela. Turissini et
al. (6), baseado em estudos de genealogia genética nuclear e mitocondrial,
propuseram mais trés novas especies: P. americana para PS2, P. restripiensis para
PS3, e P. venezuelensis para PS4. Os autores propuseram, ainda, restringir P.
brasiliensis para S1.

Na América Latina, a PCM representa grande impacto na saude publica,

sendo o Brasil, a Venezuela e a Colémbia os paises com maior prevaléncia, sendo
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estimados cerca de 15.000 casos entre 1930 e 2012 (7). No Brasil, a PCM foi
considerada a oitava maior causa de mortalidade dentre todas as doencas cronicas
e parasitarias, apresentando a maior mortalidade entre as micoses sistémicas (8).

Um dos principais fatores de risco para se adquirir a infeccéo é a profissao
ou atividades relacionadas ao manejo do solo contaminado com o fungo, como
agricultores, trabalhadores rurais, preparadores de solo, jardineiros e
transportadores de produtos vegetais. A falta de higiene, desnutricdo, tabagismo e
consumo de alcool também sdo fatores de risco para a PCM (9,10). A infecgédo
ocorre através da inalacdo de conidios e/ou fragmentos de hifas (forma infectante)
gue atingem os pulmdes e se transformam em formas leveduriformes (forma
patogénica) (11). Uma vez dentro do hospedeiro, pode ocorrer disseminacao do
fungo a partir do parénquima pulmonar para os linfonodos regionais (complexo
priméario), podendo também se disseminar via corrente sanguinea e/ ou linfatica
(12).

As principais formas clinicas sdo a forma aguda/subaguda (FA), forma
crénica (FC) e forma residual (FR). A FA ¢ caracterizada por acometer
principalmente criancas, adolescentes e adultos jovens, apresenta historia clinica
de curta duracdo (mediana de dois meses) e atinge Orgaos ricos em sistema
fagocitico mononuclear como figado, bago e linfonodos. A FC acomete em geral
adultos com 30 anos ou mais, apresenta historia clinica de longa duragdo (acima
de 6 meses) e acomete principalmente pulmdes e mucosa das vias aero-digestivas
(13). Pacientes que apresentam sequelas ap0s o tratamento séo classificados como

FR (14).
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O diagnostico padrdo-ouro da PCM é a visualizacao do fungo nas amostras
bioldgicas. Paracoccidioides spp podem ser visualizados sob microscopia Optica
em amostras de escarro, fragmentos de lesbes cutaneas ou materiais dos
linfonodos. A deteccdo também pode ser feita por exames histopatoldgicos de
fragmentos de tecido recolhidos através de bidpsia (2). Os testes soroldgicos para
a deteccdo de anticorpos anti-P. brasiliensis sdo Uteis para o diagnostico; além
disso, os titulos dos anticorpos sericos, detectados na imunodifusdo dupla em gel
de agar, sdo utilizados para determinar a gravidade da doenca e como critério de
cura (2,15-17).

No tratamento da PCM, s&o utilizados os derivados azolicos, tais como
itraconazol (ITC) e cetoconazol, associacdo sufametoxazol-trimetoprim (ou
cotrimoxazol- CMX), e os derivados poliénicos. Em estudo recente realizado por
Cavalcante et al. (18), foi demonstrado que o ITC apresentou maior eficacia no
tratamento da PCM (menor tempo para o0s pacientes com a forma cronica
alcancarem a cura clinica) em comparacdo com o CMX. A partir desses achados,
o0 ITC tem sido recomendado como droga de primeira escolha no tratamento da
PCM (13). Apesar disso, nos casos de toxicidade por esse azolico e naqueles com
acometimento de sistema nervoso central, o ITC ndo deve ser utilizado. O CMX,
devido o baixo custo e pelo fato de ser distribuido gratuitamente no Brasil, € uma
das drogas mais utilizadas. A anfotericina B € reservada para casos mais graves e
que exigem internacdo, em casos em que O paciente esta recebendo terapia
parenteral e em que hd comprometimento intestinal grave, seu uso deve ser

monitorado devido ao potencial efeito nefrotoxico da anfotericina B (2). Cabe
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ressaltar que o tratamento da PCM é longo, podendo ultrapassar dois anos; assim,
é importante que os pacientes sejam acompanhados com frequéncia e que exames
bioquimicos sejam realizados periodicamente para avaliar possiveis toxicidades.
Recentemente, Levorato et al. (19) estudaram uma coorte ndo concorrente de 200
pacientes tratados com ITC ou CMX, acompanharam 0s niveis séricos dos
parametros bioquimicos das lesdes no sistema hepatobiliar durante o tratamento e
observaram que, apesar do ITC induzir alteracbes mais persistentes, ndo ha
necessidade de descontinuacdo da terapia.

Apesar do tratamento eficaz, a PCM é uma doenca sistémica granulomatosa
crbnica associada a um processo fibrosante que causa mudancas anatémicas nos
orgaos afetados (13). Essas mudancas chamadas de sequelas sdo, muitas vezes,
irreversiveis e observadas em multiplos 6rgdos, com uma maior incidéncia nos
pulmdes, pele, laringe, traqueia, mucosa do trato aerodigestivo superior, sistema
nervoso central e linfatico (23,24). Na laringe, observa-se fibrose nas cordas
vocais, levando a inUmeras consequéncias entre elas a disfonia e
consequentemente, dificuldade de socializacéo pela altera¢do na voz e aumento do
risco de infeccdo pulmonar pela aspiracdo (22). Quando ocorre na traqueia, ha
obstrucdo do ar levando a insuficiéncia respiratoria necessitando, as vezes, de
traqueostomia ou até correcdo cirdrgica para estenose traqueal (13). Nas glandulas
adrenais, alguns pacientes desenvolvem a doenca de Addison, que requer terapia
de reposicdo hormonal frequente pelo resto da vida (23,24). As sequelas do sistema
linfatico abdominal podem levar a ictericia obstrutiva, como resultado do

envolvimento de linfonodos no hilo hepatico (25) e sindrome de méa absorcao de
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proteinas e gorduras (26).

A qualidade de vida dos pacientes com PCM foi recentemente avaliada por
Santos (2015) (27). Utilizando o questionario Saint Georges’s Respiratory
Questionnarie (SGRQ), a pesquisadora observou significante piora na qualidade
de vida dos pacientes com a forma pulmonar da doenca, confirmando a sobrecarga
causada pela doenca no dia-a-dia dos mesmos. A pesquisadora destaca, ainda, o
relato de dificuldades encontradas por alguns pacientes em realizar pequenos
esforcos para algumas atividades, principalmente as laborais. Apesar disso, ndo é
incomum que exames de funcdo pulmonar e raio-X apresentem-se sem grandes
alteracdes e, com isso, esses pacientes enfrentam dificuldades na obtencdo de
afastamento de trabalho ou aposentadoria pela Previdéncia Social. Como jé citado
anteriormente, a PCM € uma doenca negligenciada, que acomete individuos em
sua maioria de baixa renda, com pouco acesso a saude e educa¢do, mostrando,
assim, a importancia de uma maior conscientizacdo e atencdo da populacdo

brasileira em relacdo a doenca.

1.2. Resposta Imunoldgica na PCM

Sabe-se que a PCM ¢é uma doenca endémica e afeta individuos saudaveis, ou
seja, sem condi¢des imunossupressoras como neoplasias ou uso de drogas que
deprimem a resposta imune. A resposta imune adaptativa, deficiente para os
antigenos especificos do Paracoccidioides e, é preservada para outros antigenos

(28) e é dependente da idade, estado nutricional, quantidade de inoculo inalado e
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tabagismo (10). Ou seja, a instalacdo, progressdo e forma clinica da PCM séo
influenciados por fatores ambientais e resposta imune do hospedeiro (29).

A morte do Paracoccidioides spp ocorre pela agdo do perdxido de hidrogénio
(H202) produzido pelos macrofagos (30) que é potencializada através da
polarizacdo da resposta imune para o tipo T helper 1 (Th1) (31). Linfdcitos efetores
Thl séo recrutados para o local da infeccdo e secretam IFN-y que aumenta a
ativacdo dos macrdfagos. Algum distarbio nesse mecanismo pode causar a
progressao da doenca.

O periodo de incubacdo do fungo ndo é muito bem estabelecido na PCM.
Algumas evidéncias tém mostrado que essa incubacao é curta em pacientes com a
FA, variando entre poucas semanas até quatro ou seis meses (32), enquanto que na
FC essa encubacao pode variar de poucos meses até alguns anos ou décadas (33).
Independentemente das formas clinicas, o hospedeiro organiza uma resposta
adaptativa e na admisséo do paciente essa resposta ja esta polarizada.

Os pacientes com PCM apresentam um grande espectro de manifestacfes
clinicas que correspondem ao tipo de resposta imune desenvolvida (34,35). A
resposta imune adaptativa envolve um grande numero de interacdes especificas
entre as celulas imunes e fatores solGveis como anticorpos, citocinas e antigenos
fangicos. Em geral, formas clinicas da PCM apresentam diferencas na resposta
imune Th1/Thl7, pois pacientes com a FC apresentam este tipo de resposta bem
desenvolvida, enquanto pacientes com a FA apresentam a mesma pouco
desenvolvida, apesar de produzir bastante anticorpos.(34,35)

Na FA, os perfil Th2/Th9 é bem caracteristico (35), marcada por elevada
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producdo de IL-4, IL-5 e IL-9 e auséncia de reatividade ao teste cutaneo da
paracoccidioidina, o que reflete em uma depressédo na resposta imune celular. Além
disso, esses pacientes produzem grande quantidade de IgA, IgE e 1gG4 antigenos
especificos (36). Esses isotipos de anticorpos apresentam capacidade reduzida de
fixacdo do complemento, baixa afinidade com os receptores FCR presentes nos
fagocitos, resultando baixo nivel de fagocitose pelos macrofagos e subsequente
multiplicacdo e disseminacéo fungica.

Na FC, depois da quebra de um prolongado equilibrio entre o fungo e o
hospedeiro, ha reativacdo de focos latentes (reinfeccdo enddgena) resultando
progressdo da doenca. Mesmo assim, a resposta Thl é mais preservada nesses
pacientes, desde que sdo reativos aos testes cutaneos com paracoccidioidina,
exceto aqueles que apresentam a forma grave da doenca. Além disso, esses
pacientes apresentam intensa producéo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-
a, IL-1B, IL-17, e ainda, peroxido de hidrogénio. Apesar desses mediadores serem
importantes para a eliminacdo do fungo, isto reflete a inabilidade do hospedeiro de
impedir a infeccdo pela capacidade de lise ndo ser suficiente para evitar o
crescimento fungico. Além disso, essas citocinas estdo envolvidas em efeitos
deletérios, como anorexia, caquexia e morte celular (37). Niveis de anticorpos
também podem ser elevados e séo caracterizados pelos isotipos 1gG1 e 1gG2(36),
que apresentam maior capacidade de fixacdo do complemento e possuem afinidade
com os receptores FCR (IgG1> 1gG2> 1gG4) dos macréfagos.

Ativacdo da resposta imune regulatoria estd presente nas duas formas

clinicas e vem sendo caracterizada pela expressao do FoxP3 nas lesdes teciduais e
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elevada producdo de IL-10 e TGF-B1 pelas células mononucleares do sangue
periférico. Ceélulas T reguladoras (Treg) atuam contrabalanceando a resposta
imune durante a infeccdo persistente com o objetivo de promover o controle da
resposta imune enquanto evita uma reacao inflamatoria exagerada. Por outro lado,
estudos também apontam para um papel prejudicial na defesa do hospedeiro,
dificultando a eliminacéo microbiana (38).

Apesar de poucos estudos sobre a resposta imune ap0s 0 tratamento
antifangico, observou-se que ap6s a introducdo deste, a resposta imune se
modifica. Os titulos dos anticorpos circulantes diminuem durante o tratamento, a
medida que a imunidade celular é recuperada (34). Um processo lento que é
dependente, apesar de outros fatores, da reducdo da quantidade de antigenos
causada pela terapia antifangica efetiva. A recuperacdo da imunidade celular é
essencial para evitar recaidas, causadas pela proliferacdo de leveduras quiescentes
apos o tratamento (39,40). Além disso, pacientes com a FC, apresentam resposta
inflamatdria inespecifica persistente durante e ap0s o tratamento antifungico bem
sucedido, caracterizado por intensa producdo de TNF-a (41), ativacdo do
inflamassoma NLRP3 (Amorim, submetido), maior quantidade de mondcitos
inflamatérios CD14"CD16"%(41) e TCD4+ circulantes (42) e diminuicdo na
contagem de celulas dendriticas plasmocitoides sanguineas (42). Alteracdes
imunologicas observadas nos pacientes com a forma cronica, durante e apos o
tratamento, podem estar associadas com a hipdxia durante a FP e enfisema. A
ativacdo de alguns fatores de transcri¢cdo como fatores induzidos por hipdxia (HIF)

(43) induz sinalizacdo de fatores de crescimento, secrecdo de citocinas pro-
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inflamatdrias, expressdo de moléculas co-estimulatérias e proliferacdo de

linfocitos (44,45).

1.3. Fibrose Pulmonar (FP) na PCM

As sequelas pulmonares sdo as de maior prevaléncia na PCM e incluem a
FP e o enfisema. Apesar da FP, observada em outras doencas, estar associada a um
padrdo restritivo na espirometria; os pacientes com PCM apresentam,
principalmente, padrdo obstrutivo na avaliacdo da sua funcdo pulmonar. Esse
comportamento deve-se ao aprisionamento de ar devido a associacdo da sequela
peribronquial fibrética com o histérico do cigarro (enfisema), ja que 100% deles
sdo fumantes (46). Nos exames de imagens por tomografia computadorizada de
térax, a maioria dos pacientes, mesmo apés finalizar o tratamento antiflngico,
apresenta distorcdo da arquitetura (90%), espessamento septal e reticular (88%),
enfisema centrolobular e paraseptal (82%), espessamento brénquico (82%),
bandas parenquimatosas (74%), cicatrizes em areas de enfisema (66%), nddulos <
3 cm (62%) e cistos pulmonares (10%) (46). Na gasometria, pode ocorrer um
aumento do gradiente de CO> alveolar-arterial, hipoxemia e hipercapnia, com o
ultimo sinal de maior gravidade (13).

Os achados necroscopicos de pacientes com PCM revelam que a FP ¢
caracterizada por extensas areas de depdsito de colageno proximas a regido hilar,
envolvendo outras estruturas como linfonodos, bronquios e artérias. As fibras

colagenas se encontram na periferia dos granulomas e se estendem a brénquios e
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vasos sanguineos proximos. Além disso, Tuder et al. (47) observaram proliferacdo
de fibras recticulares em areas distintas do processo granulomatoso, indicando que
0 proprio fungo ou seus componentes podem induzir a producéo de colageno.
Apesar da sua importancia, poucos estudos tém focado especificamente na
fibrogénese pulmonar que ocorre na PCM. Cock et al. (48) demonstraram em
modelo experimental murino que esse processo € precoce. Araujo (51), em estudos
necroscépicos, demonstrou a presenca de fibrose em pacientes que nao receberam
tratamento antifingico, mais recentemente, Venturini et al. (50) demonstraram que
a producao de TGF-B1 e FGF por mondcitos de pacientes com a FC ja se encontra
elevada no momento do diagnostico. Em geral, durante a evolucdo da PCM, a
funcdo pulmonar encontra-se alterada observando-se hipoxemia com
predominancia da perfusédo sobre a ventilacdo pulmonar (51). De acordo com esses
autores, € possivel que o envolvimento pulmonar ocorra na fase precoce da doenca,
uma vez que pacientes com padrdo obstrutivo e misto apresentam envolvimento
precoce das vias respiratorias com alterac6es na difusdo e ventilagdo. Mesmo com
a regressdao das lesdes radioldgicas apds o tratamento, ndo ha recuperacdo da

funcdo pulmonar, sendo comum a dispneia a grandes ou pequenos esforgos (52).

1.4. Aspectos celular e moleculares da FP

Durante a homeostase, diversos tipos celulares produzem proteinas em todo
0 sistema respiratorio para manter as funcdes bioldgicas do proteoma. No entanto,

microrganismos e substancias indcuas ou toxicas inaladas podem altera-lo levando
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ao estabelecimento de alguma doenca (53). Alguns mecanismos e proteinas-chaves
vém emergindo por participar, favorecer e, ou, desencadear a FP em diversas
condicdes patoldgicas. De modo geral, a FP € o resultado de constantes lesdes do
tecido pulmonar e subsequente reparo tecidual. Esses processos sdo constantes e,
desse modo, ao longo do tempo induzem hiperplasia de miofibroblastos e intensa
deposicdo de colagenos na parede da arvore brdonquica, vasos sanguineos € no
préprio parénquima pulmonar (na PCM, a deposi¢do no parénquima € observada
estdo na periferia dos granulomas). Essas alteracdes estruturais levam ao declinio
da funcdo pulmonar, podendo ser progressivo ou ndo (54).

A exposicao respiratoria a agentes patogénicos, alérgenos, poluentes do
meio ambiente e fumaca de cigarro, estimula a liberacdo de fatores de
crescimento(55), sendo o principal deles, o fator transformador de crescimento
beta (TGF- Bl). O TGF- P1 induz re-epitelizacdo, reparacdo da mucosa e
diferenciacdo das células-tronco (56,57), sua regulacdo positiva também ¢é
observada na asma grave e na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
(58,59).

As células epiteliais podem se transformar em celulas mesenquimais pela
acdo do TGFpP1. Essas células epiteliais sofrem, portanto, uma reprogramagao
transcriptacional global, onde as mesmas perdem as juncOes aderentes, a
polaridade apical-basal, reorganizam seu citoesqueleto, secretam proteinas de
matriz extracelular (ECM) e assim, transdiferenciam em células mesenquimais
moveis. Este processo é conhecido como transi¢édo epitelial para mesenquimatosa

(EMT) (60). Em condic¢des normais, as EMT’s desempenham um papel central nas
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respostas as lesGes, na remodelacdo e no reparo de tecidual. Porém, quando estéo
desreguladas, elas causam ruptura da barreira epitelial, superproducéo de colageno,
expansdo da populacdo de fibroblastos e remodelacdo das vias aéreas,
caracteristicas da fibrose pulmonar idiopatica (FPI) (61), asma (62) e DPOC (63).

Para que este processo de transicdo ocorra nas células epiteliais, 0 TGF-p1
se liga ao complexo receptor serina/treonina (TGFBR) situado na membrana
plasmatica e ativa, de forma coordenada, duas vias de sinalizacdo intracelular
separadas, a via de sinalizacdo canobnica dependente de SMAD e a via
independente de SMAD (64,65). Na primeira delas, a via TGFB-SMAD, séo
ativados fatores de transcricdo como 0 SNAIL1 o ZEB1 e a TWISTL. Esses fatores
de transcricdo diminuem a expressao da E-caderina (CDH1) fazendo com que as
EMT do epitélio desestabilizem as juncGes aderentes, induzam a expressao de
proteinas como a vimentinas, que sdo proteinas do filamento intermediario
mesenguimatoso, ativem as GTPases, que induz motilidade, e aumentem a
expressao das matrizes metaloproteinases (MMPs) e colageno para induzir
fibrogénese. Na via ndo candnica, as vias de sinalizacéo sdo as P13 quinase (P13K)-
AKT, ERK/MAPK, p38 MAPK, WNT, NOTCH, Hedgehog e NF-kB (64). A
ativagdo coordenada dessas vias envolve o equilibrio entre a regulacdo do ciclo
celular e inflamacdo, ou seja, sinais de sobrevivéncia, apoptose e divisdo celular,
assim como sinais pro-inflamatdrios podem ser desencadeados. As duas vias de
sinalizagdo, as candnicas e as ndo canodnicas sdo necessarias para coordenar as
alteracdes genéticas complexas relacionadas a EMT (64).

Em situaces patoldgicas, ja foram identificadas diversas desregulacGes em
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varios dos mecanismos das vias candnicas. Sabe-se que ha efeitos sinérgicos entre
as vias de sinalizacdo do TGF-B/SMAD e da WNT/B-catenina em varias funcdes
celulares, especialmente na formacdo de cicatrizes patoldgicas(66). A via de
WNT/B-catenina é uma via reguladora chave para a diferenciacdo, proliferacédo e
polaridade celular e sabe-se que sua ativacdo sustentada € necessaria para a
patogénese de disturbios fibroticos (67). Além disso, esta via canénica mostrou-se
estar ativada na FP induzida por bleomicina através da regulacdo positiva da f-
catenina e do TGF-B1. A inibicdo desta via utilizando siRNA de TGF-B1 resultou
baixa expressao de -catenina e na inibicdo de FP (68,69).

A via PISBK/AKT/mTOR, uma das vias de sinalizacdo intracelular néo-
candnica, € importante na regulacdo do ciclo celular. A ativacdo PI3K fosforila e
ativa 0 AKT, localizando-0 na membrana plasmatica. Em estudo proteémico da FP
murina, as vias PI3BK/AKT e WNT foram identificadas como as vias pro-fibréticas
mais significativas (70).

As proteinas MAPK (proteinas-quinases ativadas por mitdgenos) sdo uma
subfamilia de proteinas-quinases especificas de serina/treonina que respondem a
estimulos extracelulares (mitdgenos) e regulam vérias atividades celulares, como
expressao génica, mitose, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose. As
proteinas ERK5 sdo membros da familia das MAPK e, recentemente, foram
identificadas como moléculas reguladoras positivas na sinalizacdo de TGF-p1. De
fato, a inibicdo do complexo de proteinas ERKS5 diminuiu a FP induzida por
bleomicina em camundongos (71) e, em outro estudo protedmico com 0 mesmo

modelo experimental, as proteinas mTOR e a ERK foram identificadas como
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mediadores fundamentais da resposta pro-fibrética. Além disso, o complexo ERK
foi identificado como moléculas de maior interacdo (n6 central) nas redes de
interacdo protéica (70). A P38 MAPK é outro membro da familia MAPK que
desempenha um papel essencial na regulacdo de muitos processos celulares,
incluindo inflamacao, fibrose e apoptose (72). Além disso, sabe-se que a ativacao
p38 MAPK regula a ativacdo de NF-xB(73).

Além desses mecanismos desencadeados pela ativacdo do TGF-B1, sabe-se
que as lesbes e reparacdo da mucosa nessas vias € um processo multicelular e
envolve também a ativacdo de macrofagos alveolares residentes que, quando
ativados por microrganismos invasores, se tornam intensos produtores de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina pleiotropica que induz a sinalizacéo
inflamatoria (74). Nas células epiteliais, 0 TNF-a induz a expressdo de
qguimiocinas, amplificando a resposta inflamatoria. Nas células epiteliais, a
sinalizacéo intracelular do TNF-a € mediada principalmente pela kinase 1«B, que
é responsavel pela ativacao do fator de transcricdo NF-«xB de suas formas inativas
(75). Desta forma, a inflamacdo induzida por TNFa € responsavel pelo
recrutamento de leucocitos e linfdcitos levando a lesdo tecidual oxidativa (76). As
vias do TGFp e TNFa compartilham reguladores comuns e participam de extensas
vias cruzadas. Achados recentes sugerem que a sinalizacdo TNFa pode estabilizar
0 SNAIL atraveés da ativacdo da via NF-xB (77), e TGFp pode induzir a ativagédo
das vias do NF-«B (78).

A ativacdo do NF-«B esta relacionado com sinais pro inflamatérios e sabe-

se que a FPI é também caracterizada por alteracbes imunoldgicas. Em estudo
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protedmico realizado em pacientes com FPI, foi demonstrado que a progressao da
doenca estava associada a disfuncdo na sinalizacdo dos processos imunes, de
angiogénese e proteolise (79). Outros estudos demonstraram que 0s pacientes com
FPI apresentam leucocitos ativados (80). Em células TCD4"de pacientes com FPI,
foi observado menor expressdo de CD28(81) e maior expressdo de MHC classe I,
CD154, além de elevada expressao do gene VB oligoclonal(82). Foi observado,
ainda, contagem aumentada de TCD8" periféricos e ativacdo aumentada dessas
células, caracterizada pela expressdo de CXCR3; esses achados foram associados
com a forma progressiva da FPI (83). Em relacdo as Tregs, os dados sdo
conflitantes, existem estudos que demonstraram elevada contagem e fenotipos
ativados de Tregs em pacientes com FPI (84); e outros estudos em que pacientes
com FPI apresentaram contagem reduzidas dessas células (85,86) e ainda com
insuficiéncia da funcdo da Treg (86).

Ainda em relacdo a participacdo de linfécitos T, diversos estudos tém
apontado a participacdo efetiva da molécula co-estimulatoria ICOS, pertencente a
super-familia CD28. Esta molécula intensifica a sinalizacdo CD28 durante o
estabelecimento da resposta imune e induz fungdes efetoras nas células T (87). Na
fibrose cutanea e pulmonar induzida por bleomicina, camundongos deficientes de
ICOS apresentam fibrose atenuada (88). Ashley e colaboradores correlacionaram
niveis elevados de ICOS no plasma com a progresséo de pacientes com IPF (79).

A participagéo das colectinas também tem sido amplamente observada na
FP, principalmente as proteinas surfactantes pulmonares SP-A e SP-D (89-91).

Esses componentes participam da defesa do hospedeiro nos pulmd&es e modulam a
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resposta imune se ligando e eliminando uma variedade de patdgenos bacterianos,
fangicos e virais e podem ainda induzir ativacdo de células imunes (92).
Polimorfismos genéticos de algumas proteinas tensoativas como SP-C estdo
ligados a FPI intersticial. Em varios estudos, foi observado niveis diminuidos de
SP-A e SP-D em lavado broncoalveolar de pacientes com FPI (93,94). Ja em soro
de pacientes com FP, observou-se niveis aumentados dessas mesmas proteinas
(95,96). Em modelos experimentais e murinos e em humanos observou-se que as
proteinas surfactantes escapam para o espaco vascular quando ha ferimento na
membrana alvéolo-capilar (97), o que pode explicar a inversdo da quantidade dessa
proteinas no pulmdo e no soro. Sabe-se ainda que polimorfismos genéticos
associados ao surfactante aumentam a chances de desenvolvimento da FPI (98,99).
Em estudo recente realizado por nosso grupo, foi observado elevados niveis séricos
de SP-D em pacientes com a forma cronica da PCM, em todos 0os momentos do

tratamento realizado, indicando seu possivel papel como biomarcador na FP (42).

1.5. O uso da protedbmica na descoberta de biomarcadores

A protedmica é o estudo sistematico das proteinas e de suas diversas
propriedades com o objetivo de fornecer descri¢des detalhadas da estrutura, funcao
e controle dos sistemas bioldgicos, nas condi¢des de saude e de doenca (100).
Assim, a protebmica visa caracterizar o conjunto de proteinas expressas em um
dado momento (101). O inicio da protedmica foi marcado pela caracterizacdo de

perfis protéicos que, posteriormente, passou a focar outros aspectos como a
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quantificacdo de proteinas, suas interacdes e as modificacbes pos-traducionais.

Ha dois tipos de analises para se identificar o proteoma de uma amostra: a
protedmica bottom-up, que € a analise a partir de peptideos, e a protedmica top-
down, que parte de proteinas intactas. Na primeira, proteémica bottom-up, a
mistura de proteinas é digerida e os peptideos sao analisados por espectrometria de
massas (MS), as restricdes dessa estratégia sdo: as perdas das modificacdes pos
traducionais (MPT’s), a cobertura incompleta da sequéncia das proteinases as
degradacbes como resultado da digestdo proteolitica. Na segunda, anélise top-
down, as proteinas ndo sao digeridas, sendo analisadas inteiras, permitindo, assim,
identificar a estrutura primaria da proteina e grande parte das MPT’s (102), a Unica
limitacGes dessa estratégia € a aplicacdo restrita, pois a energia de colisdo
necessaria para fragmentacdo s6 atende proteinas até 50KDa, com isso, a
purificacdo torna-se um pré-requisito para esta técnica (103).

O processo experimental comumente utilizado na protedmica constitui-se
na extracdo, separacdo, quantificacao e, por fim, identificacdo de proteinas. Apos
a extracdo das proteinas, obtém-se uma mistura complexa que necessita ser
separada em por¢oes simples de proteinas individuais ou em uma mistura simples
de proteinas que serdo posteriormente identificadas. Na protedmica bottom-up de
misturas complexas, essa separacdo pode ocorrer de duas formas: 1) atraves da
técnica de géis desnaturantes na eletroforese bidimensional (2D), em que utiliza-
se a massa e a carga das proteinas para separa-las (essa separacédo resulta em spots
contendo proteinas Gnicas ou misturas simples de proteinas) (104) e, 2) por

cromatografia liquida, que a partir de uma coluna biféasica ou de colunas com
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propriedades distintas, utiliza-se das diversas caracteristicas das proteinas para
separa-las. Nesta ultima técnica, devido ao seu potencial de automacéo, observa-
se uma maior eficiéncia e melhor reprodutibilidade quando comparada a técnica
de eletroforese bidimensional (105).

No contexto da protedmica shotgun, em que o objetivo é conseguir uma
maior resolucdo dos proteomas para facilitar a identificacdo de proteinas menos
abundantes-perdidas quando se utiliza separacdo por géis, desenvolveu-se métodos
com automacdo completa onde a fracdo derivada da separacdo das proteinas por
cromatografia liquida pode ser diretamente acoplada ao espectrémetro de massas.
Essa técnica de separacdo por cromatografia liquida de fase reversa acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC/ MS/MS) é chamada de MudPIT (Mul-
tidimensional Protein Identification Technology)(102).

Apds a separacdo das proteinas em fracdes, ha a caracterizacdo dos com-
ponentes da fracdo. Para isso, existem duas técnicas: a técnica por espectrometria
de massas e a técnica de fingerprint (ou de peptideos fragmentados em tandem ou
MS/MS). Na espectrometria de massas a colecdo de peptideos sdo ionizados por
eletronebulizacdo ou por dessorc¢éo a laser auxiliada por matriz (104) e detectados
pelos analisadores de massas onde serdo analisados quanto a relacdo massa/carga
(m/z) e seus espectros resultantes. A identificacdo das proteinas se da pela relacéo
da abundancia dos fragmentos versus a relagdo m/z confrontados nos bancos de
dados. A espectrometria de massas € mais indicada quando se objetiva a construgdo
de mapas protedmicos, ja que esta tecnica tem a capacidade de processar centenas

de amostras em uma Unica analise.
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Na técnica de fingerprint, os ions de peptideos encontram-se intactos
obtendo-se somente os valores m/z onde séo posteriormente correlacionados as
proteinas de um banco de dados especifico (102). Nesta técnica, sO é possivel a
identificacdo de proteinas de espécies com genomas sequenciados, enquanto que
na MS em tandem a sequéncia de aminoacidos € identificada possibilitando o
estudo de genomas ndo sequenciados e moléculas novas(106).

Dependendo do objetivo do estudo, se faz necessario, além da
identificacdo, a quantificacdo das proteinas possibilitando, assim, a estimativa da
expressao relativa das mesmas. Determinando-se a intensidade dos picos de ions
medidos é possivel correlacionar com a abundancia das proteinas, possibilitando
assim, a quantificacdo sem nenhuma marcacgdo, chamada quantificacdo label-free
(107).

Ha possibilidade, ainda, da quantificacdo atraves de técnicas que utilizam
marcacdo com isdtopos que podem ser radioativos, fluorescentes ou leves/pesados.
A marcacdo com isdtopos torna possivel a analise simultanea de diferentes grupos
aumentando a relevancia estatistica do estudo e a acuracia do dado proteémico. As
principais técnicas da protedmica quantitativa utilizando marcagdes séo: o iCAT
(Isotopic coded affinity tag)(108), 0iTRAQ (isobarictags)(109) e H208 (molécula
de agua que contém um forma isotipica de oxigénio-18)(110). A base dessas
técnicas consiste em marcacao de proteinas de diferentes grupos com etiquetas de
identificacdo por MS, onde peptideos iguais marcados diferentemente séo
identificados pela sobreposicdo dos picos que apresentam m/z distintos devido ao

tipo de is6topo ligado, sendo a relagcdo entre a area dos dois picos uma medida
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relativa da expressdo daquela proteina. O que muda de uma técnica para outra sao:
os locais de ligacdo das etiquetas nas proteinas, a quantidade de amostras possiveis
para marcacao e as moléculas que servirdo de etiquetas (102).

Um dos problemas encontrados na protedmica de alto rendimento, onde
milhares de proteinas s@o identificadas em um pouco espaco de tempo, € a alta
variabilidade dos dados obtidos, dificultando assim, as analises. As causas dessa
variabilidade sdo a elevada heterogeneidade das amostras biologicas, as variacdes
no preparo das amostras, na separacdo das proteinas, nos limites de deteccdo e
identificacdo de proteina/peptideo das varias técnicas de protebmica ou
imprecisdes de quantificacdo do software de gerenciamento de dados. Ha um alto
nivel de ruidos de dados nos estudos de protedmica, quando comparados a aqueles
encontrados nos estudos de microarrays de DNA, em consequéncia, os dados
experimentais protedmicos tornaram-se dificeis de repetir ja que os métodos
estatisticos desenvolvidos para a aplicacdo na gendmica sdo ineficazes nesta area.
Com isto, 0 uso da bioinformarica na andlise dos dados obtidos além de filtrar as
identificacOes de proteina ruidosas, perdidas na primeira fase de analise estatistica,
pode ajudar a extrair informacgdes funcionais e biologicas da longa lista de
proteinas identificadas. Por tanto, o conhecimento funcional da proteina, entre eles,
a abundancia de proteinas, locais celulares, complexos de proteinas e vias
reguladoras de genes/proteinas, deve ser incorporado na segunda fase da analise
protedmica, ja que as técnicas de analise da rede e das vias podem ajudar a resolver
o0 desafio na interpretacdo dos resultados de protedmica e aumentar a relevancia

estatistica dos dados (111).
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1.6. Biomarcadores nas doencas pulmonares cronicas

Um dos principais objetivos do uso de protebmica na pesquisa médica é
detectar proteinas associadas a doenca para intervencao terapéutica, assim como
identificar novos biomarcadores (112,113). Biomarcador é uma molécula
mensuravel que reflete o processo da doenca e que pode ser encontrado em fluidos
corporais ou tecidos. Assim, o estabelecimento de novos biomarcadores é de suma
importancia ja que estes possuem uma variedade de aplicacBes na medicina
respiratdria, incluindo deteccdo precoce e monitoramento de doencas,
estratificacdo de risco dos pacientes e desenvolvimento de terapias direcionadas e
efetivas que podem adaptar as necessidades dos pacientes. Até o momento, 0
impacto da protemica em medicamentos respiratérios personalizados é limitado.

Por outro lado, novos biomarcadores moleculares estdo comegando emergir (114).

1.6.1. Fibrose pulmonar idiopatica (FPI)

A IPF é uma pneumonia intersticial fibrosante crbnica que leva a
insuficiéncia respiratoria. Alguns niveis protéicos vém sendo observados como
elevados ou diminuidos em soro e, ou, lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes
com FPI através de técnicas de medidas simples, como ELISA e Western Blotting,
e tem sido sugerido como potenciais biomarcadores, tanto para diagnosticos

quanto para prognostico dessa doenca. Utilizando esses métodos, que tem como
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alvo uma Unica proteina, possivelmente envolvida nos processos fisiopatoldgicos
da doenca, foram identificados em amostra de LBA, elevados niveis de matriz
metaloproteinase-8 (MMP-8), Proteina 1 tipo quitina-3-like (CHI3L1 ou YKL-40),
proteina de ligacdo ao calcio A9 (S100A9) e proteina 14 relacionada ao fator de
inibicdo da migracdo (MRP14)(115-119). J& em soro de pacientes, foram
observados elevados niveis de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
MMP-8, SP-A, SP-D, mucina Krebs von den Lungen-6 (KL-6), CC-quimiocina
ligante 18 (CCL-18) e Napsina A(90,91,115,118,120-124).

Utilizando abordagens proteémicas, em que ndo ha um direcionamento na
selecdo de alvos, um numero maior de biomarcadores para IPF tem sido
identificado a partir de amostras do parénquima pulmonar, LBA e soro desses
pacientes. Carleo et al.(89), estudando as diferencas entre os casos esporadicos e
familiares de IPF em LBA de pacientes, identificaram que nos casos familiares as
proteinas do receptor de imunoglobulina polimérica (plgR), a proteina A2
associada ao surfactante pulmonar (PSP-A2), a Transthyretin (TTR), a actina
citoplasmatica, a cadeia gama do fibrinogénio (FGG), o componente 3 do
complemento (C3), a Glutathione S-transferase Mu 1 (GSTM1), a Hemopexina
(HPX), e a glicoproteina alfa-1-beta (A1BG) estavam mais expressas quando
comparadas ao grupo de FPI esporadica. Levando em consideracdo que essas
proteinas estdo envolvidas principalmente na resposta imune e lesdo, sistema de
coagulacdo e homeostase de ions, 0s autores sugerem que o estresse do reticulo
endotelial provavelmente desempenha um papel central na patogenética da FPI

familiar. Ja nos casos de FPI esporadicos, as proteinas super expressas foram o
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fator B do complemento (CFB), o isocitrato desidrogenase NADP citoplasmatico,
a peroxiredoxina 1 (PRDX1), a proteina ligante do selénio 1 (SELENBP1) e a
antitrombina 11l (ANT3) que estdo relacionadas com a resposta ao estresse
oxidativo. As proteinas que tiveram maior destaque como biomarcadores neste
estudo foram as envolvidas em danos e lesdes no pulméo que juntas indicam
alteracdes na resposta reparativa sendo indicada como uma das possiveis causas da
FPI.

Ashley et al.(79), com o objetivo de encontrar biomarcadores que indiguem a
progressdo da FPI, realizaram seguimento de 60 pacientes por um periodo de 80
semanas, utilizando amostras plasmaticas. Os pesquisadores demonstraram que
houve associacao entre a progressao da doenca e a baixa expressdo do receptor 2
do fator de crescimento endotelial vascular soltvel (VEGFsR2), da ficolina-2
(FCN-2), da legumain (LGMN) e da catepsina-S (cath-S) e, ainda, aumento da
expressao do co-estimulador induzivel de células T (ICOS) e da tripsina-3 (TRY-
3).

Niu et al.(125), utilizando a ferramenta de marcacdo isobarica
(ITRAQIabeling) para identificar proteinas diferencialmente expressas em soro de
pacientes com FPI, identificaram nove biomarcadores que foram validados pelo
ensaio de ELISA. Dentre as apresentaram expressdo aumentadas estdo a
subunidade beta da hemoglobina (HBB), a proteina C reativa (CRP), a antitripsina-
alfa-1 (SERPINAL), e as que estava expressdo diminuidas foram: a
apolipoproteina A-11 (APOAZ2), a alfa-2-HS-glicoproteina (AHSG), a kininogenio-

1 (KNG1) e a alfa-1-microglobulina/precursora de bikunina (AMBP). Ap0s
35



realizacdo de testes de acuracia, as proteinas AHSG, CRP, SERPINA1, AMBP e
KNG1 apresentaram resultados compativeis como biomarcadores para FP1( 125).
As expressdes diferenciais das proteinas identificadas como possivel biomarcador

na FPI estdo sumarizadas no Quadro 1.
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Quadro 1.

Distribuicdo de proteinas

identificadas como possiveis

biomarcadores na fibrose pulmonar idiopatica de acordo com o tipo de
amostra bioldgica.

GSTM1, HPX,

AlBG

Tipo de Amostra bioldgica Expresséo Expresséo Referéncia
Biomarcador aumentada diminuida
Diagnostico  Soro SP-AE SP-D (100)
LBA S100A9 (115)
Soro e LBA MMP-8 (116)
Soro e LBA YKL-40 (118)
LBA MRP14 (119)
Soro NAPSIN A (124)
Soro CRP, SERPINA1 AHSG, AMBP e (125)
KNG1
Prognéstico  Soro ICOS, TRY-3 VEGFsR2, FCN- (79)
2, LGMN, Cath-S
Soro KL-6 eSP-D; (90)
Soro SP-D (91)
Soro VEGEF (121)
Soro KL-6 (122)
Soro CCL8 (123)
Soro NAPSIN A (124)
Casos LBA plgR, PSP-A2, (89)
familiares TTR, FGG, C3,

SP-A, B, C, D (proteina surfactante A, B, C e D); S100A9 (proteina de ligagdo ao célcio A9);
MMP-8 (matriz metaloproteinase-8); YKL-40 (Chitinase-3-like proteinl); MRP14 (proteina 14
relacionada ao fator de inibicdo da migracéo); CRP (Proteina C reativa); SERPINAL(Antitripsina-

Alfa-1);

AHSG (Alfa-2-HS-glicoproteina);

AMBP  (Alfa-1-microglobulina/precursora de

bikunina); KNG1 (Kininogenio-1); ICOS (co-estimulador induzivel de células T); TRY-3 (tripsina-
3); VEGFsR2 (receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular soltvel); FCN-2 (ficolina-2);
LGMN (Legumain); cath-S (cathepsina-S); KL-6 (Krebs von den Lungen-6); VEGF (Fator de
crescimento vascular endotelial); CCL-18 (CC-quimiocina ligante -18); plgR(receptor de
imunoglobulina polimérica); PSP-A2 (Proteina A2 associada ao surfactante pulmonar); TTR
(Transtiretina); FGG (Cadeia de gama do fibrinogénio); C3 (Componente 3 do complemento);
GSTML1 (Glutathione S-transferase Mu 1); HPX (Hemopexina); A1BG (Glicoproteina alfa-1-beta).
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1.6.2. Doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) € uma doenca heterogénea e
irreversivel, caracterizada pela limitacdo do fluxo de ar nas vias respiratdrias,
bronquite crbénica e doenca obstrutiva cronica nas vias aereas e pode ser
desencadeada por diversos fatores como cigarro, infeccdes causadas por
microrganismos, poluicdo do ar, poeira, e desordens genéticas.

Ohlmeyer et al.(126), com o objetivo de encontrar um biomarcador especifico
para DPOC e ainda para associar com a forma grave e leve da doenca, realizaram
analise protedmica do tecido pulmonar de pacientes com as formas grave e leve da
DPOC e compararam com grupos de fumantes, de pacientes com deficiéncia de 1-
a-antitripsina (AATD) e pacientes com FPI. Os resultados revelaram que as
proteinas catepsina D (CTSD), proteina 2 relacionada a dihidropirimidinase
(DPYSL2), a transglutaminase tecidual (TGM2) e a tripeptidil-peptidase 1 (TPP1)
como especificas para DPOC. A proteina TGM2, além de ser especifica para
DPOC, foi também correlacionada com a gravidade da doenca e, por isso, foi
sugerida nesse estudo como um potencial biomarcador para o prognostico da
doenca.

Tambeém utilizando tecido pulmonar de pacientes, 0 aumento da expressao
da proteina SP-A foi identificada como especifica para DPOC quando comparada
a pulmdes apenas fibréticos (127). Em amostra de escarro, foram identificadas 15
proteinas associadas a DPOC (128), sendo quatro principais: SERPINAL, proteina

ligante da vitamina D (VDBP ou CG), serotransferrina (TF) e transtiretina (TTR).
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Sabe-se que algumas dessas proteinas, como a SP-A (91), SERPINAL (125) e a
TTR (89), ja foram, também, associadas a FPI. Além disso, as proteinas CAPG,
CTSD, DPYSL2 e TPP1, que foram identificadas como especificas para DPOC, ja
foram observadas como sendo fumantes dependente (126). Levando em
consideracdo que doencas pulmonares compartilham mecanismos patolégicos e
fatores de risco similares e que um dos mais amplamente reconhecidos sdo o ato
de fumar, esses dados reforcam o conceito de que marcadores exclusivamente
especificos para uma doenca sdo muito raros.

As expressbes diferenciais das proteinas identificadas como possivel

biomarcador na DPOC estdo sumarizadas no Quadro 2.

Quadro 2. Distribuicdo de proteinas identificadas como possiveis
biomarcadores na DPOC de acordo com o tipo de amostra bioldgica.

Tipo de Amostra biolégica Expressdo aumentada Referéncia

Biomarcador

Diagnéstico Tecido pulmonar CTSD, DPYSL2, TPP1, TGM2 (126)
Tecido pulmonar e escarro  SP-A (127)
Escarro SERPINAL, VDBP, TFe TTR (128)
Progndstico Tecido pulmonar TGM2 (126)

CTSD (catepsina D); DPYSL2 (proteina 2 relacionada a dihidropirimidinase); TGM2
(transglutaminase tecidual); TPP1 (tripeptidil-peptidase 1); SERPINA1 (Antitripsina-Alfa-1),
VDBP (proteina ligante da vitamina D), TF (serotransferrina); TTR (transtiretina).
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A PCM é uma doenca endémica da América Latina, e apesar de representar
problemas na salde publica, continua sendo considerada uma doenca
negligenciada. Mesmo apds o tratamento antifungico, a maior parte dos pacientes
portadores da FC apresenta sequelas, dentre elas a FP e enfisema. Como
consequéncia, esses pacientes apresentam problemas respiratorios que acabam
incapacitando-os muitas vezes de exercerem suas profissdes e atividades. Em
alguns casos, essa condicdo pode desencadear problemas psicoldgicos, e
intensificar o quadro de alcoolismo ja frequente nesses pacientes.

Dentre esses pacientes, € possivel observar que a intensidade da FP é
diferente e, do mesmo modo, suas consequéncias no dia a dia desses individuos.
Assim, essas diferencas, quando bem caracterizadas, podem ser empregadas como
uma estratégia de estudo para identificar moléculas envolvidas na fibrogénese e
também biomarcadores. A utilizacdo da estratégia protedmica em soro permite a
obtencdo de informacGes que irdo possibilitar identificar efeitos sistémicos das

sequelas observadas na PCM e a identificacdo de biomarcadores.
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3. OBJETIVO GERAL

Identificar proteinas-chave envolvidas na fibrogénese e possiveis biomarcadores

séricos de pacientes com FP pulmonar na PCM.

3.1. Objetivos especificos

1. ldentificar proteinas-chave envolvidas nos mecanismos moleculares da
fibrogénese pulmonar da paracoccidioidomicose.

2. ldentificar o(s) momento(s) do seguimento clinico em que 0s pacientes
com PCM apresentam maiores alteracbes do perfil protedmico sérico
relacionado ao reparo tecidual.

3. Identificar proteinas séricas candidatas a biomarcadores preditoras de

fibrose pulmonar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes. Foram estudados 29 pacientes com a FC da PCM confirmada pela
identificacdo de formas tipicas da fase leveduriforme em materiais clinicos ou de
anticorpos séricos especificos pesquisados pela rea¢do de imunodifusdo dupla em
gel de &gar (IDD), atendidos na Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitarias
da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. O critério de inclusdo utilizado
foi a presenca de comprometimento pulmonar paracoccidioidico, e os critérios de
exclusdo foram a presenca de outra co-morbidade de origem infecciosa,

inflamatdria ou neoplésica e, a utilizacdo de medicagdo imunossupressora.

4.2. Individuos fumantes. Foram estudados 15 individuos fumantes, distribuidos

na mesma proporc¢do de género e idade com o grupo de pacientes.

4.3. Definicéo dos casos de FP maior e menor. Os pacientes foram classificados
em dois grupos de acordo com a intensidade da FP (menor e maior), no momento
de cura aparente (M3). A classificagéo foi feita por um radiogista e um infectolo-
gista com base nos achados de imagem por tomografia computadorizada dos pul-

maoes.

4.4. Momentos de coleta durante o tratamento antifiingico. Para este estudo,
foram utilizados soros dos pacientes coletados em quatro momentos durante o tra-

tamento antifungico: anterior ao tratamento antifingico (MO0), cura clinica (M1),
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cura soroldgica (M2) e cura aparente (M3), de acordo com Mendes et al. (2). Re-
sumidamente, a cura clinica (M1) é definida como 0 momento em que o paciente
estd sob o tratamento antifingico e que apresenta o desaparecimento da sintoma-
tologia apresentada e a normalizacéo da velocidade de hemossedimentcdo (VHS).
A cura soroldgica (M2) é o momento que o paciente que tinha sorologia positiva e
ficou pelo menos um ano com sorologia negativa. A cura aparente (M3) é definida
como 0 momento em que 0 paciente apresenta cura clinica, cura soroldgica, con-
clusédo do tratamento antifingico e sem sinal de reativacdo da doenca pelo periodo

de dois anos na auséncia de tratamento.

4.5. Delineamento experimental. As analises de protedmica foram realizadas em
trés etapas (Figura 1). Etapa 1: caracterizacdo do perfil protedmico de pacinetes
com FP ja estabelecida (PF maior e menor na cura aparente — M3). Etapa 2: iden-
tificacdo de proteinas-chave na fibrogénese através da evolucdo do perfil prote6-
mico do soro de pacientes com ao longo do tratamento. Etapa 3: identificacdo de
possiveis biomarcadores séricos através da comparacdo do perfil protedmico de

pacientes que desenvolveram PF maior e aqueles com FP menor.
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Delineamento experimental

a) FIBROGENESE

Cura aparente (M3) b) FIBROGENESE

* Momentos

Y

c) BIOMARCADOR

Menor FP Maior FP
+ CTRLx menor FP; ( ( | ‘
« CTRL x maior FP; * C;EL ‘ E C;gL [ Menor FP x Maior FP:
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tratamento tratamento « MO XxMO
>< ><
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>< =
*  M2: Cura soroldgic !:- M2: Cura soroldgica i
>< ‘ / ) e ) \ .« M3xM3 @
*  M3: Cura aparente *  M3: Cura aparente e —

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental do estudo.

4.6. Processamento das amostras. As amostras de soro foram mantidas em
freezer -80°C e foram tratadas para a remoc¢do das proteinas em abundancia,
albumina e imunoglobulina G, utilizando o kit ProteoPrepO Blue Albumin and IgG

Depletion (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) conforme instrucdes do fabricante.

4.7. Analise Protedmica. Apdés a remocdo das proteinas em abundancia, as
proteinas foram quantificadas com auxilio do Kit Quick Start Bradford (Bio-Rad).
As amostras de proteina (50 pg) foram entdo transferidas para um microtubo e a
estas adicionados 10 pL de bicarbonato de aménio 50 mM e 25 pL de RapiGest®
0,2% (Waters). Em seguida, as amostras foram reduzidas através da incubacédo a
40°C com ditiotritol (DTT) 100 mM. Em seguida, adicionou-se iodoacetamida

(IAA) 300 mM por 30 min em temperatura ambiente, para devida alquilacdo das
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amostras. Apos a alquilacdo foi realizada a digestdo com a adicdo de 150 ng de
tripsina grade MS (Promega) e incubacdo a 37°C por 14 h. Ao fim das 14 h, a acédo
da enzima foi paralisada pela adicdo de 5 pL de acido férmico 3%. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14000 g durante 10 min. O sobrenadante contendo
0s peptideos foram entdo destinados a analise por UPLC-MS. A anélise dos
peptideos tripticos foi realizada no sistema nanocACQUITY UPLC (Waters,
Milliford, USA) acoplado ao espectrdometro de massas Xevo Q-TOF G2 (Waters,
Milliford, USA). Para tanto, o sistema UPLC nanoACQUITY foi equipado com
uma coluna do tipo HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3 column 75 mm x 150 mm;
1,8 um, Waters), previamente equilibrada com 7% da fase mével B (100% ACN
+ 0,1 % é&cido formico). Os peptideos foram separados através de um gradiente
linear de 7-85 % de fase mével B durante 70 min com fluxo de 0,35 uL/min e a
temperatura da coluna mantida a 45°C. O MS foi operado em modo ion positivo,
com o tempo de aquisic¢do de dados de 75 min. Os dados obtidos foram processados
através do software Protein Lynx Global Server (PLGS) versdo 3.03 (Waters,
Milliford, USA). A identificacdo das proteinas foi obtida através do algoritmo de
contagem de ions incorporado ao software. Os dados obtidos foram buscados no
banco de dados da espécie Homo sapiens baixado do catdlogo do UniProt

(Universal Protein Resource) em fevereiro de 2017.

4.7.1. Quantificacdo livre de marcadores (label-free). A quantificacdo livre de
marcadores foi feita utilizando o Software ProteinLynx Global Service (PLGS,

v.2.2.5, Waters). Todas as proteinas identificadas com score com confian¢a maior
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que 95% foram inclusas na analise quantitativa. Os peptideos de cada triplicata por
amostra foram agrupados com base na precisdo de massa (<10ppm) e em uma
tolerancia de tempo de retencdo <0,25 min, usando o software de agrupamento
incluso no PLGS v. 2.3. Foi feita uma normalizacdo usando a funcdo de
autonormalizacdo do PLGS. A significancia das razbes de expressdo relativa foi
calculada usando o algoritmo Monte-Carlo e expressa como p<0,05 para as
proteinas sub-reguladas e p>0,95 para as proteinas super-reguladas,
respectivamente. Apenas proteinas identificadas em duas das trés corridas foram

selecionadas para as analises subsequentes.

4.7.2. Construcao da rede regulatdria e analises de enriquecimento funcional. O
conjunto de proteinas diferencialmente expressas foi mapeado pela ferramenta de
pesquisa on-line para o Banco de dados de Recuperacdo de Genes de Interacdo
(STRING) (http://string-db.org) para identificar possiveis conexdes entre proteinas
e visualizar a rede PPI (interacdo proteina-proteina). A rede PPI foi construida
estabelecendo o escore minimo de interacdo requerido para o meio confianca (0,4).
Os parametros de configuracdo para 0 numero maximo de interagdes para mostrar
para o primeiro shell e segundo shell foi respectivamente “none/query protein
only” e “none”. As analises de enriquecimento funcional da rede de proteinas da
PPI foram realizadas pelo “Gene Ontology” (GO) diretamente on-line e, a taxa de
corte de descoberta falsa (FDR) para os termos GO atribuidos ao conjunto de
proteinas nas categorias da “fungdo molecular”, “processo biologico” e

“componente celular” foi de <0,05.
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4.8. Aspectos Eticos. Todos os procedimentos foram executados de acordo com
as normas éticas vigentes no projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (CAAE:65525317.9.3001.5398).

4.9. Analises estatisticas dos resultados. A determinacdo da homogeneidade dos
grupos de pacientes foi realizada utilizando-se os testes de frequéncia de Qui-
quadrado (ou Fisher), teste U de Mann-Whitney e curva de Kaplan-Meier (log-
ranktest) para tempo de cura aparente e cura soroldgica. Os testes estatisticos foram
realizados utilizando-se os softwares Epilnfo ou GraphPad InStat versdo 3.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e o nivel de significancia

estabelecido para rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5,0%.

4.10. Levantamento Bibliografico. O levantamento bibliografico foi realizado
por meio de MEDLINE, produzido pela National Library of Medicine, de
Washington e da Literatura Latino-Americana em Ciéncias da Saude(LILACS),
produzida pelo Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagdes em Ciéncias
da Saude (B.l.R.E.M.E) de Séo Paulo. Também foram levantados os trabalhos
referidos em cada publicacéo selecionada. Essa revisao bibliogréafica foi realizada
no periodo correspondente aos ultimos 15 anos e foi atualizada durante o
desenvolvimento do projeto. A Bibliografia foi formatada de acordo com as

normas Vancouver.
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5. RESULTADOS

5.1. Aspectos clinicos dos pacientes

Todos os pacientes selecionados para 0 estudo apresentavam casos
confirmados de PCM pulmonar cronica, sendo 79,3% deles com a forma moderada
da doenca enquanto que 6,9% e 13,8% apresentavam a forma leve e grave,
respectivamente. A mediana das idades foi de 50 anos. A maioria apresentava,
além do pulméo, pelo menos mais um 6rgao comprometido pela doenca, entre eles
a adrenal (10,3%), sistema nervoso central (10,3%), mucosa (51,7%), pele (3,4%),
laringe (17,2%), linfonodo (13,8%) e o0sso (3,4%). A mediana do titulo de
anticorpos pela imunodifusdo dupla (IDD) foi de 1:16. Dentre os tratamentos,
58,6% fizeram o tratamento somente com cotrimoxazol (CMX); 13,8%
comecaram o tratamento com CMX e depois trataram com itraconazol (CMX-
ITC); 10,3% trataram somente com ITC; 6,9% iniciaram o tratamento com ITC e
depois mudaram para CMX (ITC-CMX); e 10,3% trataram algum tempo com
cetoconazol (CTZ) ou fluconazol (FLU) além do CMX e o ITC. A mediana do
tempo de tratamento foi de 38 meses, do tempo para a cura clinica foi de 142 dias
e do tempo para a cura sorolégica foi de 530 dias.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos de pacientes com FP
menor e maior foram semelhantes (p> 0.05). Para confirmar semelhanca entre a
mediana do nimero de dias para a cura sorologica dos pacientes com FP menor e

maior foi realizada a curva de Kaplan-Meier e ndo foi observada diferenca
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estatistica entre esses dois grupos (Log-Rank 0.554; p = 0.4561). As caracteristicas

clinicas dos pacientes estudados estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Aspectos clinicos dos pacientes com PCM de acordo com a
intensidade de fibrose pulmonar. N (%)

Aspectos Clinicos Pacientes FP menor PF maior Valor de
(n=29) (n=17) (n=12) p
Idade (anos)* 50 56 57 0,8003
Gravidade? Leve 2(6,9) 2(11,7) 0(0)
Moderada 23 (79,3) 13 (76,4) 10 (83,3) 1,000
Grave 4 (13,8) 2(11,7) 2 (16,6)
Orgéo Adrenal 3(10,3) 1(5,88) 2 (16,6) 0,367
comprometidos? SNC 3(10,3) 3(17,6) 0(0) 0,186
Mucosa 5(51,7) 9(52,9) 6 (50) 0,586
Pele 1(3,4) 1(5,88) 0 (0) 0,586
Pulmao 29 (100) 17 (100) 12 (100) NR
Laringe 5(17,2) 2(11,7) 3(25) 0,329
Linfonodo 4 (13,8) 4 (23,5) 0 (0) 0,100
Osso 1(3,4) 0(0) 1(8,33) 0,413
Tratamento? CMX 17 (58,6) 11 (64,7) 6 (50)
CMX -
e 4 (13,8) 4 (23,5) 0 (0)
ITC 3(10,3) 1(5,88) 2 (16,6) 0,5368
ITC-CMX 2(6,9) 0(0) 2 (16,6)
Outros 3(10,3) 2(11,7) 1(8,3)
Tempo de tratamento 38 28 44 0,2871
(meses)*
Cura clinica (dias)* 142 149 126 0,2687
Cura soroldgica (dias)*? 530 314,5 825 0,2679
IDD! 1:16 1:16 1:8 0,9463

! Teste de Mann-Whitney

2 Teste de Fisher

3 Curva de Kaplan-Meier

PF = fibrose pulmonar; NR = ndo-realizado; CMX = cotrimoxazol; ITC = itraconazol; IDD =
imunodifusdo dupla em gel de agar

50



5.2. Caracterizacdo do perfil proteémico dos pacientes com FP menor e
maior na PCM

No presente estudo, iniciamos a apresentacdo dos resultados protedmicos
pela caracterizacdo do perfil protedmico de soro dos pacientes com PCM que
apresentaram como desfecho maior ou menor FP, isto é, que foram avaliados no
momento de cura aparente, ja que € nesse momento que se espera que o quadro de
FP esteja bem estabelecido. Além disso, foi no momento da cura aparente que 0s
pacientes foram categorizados.

Primeiramente, foi determinado o nimero de proteinas diferencialmente
expressas entre esses grupos de pacientes e entre individuos saudaveis fumantes.
A comparacdo com o grupo controle revelou que pacientes com FP menor exibiu
79 proteinas diferencialmente expressas, das quais 76 estavam sub-reguladas e 3
super-reguladas (Fig.2A). O grupo de pacientes com FP maior exibiu 83 proteinas
diferencialmente expressas, sendo todas sub-reguladas (Fig.3A), em relacdo ao
grupo controle. A comparacao entre 0s pacientes com PF menor e maior revelou
61 proteinas diferencialmente expressas, das quais 6 estavam sub-reguladas e 55

super-reguladas (Fig. 4A).
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Figura 2. Proteinas diferencialmente expressas obtidas na comparagéo de pacientes com FP menor,
na cura aparente, em comparagdo com o grupo controle. A. Nimero de proteinas sub-reguladas
(coluna azul) ou super-reguladas (coluna vermelha). B. Classificagdo das proteinas
diferencialmente expressas de acordo com sua participacdo em processo bioldgico, funcdo
molecular e componente celular. A classificacdo das proteinas foi obtida de acordo com as
anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO). C. Rede regulatéria de interacdo
entre proteinas diferencialmente expressas. Linhas mais grossas representam associacdes mais
fortes. D. Vias de sinalizacdo significantemente enriquecidas. A distribuicdo de cores indica as
diferentes vias.
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B. Classificacdo das proteinas

diferencialmente expressas de acordo com sua participacdo em processo biologico, funcdo
molecular e componente celular. A classificacdo das proteinas foi obtida de acordo com as
anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO). C. Rede regulatoria de interagdo
entre proteinas diferencialmente expressas. Linhas mais grossas representam associacdes mais
fortes. D. Vias de sinalizacdo significantemente enriquecidas. A distribuicdo de cores indica as

diferentes vias.
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anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO). C. Rede regulatéria de interacdo
entre proteinas diferencialmente expressas. Linhas mais grossas representam associacdes mais

fortes. D. Vias de sinalizacdo significantemente enriquecidas. A distribuicdo de cores indica as
diferentes vias.
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O diagrama de Venn (Fig. 5) revelou 69 proteinas diferencialmente expres-
sas em comum entre 0s grupos de pacientes com FP menor e maior, 10 proteinas
presentes no grupo de pacientes com FP menor e 14 proteinas presentes no grupo
de pacientes com FP maior. Para essa analise, foram excluidas as proteinas que

estavam similarmente expressas com o grupo controle.

Figura 5. Diagrama de Venn exibe as proteinas associadas a menor ou maior fibrose pulmonar no
momento de cura aparente comparadas ao grupo controle. Somente os cédigos dos genes estdo
demonstrados. | proteina sub-regulada; 1 proteina super-regulada.

A partir desses resultados, foi realizado o enriquecimento funcional. Essa
estratégia de analise por bioinformatica se baseia na transformacdo dos dados
brutos em um conjunto de genes divididos em categorias conhecidas (Termos de
Ontologia do gene - GO terms) de modo a permitir a identificacdo dos nimeros de
genes observados e esperado; se a diferenca entre 0s nimeros observados e
esperados forem estatisticamente diferentes, a categoria € relatada como

enriquecida. Esse passo é importante pois ele funciona como um segundo filtro
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para as proteinas encontradas, uma vez que descarta eventos aleatorios (ruido de
dados) e, assim, aumenta a relevancia estatistica dos dados e proporciona um
potencial informativo mais confiavel (129). Utilizando essa estratégia, é possivel
identificar quatro categorias funcionais: 1) processos biologicos, 2) funcgdes
moleculares, 3) componentes celulares 4) vias. As vias de sinalizacdo foram
detectadas usando a Enciclopédia de Quioto em Genes e Genomas (KEGG) e serdo
analisadas separadamente.

Das 79 proteinas diferencialmente expressas no grupo com FP menor, em
comparacdo com o grupo controle, foram identificados 215 termos na categoria
processos biologicos (Anexo 4), 38 termos na categoria fungbes moleculares
(Anexo 6), 28 termos na categoria componentes celulares (Anexo 6) e 7 termos na
categoria de vias (Anexo7). A Fig. 1B apresenta os 10 termos de cada categoria
gue continham os maiores numeros de proteinas diferencialmente expressas. Os
resultados da andlise de enriquecimento funcional das demais comparacdes (FP
maior vs. controle e FP maior vs. FP menor) estdo demonstrados nas Figuras 2B e
3B e Anexos 8 a 15.

Em seguida, foi realizada a construcdo da rede de interacdo proteina-
proteina (PPI). Esse passo tem por objetivo auxiliar no melhor entendimento
sobrea relacdo entre as proteinas diferencialmente expressas, onde a espessura da
linha nos indica o nivel de associacGes entre mais fracas e mais fortes. Além disso,
a rede tem o potencial de informar, qual a proteina com maior nimero de
interacdes, indicando uma proteina potencialmente chave do processo, visto que

uma vez afetada, pode comprometer todo 0 processo em que a mesma esta
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envolvida. A validacdo de que a linhas de interacfes entre as proteinas formam
uma rede, isto é, estdo envolvidas em atividades cooperativas, requer um
tratamento estatistico, conforme proposto por Antonov, et al. (129). Assim, no
grupo com menor FP, comparada ao grupo controle, obtivemos uma rede com 55
nodes (nds, em traducdo livre) regulatérios, 449 ligacOes e a proteina com maior
numero de ligacGes (query protein) foi a apolipoproteina H (APOH) (Fig. 1C), com
nivel de significancia de p<0,001, que se encontrava sub-regulada no grupo de
pacientes (ratio: 0,711). A partir das proteinas diferencialmente expressas no
grupo com FP maior, comparada ao grupo controle, formou-se uma rede
regulatéria com 50 nodes regulatorios e 383 ligacdes, e a query protein também
foi a APOH (p<0,001) (Fig.2 C), que se encontrava sub-regulada no grupo de
pacientes (ratio: 0,543). Na comparacgdo entre 0s grupos FP menor e maior, a rede
regulatéria resultou em 41 nds regulatérios e 297 ligacdes, a proteina com maior
numero de ligacdes foi a APOH, e a rede obteve valor de p<0,001 (Fig.3 C). Essa
proteina encontrava-se super-regulada no grupo de pacientes com FP maior (ratio:
1,271).

Em seguida, foram determinadas as vias significantemente enriquecidas,
que consiste na analise dos dados com o objetivo de identificar vias ativadas ou
modulos de via. As vias biologicas compreendem vias de sinaliza¢do, caminhos
reguladores de genes e caminhos metabolicos. A partir das proteinas
diferencialmente expressas, a analise probabilistica da bioinformatica utiliza
estratégia de agrupamento de proteinas de acordo com a(s) via(s) da(s) qual(is)

faz(em) parte. Desse modo, a partir de uma longa lista de proteinas
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diferencialmente expressas, uma lista menor de mapas de conhecimento facilita a
interpretacdo dos mecanismos moleculares subjacentes a essas proteinas alteradas
ou suas expressoes (111).0s resultados revelaram que no grupo com menor FP, em
comparagdo com 0 grupo controle, sete vias encontravam-se significantemente
enriquecidas (Fig. 2D), conforme segue: 1) complemento e cascata da coagulacéo,
2) infeccdo por Staphylococcus aureus, 3) digestdo e absorcdo de vitaminas, 4)
digestdo e absor¢do de gorduras e 5) infeccdo por trypanossoma africano, 6) PPAR
(receptores ativados por proliferador de peroxissoma) e 7) pertussis. A comparacao
do grupo de FP maior com o grupo controle revelaram cinco vias (Fig. 3D),
conforme segue: 1) complemento e da cascata da coagulacdo, 2) infeccdo por
Staphylococcus aureus, 3) digestao e absorcao de vitaminas, 4) digestdo e absor¢édo
de gorduras e 5) infeccdo por trypanossoma africano. Na comparacdo entre 0s
grupos com FP menor e maior, duas vias foram identificadas (Fig. 4D), conforme
segue: 1) complemento e da cascata da coagulacdo e 2) infeccdo por
Staphylococcus aureus. Em seguida, a expressao das proteinas em uma cada das
vias foi analisada de acordo com o padréo de similaridade hierarquica, conforme
demonstrada pelos heatmaps na Figura 6.

De modo geral, foi possivel observar que o padrdo de similaridade da
expressao das proteinas foi maior entre os pacientes com FP menor e maior em
comparacdo com o grupo de controles (Fig. 6). Contudo, na via PPAR, a
similaridade foi observada entre o grupo com FP maior e 0 grupo controle e o
grupo FP menor e maior. Assim, essa via constitui um elemento chave para

caracterizar o padrao fisiopatologico de cada grupo durante a cura aparente. Em
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relacdo as similaridades entre as proteinas da via PPAR, a apolipoproteina A2
(APOA2) foi a que apresentou menor similaridade de expressdo nos diferentes

grupos, na respectiva via (Fig. 6E).
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5.3. Identificacéo de proteinas-chave na fibrogénese pulmonar na PCM
Visando compreender o processo de desenvolvimento da FP nos pacientes
com PCM, nos avaliamos as proteinas diferencialmente expressas em pacientes ao
longo do tratamento, nos quatro momentos definidos. Essas analises foram
realizadas comparando-se, inicialmente, o grupo de pacientes com menor FP com
0 grupo controle no MO (antes do tratamento). Em seguida, foi realizada analise de
evolucdo (seguimento), isto €, comparando-se 0 MO com M1 (cura clinica), M1
com M2 (cura sorologica) e M2 com M3 (cura aparente). Do mesmo modo, foi

realizada a analise do grupo de pacientes com FP maior.

5.3.1. Caracterizacdo do perfil protedmico do soro de pacientes com FP menor

durante o tratamento

Primeiramente, determinamos o numero de proteinas diferencialmente
expressas entre o grupo controle e o grupo com menor FP antes do tratamento
antifangico. A comparagdo do MO com o grupo controle resultou em 91 proteinas
diferencialmente expressas, na qual 60 delas estavam sub-reguladas e 31 super-
reguladas. Ja& a comparacdo do MO com o momento seguinte, M1 (cura clinica),
observamos 78 proteinas diferencialmente expressas, sendo 67 sub-reguladas e 11
super-reguladas. Na comparacdo entre 0 M1 (cura clinica) e M2 (cura sorologica),
houve 59 proteinas diferencialmente expressas, na qual 23 estava sub-reguladas e
36 super-reguladas. E por fim, quando comparamos 0 M2 com o M3 (cura

aparente) houve 68 proteinas diferencialmente expressas, onde 44 estavam sub-
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reguladas e 24 super-reguladas (Fig. 7). As proteinas estdo demonstradas no

diagrama de Venn (Fig. 8).
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Figura 7. Ndmero de proteinas que estavam sub-reguladas ou super-reguladas nos diferentes
momentos do seguimento clinico: Grupo controle vs. pacientes anterior ao tratamento (CTRL vs.
MO); anterior ao tratamento vs. cura clinica (MO vs. M1); cura clinica vs. cura soroldgica (M1 vs.
M2); cura soroldgica vs. cura aparente (M2 vs. M3). A. Grupo com FP menor; B. Grupo com FP

maior
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Figura 8. Diagrama de VVenn exibe as proteinas associadas a menor ou maior fibrose pulmonar nos
momentos: A. Grupo controle comparado ao momento anterior ao tratamento; B. momento anterior
ao tratamento comparado a cura clinica; C. Momento de cura clinica comparada a cura soroldgica.
D. momento de cura sorolégica comparada a cura aparente. Somente os codigos dos genes estdo
demonstrados. | proteina sub-regulada; 1 proteina super-regulada; 1| proteina super-regulada no
grupo com FP menor e sub-regulada no grupo com FP maior; |1 proteina sub-regulada no grupo
com FP menor e super-regulada no grupo com FP maior.
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Na analise do diagrama de Venn, foi possivel observar que quando
comparamos 0s grupos com FP maior e menor, no momento anterior ao tratamento
com o grupo controle, das 55 proteinas expressas em comum, 42 apresentavam o
mesmo padrdo de expressao (sub ou super-reguladas) nos dois grupos. Quando
comparamos 0 momento anterior ao tratamento ao momento de cura clinica,
observamos uma grande diferenca no padrdo de expressao das proteinas em
comum nos grupos com menor e maior FP. Das 45 proteinas expressas em comum
somente 5 delas estava sub- ou super-reguladas nos dois grupos. Nas comparacdes
seguintes, observamos que essa diferenca foi diminuindo. Na comparacao entre o
momento de cura clinica e cura sorolégica 13 proteinas de 36 proteinas em comum
estavam expressas igualmente nos dois grupos (sub- ou super-reguladas). E
finalmente, na comparagdo entre a cura soroldgica e cura aparente, 21 de 46
proteinas em comum estavam expressas igualmente nos grupos de menor e maior
FP. Esses dados indicam que 0 momento do inicio do tratamento, ou seja, durante
a cura clinica, foi 0 momento em que os grupos com FP maior € menor mais
diferiram.

A partir desses resultados, foi realizado o enriquecimento funcional. A
Figura 8 apresenta os 10 termos das categorias de “processos bioldgicos” e “fun¢ao
molecular” que continham o0s maiores nimeros de proteinas diferencialmente
expressas nas comparagdes durante o seguimento clinico. Como pode-se observar
na Figura 9A, os processos bioldgicos em que a maioria das proteinas do grupo

com FP menor quando comparadas ao grupo controle, estavam envolvidas eram
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relacionados com resposta inflamatdria e a regulacéo do processo celular enquanto
que as funcdes eram regulacéo de enzimas, ligacdo de ion e metal, e regulacdo das
peptidases. Os resultados da analise de enriquecimento funcional das demais
comparagbes (MO vs. M1, M1 vs. M2 e M2 vs. M3), estdo demonstrados nas
Figuras 9C, 9E e 9F. O que pudemos observar na evolucéo do seguimento clinico,
é gue ndo houve mudancas significativas no padrdo dos processos bioldgicos,
porém observamos mudancas nas funcdes apds a introducdo do antifingico. Na
comparagdo entre 0 momento anterior ao tratamento e cura clinica, ao invés da
funcdo da ligacdo de ions e metal, observamos a funcdo de transporte de lipideos

e atividade antioxidante.
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Em seguida, foi realizada a construcdo da rede de PPI. As proteinas
diferencialmente expressas resultante das comparagdes entre os diferentes
momentos do seguimento clinico, formaram redes de interacbes com significancia
estatistica (p< 0,001), e ainda a query protein APOH foi identificada em todos os
momentos. As redes resultantes de cada comparacéo estdo demonstradas no Anexo
16.

A determinacdo das vias que foram enriquecidas pelas proteinas
diferencialmente expressas estd sumarizada na Figura 10. A expressdo das
proteinas em uma cada das vias foi analisada de acordo com o padrdo de

similaridade hierarquica, conforme demonstrada pelos heatmaps na Figura 11.

67



Minor fibrosis

A

F

1P and coag
A2M, CFB, CFH, C3, F2. KNG1. PLG. SERPINA1 SERPINC1, SERPIND 1. SERPING1

@ Staphylococcus aureus infection \ P
3, CFB, CFH, PLG o

© Vitamin digestion and absorption ~-
APOAL APOA4. APOB

® ru digestion and absorption
1POAL APOA4L APOB P

African trypanosomiasis
APOAL HBB, HPR

@ rriR signaling pathway

APOAL AP0 42 APOC3

Comyp and coag cascades
A2M, CFB, CFH,C3, C4B, C4BPA, KNG1, PLG, SERPINAIL SERPIND1

@ Staphylococcus aureus infection
€3.C4B, CFB. CFH, PLG

@ Vitamin digestion and absorption
APOAL APOAL APOB

@
T . ®
@ Fat digestion and absorption
APOAL APOA4, APOB

African trypanosomiasis
APOAL HBB. HPR

@ Pertussis

C3, C4B, CIBPA -

®C il and ¢ lation cascades
A2M, CFH,C3, C4B, C4BPA, F2, KNG1, SERPINAL

® Staphylococcus aureus infection o
€3, C4B, CFB, CFH al

Vitamin digestion and absorption &
APOAL APOAL, APOB

® Fat digestion and absorption
APOAL APOA4, APOB

® Pporussis

€3, C4B. C4BPA

G

ip and ¢ lation cascades
A2M, CFB, CFH, (3, C4B, F2, PLG, SERPINAL SERPINDI, SERPING1

Staphylococcus aureus infection
C3.C4B, CFB. CFH, PLG

@ Pertussis
C3, C4B, SERPING1

Enriched pathways

CTRL vs. M0

MO vs. M1

M1 vs. M2

M2 vs. M3

Major fibrosis

B

® Compl and ¢ cascades
A2M, CFB, CFH,C3, C4B, F2, KNGI, PLG, SERPINAL SERPINCI, SERPINIL

® Staplylococcus aureus infection
€3, C4B. CFB, CFH. PLG

© Titamin digestion and absorption
APOAL APOAS, APOB

® su digestion and absorption
APOAL APOA4 APOB

African trypanosomiasis
APO1I HBB. HPR

® C le and ¢

cascades .,

'] S
A2M, CFB, CFH, C3, C4B, F2, ENGL, PLG, SERPINA1 ()
\

® Staphylococcus aureus infection
C3,C4B.CFB, CFII. PLG

® 4 \frican trypanosomiasis
AroAl HBB, HPR

F

@ Compl, and coagulation cascades
A2M, CFB.C3, C4B. F2. KNG, PLG, SERPINAL SERPINCI, SERPINDI (3"

® Staphylococcus aureus infection
€3, C4B. CFB, CFH. PLG

@ _African trypanosomiasis
APOAL IIBB, TPR

@ Comy and coag cascades
A2M. CFB, CFH, C3. C4B, C4BPA, F2, KNG1, PLG, SERPINAL SERPIND1

@ Staphylococcus aureus infection
€3, C4B.CFB, CFI. PLG

@ _African trypanosomiasis
APOAI HBB, HPR

@ Pertussis

€3, C4B, C4BPA

Figura 10. Vias de sinalizagdo significantemente enriquecidas a partir de proteinas
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(KEEG). A distribuigdo de cores indica as diferentes vias.
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De modo geral, foi possivel observar que o padrdo de similaridade da
expressao das proteinas entre o diferentes momentos foi maior entre 0 momento
anterior ao tratamento (MO) em comparagdo com o grupo controle e 0 momento
de cura aparente (M3) em comparacdo com o0 momento da cura sorologica (M2);
demonstrando que 0s momentos em que 0S pacientes iniciam o tratamento
antifangico até o momento da cura sorolégica ha uma mudanca na expressdo das
proteinas na maioria das vias analisadas (Fig. 11A, B, C e F). Entretanto, as
proteinas da via da tripanossomiase africana, se comportaram de modo menos
similar na comparagao entre 0 momento anterior ao tratamento e a cura aparente,
indicando uma alteracéo na atividade desta via durante o inicio do tratamento. Em
relacdo as similaridades de expressdo das proteinas da via da tripanossomiase
africana nos diferentes momentos, observamos que a proteina relacionada a
haptoglobulina (HPR) foi a que apresentou menor similaridade, ou seja, mais
variou sua expressdo nos diferentes momentos (Fig. 11D). Outra via que as
proteinas apresentaram padrdo diferenciado da maioria, foi a via PPAR. Nesta via,
os dois momentos iniciais do seguimento (CTRL vs. MO e MO vs. M1) foram
similares, assim como os dois momentos finais (M1 vs. M2 e M2 vs. M3) foram
similares, indicando que ouve variacdo da expressao das proteinas envolvidas
nessa via entre 0 momento de cura sorologica e cura aparente. Em relagdo as
similaridades entre as proteinas da via PPAR, a apolipoproteina C3 (APOC3) foi
a que apresentou menor similaridade entre os momentos da respectiva via, ou seja,

a proteina que mais variou expressdo nos diferentes momentos (Fig. 11E).
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Figura 11. Avaliacdo das similaridades entre as proteinas diferencialmente expressas nas vias
enriquecidas no grupo de pacientes com FP menor nos diferentes momentos do seguimento clinico,
utilizando Heatmaps e dendrogramas. A. Comparacdo entre o grupo controle e momento anterior
ao tratamento; B. Comparacdo entre 0 momento anterior ao tratamento e cura clinica C.
Comparagdo entre 0 momento da cura clinica e da cura sorolégica D. Comparagdo entre 0 momento
da cura soroldgica e cura aparente. A distribuicdo de cores indica nivel de expressdo mais baixa
(tons azuis) ou elevado (tons avermelhados).
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5.3.2. Caracterizacdo do perfil protedmico do soro de pacientes com fibrose

maior durante o tratamento

Primeiramente, determinamos o numero de proteinas diferencialmente
expressas entre o grupo controle e o grupo com maior FP antes do tratamento
antifangico. A comparacdo do momento anterior ao tratamento (MO) com o grupo
controle resultou em 70 proteinas diferencialmente expressas, na qual 66 delas
estavam sub-reguladas e 4 super-reguladas. J& a comparacdo do MO com a cura
clinica (M1), observamos 54 proteinas diferencialmente expressas, sendo 18 sub-
reguladas e 36 super-reguladas. Na comparacdo entre o0 M1 e a cura soroldgica
(M2), houve 59 proteinas diferencialmente expressas, na qual 21 estava sub-
reguladas e 38 super-reguladas. E por fim, quando comparamos o0 M2 com o
momento da cura aparente (M3) houve 72 proteinas diferencialmente expressas,
onde 65 estavam sub-reguladas e 7 super-reguladas (Fig. 7B). As proteinas estdo
demonstradas no diagrama de Venn (Fig. 8).

A partir desses resultados, foi realizado o enriquecimento funcional. A
Figura 9 apresenta os 10 termos das categorias de “processos bioldgicos” e “fungao
molecular” que continham o0s maiores nimeros de proteinas diferencialmente
expressas resultantes das comparacdes do seguimento clinico dos pacientes com
FP maior. Como pode-se observar na Figura 9D, na comparagéo entre 0 momento
anterior ao tratamento e 0 momento de cura clinica, diferentemente das outras
comparagOes, observamos que a maioria das proteinas do grupo com FP maior

estavam envolvidas com processos biologicos inflamatorios, com auséncia de
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regulacao, além disso, na funcdo molecular, observamos a funcéo de transporte de
heme e oxigénio, 0o que também ndo foi observado nos outros momentos. Os
resultados da analise de enriquecimento funcional das demais comparacdes (MO
vs. M1, M1 vs. M2 e M2 vs. M3), estdo demonstrados nas Figuras 9B, 9F e 9H. A
excecao da observacdo ja citada; em geral, nos outros momentos do seguimento
clinico, ndo observamos mudancas no padrdo das categorias de enriquecimento,
onde os principais processos bioldgicos foram resposta a estimulo e regulacédo do
processo celular, e as principais fungdes envolveram a ligacdo de proteinas,
regulacdo de enzimas e peptidases e transporte de ions. Diferentemente do grupo
com FP menor, neste grupo ndo observamos as funcdes de transporte de lipideos
entre as principais funcbes observadas.

Em seguida, foi realizada a construcdo da rede de PPIl. As proteinas
diferencialmente expressas resultante das comparacdes entre os diferentes
momentos do seguimento clinico, formaram redes de interacGes com significancia
estatistica (p< 0,001), e ainda a query protein APOH foi identificada na maioria
das comparacbes (CTRL vs. MO; MO vs. M1 e M2 vs. M3), com excecdo da
comparacdo entre a cura clinica e a cura sorologica (M1 vs. M2), em que as
proteinas diferencialmente expressas formaram uma rede PPl em que a query
protein foi a SERPIND1. As redes resultantes de cada comparacdo estdo
demonstradas no Anexo 17.

A determinacdo das vias que foram enriquecidas pelas proteinas
diferencialmente expressas estd sumarizada na Figura 10. A expressdo das

proteinas em uma cada das vias foi analisada de acordo com o padrdo de
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similaridade hierarquica, conforme demonstrada pelos heatmaps na Figura 12.

N&o houve um padrdo de similaridade entre as vias enriquecidas no
seguimento dos pacientes com maior FP. As proteinas da via do complemento e da
cascata da coagulacdo e as da via da digestdo e absor¢édo de vitaminas e gorduras,
se comportaram de modo menos similar na comparacao entre 0 momento de cura
clinica e a cura sorologica (M1 vs. M2). Em relacdo as similaridades de expressdo
entre as proteinas dessas vias, as que apresentaram menor similaridade entre os
momentos foi, respectivamente, a proteina SEPIND1 e APOB, ou seja, essas
proteinas apresentaram maior variacao de expressdo entre os diferentes momentos
analisados (Fig. 12 A e C). Nas vias da infec¢cdo por Staphylococcus aureus e a via
da pertussis o padrdo de similaridade foi maior entre 0 momento anterior ao
tratamento em comparagdo com o grupo controle e 0 momento de cura aparente
em comparacdo com 0 momento anterior (cura soroldgica). Em relacdo as
similaridades de expressdo entre as proteinas dessas vias, as que apresentaram
menor similaridade entre os momentos foi, respectivamente, a proteina C3 e C4BP
(Fig. 12B e Fig. 12E).

As proteinas da via da tripanossomiase africana se comportaram de modo
menos similar na comparacgédo entre 0 momento de cura soroldgica e cura aparente.
Nesta via, a proteina HBB foi a que apresentou menor similaridade entre as
proteinas da respectiva via, ou seja, a proteina que mais variou a expressao entre

os diferentes momentos. (Fig. 12C).
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Figura 12. Avaliacdo das similaridades entre as proteinas diferencialmente expressas nas vias
enriquecidas no grupo de pacientes com FP maior nos diferentes momentos do seguimento clinico,
utilizando Heatmaps e dendrogramas. A. Comparacdo entre o grupo controle e momento anterior
ao tratamento; B. Comparacdo entre 0 momento anterior ao tratamento e cura clinica C.
Comparagdo entre 0 momento da cura clinica e da cura sorolégica D. Comparagdo entre 0 momento
da cura soroldgica e cura aparente. A distribuicdo de cores indica nivel de expressao mais baixa
(tons azuis) ou elevado (tons avermelhados).
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Com o objetivo de identificar qual momento do seguimento clinico poderia
ocorrer o desenvolvimento da FP em maior grau, nés avaliamos as caracteristicas
do protedbma nos diferentes momentos do seguimento clinico nos grupos de
pacientes com FP maior ou menor separadamente. Dentre os diversos aspectos
avaliados, a maioria das diferencas foram encontradas no momento anterior ao
tratamento até a cura clinica onde observamos: 1) Na analise do diagrama de Venn
esse foi 0 periodo em que os grupos com FP menor e maior mais diferiram em
relacdo a expressdao das proteinas em comum; 2) No enriquecimento funcional,
somente o grupo com FP maior ndo apresentou a regulacdo do processo celular
como um dos principais processos bioldgicos; 3) Nas vias enriquecidas, somente
0 grupo com menor FP apresentaram a via da absorcdo de vitaminas e gorduras e
a via da pertussis.

Na categoria das funcGes moleculares, a partir do momento de cura
soroldgica, e em todas os momentos posteriores do seguimento clinico, as
proteinas diferencialmente expressas do grupo com FP menor, apresentavam como
uma das dez principais fung¢des o “transporte ou ligagdo de lipideos”. Entretanto,
no grupo com FP maior ao invés da fungdo de “transporte ou ligagdo de lipideos”,
observamos as funcdes de “transporte ou ligagdo de ferro, ions ou metal”.

Em seguida, analisamos as vias que foram enriquecidas em cada grupo
durante o seguimento clinico. Observamos que na comparagdo entre o grupo
controle e 0 momento anterior ao tratamento, o grupo com FP menor apresentou a
via PPAR enriquecida pelas proteinas diferencialmente expressas, enquanto que o

grupo com FP maior ndo apresentou o enriquecimento dessa via. Na andlise de
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similaridade de expressdo das proteinas das vias enriquecidas nos diferentes
momentos do seguimento clinico, observamos que o grupo com FP menor
apresentou um padrdo similar de expressdo das proteinas na maioria das vias,
enguanto que o grupo com FP maior ndo houve um padrao.

Levando em consideracdo todas as diferencas encontradas no
acompanhamento do seguimento clinico dos grupos com FP menor e maior,
observamos que as maiores diferencas entre 0s grupos ocorreram no momento do
inicio do tratamento, ou seja, entre 0s momentos anteriores ao tratamento e cura
clinica, sugerindo que esse seja 0 momento-chave para o desenvolvimento da FP
em maior nivel. Buscando entender as proteinas chaves desse processo,
observamos na Tabela 2, as proteinas que foram encontradas no decorrer desse
topico, entre as proteinas chaves das redes de PPl e as envolvidas nas vias
enriquecidas, e comparamos 0S grupos com menor e maior FP em relacdo a

expressao de cada uma delas nos momentos do seguimento clinico.
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TABELA 2. Proteinas sub- ou superreguladas associadas a fibrogénese pulmonar da PCM nos diferentes momentos do seguimento clinico.

CTRL/MO M2/M3
Uniprot Protein name Gene  MinorFP  Major FP MinorFP Major FP Processo biolégico Func¢ao Molecular
P01023 Alpha-2-macroglobulin A2M 1 ! 1 1 Stem cell diffe iation, extracellular matrix di bly Anti-infl. v and pro-fibrotic activity
P02647 Apolipoprotein A-I APOAl 1 1 I Cholesterol, Lipid and Steroid metabolism and transport Anti-inflammatory activity
P02652 Apolipoprotein A-II APOA2 T - - Host-virus interaction. Lipid transport heat shock protein. high-density lipoprotein and cholesterol binding
P06727 Apolipoprotein A-IV APOA4 l l - 1 Lipid transport Antioxidant activity. chol 1. lipid binding copper and ion binding
QOVDS3 Apolipoprotein B receptor APOB l l il - Cholesterol. lipid and Sterol metabolism and transport Very-low-density lipoprotein particle receptor activity
P02656 Apolipoprotein C-III APOC3 ! i T L Lipid degradati bolism and P Cholesterol, phospholipid and HDL binding and lipase inhibitor
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 APOH 1 1 ! it Heparin binding Blood lation, fibrinolysis, apoptotic p cell migration
P01024 Complement C3 c3 1 1 1 i Complement pathway, lipid metabolism C5L2 anaphylatoxin ch tic receptor binding, serine-type endopeptid
POCOLS Complement C4-B C4B - ! 1 1 Complement pathway Blood group antigen
P04003 C4b-binding protein alpha chain =~ C4BPA - ! - . Compl pathway, Innate i i RNA binding
P00751 Complement factor B CFB { i i 1 Complement alternate pathway Hydrolase, Serine protease
P08603 Complement factor H CFH 1 1 1 1 Complement alternate pathway heparin binding
P00734 Prothrombin F2 1 l 1 1 accate infl; ion, wound healing, blood h i hidrolase, serina-protease
P02774 Vitamin D-binding protein GC 1 1 1 1 Vitamin D transport and metabolic process Actin-binding
P68871 Hemoglobin subunit beta HBB 1 1 ! 1 Oxygen transport, Transport Hypotensive agent, Vasoactive
P00739 Haptoglobin-related protein HPR 1 1 - - Receptor-mediated endocytosis Serine protease homolog
P01042 Kininogen-1 KNG1 l l 1 Blood lation, H is. Infl y resp Protease inhibitor. Thiol protease inhibitor, Vasoactive. Vasodilator
P00747 Plasminogen PLG 1 1 1 )l Blood coagulation, Fibrinolysis, Tissue remodeling Hydrolase, Protease, Serine protease
P01009 Alpha-1-antitrypsin SERPINA1L I8 1 i 1 Acute phase, Blood coagulation, Hemostasis P inhibitor, Serine pi inhibi
P01008 Antithrombin-IIT SERPINC1 - - - - Blood coagulation, Hemostasis Heparin-binding, Protease inhibitor, Serine protease inhibitor
P05546 Heparin cofactor 2 SERPIND1 l l T i Blood ¢ lation, Ch is, H i Heparin-binding, Protease inhibitor. Serine protease inhibitor
P05155 Plasma protease C1 inhibitor SERPING1 l - 1 - Blood lation, Compl pathway. Fibrinolysis, Innate immunity ~Protease inhibitor, Serine protease inhibitor
| proteina sub- lada e T proteina sup lada na comparagio entre dif O somb: nos di tons de cinza rep os diferentes do i clinico. A fileira sombreada em mais cinza escuro representa o momento chave para o desevolvimento da fibrose em maior grau do grupo com FP maior. As proteinas indicadas em

negrito sio as que aumentaram a expressdo somente no grupo com FP maior durante a cura clinica.



A partir da andlise da Tabela 2, pudemos observar no momento do inicio
do tratamento, entre 0 momento anterior ao tratamento e cura clinica, o grupo com
menor fibrose manteve o mesmo padréo de expressdo das proteinas da comparagdo
anterior, mantendo sub-reguladas as proteinas pro-inflamatorias e pré-fibroticas, e
aumentou a expressao da proteina APOAL, que é uma proteina com fungdes anti-
inflamatoria e reguladora. O processo inverso observou-se no grupo com FP maior,
onde a proteina reguladora APOAL, manteve-se sub-regulada, enquanto que as
proteinas pré-inflamtatérias (APOH, C3, C4B, CFH, CFG, F2, GC, HPR) e pro-
fibréticas (A2M, APOH, F2e GC) tornaram-se super-reguladas neste momento.
No momento seguinte, entre a cura clinica e cura soroldgica, observamos o au-
mento da expressao da APOAL no grupo com FP maior, acompanhada da dimi-
nuicdo da expressao das proteinas pro-inflamatérias e pré-fibréticas no momento
seguinte, na cura aparente. Com essas observac6es, podemos concluir que a prote-
ina-chave para evitar o desenvolvimento da fibrose em maior grau no grupo com

menor FP foi a proteina APOAL.



5.4. Determinacdo de possiveis biomarcadores prognostico para

desenvolvimento do maior grau de FP da PCM

Na busca por possiveis candidatos a biomarcadores progndstico para o
desenvolvimento da FP maior ou menor, foi comparado o perfil protedmico dos
pacientes com FP menor e maior em cada momento do seguimento clinico.

No momento anterior ao inicio do tratamento (MO0), a comparagéo entre o
grupo de pacientes com FP menor e maior, resultou em 73 proteinas
diferencialmente expressas, na qual 61 delas estavam super-reguladas e 12 sub-
reguladas. No momento de cura clinica, haviam 53 proteinas diferencialmente
expressas entre 0 grupo com FP menor e maior, onde 35 delas estavam super-
reguladas e 20 sub-reguladas. No momento seguinte, cura sorolégica, havia 64
proteinas diferencialmente expressas entre 0s pacientes com FP menor e maior,
sendo que 33 delas estavam super-reguladas e 31 sub-reguladas. Por fim, no
momento da cura aparente, foram observadas 61 proteinas diferencialmente
expressas entre o0 grupo com FP menor e maior, onde 55 estavam super-reguladas
e 6 sub-reguladas.

A Tabela 3 apresenta as proteinas candidatas a biomarcadoras em cada
momento do seguimento clinico, onde foram selecionadas as proteinas que
estavam, pelo menos, duas vezes mais super-reguladas, ou 0,6 vezes sub-regulada
no grupo com FP maior. No momento anterior ao tratamento, que seria 0 momento
ideal para predizer o desenvolvimento da FP maior, identificamos 15 proteinas que

estavam mais de duas vezes mais expressas no grupo com maior FP. Dentre elas,
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as proteinas A2M, APOH, GC e SERPINAL foram associadas como proteina-
chave para o desenvolvimento da FP no topico anterior. Na andlise do conjunto
dos resultados, os processos biologicos mais prevalentes associados a essas
proteinas foram relacionados a inflamacao e ao reparo tecidual, o que nos permite
identificar que a maior inflamacdo e processos pro-fibroticos ja estavam
aumentados no grupo com FP maior desde 0 momento anterior ao tratamento. Das
proteinas mais sub-reguladas no grupo com FP maior no momento anterior ao
tratamento, observamos que o transporte de oxigénio era o processo bioldgico mais

prevalente.
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Tabela 3. Potenciais biomarcadores prognosticos para o desenvolvimento da maior FP em pacientes com PCM pulmonar cronica.

Uniprot Protein name
P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein
P01860 Immunoglobulin heavy constant gamma 3
P01023 Alpha-2-macroglobulin
P00739 Haptoglobin-related protein
P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1
P00738 Haptoglobin
P01859 Immunoglobulin heavy constant gamma 2
P02749 Beta-2-glycoprotein 1
P20742 Pregnancy zone protein
PODOY3 Immunoglobulin lambda constant 3
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1
P01011 Alpha-1-antichymotrypsin
P01009 Alpha-l-antitrypsin
PODOY2 Immunoglobulin lambda constant 2
P02774 Vitamin D-binding protein
P02656 Apolipoprotein C-III
P01861 Immunoglobulin heavy constant gamma 4
P02647 Apolipoprotein A-I
P68871 Hemoglobin subunit beta
P02042 Hemoglobin subunit delta
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2
P02100 Hemoglobin subunit epsilon
P69891 Hemoglobin subunit gamma- 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha
P13929 Beta-enolase
P02787 Serotransferrin
P00738 Haptoglobin
P10909 Clusterin
P02751 Fibronectin
P05155 Plasma protease C1 inhibitor
P02766 Transthyretin

PZP

IGLC3
IGLC1
SERPINA3
SERPINAIL
IGLC2

GC
APOC3
IGHG4
APOAl

SERPING1
TTIR

Minor FP/Major FP
M1 M2

MO
Inflamation and fibrogenesis
Adaptative immunity

Heparin binding
female pregnancy
adaptive immune response
adaptive immune response
Acute phase

adaptive immune response

adaptive immune response

0427 Oxygen transport. Transport
0432 Oxygen transport, Transport
0.432 Oxygen transport. Transport
0.436 Oxygen transport, Transport
0.440 Oxygen transport. Transport
0.449  0.58275 0.638
0.468 Glycolysis
0.61263
0.63763 0.607
0,619 Chaperone
0.432
0,549 Inflamation and fibrogenesis
0.651

Biological process

Stem cell differentiation, extracellular matrix disassembly

Acute phase, Blood coagulation, Hemostasis

vitamin D transport and metabolic process
Lipid degradation. metabolism and transport

Cholesterol, Lipid and Steroid metabolism and transport

Oxygen transport, endocytosis, cellular oxidant detoxification

Ion transport, role in stimulating cell proliferation.
Antibiotic. Antimicrobial, Antioxidant. Serine protease homolog

Acute phase. Angjogenesis. Cell adhesion, Cell shape

extracellular matrix organization, cellular protein metabolic process

Molecular function
Transforming growth factor beta receptor binding
Antigen binding, serine-type endopeptidase activity
Anti-inflammatory and pro-fibrotic activity
Receptor-mediated endocytosis
Antigen binding. serine-type endopeptidase activity
Antibiotic, Antimicrobial, Antioxidant. Serine protease homolog
Antigen binding. serine-type endopeptidase activity
Blood coagulation, fibrinolysis, apoptotic process, cell migration
Protease inhibitor. Serine protease inhibitor
Antigen binding
Antigen binding, serine-type endopeptidase activity
Protease inhibitor. Serine protease inhibitor
t inhibitor, Serine prot

Antigen binding

Actin-binding

Cholesterol, phospholipid and HDL binding and lipase inhibitor
Antigen binding, serine-type endopeptidase activity
Anti-inflammatory activity

Hypotensive agent, Vasoactive

Heme, Iron, Metal-binding

Heme, Iron. Metal-binding

Heme, Iron, Metal-binding

Heme. Iron. Metal-binding

Heme, Iron, Metal-binding

Striated muscle development and regeneration.

Iron, Metal-binding

Acute phase, Immunity

Apoptosis, Complement pathway, Immunity, Innate immunity
Collagen. heparin and integrin binding, peptidase activator
Protease inhibitor. Serine protease inhibitor

Hormone, Thyroid hormone

Minor FP/ Major FP: valores da proporgio dos niveis das proteinas no gru-po com FP menor para o grupo com FP maior (ratio) . O sombreamento nos diferentes tons de cinza representam os diferentes momentos do seguimento clinico. Os valores maior que 2 estdo sombreados em cinza escuro e os valores

menor que 0.6 estio sombreados de branco. As p

em negrito

ém foram identificadas no desenvolvimento da fibrogénese do grupo com FP maior durante o momento de cura clinica.



6. DISCUSSAO
Os objetivos principais desse estudo foram responder duas perguntas: 1) quais
proteinas estdo envolvidas na FP na PCM e, ainda, se ha um momento durante o
seguimento que seja relevante no desenvolvimento de uma fibrose maior, ou mais
grave. e, 2) se existem proteinas biomarcadoras no soro desses pacientes que pos-
sam ser preditoras para a FP maior. Em conjunto, nosso resultados permitem su-
gerir duas importantes observacfes: 1) no momento anterior ao tratamento, o
grupo com maior FP ja apresenta uma resposta inflamatoria e pro-fibrética mais
intensa mediada pela super-regulacao de proteinas envolvidas com a inflamacéo e
fibrogénese (A2M; APOH; GC; IGHGL, 2 e 3; IGLC1, 2 e 3; HP; LRG1, PZP e
SERPINAL1) e, 2) Apds o inicio do tratamento, no momento da cura clinica, houve
um aumento da resposta pré-inflamatéria e pré-fibrética somente no grupo com FP
maior mediada pelas proteinas (A2M, APOH, C3, C4B, CFB, CFH, F2, GC, HPR,
PLG e SERPINAL), o que foi diminuindo com o passar no seguimento clinico.
Essas observacfes corroboram com alguns estudos sobre as sequelas
pulmonares observadas nos pacientes com PCM. Tobon et al. (20) estudaram as
sequelas pulmonares em um seguimento de pacientes ap0s o tratamento com ITC
e observaram que a droga parece nao prejudicar a FP, mas que o nivel de gravidade
da infiltragdo no momento do diagndstico influencia no desenvolvimento da
mesma, eles observaram uma fibrose foi muito maior no fim do seguimento clinico
quando o infiltrado foi caracterizado como muito grave no diagnostico. Venturini,
et al. (42) estudando a resposta inflamatoria dos pacientes com PCM durante o
seguimento clinico observaram que entre os pacientes com a forma crénica, havia
uma porcentagem daqueles com maiores valores de TCD4+ no sangue periférico,

e que essa elevacao persistia até dois anos apds o tratamento; Costa et al. (46)



observaram que em alguns pacientes a sequela pulmonar tipicamente piora quando
a terapia antifangica € iniciada. Apds essas observacdes e com nossos dados,
sugerimos que o momento ideal para o prognostico do desenvolvimento da FP
maior e que uma possivel intervencdo ja poderia ser realizada em conjunto com o
inicio do tratamento antifingico.

As proteinas APOH, A2M, GC e SERPINA1 foram encontradas com
expressao elevada tanto no momento anterior ao tratamento quanto durante a cura
clinica no grupo com FP maior. Levando em consideracdo que estes momentos
foram marcados pela resposta inflamatoria intensa e auséncia de regulacdo do
processo celular, sugerimos o envolvimento dessas proteinas como proteinas-
chaves no grupo com FP maior.

A APOH, também conhecida como como f2-glicoproteina I (32-GPI) tem
sido implicada em uma variedade de vias fisioldgicas, incluindo o metabolismo
das lipoproteinas, a coagulacdo e a producédo de auto-anticorpos antifosfolipidicos.
Além disso, possui um papel importante na migracdo e proliferacdo das células
endoteliais, na fibrindlise, no processo apoptético das células mieldides e do
mausculo liso, na ativacdo do plasminogénio e na degranulacdo das plaquetas (130).
O aumento da regulacdo da APOH também foi observado em soro de
camundongos com Doenca de Chagas, tanto na infecgdo aguda quanto na infecgéo
crénica por Trypanosoma cruzi juntamente com as proteinas APOE, GC e PLG
atuando na ativacao, ligacdo e acumulacdo de macrdéfagos na Doenga de Chagas
(131). Em nosso estudo, essas proteinas também estavam aumentadas nos

pacientes com FP maior. N&o ha na literatura trabalhos relacionando a APOH com
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doencas pulmonares fibroticas, porém, ha alguns indicios da relacdo do aumento
da APOH com o aumento viral na hepatite C (132).

A A2M, é uma inibidora de protease, tendo como funcdo a inibicdo da
tripsina, da trombina e da colagenase. Também é sua funcdo o transporte de
citocinas, onde apresenta um potencial inibitorio para citocinas pro-inflamatdrias,
interrompendo as cascatas inflamatorias, além de possuir um papel da
diferenciacdo das células troncos e remodelacdo da matriz extracelular (133).
Apesar do seu papel pro-fibrético, ndo ha na literatura associacdo da A2M com
doencas fibrotica pulmonares, mas sim em doencas cronica hepaticas como fibrose
hepatica e hepatite (134,135). Além disso sabe-se que somente o0 aumento da A2M
ja é um biomarcador para a fibrose hepatica (136). Esses resultados reforcam que
a interferéncia do patdgeno é importante, ja que a PCM, diferentemente das outras
FP, a interacdo fungo-hospedeiro é prolongada.

A GC é uma proteina plasmatica que se liga a vitamina D e seus metabolitos
plasmatico para transporta aos tecidos alvo(137). Sabe-se que a vitamina D é um
importante mediador da resposta imune inata, aumentando as propriedades
antimicrobianas de macrdéfagos e monocitos e estimulando a ativagcdo do
complemento, enquanto que diminui a ativacao da resposta imune celular, inibindo
a apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas, modulando essas células
para um perfil tolerogénico, com aumento da producgéo de 1L-10 favorecendo o
desenvolvimento de células T regulatorias (138). Interessantemente, a vitamina D
vem demonstrando papel importante na fibrose hepatica in vitro. Foi observado

que ligacdo da vitamina D em miofibroblastos derivados das células estreladas
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hepaticas causou inibi¢cdo dos miofibroblastos através de um mecanismo complexo
envolvendo modificacdes epigenéticas induzidas pela via SMAD (139,140). Em
humanos, o aumento da GC em escarro, foi considerado um biomarcador para o
diagnostico de DPOC (129), por outro lado, a GC livre de actina, vem sendo
considerada um biomarcador para insuficiéncia hepética aguda (141,142) e ainda
em outro estudo em busca de biomarcadores para fibrose hepatica, encontraram
que o aumento da A2M e a diminuicdo da GC e da APOAL sdo indicativos de
fibrose hepatica em pacientes com hepatite C (143).

A SERPINA1 é uma serina inibidora protease, tendo como funcéo inibir a
elastase, a plasmina, a trombina, a tripsina e a quimotripsina, sendo porém uma
ativadora do plasminogénio, que é uma proteina pro-fibrotica (144). A SERPINAL
foi encontrada super-regulada em plasma de pacientes com FPI (125) e foi indicada
como biomarcadora para diagnostico para DPOC em escarro (128).

Dentre essas quatro proteinas chaves na fibrogénese do grupo com FP
maior trés delas, a A2M, APOH e a GC possuem relacdo com lesdo hepatica. Sabe-
se que a PCM pode causar lesdo hepéatica em alguns pacientes. Em uma reviséao de
314 pacientes com PCM autopsiados, Levorato et al. (19) observaram que 44,6%
deles exibiam lesdo hepatica e/ou biliar. Além disso, esse estudo mostrou que apds
0 inicio do tratamento ha hepatotoxicidade causada pelo CMX e ITC em alguns
pacientes, mas que nao € intenso. Nossos achados permitem sugerir novos estudos
relacionando danos hepaticos e pacietes com maior intensidade de FP. As proteinas
séricas alteradas devido a lesdo hepatica, tanto pro-inflamatérias quanto pro-

fibroticas, por possuir agdes sistémicas, poderiam atuar na lesdo pulmonar
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paracoccidioica, aumentando a inflamacdo e a FP. Apesar da alteracdo da
regulacao de algumas proteinas indicarem um dano hepatico nos pacientes com FP
maior, esse processo precisa ser melhor investigado em estudos futuros.

Dentre as proteinas inflamatorias e pro-fibroticas observadas ap6s o inicio
do tratamento somente no grupo com maior FP, estdo a C3, C4B, CFB, CFH, F2,
HPR e PLG. Sabe-se do papel pro-inflamatério das proteinas da via do
complemento, entretanto, algumas dessas proteinas ja foram relacionadas com
doencas fibréticas anteriormente, a C3, a PLG e a F2. A C3 é um componente do
complemento e desempenha um papel central na ativacdo do sistema
complemento. A sua ativacdo € necessaria tanto para as vias de ativacdo do
complemento classico quanto para o complemento alternativo. O peptideo C3a,
também conhecido como anafilatoxina C3a, modula a inflamacdo e possui
atividade antimicrobiana (145) e ja foi encontrada como super-regulada em casos
familiares de FPI em comparagdo com casos esporadicos (89).

O F2 ¢ clivado proteoliticamente para formar trombina no primeiro passo
da cascata de coagulacdo e também desempenha um papel na manutencdo da
integridade vascular durante o desenvolvimento e a vida pos-natal. Os peptideos
derivados do C terminal desta proteina tém atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (146). A F2 foi encontrada super-
regulada em plasma de pacientes com FPI (125), mas seu papel na fibrogénese
ainda n&o esta claro.

Sabe-se que o PLG é ativado por proteolise e convertido em plasmina e

angiostatina. A plasmina dissolve a fibrina nos coagulos sanguineos e € uma
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protease importante em muitos outros processos celulares enquanto a angiostatina
inibe a angiogénese (147). O aumento da PLG tem relacdo com a atividade pro-
fibrotica in vitro, pois a inibicdo dessa proteina resultou em atividades anti-
fibroticas e apoptdcias em fibroblastos derivados de pulmdes fibréticos (148,149).
No entanto, o PLG foi encontrado sub regulado no plasma de pacientes com FPI
(125).

O perfil das proteinas inflamatorias e pro-fibroticas aumentadas no grupo
com FP maior no momento anterior ao tratamento foi diferente daquelas
aumentadas no momento apos o inicio do tratamento. Na comparacéo entre o grupo
com FP menor e maior, no momento anterior ao tratamento, as proteinas que
estavam mais sub-reguladas no grupo com FP maior e que foram indicadas como
possiveis biomarcadoras nesse estudo foram a familia das hemoglobulinas (HBB,
HBD, HBG2, HBE1, HBG1, HBAL1) e a ENO3 e as que estavam mais super-
reguladas foram a A2M, a APOH, a GC; as IGHG1, 2 e 3; as IGLC1, 2 e 3;a HP;
a SERPINAL; a LRG1 e a PZP.

N&o se conhece o papel das hemoglobulinas na fisiopatologia da fibrose,
porém, a HBB foi encontrada como super-regulada no plasma de pacientes com
FPI (125) e ainda na fibrose cistica, em um estudo para o progndstico de
exacerbacOes da fibrose cistica, a sub-regulacdo da HBA foi encontrada em
pacientes sem exacerbacdes (150). Apesar da HBB e a HBA terem sido
encontradas em alguns estudos relacionados a fibrose, nesse estudo sugerimos que
a sub-regulacéo da familia das hemoglobulinas nos pacientes com FP maior seja

consequéncia da acdo fdngica. Baildo et al. (151) demonstraram que
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Paracoccidioides spp. pode usar a hemoglobina como fonte de ferro. Através de
diversos experimentos, esse estudo demonstrou que quando ha falta de ferro, o
fungo é capaz de ativar um receptor que se liga a hemoglobina e, através da
endocitose dessa célula, ele capta o ferro e outros compostos necessarios para sua
sobrevivéncia.

A diminuicdo das hemoglobinas nos pacientes com maior FP, devido a
captacdo dessas células pelo fungo, seria uma boa justificativa mecanicista da
maior inflamac&o e processos pro-fibroticos observado nesses pacientes. Ja que a
falta da hemoglobina, que tem como funcéo o transporte de oxigénio e ions, pode
levar a quadros de hipoxia nos tecidos, fazendo com que haja ativacdo de fatores
de transcricdo induzidos por hipoxia (HIF) (43). Apesar das proteinas
diferencialmente expressas nos pacientes com maior FP indicarem a ocorréncia
desses processos, a relacdo do fungo com a diminuicdo das hemoglobinas precisa
ser melhor investigado em futuros estudos.

Ainda em relacdo ao transporte de oxigénio e ions, observamos no grupo
com FP menor, na comparagdo entre 0 momento anterior ao tratamento e cura
clinica, ao inves da funcéo da ligacdo de ions e metal, observamos a funcdo de
transporte de lipideos e atividade antioxidante. Sabe-se que o transporte de ions
esta relacionado com o estresse oxidativo e o transporte de metal esta relacionado
com as necessidades fisiologicas do fungo (151). A diminuicdo dessas atividades
no inicio do tratamento pode indicar a morte fungica.

A ENO3 foi outra proteina encontrada sub-regulada no grupo com FP

maior. Sabe-se que esta proteina € uma isoenzima encontrada nas células do
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musculo esquelético no adulto, onde pode desempenhar um papel no
desenvolvimento muscular e na regeneracdo (152). Até o0 momento, nao se sabe se
essa proteina possui um envolvimento com o processo da fibrogénese.

Entre as proteinas biomarcadoras superreguladas no grupo com FP maior,
o0 papel da A2M, da APOH, da GC e da SERPINA1 ja foram discutidos. A familia
das imunoglobulias encontradas (IGHG1, 2 e 3; e IGLC1, 2 e 3) podem estar
relacionadas com a resposta inflamatoria contra o fungo, o que parece ser mais
intensa no grupo com FP maior. A proteina HP, que esta envolvida com a
recilcagem de ferro e hemacias e processos inflamatorios (153), enquanto a
proteina PZP é altamente expressa no soro durante a gravidez tardia e é similar,
em estrutura e funcédo a proteina A2M (alfa-2-macroglobulina), inibindo a acédo de
proteinases, apresentando papel pré-fibrético (154).

A LRG1, foi a proteina que estava mais superregulada no grupo com FP
maior, antes do tratamento e possui um papel importante na fibrogénese. Sabe-se
gue LRGL1 € expressa durante a diferenciacdo de granuldcitos, a angiogénese, na
regulacdo positiva da proliferacdo de células endoteliais, e na regulacdo positiva
da via de sinalizacdo do receptor do TGF-B (155). Sua superregulacdo tem sido
observada em Vvarios tipos de carcinomas, incluindo pancreética, bexiga, ovario e
cancer do trato biliar (156-159). Nas células endoteliais, a LGR1 pode se ligar no
receptor do TGF-f e através da via da sinalizagdo Smad 1/5/8 ela induz a
angiogénese (160). Foi demonstrado ainda, que a LRG1 modula a transigéo das
células epiteliais para mesenquimatosa (EMT) e a angiogénese no cancer colorretal

através da ativacdo do HIF-1a (161). O papel das EMT e dos efeitos da via de
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sinalizacdo do TGF-B/SMAD na formacéo de cicatrizes patoldgicas ou fibrogénese
ja esta bem estabelecido (66).

Entre os mecanismos de controle da resposta inflamatoria e dos processos
pré-fibréticos observados no grupo com FP menor, observamos o papel da via dos
PPAR (receptores proliferadores peroxissomais), no momento anterior ao
tratamento, e a superregulacdo da proteina APOAL no inicio do tratamento,
durante o0 momento de cura clinica. Os PPARs possuem um papel importante no
metabolismo glicidico e lipidico, na diferenciacdo dos adipécitos e no controle
vascular. Além disso, essa via é conhecida por conter a evolugdo de processos
inflamatdrios (162). Os PPARs apresentam também um importante papel na
sensibilizacdo periférica a insulina por meio da reducdo na expressdo de resistina
e TNFa, aumento da expressdo da adiponectina e da atividade da lipase
lipoprotéica (LLP) (163). Dentre as principais funcbes das proteinas encontradas
no grupo com FP menor, a funcdo de transporte e ligacdo de lipideos apareceram
em todos os momentos do seguimento clinico, se tornando mais uma evidéncia da
influéncia da via PPAR nos pacientes com FP menor.

A proteina com papel regulador e anti-fibrético encontrada no grupo com
FP menor durante o inicio do tratamento, foi a APOAL. Observamos no grupo com
FP menor que o aumento da regulacdo da APOA1 foi acompanhado do controle
da resposta inflamatoria e pro-fibrotica, enquanto que o grupo com FP maior
apresentou o quadro contrario, manteve a APOAL sub-regulada acompanhado do
aumento da regulacéo das proteinas pro-inflamatdrias e fibrdticas. A APOAL vem

demonstrando um papel importante no controle da fibrogénese. Em experimentos
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in vitro foi demonstrado que APOAL1 inibe a transicdo da célula epitelial para
mesenquimatosa (EMT) induzida por TGF-B1 de células epiteliais alveolares
através da inibicéo da fosforilagdo de SMAD 2 e 3, bem como a dos mediadores
de proteina quinase ativados por mitdgenos ERK e p38. Além disso, em um
modelo experimental de FP induzida por silica, a super-regulacdo da APOA1
reduziu os efeitos mediados pela silica (164). Em modelo experimental de fibrose
induzida por bleomicina, a APOA1, apresentou sub-regulada e o tratamento desses
camundongos com esta proteina, via intranasal, diminuiu a inflamacé&o e deposi¢édo
de colageno apresentando uma atividade anti-fibrética (165). Em humanos a
APOA2 foi encontrada sub regulada no plasma de pacientes com FPI (125).

A APOAL é a maior componente do HDL do plasma e promove o efluxo
de LDL dos tecidos para excre¢do no figado, evitando desta forma, a formacéo de
aterosclerose, protegendo a funcdo endotelial atraves da remocao dos lipideos
oxidados da LDL, inibicdo da fixacdo de moléculas de adesdo e mondcitos ao
endotélio e estimulando a liberacdo de 6xido nitrico (166). Quando ha sub-
regulacdo do HDL, a LDL acumula-se na circulacdo e migra para a camada intima
da artéria onde é oxidada. Essa oxidag&o altera a LDL de uma forma que as células
ndo conseguem internalizar. Os macréfagos do local sdo ativados e fagocitam essa
substancia, o endoteélio passa a expressar moléculas de adeséo para monaocitos, que
se ligam a essas moléculas e passam pelo endotélio, chegando na intima arterial,
as células do musculo liso produzem colageno e elastina na matriz extracelular e
acontece a producdo de placa de ateroma. As lesdes no endotélio levam a

agregacao plaquetaria que pode promover a obstrucdo completa do vaso (167).
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O motivo do aumento da APOAL e da ativacdo da via PPAR somente nos
pacientes com FP menor ainda continua em aberto, talvez o fator genético possa
ser a explicacdo. Entretanto o papel dessa proteina na protecdo do grupo com FP
menor ficou bem claro, enquanto que a sub-regulacao dessa proteina no grupo com
FP maior pode ter influenciado no aumento da FP através da formacdo da
arteroesclerose nos vasos pulmonares somado ao dano da infecgdo
paracoccidioica. Esta sugestdo também precisa de mais evidéncias para ser
comprovada. Além disso, sugerimos que o potencial anti-fibrético da APOAL seja
mais estudado nos pacientes com PCM pulmonar, com o objetivo de evitar o

desenvolvimento da FP maior.
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6. CONCLUSOES

Nas condicdes ensaiadas, o estudo permitiu identificar as proteinas APOH,
A2M, GC e SERPINAL como alvos envolvidos nos mecanismos moleculares da
fibrogénse pulmonar na paracoccidioidomicose. Foi observado, ainda, que o
momento de cura clinica apresentou maior atividade pro-fibrotica durante o
seguimento dos pacientes.

Além disso, foram identificadas 20 proteinas candidatas a biomarcadores
preditores da fibrose pulmonar, conforme segue: familia das hemoglobulinas
(HBB, HBD, HBG2, HBE1, HBG1, HBAL1), ENO3, A2M, APOH, GC, IGHG-1,

-2e 3, IGLC1, -2 e -3, HP, SERPINAL, LRG1 e PZP.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1

Tabela 1. Proteinas diferencialmente expressas obtidas através da compara¢io “CTRL vs

FP menor” ou CTRL vs FP maior” no momento de cura clinica.

Minor PF
Afamin
Albumin_ isoform CRA_k
Alpha-1 antichymotrypsin (Fragment)
Alpha-1B-glycoprotein (Fragment)
Alpha-2-antiplasmin (Fragment)
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-macroglobulin (Fragment)
Apolipoprotein A-|
Apolipoprotein A-1V
Apolipoprotein B-100
Apolipoprotein C-I11
Apolipoprotein E (Fragment)
Beta-2-glycoprotein 1
C4b-binding protein alpha chain

Ceruloplasmin

Clusterin

Complement C3

Complement C4-A
Complement C4-B
Complement factor B
Complement factor H
Complement factor H-related protein 1
Fibronectin

Gelsolin

Haptoglobin
Haptoglobin-related protein
HCG1745306_ isoform CRA_a
Hemaoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit beta

Minor PF
Apolipoprotein
Albumin_ isoform CRA_k A-ll

Major PF

Alpha-1-antichymotrypsin Serotransferrin

Alpha-1-antitrypsin Transthyretin
Alpha-1B-glycoprotein
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-macroglobulin
Antithrombin-I11
Apolipoprotein A-1
Apolipoprotein A-1V
Apolipoprotein B-100
Apolipoprotein C-llI
Beta-2-glycoprotein 1
C4b-binding protein alpha chain
Ceruloplasmin

Clusterin

Complement C3

Complement C4-A
Complement C4-B
Complement factor B
Complement factor H
Complement factor H-related protein 1
Fibronectin

Haptoglobin
Haptoglobin-related protein
HCG1745306_ isoform CRA_a
Hemoglobin subunit alpha
Hemoglobin subunit beta
Hemoglobin subunit delta

Hemoglobin subunit epsilon

Major
PF
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Hemoglobin subunit delta
Hemoglobin subunit epsilon
Hemoglobin subunit gamma-1
Hemoglobin subunit gamma-2
Hemopexin

Heparin cofactor 2

Immunoglobulin heavy constant alpha 1
Immunoglobulin heavy constant alpha 2
Immunoglobulin heavy constant gamma 1
Immunoglobulin heavy constant gamma 2
Immunoglobulin heavy constant gamma 3

Immunoglobulin heavy constant gamma 4
Immunoglobulin heavy constant mu

Immunoglobulin heavy variable 3/OR16-10
Immunoglobulin heavy variable 3/OR16-9

Immunoglobulin heavy variable 3-11
Immunoglobulin heavy variable 3-13
Immunoglobulin heavy variable 3-20
Immunoglobulin heavy variable 3-21
Immunoglobulin heavy variable 3-43
Immunoglobulin heavy variable 3-43D
Immunoglobulin heavy variable 3-48
Immunoglobulin heavy variable 3-7
Immunoglobulin heavy variable 3-9
Immunoglobulin kappa constant
Immunoglobulin lambda constant 1
Immunoglobulin lambda constant 2
Immunoglobulin lambda constant 3
Immunoglobulin lambda constant 6
Immunoglobulin lambda constant 7
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
ITIH4 protein

Kininogen-1

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

Hemaoglobin subunit gamma-1
Hemoglobin subunit gamma-2
Hemopexin

Heparin cofactor 2
Histidine-rich glycoprotein

HPX protein

Immunoglobulin heavy constant alpha
1

Immunoglobulin heavy constant alpha
2

Immunoglobulin heavy constant
gamma 1

Immunoglobulin heavy constant
gamma 2

Immunoglobulin heavy constant
gamma 3

Immunoglobulin heavy constant
gamma 4

Immunoglobulin heavy constant mu
Immunoglobulin heavy variable
3/0R16-10

Immunoglobulin heavy variable
3/0R16-12

Immunoglobulin heavy variable
3/0R16-9

Immunoglobulin heavy variable 3-11
Immunoglobulin heavy variable 3-13
Immunoglobulin heavy variable 3-20
Immunoglobulin heavy variable 3-21
Immunoglobulin heavy variable 3-23

Immunoglobulin heavy variable 3-30

Immunoglobulin heavy variable 3-30-3

Immunoglobulin heavy variable 3-30-5

Immunoglobulin heavy variable 3-33
Immunoglobulin heavy variable 3-43
Immunoglobulin heavy variable 3-43D
Immunoglobulin heavy variable 3-48
Immunoglobulin heavy variable 3-53
Immunoglobulin heavy variable 3-66
Immunoglobulin heavy variable 3-7
Immunoglobulin heavy variable 3-74
Immunoglobulin heavy variable 3-9
Immunoglobulin kappa constant
Immunoglobulin lambda constant 1
Immunoglobulin lambda constant 2
Immunoglobulin lambda constant 3

Immunoglobulin lambda constant 6
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Plasma protease C1 inhibitor
Plasminogen

Pregnancy zone protein
Protein AMBP

Prothrombin

Retinol binding protein 4_ plasma_ isoform
CRA b

Retinol-binding protein =3
Serotransferrin
Serum albumin
Vitamin D-binding protein

Vitronectin

Immunoglobulin lambda constant 7

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

ITIH4 protein

Kininogen-1

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
Plasminogen

Pregnancy zone protein

Protein AMBP

Prothrombin

Putative hydroxypyruvate isomerase
Serotransferrin

Serum albumin

Vitamin D-binding protein

Vitronectin
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8. 2. Anexo 2
Tabela 1. Proteinas diferencialmente expressas obtidas através da comparacio “FP menor

vs. FP maior” no momento de cura clinica.

Down regulated Up regulated

Albumin_ isoform CRA_k Alpha-1-antichymotrypsin
isoform CRA _a Alpha-1-antichymotrypsin
Hemoglobin subunit alpha Alpha-1-antitrypsin
Hemopexin Alpha-1B-glycoprotein
Serotransferrin Alpha-2-HS-glycoprotein
Serum albumin Alpha-2-HS-glycoprotein

Alpha-2-macroglobulin

Angiotensinogen

Apolipoprotein A-1

Apolipoprotein A-1V

Apolipoprotein C-I11

Beta-2-glycoprotein 1

Ceruloplasmin

Clusterin

Complement C3

Complement C4-A

Complement C4-B

Complement factor B

Complement factor H

Complement factor H-related protein 1
Haptoglobin

Haptoglobin-related protein

Heparin cofactor 2

HPX protein

Immunoglobulin heavy constant alpha 1
Immunoglobulin heavy constant alpha 2
Immunoglobulin heavy constant gamma 1
Immunoglobulin heavy constant gamma 2
Immunoglobulin heavy constant gamma 3
Immunoglobulin heavy constant gamma 4
Immunoglobulin heavy constant mu
Immunoglobulin kappa constant
Immunoglobulin lambda constant 1

Immunoglobulin lambda constant 2
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Immunoglobulin lambda constant 3
Immunoglobulin lambda constant 6
Immunoglobulin lambda constant 7
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
ITIH4 protein

Kininogen-1

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
Plasminogen

Pregnancy zone protein

Protein AMBP

Prothrombin

Putative hydroxypyruvate isomerase
Putative hydroxypyruvate isomerase
Serotransferrin

Transthyretin

Vitamin D-binding protein

Vitronectin
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8. 3. Anexo 3

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao

entre “CTRL vs FP menor” no momento de cura clinica, de acordo com sua participacio em

processos bioldgicos. As classificacdes das proteinas foram analisadas pelo software STRING

de acordo com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

GO terms
negative regulation of
hydrolase activity

protein activation cascade

blood coagulation
negative regulation of
endopeptidase activity
regulation of peptidase
activity

regulation of body fluid
levels

wound healing
negative regulation of
proteolysis

regulation of
endopeptidase activity

regulation of proteolysis

vesicle-mediated transport

platelet degranulation
regulation of response to
wounding

response to wounding

transport

response to stress
negative regulation of
catalytic activity

regulation of hydrolase
activity
receptor-mediated
endocytosis

single-organism transport

acute-phase response
acute inflammatory
response

negative regulation of
protein metabolic process

complement activation

false
discovery rate

9.83e-16
9.83e-16

2.54e-15
2.54e-15
4.65e-15
6.75e-15
7.84e-15
1.1e-14

3.79%-14
4.26e-14

4.61le-14
3.09e-13

5.61e-13

5.66e-13

2.13e-12

2.25e-12

2.45e-12

3.33e-12

4.45e-11

6.9e-11
7.9e-11

8.54e-11

9.65e-11
1.07e-10

matching proteins in your network (labels)
A2M,AHSG,AMBP,APOAL,APOA2,APOC3,C3,C4A, ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG,
PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN

A2M,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,IGLL5,KNG1,SERPING1
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,KN
G1,PLG,SERPINA1,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,TF
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PZP,SERPINAL,SERPIN
A3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A,FN1,GSN,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINA
1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,GC,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,
KNG1,PLG,SERPINAL,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,TF
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,GSN,HBD,HBE1,HBG1,HBG
2,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,TF
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A,F2,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINAL,SER
PINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A,GSN,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SE
RPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOE,CFB,CFH,CLU,F2,FN1,GSN,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KN
G1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOAL,APOB,APOE,C4A,CLU,FN1,GSN,HBA2,HBB
,HP,HPR,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINF2,SERPING1,TF,VTN

A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINF2,SERPING1,TF
A2M,AHSG,APOA1,APOE,APOH,C4A,CFB,CFH,F2,GSN,KNG1,PGLYRP2,PL
G,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,ALB,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,GSN,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,KNG1,
PLG,SERPINAL,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,TF
A2M,AFM,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2, APOA4,APOB,APOC3,APOE,A
POH,C4A,CLU,CP,FN1,GSN,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HP
X,IGLL5,KNG1,PLG,RBP4,SERPINA1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,ALB,APOA2,APOA4,APOB,APOE,APOH,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,
FN1,GSN,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,IGLLS5,ITIH4,KNG1,P
GLYRP2,PLG,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AMBP,APOA1,APOA2,APOC3,APOE,C3,C4A HP,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KN
G1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2, APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,FN1,GSN,I
TIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SE
RPING1,VTN

ALB,AMBP,APOA1,APOB,APOE,HBA2,HBB,HP,HPR,HPX,IGLL5,VTN
A2M,AFM,ALB,APOAL,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C4A,CL
U,CP,FN1,GSN,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HPX,IGLL5 KNG1,PLG,
RBP4,SERPINA1,SERPINF2,SERPINGL,TTR

AHSG,F2,FN1,HP,ITIH4,SERPINAL,SERPINA3,SERPINF2

AHSG,APOA2,F2,FN1,HP,ITIH4,SERPINA1,SERPINA3,SERPINF2
A2M,AHSG,AMBP,APOA4,APOE,C3,C4A,CLU,F2,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,P
ZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5,SERPING1
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negative regulation of
blood coagulation

localization
platelet activation
endocytosis

regulation of catalytic
activity

oxygen transport

regulation of biological
quality

plasma lipoprotein
particle assembly
reverse cholesterol
transport

regulation of response to
stress

negative regulation of
cellular protein metabolic
process

negative regulation of
cellular process
regulation of humoral
immune response
regulation of protein
processing

regulation of complement
activation

regulation of wound
healing

cholesterol transport
plasma lipoprotein
particle remodeling

defense response
organic hydroxy
compound transport

regulation of protein
metabolic process

cholesterol efflux
phototransduction, visible
light

negative regulation of
metabolic process
negative regulation of
response to wounding
regulation of response to
external stimulus
high-density lipoprotein
particle remodeling
regulation of immune
effector process
acylglycerol catabolic
process

phospholipid efflux

1.47e-10

1.48e-10

2.96e-10

3.9e-10

3.9e-10
8.11e-10

1.04e-09

1.13e-09

1.13e-09

1.95e-09

2.45e-09

2.81e-09

3.42e-09

4.13e-09

7.46e-09

7.46e-09
8.61e-09

8.94e-09

1.1e-08

1.41e-08

1.42e-08
1.69e-08

2.13e-08

2.4e-08

3.29e-08

4.08e-08

4.33e-08

4.72e-08

5.28e-08
5.91e-08

APOE,APOH,F2,KNG1,PLG,SERPINF2,SERPINGL,VTN
A2M,AFM,AHSG,ALB, AMBP,APOA1,APOA2, APOA4,APOB,APOC3,APOE, A
POH,C4A,CLU,CP,F2,FN1,GSN,HBA2,HBB,HBD,HBEL, HBG1,HBG2,HP,HPR,
HPX,IGLL5,KNG1,PLG,RBP4,SERPINAL,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,ALB,APOA1,CLU,F2,FN1,KNG1,PLG,SERPINAL SERPINF2,SERPINGL,
TF
AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOB,APOE,C4A,GSN,HBA2,HBB,HP,HPR HPX |
GLL5,VTN
A2M,AMBP,APOAL,APOA2, APOA4, APOC3,APOE,APOH,C3,C4A,CLU,FNL,
GSN,HP, ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINAL SERPINA3, SERPIND1,SER
PINF2,SERPINGL,TF,VTN

HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2
A2M,ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,CLU,CP,F2
,GC,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HPX,KNG1,PLG,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,S
ERPIND1,SERPINF2,SERPING1,TF,TTR

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE

APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,CLU
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOE,APOH,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,GSN,HP,HPR
,HPX,KNG1,PLG,SERPINF2,SERPING1,TF,VTN

A2M,AHSG,AMBP,APOE,C3,C4A F2,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINA
1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,APOH,C3,C4
A,CLU,F2,FN1,GSN,HBE1,HP,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,R
BP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN

A2M,C4A,CFB,CFH,HPX,SERPING1,VTN
A2M,C4A,CFB,CFH,GSN,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,C4A,CFB,CFH,SERPING1,VTN

APOE,APOH,F2,GSN,KNG1,PLG,SERPINF2,SERPING1,VTN
APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,CLU

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
AHSG,APOA2,APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,FN1,HP,IGLLS5,ITIH4,KNG1,
PGLYRP2,SERPINA1L,SERPINA3,SERPINF2,SERPING1,VTN

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,CLU,RBP4
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOE,CFB,CFH,CLU,F2,GSN,HP
X,ITIHLITIH2,1TIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,
SERPING1,TF,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,RBP4,TTR
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,C3,C4A,CLU,F2,HB
E1,HP,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPI
NF2,SERPING1,VTN

APOA1,APOE,APOH,F2, KNG1,PLG,SERPINF2,SERPING1,VTN
A2M,AHSG,APOAL,APOE,APOH,C4A,CFB,CFH,F2,HPR,KNG1,PGLYRP2,PL
G,SERPINF2,SERPING1,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE
A2M,APOA1,APOA2,C4A,CFB,CFH,HPR,HPX,PGLYRP2,RBP4,SERPING1,V
TN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE
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lipid transport
inflammatory response

negative regulation of
cellular metabolic process

retinoid metabolic process
regulation of
inflammatory response
blood coagulation,
intrinsic pathway

lipid localization

regulation of response to
stimulus

high-density lipoprotein
particle assembly

response to stimulus
regulation of plasma
lipoprotein particle levels
plasma lipoprotein
particle clearance
positive regulation of
cholesterol esterification
regulation of cellular
protein metabolic process
negative regulation of
fibrinolysis

blood coagulation, fibrin
clot formation

regulation of immune
response

triglyceride metabolic
process

negative regulation of
multicellular organismal
process

negative regulation of
response to external
stimulus

cholesterol homeostasis
regulation of immune
system process
triglyceride-rich
lipoprotein particle
remodeling
complement activation,
classical pathway
triglyceride catabolic
process

negative regulation of
very-low-density
lipoprotein particle
remodeling

secretion

negative regulation of
macromolecule metabolic
process

humoral immune

6.85e-08

9.31e-08

9.96e-08
1.17e-07

1.24e-07

1.51e-07
1.59-07

2.28e-07

2.41e-07

2.9e-07

3.08e-07

3.26e-07

4.52e-07

6.91e-07

7.96e-07

8.04e-07

9.32e-07

1.11e-06

1.11e-06

1.33e-06
1.47e-06

1.63e-06

1.82e-06

1.86e-06

1.86e-06

2.11e-06

2.11e-06

2.33e-06
3.4e-06

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,CLU,RBP4
AHSG,APOA2,C3,C4A,F2,FN1,HP,ITIH4, KNG1,SERPINA1,SERPINA3,SERPI
NF2
A2M,AHSG,AMBP,APOA4,APOC3,APOE,C3,C4A,CLU,F2,HBEL,HP,ITIHL,ITI
H2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,
VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,RBP4
A2M,AHSG,APOA1,APOE,C4A,CFB,CFH,PGLYRP2,SERPING1,VTN

A2M,APOH,F2,KNG1,SERPING1

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,CLU,RBP4
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOC3,APOE,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,C
FHR1,CLU,F2,FN1,GSN,HP,HPR,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINF2,SERPING
1,TF,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOE
A2M,AHSG,ALB,APOAL,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,APOH,C3,C4A,CFB,C
FH,CFHR1,CLU,F2,FN1,GC,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,IGL
L5,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,PLG,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERP
ING1,TTR,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
APOA1,APOA2,APOB,APOC3,APOE

APOA1,APOA2,APOA4,APOE
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOE,C4A,CLU,F2,GSN,HPX,ITIHL,ITIH2,ITIH4,
KNG1,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF,VTN
APOH,F2,PLG,SERPINF2

A2M,APOH,F2,KNG1,SERPING1
A2M,AMBP,APOA1,APOA2,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,IGLL5,SERP
INGL,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH

AHSG,APOA1,APOA2 APOC3,APOE,APOH,F2,FN1,KNG1,PGLYRP2,PLG,RB
P4,SERPINF2,SERPING1,VTN

APOA1,APOE,APOH,F2,KNG1,PLG,SERPINF2,SERPING1,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
A2M,AMBP,APOA1,APOA2,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,GSN,HPR,HPX,I
GLL5,RBP4,SERPING1,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOE

C3,C4A,CLU,IGLL5,SERPING1

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOE

APOA1,APOA2,APOC3
A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,GC,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINF2,SERPING1
,TF

A2M,AHSG,AMBP,APOA4,APOE,C3,C4A,CLU,F2,HBEL,ITIHL,ITIH2,ITIH4,K
NG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN

C3,C4A,CLU,IGLL5,SERPING1
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response mediated by
circulating
immunoglobulin

single-organism
metabolic process
regulation of cholesterol
transport

positive regulation of
response to stimulus
negative regulation of
response to stimulus
regulation of Cdc42
protein signal
transduction

regulation of lipoprotein
lipase activity

positive regulation of
wound healing

fibrinolysis
high-density lipoprotein
particle clearance
regulation of lipid
metabolic process
negative regulation of
immune response
regulation of lipid
biosynthetic process
regulation of intestinal
cholesterol absorption

biological regulation

chemical homeostasis

regulation of biological
process

positive regulation of
immune response
activation of immune
response

positive regulation of
response to wounding

regulation of metabolic
process

regulation of defense
response

regulation of triglyceride
metabolic process
regulation of steroid
metabolic process

positive regulation of
biological process

steroid metabolic process
very-low-density
lipoprotein particle
remodeling

organic anion transport

homeostatic process

4.97e-06

5.85e-06

5.92e-06

6.48e-06

7.67e-06

8.61e-06

1.2e-05
2.72e-05

3.63e-05

4.28e-05

4.28e-05

5.5e-05

5.95e-05

6.65e-05
8.22e-05

9.19e-05

9.36e-05

0.000102

0.000116

0.000137

0.000145

0.000157

0.00016

0.00017
0.000182

0.000182
0.000201
0.000203

A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,C4A
,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,GSN,HBA2,HBB,HPX,IGLL5,KNG1,RBP4,S
ERPING1,TF

APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE
APOA1,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,GSN,HPR,HPX,IGLL5,PGLY
RP2,PLG,SERPINF2,SERPING1,TF,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOE,APOH,CLU,F2,HP,KNG1,PGLYRP2
,PLG,SERPINF2,SERPING1,VTN

APOA1,APOC3,APOE
APOA1,APOA4,APOC3,APOH

APOH,F2,PLG,SERPINF2,VTN
F2,PLG,SERPINF2,SERPING1

APOA1,APOA2,APOE
APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,C3,SERPINA3
A2M,AMBP,APOA1,APOA2, PGLYRP2,SERPING1
APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOE,C3

APOA1,APOA2,APOA4

A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOAL,APOA2, APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,
C3,C4ACFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HBB,HBD,HBG1,HBG2,HP,H
PR,IGLLS5,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PLG,PZP,RBP4,SERPINA1L,SERPINA3,SE
RPIND1,SERPINF2,SERPING1,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,CP,F2,HPX,KNG1,RBP4,TF
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOAL,APOA2, APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,
C3,C4ACFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,HBA2,HBB,HBE1,HP,HPR,HPX IGLLS5,ITI
H1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PLG,PZP,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SER
PINF2,SERPING1,TF, TTR,VTN

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,IGLL5,PGLYRP2,SERPING1
C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5,PGLYRP2,SERPING1

APOH,C3,F2,PLG,SERPINF2,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,CFB,
CFH,CLU,F2,GSN,HBB,HBE1,HP,HPR,HPX,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SE
RPINA1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF,VTN

A2M,AHSG,APOAL,APOE,C4A,CFB,CFH,HPR,HPX,SERPING1,VTN
APOA1,APOA4,APOC3,C3

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE

AHSG,APOA1,APOA2, APOA4,APOB,APOE,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,
CLU,F2,HBA2,HBB,HP,HPR,HPX,IGLL5,KNG1,PGLYRP2,PLG,RBP4,SERPIN
F2,SERPING1,TF,VTN

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,GC

APOA1,APOA4,APOE

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,HBA2,HBB

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,CP,F2,HPX,KNG1,RBP4,SE
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alcohol metabolic process
low-density lipoprotein
particle remodeling
positive regulation of
lipoprotein lipase activity
organic hydroxy
compound metabolic
process

negative regulation of
immune effector process
regulation of triglyceride
catabolic process
positive regulation of
immune system process

regulation of cellular
metabolic process
complement activation,
alternative pathway
negative regulation of
cholesterol transport
regulation of multicellular
organismal process
negative regulation of
complement activation,
lectin pathway
negative regulation of
cholesterol import
positive regulation of
neurofibrillary tangle
assembly

detection of stimulus
regulation of lipid
catabolic process
negative regulation of
lipase activity

regulation of primary
metabolic process

lipid metabolic process
cholesterol metabolic
process

immune system process

regulation of cellular
process

regulation of localization
hydrogen peroxide
catabolic process
regulation of tau-protein
kinase activity
macromolecular complex
assembly

regulation of
macromolecule metabolic
process

positive regulation of
lipid catabolic process

regulation of blood vessel

0.000223

0.000242

0.000242

0.000274

0.000309

0.000315

0.000358

0.000381

0.000393

0.000393

0.000484

0.000523

0.000523

0.000523
0.000555

0.000558

0.000594

0.000597
0.000645

0.000716

0.000933

0.00121

0.00124

0.00137

0.0014

0.00151

0.00154

0.00178
0.00193

RPINA3, TF

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,GC,RBP4,TTR
APOA2,APOB,APOE

APOA1,APOA4,APOH

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,GC,RBP4,TTR
A2M,APOA1,APOA2,PGLYRP2,SERPING1
APOA1,APOA4,APOC3

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,IGLL5,PGLYRP2,RBP4,SERPING1
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,C4A,CLU,F2,GSN,
HBB,HBE1,HP,HPR,HPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA
3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,TF,VTN

C3,CFB,CFH

APOA2,APOC3,APOE
AHSG,APOA1,APOA2 APOA4,APOC3,APOE,APOH,C3,CLU,F2,KNG1,PGLY
RP2,PLG,RBP4,SERPINF2,SERPING1,TF,VTN

A2M,SERPING1

APOA2,APOC3

APOE,CLU
APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,C4A PGLYRP2,RBP4,TTR

APOA1,APOA2,APOA4,APOC3

APOA1,APOA2,APOC3
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,CFB,CFH,C
LU,F2,GSN,HBE1,HPX,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,
SERPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF,VTN

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,CLU,GC,RBP4

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE
APOA4,APOB,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,FN1,HP,IGLL5,PGLYRP2,SE
RPING1,TF,VTN

A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOAL,APOA2, APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,
C3,C4A,CLU,F2,HBA2,HBB,HBE1,HP,HPR,HPX,IGLLS5,ITIHL,ITIH2,ITIH4,K
NG1,PLG,PZP,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1,
TF,TTR,VTN

AHSG,APOA1,APOA2, APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,C4A F2 FN1,G
SN,KNG1,RBP4,TF,VTN

APOA4,HBA2,HBB

APOE,CLU
APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,CLU,FN1,GSN,HBA2,HBB,HBE
1
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,CFB,CFH,CLU,F2,G
SN,HBE1,HPX,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIN
D1,SERPINF2,SERPING1,TF,VTN

APOA1,APOA2,APOA4

APOE,HBB,KNG1,SERPINF2
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size

organic substance
transport
extracellular matrix
organization

regeneration

vitamin transport
hyaluronan metabolic
process

protein metabolic process
negative regulation of
cytokine secretion
involved in immune
response

triglyceride homeostasis
positive regulation of
beta-amyloid formation
positive regulation of
apoptotic cell clearance

multicellular organismal
process

regulation of production
of molecular mediator of
immune response
regulation of fatty acid
biosynthetic process

innate immune response
response to inorganic
substance

response to reactive
oxygen species
negative regulation of
protein processing
regulation of beta-
amyloid clearance
negative regulation of
beta-amyloid formation
regulation of intracellular
signal transduction
response to external
stimulus

regulation of endocytosis
cholesterol biosynthetic
process

positive regulation of
endocytosis

protein oxidation
chylomicron remnant
clearance

negative regulation of
cytokine secretion
positive regulation of
phagocytosis
positive regulation of
triglyceride catabolic
process

lipoprotein catabolic
process

alcohol biosynthetic

0.00199

0.00219
0.00226
0.00321

0.00392

0.00402

0.0042
0.0042

0.0042

0.0042

0.00451

0.00473

0.00504
0.00518

0.00543

0.00551

0.00589

0.00595

0.00595

0.00619

0.00694
0.00694

0.00742

0.00772
0.00805

0.00805

0.00982

0.00982

0.0104

0.0104
0.0107

ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,CLU,HBA2,HBB,HP
X,RBP4,TF,TTR

A2M,FN1,GSN,PLG,SERPINF2, TTR,VTN
APOA2,APOA4,APOE,APOH,GSN
AFM,APOA1,RBP4

ITIHL,ITIH2,ITIH4

A2M,ALB,AMBP,APOA2,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CL
U,F2,FN1,GSN,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,SERPING1,TF

APOA1,APOA2

APOA1,APOA4,APOC3

APOE,CLU

C3,C4A
A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,CL
U,F2,GC,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,KNG1,PLG,PZP,RBP4,SERPINAL,SERPINA
3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1

APOAL,APOA2,HPX,RBP4

APOA1,APOA4,APOC3
APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CLU,IGLL5,PGLYRP2,SERPING1,VTN

APOA4,APOB,C3,GSN,HBA2,HBB,HP

APOA4,APOE,HBA2,HBB,HP

A2M,SERPINF2,SERPING1

APOE,CLU

APOE,CLU
A2M,AMBP,APOA1,APOC3,APOE,C3,CLU,F2,FN1,HPX,SERPINF2,TF

ALB,APOA2,APOA4,APOC3,C4A,CLU,F2,GC,GSN,HP,PGLYRP2,RBP4,SERP
IND1,TTR

AHSG,APOC3,C3,C4A VTN
APOA1,APOA4,APOE

AHSG,C3,C4A VTN
APOA1,APOA2

APOC3,APOE
APOAL,APOA2,FN1

AHSG,C3,C4A

APOA1,APOA4

APOB,APOE

APOA1,APOA2,APOA4,APOE
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process

regulation of transport
regulation of lipase
activity

regulation of
phosphorylation
lipoprotein metabolic
process
very-low-density
lipoprotein particle
assembly
single-organism catabolic
process

immune response
regulation of cytokine
production

regulation of cell-cell
adhesion mediated by
cadherin

single-multicellular
organism process
response to oxygen-
containing compound
positive regulation of
lipid biosynthetic process
positive regulation of
multicellular organismal
process

negative regulation of
defense response
peptidyl-methionine
modification

maintenance of location

ion homeostasis
cellular metal ion
homeostasis

positive regulation of
cellular component
organization

regulation of reactive
oxygen species metabolic
process

regulation of protein
phosphorylation
regulation of cell
adhesion
oligodendrocyte
differentiation

positive regulation of
humoral immune
response

regulation of cholesterol
biosynthetic process
positive regulation of cell
death
phosphatidylcholine
metabolic process
maintenance of
gastrointestinal
epithelium

positive regulation of

0.0114

0.0114

0.0117

0.0126

0.013

0.0151
0.0155

0.0158

0.0158

0.0164

0.0164

0.0184

0.0184

0.0186

0.0188
0.0201
0.0206

0.0217

0.0219

0.0247

0.0261

0.0263

0.0278

0.0295

0.0295

0.0314

0.0316

0.0334
0.0334

AHSG,APOAL,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,C3,C4A F2,FN1,KNG1,RBP4,VT
N

APOA2,APOA4,APOC3,APOH
AHSG,AMBP,APOA1,APOE,CLU,F2,FN1,HPX,SERPINF2,TF,VTN

ALB,APOA2,APOA4,APOC3

APOB,APOC3

AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,HBA2,HBB
APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5,PGLYRP2,SERPING1,VTN
APOA1,APOA2,C3,CLU,FN1,PGLYRP2,SERPINF2

PLG,SERPINF2
A2M,ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,CLU,F2,GC
,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,KNG1,PLG,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND],
SERPINF2,SERPING1
APOA2,APOA4,APOB,APOE,C3,GC,GSN,HBA2,HBB,HP,RBP4

APOA1,APOA4,APOE

APOA2,APOE,APOH,C3,CLU,F2,FN1,KNG1,PLG,SERPINF2,TF
A2M,APOAL,APOE,SERPING1

APOA1,APOA2
ALB,APOA1,APOE,GSN
APOA1,APOE,CP,F2,HPX,KNG1,TF

APOE,CP,F2,HPX,KNG1,TF

AHSG,APOA1,APOE,C3,C4A,CLU,FN1,HPR,SERPINF2,VTN

CLU,F2,HBB,HP
AMBP,APOA1,APOE,CLU,F2,FN1,HPX,SERPINF2,TF,VTN
APOA1,FN1,GSN,KNG1,PLG,SERPINF2,VTN

CLU,GSN,VTN

C3,HPX
APOB,APOE
APOE,CLU,GSN,HBA2,HBB,HP,KNG1

APOA1,APOA2,APOA4

RBP4,SERPINA3

APOA1,APOA4
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fatty acid biosynthetic
process

cellular iron ion
homeostasis

blood circulation
cellular lipid metabolic
process

negative regulation of
platelet activation
regulation of catabolic
process
glycosaminoglycan
metabolic process
regulation of cell
communication
establishment of
localization in cell
regulation of cell-
substrate adhesion

organ regeneration

tissue homeostasis
positive regulation of
protein processing
negative regulation of
lipid metabolic process
positive regulation of
reactive oxygen species
metabolic process
negative regulation of
lipid catabolic process

0.0356
0.0357

0.0372

0.0373

0.0393

0.0393

0.0398

0.0407

0.0408
0.044
0.0448

0.0454

0.0497

0.0497

0.0499

CP,HPX,TF

APOE,HBB,KNG1,SERPINF2,SERPING1
APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,APOH,C3,RBP4

APOE,F2

APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,CLU,HP,HPR
ITIHL,ITIH2,ITIH4,PGLYRP2
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOC3,APOE,CLU,F2,FN1,GSN,HPR,HPX,RBP4,
SERPINF2,TF,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOE,CLU,FN1,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINF2,SERPIN
G1,TF

APOALFN1,PLG, VTN
APOA1,APOA2,APOH
ALB,RBP4,SERPINA3, TF

C3,GSN

APOA2,APOC3,APOE

CLU,F2,HBB

APOA2,APOC3
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8. 4. Anexo 4

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao
entre “CTRL vs FP menor” no momento de cura clinica, de acordo com suas func¢des
moleculares. As classificacBes das proteinas foram analisadas pelo software STRING de

acordo com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

false
discovery

pathway description rate matching proteins in your network (labels)

endopeptidase inhibitor A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA

activity 1.75e-16 3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1

peptidase regulator A2M,AHSG,AMBP,C3,C4AFN1,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERP

activity 1.75e-16 INA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1
A2M,AMBP,APOA1,APOA2,APOC3,C3,C4A,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SER

enzyme inhibitor activity 5.9e-15 PINA1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1

serine-type

endopeptidase inhibitor A2M,AMBP,ITIH1,ITIH2,ITIH4,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF

activity 5.05e-13 2,SERPING1
A2M,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,APOH,C3,C4A,FN1,ITIHL,IT

enzyme regulator activity 8.06e-13 IH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1

oxygen transporter

activity 3.85e-10 HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2

cholesterol transporter

activity 2.05e-07 APOAL1,APOA2,APOA4,APOB,APOE

phosphatidylcholine-

sterol O-acyltransferase

activator activity 2.61e-07 APOA1,APOA2, APOA4,APOE

glycosaminoglycan

binding 5.5e-07 APOB,APOE,APOH,CFH,FN1,KNG1,PGLYRP2,SERPIND1,VTN

lipoprotein particle

receptor binding 5.5e-07 APOA1,APOA2,APOB,APOC3,APOE

heparin binding 1.17e-06 APOB,APOE,APOH,CFH,FN1,KNG1,SERPIND1,VTN

alcohol binding 1.17e-06 APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,GC,RBP4

high-density lipoprotein

particle receptor binding  4.45e-06 APOA1,APOA2,APOC3

heme binding 7.79e-06 AMBP,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2
A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,C4A,C
FB,CFH,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBB,HP,HPR,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPIN

protein binding 9.34e-06 F2,TF,TTR,VTN

cholesterol binding 1.07e-05 APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE
APOAL1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,GC,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,

transporter activity 1.28e-05 HPX,RBP4,TF

hemoglobin binding 1.28e-05 HBB,HP,HPR

steroid binding 1.3e-05 APOA1,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,GC

oxygen binding 1.58e-05 HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2

lipid transporter activity ~ 1.67e-05 APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,RBP4

iron ion binding 2.77e-05 HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2, TF

lipid binding 5.8e-05 ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C3,GC,RBP4

substrate-specific APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,RBP

transporter activity 7.52e-05 4,TF

antioxidant activity 0.00011 ALB,APOA4,APOE,HBB,HP
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receptor binding
phosphatidylcholine
binding

lipase inhibitor activity
phospholipid binding

lipoprotein particle
binding

protease binding
apolipoprotein receptor
binding

high-density lipoprotein
particle binding
transition metal ion
binding

copper ion binding
chaperone binding

complement binding

binding

0.000339

0.00118
0.00118
0.00261

0.00387
0.00811

0.0106

0.0193

0.0199
0.0346
0.0457
0.0475

0.0493

A2M,APOA1,APOA2,APOB,APOC3,APOE,C3,F2,FN1,KNG1,PLG,TF,VTN

APOA1,APOA2,APOA4
APOA1,APOA2,APOC3
APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH

APOA1,APOA2,APOE
A2M,FN1,SERPINA1,SERPINF2

APOA1,APOA2
APOA1,APOA2

ALB,APOA4,CP,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,KNG1,PGLYRP2, TF
ALB,APOA4,CP
ALB,CLU,CP

C4A,CFB
A2M,AFM,ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,C4A,CFB,
CFH,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX,IGL
L5,ITIH1,KNG1,PLG,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,TF, TT
R
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8.5. Anexo 5

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao
entre “CTRL vs FP menor” no momento de cura clinica, de acordo com 0 componente
cellular. As classificacdes das proteinas foram analisadas pelo software STRING de acordo

com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

false

pathway discovery

description  rate matching proteins in your network (labels)
Al1BG,A2M,AFM,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOE,C3,C4A,CFB,

blood CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HP

microparticl X,IGLLS5,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PLG,PZP,SERPINA3,SERPINF2,SERPING1,TF,

e 1.78e-82 VTN
Al1BG,A2M,AFM,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HBD,HBE1,HB

extracellular G1,HBG2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PLG,PZP,RBP4,SERPINA

space 2.7e-49 1,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF,TTR,VTN
Al1BG,A2M,AFM,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HP,HPR,HPX,IG

extracellular LL5,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SE

exosome 1.57e-28 RPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF,TTR,VTN
Al1BG,A2M,AFM,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HBD,HBE1,HB

extracellular G1,HBG2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,RBP

region part  9.84e-28 4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF, TTR

cytoplasmic

membrane-

bounded

vesicle A2M,ALB,APOA1,APOB,APOE,CLU,FN1,HBA2,HBB,HP,HPX,KNG1,PLG,SERPI

lumen 4.71e-26 NA1,SERPINF2,SERPING1,TF
Al1BG,A2M,AFM,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE
,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HBD,HBE1,HB

extracellular G1,HBG2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,RBP

region 1.82e-24 4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,SERPINF2,SERPING1, TF, TTR

secretory

granule

lumen 1.28e-15 A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINF2,SERPING1,TF

plasma

lipoprotein

particle 4.72e-14 APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,CLU,HPR

high-density

lipoprotein

particle 1.61e-13 APOAL,APOA2,APOA4,APOC3,APOE,APOH,CLU,HPR

chylomicro

n 2.1e-13 APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH

platelet

alpha

granule

lumen 4.92e-13 A2M,ALB,CLU,FN1,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINF2,SERPING1

endocytic

vesicle

lumen 1.01e-12 APOA1,APOB,APOE,HBA2,HBB,HP,HPX

platelet

alpha

granule 3.51e-12 A2M,ALB,CLU,FN1,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINF2,SERPING1

very-low-

density

lipoprotein

particle 3.51e-12 APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH
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spherical
high-density
lipoprotein
particle
cytoplasmic
membrane-
bounded
vesicle
secretory
granule
hemoglobin
complex
haptoglobin

hemoglobin
complex
endocytic
vesicle
intermediate
-density
lipoprotein
particle
early
endosome

membrane-
bounded
organelle
endoplasmi
¢ reticulum
lumen
fibrinogen
complex
macromolec
ular
complex
low-density
lipoprotein
particle
organelle
lumen

4.25e-10

1.55e-08
1.55e-08

3.29e-07

4,00E-06

4.93e-06

9.37e-06

0.00036

0.000404

0.00694

0.0087

0.011

0.0228

0.0239

APOA1,APOA2,APOC3,CLU,HPR
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOE,CLU,FN1,HBA2,HBB,HP,HPX,KNG1,PLG,SERPI
NA1,SERPINF2,SERPING1,TF
A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINF2,SERPING1,TF

HBD,HBE1,HBG1,HBG2

HBA2,HBB,HP

APOA1,APOB,APOE,HBA2,HBB,HP,HPX,TF

APOB,APOC3,APOE

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE, TF
A1BG,A2M,AFM,AHSG,ALB,APOAL1,APOA2 APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,
C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,GSN,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITI
H1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,RBP4,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND
1,SERPINF2,SERPING1,TF, TTR,VTN

APOA1,APOA2,APOA4,APOB,F2
FN1,SERPINF2
ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOC3,APOE,APOH,CLU,FN1,GSN,HBA2,H

BB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,RBP4,SERPINF2, TTR,VTN

APOB,APOE
A2M,ALB,APOA1,APOA2,APOA4,APOB,APOE,CLU,F2,FN1,GC,HBA2,HBB,HP,H
PX,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINF2,SERPING1,TF
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8. 6. Anexo 6

Tabela 1. Vias de sinalizacdo significantemente enriquecidas identificadas enriquecimento
functional das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacdo “CTRL versus
FP menor” no momento de cura clinica. As associacdes entre as proteinas de sinalizacio das
reespectivas vias foram detectadas usando a ferramenta Kyoto Encyclopedia at Genes and
Genomes (KEEG).

false discovery

pathway description rate matching proteins in your network (labels)
Complement and coagulation A2M,C3,C4B,CFB,CFH,F2,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPIND1,SE
cascades 7.36e-17 RPINF2,SERPING1

Staphylococcus aureus

infection 3.58e-05 C3,C4B,CFB,CFH,PLG

Vitamin digestion and

absorption 0.00342 APOA1,APOA4,APOB

African trypanosomiasis 0.0068 APOA1,HBB,HPR

Fat digestion and absorption ~ 0.00901 APOA1,APOA4,APOB

PPAR signaling pathway 0.0348 APOA1,APOA2,APOC3

Pertussis 0.0348 C3,C4B,SERPING1
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8. 7. Anexo 7

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao

entre “CTRL vs FP maior” no momento de cura clinica, de acordo com sua participagdo em

processos bioldgicos. As classificacdes das proteinas foram analisadas pelo software STRING

de acordo com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

pathway description

blood coagulation
negative regulation of
endopeptidase
activity

regulation of body
fluid levels

negative regulation of
hydrolase activity
negative regulation of
proteolysis

protein activation
cascade

wound healing
regulation of
peptidase activity

response to wounding
regulation of
proteolysis

platelet degranulation
vesicle-mediated
transport

response to stress

regulation of
hydrolase activity
regulation of response
to wounding

negative regulation of
catalytic activity
negative regulation of
protein metabolic
process
receptor-mediated
endocytosis

oxygen transport
platelet activation

acute-phase response
complement
activation

transport

false
discovery rate

4.65e-16

4.65e-16
9.16e-16
9.16e-16
2.36e-15
7.1e-15

1.48e-14
1.48e-14
1.4e-12

1.4e-12
7.33e-12

9.51e-12

3.75e-11

5.4e-11
5.77e-11

7.27e-11

1.96e-10

4.76e-10
7.36e-10
3.47e-09
3.76e-09

4.99¢-09

1.08e-08

matching proteins in your network (labels)
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,HBD,HBE1,HBG1,HBG
2,HRG,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINC1,SERPIND1,TF

A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A HRG,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PZP,SERPIN
Al1,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,GC,HBD,HBE1,HBG1,
HBG2,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINC1,SERPIND1,TF
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOC3,C3,C4AHRG,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KN
G1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A F2,HRG,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERP
INAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN

A2M,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,IGLL5,KNG1
A2M,ALB,APOA1,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,HBD,HBE1,HBG1,HBG
2,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINC1,SERPIND1,TF
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4AFN1,HRG,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SE
RPINA1,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN
A2M,ALB,APOB,APOH,C3,CLU,F2,FN1,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HRG,
KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINC1,SERPIND1, TF
A2M,AHSG,AMBP,CFB,CFH,CLU,F2,FN1,HRG,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG
1,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN

A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL, TF
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOB,C4A,CLU,FN1,HBA2,HBB,HP,H
PR,HPX,HRG,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINAL,TF,VTN
A2M,AHSG,ALB,APOA4,APOB,APOH,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,FN1,HBA
2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HRG,IGLLS5,ITIH4,KNG1,PGLY
RP2,PLG,SERPINA1,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A FN1,HRG,ITI
H1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1
VTN
A2M,AHSG,APOA1,APOH,C4A,CFB,CFH,F2,HRG,KNG1,PGLYRP2,PL
G,SERPINC1,VTN
A2M,AMBP,APOAL,APOC3,C3,C4A,HP,HRG,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNGL1,
PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN

A2M,AHSG,AMBP,APOA4,C3,C4A,CLU,F2,HRG,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KN
G1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN

ALB,AMBP,APOA1,APOB,HBA2,HBB,HP,HPR,HPX,IGLL5,VTN
HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2
A2M,ALB,APOA1,CLU,F2,FN1,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL TF

AHSG,F2,FN1,HP,ITIH4,SERPINAL,SERPINA3
C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C4A,CLU

,CP,FN1,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX HRG,IGLLS,
KNG1,PLG,SERPINAL VTN
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regulation of protein
activation cascade

regulation of catalytic
activity

endocytosis
regulation of response
to stress

regulation of
biological quality
negative regulation of
cellular metabolic
process

negative regulation of
metabolic process
regulation of response
to external stimulus

defense response
regulation of humoral
immune response

localization
regulation of blood
coagulation

negative regulation of
blood coagulation
negative regulation of
response to wounding
regulation of
complement
activation

negative regulation of
cellular process

regulation of response
to stimulus

regulation of
inflammatory
response
single-organism
transport

regulation of protein
metabolic process
negative regulation of
macromolecule
metabolic process
regulation of immune
response

response to stimulus
inflammatory
response

regulation of
lipoprotein lipase
activity

positive regulation of
response to stimulus

1.19e-08

1.83e-08

2.69e-08

2.69e-08

1.57e-07

1.59-07

1.7e-07

1.7e-07

1.84e-07

1.85e-07

2.8e-07

3.06e-07

3.4e-07

5.81e-07

6.01e-07

9.49e-07

9.49e-07

1.5e-06

1.65e-06

2.96e-06

3.97e-06

4.06e-06

5.66e-06

7.99e-06

1.16e-05

1.21e-05

A2M,C4A,CFB,CFH,SERPINC1,VTN
A2M,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CLU,FN1,HP,HRG,I
TIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIN
D1,TFVTN
AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOB,C4A,HBA2,HBB,HP,HPR,HPX,IGLLS5,
VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOH,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,HP,HPR,HPX,
HRG,KNG1,PLG,SERPINC1,TF,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,CLU,CP,F2,GC,HBD
,HBE1,HBG1,HBG2,HPX,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPINA3,SERPI
NC1,SERPIND1,TF
A2M,AHSG,AMBP,APOA4,APOC3,C3,C4A,CLU,F2,HBE1,HP,HRG,ITIH
1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,
VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,C3,C4A,CLU,F2,HBE1,HP,H
RG,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SE
RPIND1,VTN
A2M,AHSG,APOA1,APOH,C4A,CFB,CFH,F2,HPR,HRG,KNG1,PGLYRP
2,PLG,SERPINC1,VTN
AHSG,APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,FN1,HP,HRG, IGLLS5,ITIH4,KN
G1,PGLYRP2,SERPINAL,SERPINA3, VTN

A2M,C4A,CFB,CFH,HPX,VTN
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C4A,CLU
,CP,F2,FN1,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX,HRG,IGL
L5,KNG1,PLG,SERPINAL VTN

APOH,F2,HRG,KNG1,PLG,SERPINC1,VTN
APOH,F2,HRG,KNG1,PLG,VTN

APOA1,APOH,F2,HRG,KNG1,PLG,SERPINC1,VTN

A2M,C4A,CFB,CFH,VTN
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CLU,F2,
FN1,HBE1,HP,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,SERPINAL,
SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CL
U,F2,FN1,HP,HPR,HPX,HRG,IGLL5,KNG1,LRG1,PLG,SERPINC1,TF,VT
N

A2M,AHSG,APOA1,C4A,CFB,CFH,PGLYRP2,SERPINC1,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C4A,CLU,CP,FN1,HBA
2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HPX,HRG,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINA1
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,CFB,CFH,CLU,F2,HPX,ITIHL,ITIH2,
ITIH4,KNG1,PZP,SERPINA1L,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,TF,VTN

A2M,AHSG,AMBP,APOA4,C3,C4A,CLU,F2,HBE1,HRG,ITIHL,ITIH2,ITI
H4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,VTN
A2M,AMBP,APOAL,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,HRG,IGLL5,V
TN
A2M,AHSG,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFH
R1,CLU,F2,FN1,GC,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HRG,|
GLLS5,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,PLG,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,VT
N

AHSG,C3,C4A,F2,FN1,HP,ITIH4,KNG1,SERPINAL,SERPINA3

APOA1,APOA4,APOC3,APOH
APOA1,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,HPR,HPX,HRG,IGLLS5,
LRG1,PGLYRP2,PLG,TF,VTN
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secretion

plasma lipoprotein
particle assembly
reverse cholesterol
transport

negative regulation of
response to external
stimulus

cholesterol transport
blood coagulation,
intrinsic pathway

negative regulation of
biological process
regulation of cellular
protein metabolic
process

regulation of immune
effector process
plasma lipoprotein
particle remodeling
blood coagulation,
fibrin clot formation
positive regulation of
immune response

cholesterol efflux
negative regulation of
response to stimulus
organic hydroxy
compound transport
complement
activation, classical
pathway

triglyceride catabolic
process

regulation of immune
system process
negative regulation of
fibrinolysis

lipid transport
regulation of
triglyceride metabolic
process

humoral immune
response mediated by
circulating
immunoglobulin
positive regulation of
lipoprotein lipase
activity

lipid localization
regulation of
triglyceride catabolic
process

biological regulation
complement
activation, alternative
pathway

positive regulation of
wound healing

1.31e-05

1.43e-05

1.43e-05

1.58e-05
1.68e-05

1.73e-05

1.85e-05

2.56e-05

4.56e-05

5.31e-05

6.17e-05

6.52e-05
8.33e-05

0.000107

0.000114

0.000121

0.000121

0.000144

0.000164
0.000167

0.000167

0.000188

0.000296
0.000297

0.00038

0.000429

0.00048

0.000491

A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,GC,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,TF
APOA1,APOA4,APOB,APOC3

APOA1,APOA4,APOC3,CLU

APOA1,APOH,F2,HRG,KNG1,PLG,SERPINC1,VTN

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,CLU

A2M,APOH,F2,KNG1
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CLU,F2,
FN1,HBE1,HP,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,SERPINAL,
SERPINA3,SERPIND1,VTN

A2M,AHSG,AMBP,APOA1,C4A,CLU,F2,HPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,
PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,TF,VTN

A2M,APOA1,C4A,CFB,CFH,HPR,HPX,PGLYRP2,VTN
APOA1,APOA4,APOB,APOC3
A2M,APOH,F2,KNG1

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,HRG,IGLL5,PGLYRP2

APOA1,APOA4,APOB,APOC3
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOH,CLU,F2,HP,HRG,KNG1,PGLYRP2,PL
G,SERPINC1,VTN

ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,CLU

C3,C4A,CLU,IGLL5

APOA1,APOA4,APOB,APOC3
A2M,AMBP,APOAL1,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPR,HPX,HRG,IGL
L5VTN

APOH,F2,PLG
ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,CLU

APOA1,APOA4,APOC3,C3

C3,C4A,CLU,IGLL5

APOA1,APOA4,APOH
ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,CLU

APOA1,APOA4,APOC3
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,C
FB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HBB,HBD,HBG1,HBG2,HP,HPR,I
GLLS5,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNGL,LRG1,PLG,PZP,SERPINAL,SERPINA3,S
ERPIND1,VTN

C3,CFB,CFH

APOH,F2,PLG,VTN
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triglyceride metabolic
process

regulation of plasma
lipoprotein particle
levels

regulation of defense
response
high-density
lipoprotein particle
remodeling
activation of immune
response

phospholipid efflux
single-organism
metabolic process
regulation of lipid
biosynthetic process
negative regulation of
multicellular
organismal process

positive regulation of
biological process
cholesterol
homeostasis
hydrogen peroxide
catabolic process
positive regulation of
response to wounding
immune system
process

negative regulation of
very-low-density
lipoprotein particle
remodeling

plasma lipoprotein
particle clearance

fibrinolysis

regulation of
metabolic process

regulation of
biological process
retinoid metabolic
process

regulation of
multicellular
organismal process
regulation of Cdc42
protein signal
transduction
regulation of lipid
metabolic process
regulation of cell-
substrate adhesion
hyaluronan metabolic
process

triglyceride
homeostasis
positive regulation of
apoptotic cell
clearance

0.000522

0.000529

0.000588

0.000588

0.000636
0.000704

0.000764

0.000924

0.000924

0.00118

0.00142

0.00164

0.00173

0.00175

0.00184

0.00184
0.00184

0.00194

0.00196

0.00253

0.00278

0.00335

0.00376

0.00427

0.0045

0.0049

0.00525

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH

APOA1,APOA4,APOB,APOC3

A2M,AHSG,APOA1,C4A,CFB,CFH,HPR,HPX,SERPINC1,VTN

APOA1,APOA4,APOC3

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5,PGLYRP2
APOA1,APOA4,APOC3
A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HBB,HPX,IGLL5, KNG1,TF
APOA1,APOA4,APOB,APOC3,C3
AHSG,APOA1,APOC3,APOH,F2,FN1,HRG,KNG1,PGLYRP2,PLG,VTN
AHSG,APOA1,APOA4,APOB,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,
HBA2,HBB,HP,HPR,HPX,HRG,IGLL5,KNG1,LRG1,PGLYRP2,PLG,TF,V
TN

APOA1,APOA4,APOB,APOC3

APOA4,HBA2,HBB

APOH,C3,F2,PLG,VTN

APOA4,APOB,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,FN1,HP,IGLL5,PGLYR
P2,TF,VTN

APOA1,APOC3

APOA1,APOB,APOC3

F2,HRG,PLG
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,CFB,CFH,CLU,
F2,HBB,HBE1,HP,HPR,HPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,S
ERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,TF,VTN
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,C
FB,CFH,CFHR1,CLU,F2,HBA2,HBB,HBE1,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,IT
IH2,ITIH4,KNG1,LRG1,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,TF,V
TN

APOA1,APOA4,APOB,APOC3
AHSG,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,CLU,F2,HRG,KNG1,LRG1,PGL
YRP2,PLG,SERPINC1,TF,VTN

APOA1,APOC3

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,C3,SERPINA3
APOA1,FN1,HRG,PLG,VTN

ITIHLITIH2,ITIH4

APOA1,APOA4,APOC3

C3,C4A
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regulation of fatty
acid biosynthetic
process
phototransduction,
visible light

regulation of cellular
metabolic process
regulation of
endocytosis

regulation of cellular
process

positive regulation of
cell-substrate
adhesion

positive regulation of
endocytosis

chemical homeostasis
regulation of
cholesterol transport
regulation of
intestinal cholesterol
absorption
high-density
lipoprotein particle
assembly

regulation of primary
metabolic process

homeostatic process
organic anion
transport

positive regulation of
phagocytosis
negative regulation of
immune response
positive regulation of
cholesterol
esterification
positive regulation of
triglyceride catabolic
process

steroid metabolic
process
very-low-density
lipoprotein particle
assembly

innate immune
response
very-low-density
lipoprotein particle
remodeling

multicellular
organismal process
regulation of
localization
regulation of
macromolecule
metabolic process
regulation of reactive
oxygen species
metabolic process

0.0058

0.00615

0.0062

0.00692

0.00767

0.00793

0.0082
0.00889

0.00907

0.00978

0.00978

0.00978
0.0099

0.0108

0.0108

0.0109

0.0124

0.0124

0.0156

0.0156

0.016

0.0191

0.0213

0.0227

0.0229

0.0255

APOA1,APOA4,APOC3

APOA1,APOA4,APOB,APOC3
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,C4A,CLU,F2,HBB,HBEL,HP,
HPR,HPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIN
C1,SERPIND1,TF,VTN

AHSG,APOC3,C3,C4A, VTN
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,C
LU,F2,HBA2,HBB,HBE1,HP,HPR,HPX,IGLLS5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,
LRG1,PLG,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,TF,VTN
APOAL,FN1,HRG,VTN

AHSG,C3,C4A VTN
APOA1,APOA4,APOB,APOC3,CP,F2,HPX,KNG1,TF

APOA1,APOA4,APOC3

APOA1,APOA4

APOA1,APOA4
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,CFB,CFH,CLU,F2,HB
E1,HPX,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1
,SERPIND1,TF,VTN

ALB,APOAL,APOA4,APOB,APOC3,CP,F2,HPX,KNG1,SERPINA3,TF
ALB,APOA1,APOA4,APOC3,HBA2,HBB
AHSG,C3,C4A

A2M,AMBP,APOA1,PGLYRP2

APOA1,APOA4

APOA1,APOA4

ALB,APOAL,APOA4,APOB,GC

APOB,APOC3

APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CLU,IGLL5,PGLYRP2,VTN

APOA1,APOA4
A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,CLU,F2,GC,H
BD,HBE1,HBG1,HBG2,HRG,KNG1,PLG,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SER
PINC1,SERPIND1

AHSG,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A F2,FN1,HRG,KNG1
,TF,VTN
A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,CFB,CFH,CLU,F2,HBE1,HPX,
ITIHL,ITIH2,1TIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIN
D1,TF,VTN

CLU,F2,HBB,HP
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response to inorganic
substance

regulation of
phosphorylation
protein metabolic
process

positive regulation of
humoral immune
response

lipid metabolic
process

immune response
cellular iron ion
homeostasis

positive regulation of
fatty acid biosynthetic
process

negative regulation of
lipase activity
glycosaminoglycan
metabolic process
response to external
stimulus

positive regulation of
multicellular
organismal process

0.0291

0.0302

0.0309

0.0357

0.0373
0.0383

0.0397

0.0401

0.0401

0.0406

0.0439

0.0445

APOA4,APOB,C3,HBA2,HBB,HP
AHSG,AMBP,APOAL,CLU,F2,FN1,HPX,HRG,TF,VTN
A2M,ALB,AMBP,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,
F2,FN1,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,TF

C3,HPX

ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,CLU,GC
APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLLS5,PGLYRP2,VTN

CP,HPX,TF

APOA1,APOA4
APOA1,APOC3
ITIHL,ITIH2,ITIH4,PGLYRP2

ALB,APOA4,APOC3,C4A,CLU,F2,GC,HP,HRG,PGLYRP2,SERPINC1,SE
RPIND1

APOH,C3,CLU,F2,FN1,HRG,KNG1,LRG1,PLG,TF
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8. 8. Anexo 8

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao
entre “CTRL vs. FP maior” no momento de cura clinica, de acordo com suas funcgdes
moleculares. As classificacBes das proteinas foram analisadas pelo software STRING de

acordo com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

false
discovery
pathway description rate matching proteins in your network (labels)
endopeptidase inhibitor A2M,AHSG,AMBP,C3,C4AHRG,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SER
activity 3.43e-17 PINA1,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1
A2M,AHSG,AMBP,C3,C4A FN1,HRG,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,
peptidase regulator activity 3.43e-17 SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1
A2M,AMBP,APOA1,APOC3,C3,C4AHRG,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,
enzyme inhibitor activity =~ 2.97e-14 PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1
serine-type endopeptidase A2M,AMBP,ITIH1,ITIH2,ITIH4,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIN
inhibitor activity 1.1%1e-11 C1,SERPIND1
A2M,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A FN1,HRG,ITIHL,
ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND
enzyme regulator activity ~ 2.03e-11 1
oxygen transporter activity 2.38e-10 HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2
glycosaminoglycan APOB,APOH,CFH,FN1,HRG,KNG1,PGLYRP2,SERPINC1,SERPIND1
binding 1.15e-08 VTN
heparin binding 2.42e-08 APOB,APOH,CFH,FN1,HRG,KNG1,SERPINC1,SERPIND1,VTN
heme binding 1.77e-07 AMBP,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HRG
hemoglobin binding 1.5e-05 HBB,HP,HPR
oxygen binding 1.64e-05 HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2
iron ion binding 2.41e-05 HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,TF
A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB
,CFH,CLU,CP,F2,FN1,GC,HBB,HP,HPR,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,
protein binding 6.12e-05 SERPINC1,TF,VTN
receptor binding 0.0012 A2M,APOA1,APOB,APOC3,C3,F2,FN1,HRG,KNG1,PLG,TF,VTN
APOA1,APOA4,APOB,GC,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HPX
transporter activity 0.00134 TF
cholesterol transporter
activity 0.00147 APOA1,APOA4,APOB
transition metal ion ALB,APOA4,CP,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HRG,KNG1,P
binding 0.00269 GLYRP2,TF
lipoprotein particle
receptor binding 0.00269 APOA1,APOB,APOC3
glycoprotein binding 0.00285 APOH,CFH,HRG,SERPINA1
high-density lipoprotein
particle receptor binding 0.00285 APOA1,APOC3
antioxidant activity 0.00292 ALB,APOA4,HBB,HP
steroid binding 0.00672 APOA1,APOA4,APOC3,GC
protease binding 0.00747 A2M,FN1,SERPINAL,SERPINC1
substrate-specific
transporter activity 0.00747 APOA1,APOA4,APOB,HBA2,HBB,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,TF
alcohol binding 0.00917 APOA1,APOA4,APOC3,GC
lipid binding 0.0107 ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,GC
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heparan sulfate
proteoglycan binding
phosphatidylcholine-sterol
O-acyltransferase activator
activity

cholesterol binding
immunoglobulin binding

copper ion binding
cysteine-type
endopeptidase inhibitor
activity

chaperone binding

complement binding

0.0107

0.0107
0.0128
0.0181
0.0302

0.0348
0.0397
0.045

CFH,HRG

APOA1,APOA4
APOA1,APOA4,APOC3
AMBP,HRG
ALB,APOA4,CP

AHSG,HRG,KNG1
ALB,CLU,CP
C4A.CFB
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8.9. Anexo 9

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao

entre “CTRL vs. FP maior” no momento de cura clinica, de acordo com 0 componente

cellular. As classificacdes das proteinas foram analisadas pelo software STRING de acordo

com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

pathway
description

blood
microparticle

extracellular
space

extracellular
exosome

extracellular
region part
cytoplasmic
membrane-
bounded vesicle
lumen

extracellular
region

secretory granule
lumen

platelet alpha
granule lumen
platelet alpha
granule
endocytic vesicle
lumen

plasma
lipoprotein
particle
high-density
lipoprotein
particle

chylomicron
very-low-density
lipoprotein
particle

secretory granule
spherical high-
density
lipoprotein
particle
hemoglobin
complex
cytoplasmic
membrane-

false
discovery
rate

1.21e-73

2.35e-43

1.64e-24

3.68e-24

1.43e-22

2.87e-21
4.26e-14
2.9e-11

1.68e-10

1.82e-10

2.82e-10

2.08e-09
1.04e-08

7.3e-08
1.11e-07

1.38e-07
2.39%e-07

2.69e-07

matching proteins in your network (labels)
AlBG,A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,
FN1,GC,HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX ,HRG,IGLLS5,ITIHL,ITIH2,ITIH4,
KNG1,PLG,PZP,SERPINA3,SERPINC1,TF,VTN
A1BG,A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX,HRG,IGL
L5,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,LRG1,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPINC1,SERPI
ND1,TF,VTN
Al1BG,A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,HRG,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KN
G1,LRG1,PGLYRP2,PLG,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,TF,VTN
Al1BG,A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX,HRG,IGL
L5,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,LRG1,PGLYRP2,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPI
NC1,SERPIND1,TF

A2M,ALB,APOA1,APOB,CLU,FN1,HBA2 HBB,HP,HPX HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,T
F
A1BG,A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,FN1,GC,HBA2,HBD,HBE1,HBG1,HBG2,HP,HPR,HPX,HRG, IGL
L5,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG1,LRG1,PGLYRP2,PLG,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPI
NC1,SERPINDL,TF

A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,TF
A2M,ALB,CLU,FN1,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL
A2M,ALB,CLU,FN1,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL

APOA1,APOB,HBA2,HBB,HP,HPX

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,CLU,HPR

APOA1,APOA4,APOC3,APOH,CLU,HPR
APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH
A2M,ALB,APOA1,CLU,FN1,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,TF

APOA1,APOC3,CLU,HPR

HBD,HBE1,HBG1,HBG2
A2M,ALB,APOA1,APOB,CLU,FN1,HBA2,HBB,HP,HPX,HRG,KNG1,PLG,SERPINAL,T
F
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bounded vesicle

haptoglobin-
hemoglobin
complex

endocytic vesicle
intermediate-
density
lipoprotein
particle

membrane-
bounded organelle

early endosome

2.99e-06
4.2e-05

0.00298

0.00394
0.0227

HBA2,HBB,HP
APOA1,APOB,HBA2,HBB,HP,HPX, TF

APOB,APOC3
A1BG,A2M,AHSG,ALB,APOA1,APOA4,APOB,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFH
R1,CLU,CP,F2,FN1,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,HRG,IGLLS5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,LR
G1,PGLYRP2,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPINC1,SERPIND1,TF,VTN

APOA1,APOA4,APOB,APOC3,TF
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8. 10. Anexo 10

Tabela 1. Vias de sinalizagédo significantemente enriquecidas identificadas enriquecimento
functional das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacao “CTRL vs. FP
maior” no momento de cura clinica. As associacdes entre as proteinas de sinalizacio das
reespectivas vias foram detectadas usando a ferramenta Kyoto Encyclopedia at Genes and
Genomes (KEEG).

false discovery

pathway description rate matching proteins in your network (labels)

Complement and coagulation A2M,C3,C4B,CFB,CFH,F2,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINC1
cascades 2.27e-15 ,SERPIND1

Staphylococcus aureus infection  2.2e-05 C3,C4B,CFB,CFH,PLG

Vitamin digestion and

absorption 0.00257 APOAL,APOA4,APOB

African trypanosomiasis 0.00511 APOA1,HBB,HPR

Fat digestion and absorption 0.00677 APOA1,APOA4,APOB
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8. 11. Anexo 11

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacéo

entre “menor FP vs. maior FP” no momento de cura clinica, de acordo com sua participacao

em processos bioldgicos. As classificaces das proteinas foram analisadas pelo software

STRING de acordo com as anotac6es depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

pathway description
negative regulation of endo-
peptidase activity

negative regulation of hydro-
lase activity

protein activation cascade
negative regulation of proteo-
lysis

regulation of proteolysis
negative regulation of ca-
talytic activity

negative regulation of protein
metabolic process

regulation of response to
wounding

regulation of hydrolase acti-
vity

complement activation

platelet degranulation

vesicle-mediated transport
regulation of response to
stress

regulation of catalytic activity
receptor-mediated endocyto-
sis

regulation of protein metabo-
lic process

regulation of humoral
immune response

regulation of body fluid levels

acute-phase response

blood coagulation

negative regulation of meta-
bolic process

regulation of response to ex-
ternal stimulus

negative regulation of cellular
metabolic process

negative regulation of cellular
process

platelet activation

false dis-
covery
rate
1.16e-15

1.16e-15
1.38e-15

2.89e-15
1.36e-11
4.9e-11

8.58e-11
1.28e-10

1.98e-09
2.28e-09
4.4e-09

4.4e-09
9.1e-09
1.62e-08
6.9e-08
8.69e-08
9.86e-08

9.86e-08
1,00E-07

1,00E-07
1.1e-07
1.25e-07

1.26e-07

1.94e-07
2.41e-07

matching proteins in your network (labels)
A2M,AGT,AHSG,AMBP,C3,C4A,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SER-
PINA1,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOC3,C3,C4A,ITIHL,ITIH2,ITIH4,K
NG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,VTN

A2M,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,IGLL5,KNG1
A2M,AGT,AHSG,AMBP,C3,C4A F2,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SE
RPINA1,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,CFB,CFH,CLU,F2,ITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,P
ZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AMBP,APOA1,APOC3,C3,C4AHP,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG
1,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA4,C3,C4A,CLU,F2,ITIHL,ITIH2,ITIH4,K
NG1,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AHSG,APOAL,APOH,C4A,CFB,CFH,F2,KNG1,PGLYRP2,P
LG, VTN

A2M,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A ITIHL,ITIH
2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINA1L,SERPINA3,SERPIND1,VTN

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5

A2M,ALB,APOA1,CLU,KNG1,PLG,SERPINALTF
A2M,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,C4A,CLU,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLLS5,
KNG1,PLG,SERPINAL,TF,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOH,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,HP,HP
R,HPX,KNG1,PLG,TF,VTN
A2M,AGT,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CLU,HP,ITIH
1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,TF,VTN

ALB,AMBP,APOA1,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,CFB,CFH,CLU,F2,HPX,ITIH1
JTIH2,1TIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1, TF,VTN

A2M,C4A,CFB,CFH,HPX,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOH,C3,CLU,F2,GC,KNG1,PLG,SERPINAL,SER-
PIND1,TF

AHSG,F2,HP,ITIH4,SERPINAL,SERPINA3
A2M,ALB,APOA1,APOH,C3,CLU,F2,KNG1,PLG,SERPINAL,SER-
PIND1,TF
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,C3,C4A,CLU,F2,HP,I
TIH1,ITIH2,1TIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AHSG,APOA1,APOH,C4A,CFB,CFH,F2,HPR,KNG1,PGLYR
P2,PLG,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA4,APOC3,C3,C4A,CLU,F2,HP,ITIHL,ITI
H2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,VTN
A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,
CLU,F2,HP,ITIH1,ITIH2,ITIH4 KNG1,PGLYRP2,PLG,PZP,SER-
PINA1,SERPINA3,SERPIND1,VTN

A2M,ALB,APOA1,CLU,F2,KNG1,PLG,SERPINALTF
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regulation of complement ac-
tivation

regulation of inflammatory
response

defense response

endocytosis

response to stress

wound healing

regulation of cellular protein
metabolic process
regulation of response to sti-
mulus

positive regulation of res-
ponse to stimulus

regulation of immune res-
ponse

regulation of lipoprotein li-
pase activity

negative regulation of blood
coagulation

reverse cholesterol transport
blood coagulation, intrinsic
pathway

regulation of biological qua-
lity

regulation of immune effector
process

transport

response to stimulus
inflammatory response
response to wounding

secretion
plasma lipoprotein particle re-
modeling

regulation of biological pro-
cess

cell activation
blood coagulation, fibrin clot
formation

secretion by cell

positive regulation of res-
ponse to wounding

negative regulation of res-
ponse to stimulus
complement activation, classi-
cal pathway

positive regulation of choles-
terol esterification

negative regulation of res-
ponse to wounding
regulation of fatty acid
biosynthetic process

3.44e-07

3.74e-07

4.79e-07
5.05e-07

5.19e-07

9.19e-07

9.47e-07

1.81e-06

3.49e-06

4.37e-06

6.99e-06

7.82e-06
8.6e-06

1.04e-05

1.04e-05

1.07e-05

1.45e-05

1.72e-05
1.81e-05
2.06e-05
2.06e-05

2.91e-05

3.18e-05
3.32e-05

3.32e-05
3.93e-05

4.15e-05

6.36e-05

6.56e-05

7.31e-05

7.31e-05

8.26e-05

A2M,C4ACFB,CFH,VTN

A2M,AGT,AHSG,APOAL,C4A,CFB,CFH,PGLYRP2,VTN
AHSG,APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,HP,IGLL5,ITIH4,KNG1,PGL
YRP2,SERPINA1,SERPINA3,VTN

AHSG,ALB,AMBP,APOA1,C4A HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,VTN
A2M,AGT,AHSG,ALB,APOA4,APOH,C4A,CFB,CFH,CLU,F2,HBA2,H
P,HPR,IGLLS5,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,PLG,SERPINAL,SERPINA3,SER-
PIND1,VTN
A2M,ALB,APOA1,APOH,C3,CLU,F2,KNG1,PLG,SERPINAL,SER-
PIND1,TF
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOAL,C4A,CLU,F2,HPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4,
KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,TF,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFH
R1,CLU,F2,HP,HPR,HPXIGLL5 KNG1,PLG,TF,VTN
AGT,APOA1,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,HPR,HPX,IGLL
5PGLYRP2,PLG,TF,VTN

A2M,AMBP,APOAL,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,IGLL5,VTN
APOA1,APOA4,APOC3,APOH

APOH,F2,KNG1,PLG,VTN
APOA1,APOA4,APOC3,CLU

A2M,APOH,F2,KNG1
A2M,AGT,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,CLU,CP,F2,GC,HPX
,KNG1,PLG,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,TF, TTR

A2M,APOA1,C4A,CFB,CFH,HPR,HPX,PGLYRP2,VTN
A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C4A,CLU
,CP,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINAL1,VTN
A2M,AGT,AHSG,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,F2,GC,HBA2,HP,HPR,IGLLS5,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,P
LG,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,TTR,VTN

AHSG,C3,C4A F2,HP,ITIH4,KNG1,SERPINAL,SERPINA3
A2M,ALB,APOH,C3,CLU,F2,KNG1,PLG,SERPINAL,SERPIND1,TF

A2M,AGT,ALB,APOA1,CLU,GC,KNG1,PLG,SERPINAL,TF
AGT,APOA1,APOA4,APOC3
A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,

CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIHL,ITIH2,ITI
H4,KNG1,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1, TF, TTR,VTN

A2M,AGT,ALB,APOA1,CLU,F2,KNG1,PLG,SERPINALTF

A2M,APOH,F2,KNG1
A2M,AGT,ALB,APOA1,CLU,KNG1,PLG,SERPINAL, TF
AGT,APOH,C3,F2,PLG,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOH,CLU,F2,HP,KNG1,PGLYRP2,P
LG, VTN

C3,C4A,CLU,IGLL5

AGT,APOA1,APOA4

APOA1,APOH,F2,KNG1,PLG,VTN

AGT,APOAL,APOA4,APOC3
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regulation of immune system
process

regulation of triglyceride me-
tabolic process

humoral immune response
mediated by circulating
immunoglobulin

localization

negative regulation of fibri-
nolysis

positive regulation of immune
response

regulation of defense response
activation of immune res-
ponse

positive regulation of lipopro-
tein lipase activity

regulation of triglyceride cata-
bolic process

positive regulation of wound
healing

single-organism metabolic
process

regulation of plasma lipopro-
tein particle levels
complement activation, alter-
native pathway

biological regulation
high-density lipoprotein parti-
cle remodeling

regulation of lipid biosynthe-
tic process

phospholipid efflux
positive regulation of fatty
acid biosynthetic process

single-organism transport
plasma lipoprotein particle as-
sembly

lipid transport

organic hydroxy compound
transport

negative regulation of res-
ponse to external stimulus

regulation of metabolic pro-
cess

negative regulation of multi-
cellular organismal process
positive regulation of biologi-
cal process

regulation of cellular process

lipid localization

negative regulation of very-
low-density lipoprotein parti-
cle remodeling

8.44e-05

9.05e-05

9.75e-05

9.75e-05

9.75e-05

0.000105
0.000108

0.000165

0.000177

0.000231

0.00025

0.000266

0.000266

0.000282

0.000286

0.000348

0.000388
0.000423

0.000423

0.000477

0.000614
0.000659

0.000724

0.000753

0.000809

0.000938

0.000956

0.000956
0.00106

0.00129

A2M,AMBP,APOAL1,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPR,HPX,IGLLS,
VTN

APOA1,APOA4,APOC3,C3

C3,C4A,CLU,IGLL5
A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C4A,CLU
,CP,F2,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINAL VTN

APOH,F2,PLG

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,HPX,IGLL5,PGLYRP2
A2M,AGT,AHSG,APOA1,C4A,CFB,CFH,HPR,HPX,VTN

C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5,PGLYRP2
APOA1,APOA4,APOH
APOA1,APOA4,APOC3

APOH,F2,PLG,VTN
A2M,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CF
HR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HPX,IGLL5KNG1,TF

AGT,APOA1,APOA4,APOC3

C3,CFB,CFH
A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,
CFB,CFH,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,IGLLS5,ITIHL,ITIH2,IT
IH4,KNG1,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,VTN

APOA1,APOA4,APOC3

AGT,APOA1,APOA4,APOC3,C3
APOA1,APOA4,APOC3

AGT,APOA1,APOA4
A2M,AGT,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C4A,CLU,CP,HBA2,HP
X,IGLL5,KNG1,PLG,SERPINALTTR

APOA1,APOA4,APOC3
ALB,APOAL,APOA4,APOC3,APOH,CLU

ALB,APOA1,APOA4,APOC3,CLU

APOA1,APOH,F2,KNG1,PLG,VTN
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,CFB,CFH,CLU
,F2,HP,HPR,HPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SER-
PINA3,SERPIND1,TF,VTN

AGT,AHSG,APOA1,APOC3,APOH,F2,KNG1,PGLYRP2,PLG,VTN
AGT,AHSG,APOA1,APOA4,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,
HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,KNG1,PGLYRP2,PLG,TF,VTN
A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,
CLU,F2,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLLS5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PLG,PZP
,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,TF,TTR,VTN

ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,CLU

APOA1,APOC3

140



regulation of cellular metabo-
lic process

regulation of lipid metabolic
process

homeostatic process
chemical homeostasis

cholesterol efflux
regulation of Cdc42 protein
signal transduction

hyaluronan metabolic process

regulation of primary metabo-
lic process

triglyceride catabolic process
triglyceride homeostasis

regulation of endocytosis

immune system process
phototransduction, visible
light

positive regulation of lipase
activity

positive regulation of apopto-
tic cell clearance

regulation of multicellular or-
ganismal process

innate immune response
positive regulation of en-
docytosis

triglyceride metabolic process
regulation of cholesterol
transport

ion homeostasis
negative regulation of
immune response

regulation of lipase activity

protein metabolic process
positive regulation of phago-
cytosis

regulation of intestinal choles-
terol absorption

high-density lipoprotein parti-
cle assembly

cellular metal ion homeostasis

response to external stimulus

immune response
positive regulation of triglyce-
ride catabolic process

lipid metabolic process
regulation of intracellular sig-
nal transduction

regulation of reactive oxygen
species metabolic process

0.00132

0.00133
0.00176
0.00204
0.00214

0.00234
0.00259

0.00259
0.0028
0.0028
0.00282

0.00294

0.00294

0.00357

0.00357

0.00359
0.00383

0.00392
0.00405

0.00508
0.00534

0.00535
0.00568

0.00581

0.00613

0.00648

0.00648
0.00673

0.00684
0.00775

0.00834
0.00861

0.0115

0.0122

A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,C4A,CLU,F2,HP,HPR
JHPX,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SER-
PIND1,TF,VTN

AGT,APOA1,APOA4,APOC3,C3,SERPINA3
AGT,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,CP,F2,HPX,KNG1,SERPINA3, TF
AGT,APOA1,APOA4,APOC3,CP,F2,HPX,KNG1,TF
APOA1,APOA4,APOC3

APOA1,APOC3

ITIHLITIH2,ITIH4
A2M,AGT,AHSG,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,CFB,CFH,CLU,F2,HP
X,ITIHL,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SER-
PIND1,TF,VTN

APOA1,APOA4,APOC3
APOA1,APOA4,APOC3

AHSG,APOC3,C3,C4A,VTN
APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,F2,HP,IGLL5,PGLYRP2,TF VT
N

APOA1,APOA4,APOC3,TTR
AGT,APOA1,APOA4,APOH
C3,C4A

AGT,AHSG,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,CLU,F2,KNG1,PGLYRP
2,PLG,TF,VTN

APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CLU,IGLL5,PGLYRP2,VTN

AHSG,C3,C4A VTN
APOA1,APOA4,APOC3,APOH

APOA1,APOA4,APOC3
AGT,APOA1,CP,F2,HPX,KNG1,TF

A2M,AMBP,APOAL,PGLYRP2

AGT,APOA4,APOC3,APOH
A2M,ALB,AMBP,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CL
U,F2,HPX,IGLL5,KNG1,PLG,TF

AHSG,C3,C4A

APOA1,APOA4

APOA1,APOA4

AGT,CP,F2,HPX,KNG1,TF
AGT,ALB,APOA4,APOC3,C4A,CLU,F2,GC,HP,PGLYRP2,SER-
PIND1,TTR

APOAA4,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU,IGLL5,PGLYRP2,VTN

APOA1,APOA4
AGT,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,CLU,GC

A2M,AGT,AMBP,APOA1,APOC3,C3,CLU,F2,HPX,TF

AGT,CLU,F2,HP
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very-low-density lipoprotein
particle remodeling

positive regulation of ho-
meostatic process

cholesterol homeostasis
glycosaminoglycan metabolic
process

positive regulation of renal
sodium excretion

cellular iron ion homeostasis
positive regulation of humoral
immune response

retinoid metabolic process
female pregnancy

regulation of phosphorylation
negative regulation of lipase
activity

organic substance transport

organic anion transport
positive regulation of reactive
oxygen species metabolic pro-
cess

regulation of localization
extracellular matrix organiza-
tion

positive regulation of intra-
cellular signal transduction
negative regulation of
immune effector process
hydrogen peroxide catabolic
process

detection of external biotic
stimulus

plasma lipoprotein particle
clearance

fibrinolysis

ERK1 and ERK2 cascade

Idéias legendas

0.0128

0.0148
0.0161

0.0198

0.0209
0.0226

0.0239
0.0251
0.0251
0.0265

0.0266
0.0266
0.0301

0.0315
0.0337

0.036

0.0439

0.0445

0.0445

0.0445

0.0476
0.0476
0.0476

APOA1,APOA4

AGT,F2,KNG1,TF
APOA1,APOA4,APOC3

ITIHL,ITIH2,ITIH4,PGLYRP2

AGT,KNGL
CP,HPX,TF

C3,HPX
APOA1,APOA4,APOC3
AGT,AMBP,GC,PZP

AGT,AHSG,AMBP,APOAL,CLU,F2,HPX, TF,VTN

APOA1,APOC3

AGT,ALB,APOAL1,APOA4,APOC3,APOH,CLU,HBA2 HPX,TF, TTR
ALB,APOA1,APOA4,APOC3,HBA2

AGT,CLU,F2

AGT,AHSG,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,F2,KNG1,TF,VTN

A2M,AGT,PLG,TTR,VTN

AGT,APOA1,C3,CLU,F2,HPX,TF

A2M,APOA1L,PGLYRP2
APOA4,HBA2
C4AAPGLYRP2

APOA1,APOC3
F2,PLG
AGT,TF
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8.12. Anexo 12

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacéo
entre “FP menor vs. FP maior” no momento de cura clinica, de acordo com suas funcdes
moleculares. As classificacBes das proteinas foram analisadas pelo software STRING de

acordo com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

false dis-
covery
pathway description rate matching proteins in your network (labels)
A2M,AGT,AHSG,AMBP,C3,C4A,ITIH1,ITIH2,ITIH4, KNG1,PZP,SER
endopeptidase inhibitor activity 1.03e-16 PINAL,SERPINA3,SERPIND1
A2M,AGT,AMBP,APOA1,APOC3,C3,C4AITIHL,ITIH2,ITIH4,KNG1,

enzyme inhibitor activity 2.83e-14 PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1

serine-type endopeptidase inhi- A2M,AGT,AMBP,ITIH1,ITIH2,ITIH4,PZP,SERPINAL,SER-

bitor activity 1.25e-12  PINA3,SERPIND1
A2M,AGT,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,ITIH1,ITIH

enzyme regulator activity 8.22e-11  2,ITIH4,KNG1,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1
A2M,AGT,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,

protein binding 7.37e-05 CFH,CLU,CP,F2,GC,HP,HPR,KNG1,PLG,SERPINAL, TF,TTR,VTN

glycosaminoglycan binding 0.000837 APOH,CFH,KNG1,PGLYRP2,SERPIND1,VTN

heparin binding 0.00368  APOH,CFH,KNG1,SERPIND1,VTN

high-density lipoprotein particle

receptor binding 0.00403  APOA1,APOC3

steroid binding 0.00654  APOA1,APOA4,APOC3,GC

hemoglobin binding 0.00689  HP,HPR

receptor binding 0.00789  A2M,AGT,APOA1,APOC3,C3,F2,KNG1,PLG,TF,VTN

alcohol binding 0.00805 APOA1,APOA4,APOC3,GC

cholesterol binding 0.013 APOA1,APOA4,APOC3

phosphatidylcholine-sterol O-
acyltransferase activator acti-

vity 0.013 APOAL,APOA4

copper ion binding 0.0299 ALB,APOA4,CP

lipid binding 0.0299 ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,GC
chaperone binding 0.0382 ALB,CLU,CP

complement binding 0.0477 C4A,CFB

glycoprotein binding 0.0477 APOH,CFH,SERPINA1

antioxidant activity 0.0477 ALB,APOA4,HP
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8. 13. Anexo 13

Tabela 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacéo

entre “FP menor vs. FP maior” no momento de cura clinica, de acordo com 0 componente

cellular. As classificacdes das proteinas foram analisadas pelo software STRING de acordo

com as anotacdes depositadas da base de dados Gene Ontology (GO).

pathway des-
cription

blood micropar-
ticle

extracellular
space

extracellular
exosome

extracellular re-
gion part

extracellular re-
gion
cytoplasmic
membrane-
bounded vesicle
lumen
secretory gra-
nule lumen
high-density li-
poprotein parti-
cle

platelet alpha
granule lumen
spherical high-
density lipopro-
tein particle
platelet alpha
granule

chylomicron
endocytic vesi-
cle lumen
very-low-den-
sity lipoprotein
particle
secretory gra-
nule
membrane-
bounded orga-
nelle
cytoplasmic
membrane-
bounded vesicle
haptoglobin-he-
moglobin com-
plex

false dis-
covery
rate

1.93e-61

1.07e-36

1.73e-26

8.24e-21

2.93e-18

1.05e-15

5.66e-11

8.9e-10

4.64e-08

8.32e-08

1.67e-07
1.02e-06

2.31e-06

4.3e-06

5.78e-06

4.4e-05

0.00010

8

0.00124

matching proteins in your network (labels)
Al1BG,A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,C3,C4A,CFB,CFH,CFHR1,CLU
,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PLG,PZP,SER-
PINA3,TF,VTN
A1BG,A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PLG
,PZP,SERPINAL,SERPINA3,SERPIND1,TF,TTR,VTN
Al1BG,A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGL
YRP2,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,TF,TTR,VTN
A1BG,A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGL
YRP2,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,TF,TTR
Al1BG,A2M,AGT,AHSG,ALB,AMBP,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CF
H,CFHR1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLL5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGL
YRP2,PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,TF,TTR

A2M,ALB,APOA1,CLU,HBA2,HP,HPX,KNG1,PLG,SERPINAL,TF

A2M,ALB,APOA1,CLU,KNG1,PLG,SERPINAL,TF

APOA1,APOA4,APOC3,APOH,CLU,HPR

A2M,ALB,CLU,KNG1,PLG,SERPINA1

APOA1,APOC3,CLU,HPR

A2M,ALB,CLU,KNG1,PLG,SERPINA1
APOA1,APOA4,APOC3,APOH

APOA1,HBA2,HP,HPX

APOA1,APOA4,APOC3,APOH

A2M,ALB,APOA1,CLU,KNGL1,PLG,SERPINAL, TF
A1BG,A2M,AGT,AHSG,ALB,APOA1,APOA4,APOC3,APOH,C3,C4A,CFB,CFH,CFH

R1,CLU,CP,F2,GC,HBA2,HP,HPR,HPX,IGLLS5,ITIH1,ITIH2,ITIH4,KNG1,PGLYRP2,
PLG,PZP,SERPINA1,SERPINA3,SERPIND1,TF,TTR,VTN

A2M,ALB,APOA1,CLU,HBA2,HP,HPX ,KNG1,PLG,SERPINAL,TF

HBA2,HP
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endocytic vesi-
cle 0.00322 APOA1,HBA2,HP,HPX,TF
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8. 14. Anexo 14

Tabela 1. Vias de sinalizacdo significantemente enrigquecidas identificadas enriguecimento
functional das proteinas diferencialmente expressas obtidas da comparacio “FP menor FP
vs. FP maior” no momento de cura clinica. As associagdes entre as proteinas de sinaliza¢io
das reespectivas vias foram detectadas usando a ferramenta Kyoto Encyclopedia at Genes and
Genomes (KEEG).

false discovery

pathway description rate matching proteins in your network (labels)
A2M,C3,C4B,CFB,CFH,F2,KNG1,PLG,SERPINA1,SER-

Complement and coagulation cascades 2.45e-14 PIND1

Staphylococcus aureus infection 7.91e-06 C3,C4B,CFB,CFH,PLG
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8. 15. Anexo 15
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Figura 1. Rede regulatdria de interacdo entre proteinas diferencialmente expressas associadas a
menor fibrose pulmonar. Linhas mais grossas representam associa¢es mais fortes. A: Grupo con-
trole comparado ao momento anterior ao tratamento; B: momento anterior ao tratamento compa-
rado a cura clinica; C. Momento de cura clinica comparada a cura sorolégica. D: momento de cura
sorologica comparada a cura aparente.
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8. 16. Anexo 16
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Figura 1. Rede regulatéria de interagdo entre proteinas diferencialmente expressas associadas a
maior fibrose pulmonar. Linhas mais grossas representam associa¢des mais fortes. A: Grupo con-
trole comparado ao momento anterior ao tratamento; B: momento anterior ao tratamento compa-
rado a cura clinica; C. Momento de cura clinica comparada a cura soroldgica. D: momento de cura

sorolégica comparada a cura aparente.
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